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OBJETIVOS

1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de tesis fue desarrollar diferentes metodologias que
permitan explicar las bases moleculares de las alergias alimentarias a proteinas de leche de
vaca y a soja e identificar potenciales proteinas de reactividad cruzada entre ambos sistemas,
con el fin dltimo de aplicar estos nuevos conocimientos para el desarrollo de técnicas de

inmunointervencion destinadas a establecer tolerancia oral a leche de vaca.

2. Objetivos Particulares

v Empleando técnicas de inmunoprotedmica, identificar los epitopes reconocidos por los
anticuerpos monoclonales contra caseinas bovinas utilizados para la deteccién de
proteinas de soja de reactividad cruzada.

v Obtener de forma recombinante y caracterizar /n vitro mediante distintas herramientas
inmunolégicas los dos alergenos mayoritarios de la soja Gly m Bd 30K (P34) y Gly m Bd
28K (P28).

v' Estudiar la relevancia clinica de las proteinas de soja caracterizadas en un modelo
animal de alergia alimentaria a leche de vaca.

v' Aplicar la informacién obtenida en el disefio de una terapia tolerogénica en un modelo
animal de alergia alimentaria.

v' Evaluar las caracteristicas secuenciales y estructurales de los alergenos de soja
estudiados y elaborar un modelo o estrategia computacional que permita predecir
epitopes de reactividad cruzada con leche bovina.

v" Obtener un péptido candidato para el potencial desarrollo de una terapia tolerogénica

para el tratamiento de alergias alimentarias.
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Introduccion

1. ALERGIA

Las enfermedades alérgicas como la rinitis alérgica, el asma, las alergias alimentarias y el
eccema atépico se encuentran entre las causas mas comunes de enfermedades crénicas. Estas
enfermedades se caracterizan por una falla en la respuesta inmune frente a antigenos inocuos.
Estas respuestas adversas se denominan reacciones de hipersensibilidad y fueron clasificadas

en cuatro tipos diferentes por Gell y Coombs (Gell et al., 1963).

El término "atopia" (del griego atopos, significa fuera de lugar) se utiliza a menudo para
describir enfermedades mediadas por IgE. Los pacientes atépicos tienen una predisposicion
hereditaria para producir anticuerpos IgE contra el comun de los alergenos ambientales y
manifiestan una o mas enfermedades atdpicas (Kay, 2001). Frente a la exposiciéon a un
antigeno desencadenante de una reaccién alérgica, los individuos normales o no alérgicos
desarrollan los mecanismos de tolerancia y producen anticuerpos alergeno-especificos de los
isotipos 1gG1 e IgG4 que no desencadenan reacciones inflamatorias, a diferencia de la IgE,
dado que no tienen receptores en mastocitos, basoéfilos o eosinéfilos. Las personas atopicas,
por el contrario, montan una respuesta exagerada frente al alergeno caracterizada por la
produccién de anticuerpos alergeno-especificos del isotipo IgE. Estos anticuerpos se
encuentran elevados en circulacién, pero principalmente estan unidos a sus receptores de alta
afinidad en las células antes mencionadas. Frente a sucesivas exposiciones al alergeno, éste se
une a las moléculas de IgE en la superficie celular induciendo la activacion de las células y un
foco inflamatorio. La presencia de IgE indica la activacion de linfocitos T (LT) especificos que se
han expandido, los cuales mediante colaboracién con los linfocitos B (LB) inducen la secrecién
de IgE (“switch” de isotipo). Por lo tanto en un individuo atépico es posible detectar IgE
especifica en el suero (se evidencia mediante inmunoensayos tipo ELISA o EAST), mastocitos
sensibilizados en la piel (pruebas cutdneas) y LT especificos en circulacion. Estas células se
evidencian /n vitro al expandirlas con el alergeno especifico y a través del andlisis de la
proliferacién celular o secrecién de citoquinas, en este caso citoquinas Th2: IL-4, IL-5 e IL-13.
Como caracteristica inmunopatoldgica de las enfermedades alérgicas es comin observar un

infiltrado celular con eosinéfilos, mastocitos y LT, en los casos que es posible acceder al tejido
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blanco del proceso inflamatorio (Romagnani, 1991; Till et al., 1997). También es posible
detectar niveles aumentados de quimoquinas provenientes de la activacién de la inmunidad

innata (RANTES, eotaxina, CCL20, MIP-1x, MDC, etc) (Kay, 2001).

La respuesta inmune de practicamente todos los nifios recién nacidos estd dominada por las
células Th2, dado que en el microambiente interno predomina un entorno Th2 para evitar
reacciones inflamatorias durante la embriogénesis producto de la presencia de antigenos no
histocompatibles (Prescott et al., 1998). Se propuso que posterior al nacimiento el sistema
inmunolégico del nifio debe madurar y aprender a “manejar’ los antigenos. Para ello necesita
contactar los antigenos del medio ambiente, principalmente microorganismos, para asi activar
la rama del sistema inmune Thl, contra-regulatoria de la Th2. Este proceso denominado
"desviacién inmune" (Holt et al., 1999) es consecuencia de la interaccién del organismo con los
antigenos del medio ambiente, principalmente los microorganismos, que presentan agonistas
de los receptores tipo Toll (TLR) a las células de la inmunidad innata generando una respuesta
Th1-mediada. Sin embargo, en individuos atépicos existe una mayor prevalencia de células
Th2 que fueron iniciadas en el Utero y que no han sido reguladas correctamente durante los
primeros afios de vida en que se produce la maduracién del sistema inmune. Este fendmeno se
ha intentado comprender desde hace muchas décadas, y recién la postulacién de la “hipétesis
de la higiene” permitié ensayar una explicacidon para interpretar la mayor prevalencia de estas
células en los individuos alérgicos (Strachan, 1989). Sin embargo, esta hipétesis actualmente
resulta controversial dado que no permite explicar porque otras patologias Th1-mediadas
también se encuentran en franco incremento en las Ultimas décadas (Diabetes mellitus Tipo |,
enfermedad de Crohn, etc) (Bach, 2002) (figura 1). Por lo tanto, actualmente se postula que
estas patologias serian la consecuencia de fallas en la regulacion de la activacion de
mecanismos inmunoldgicos, principalmente por deficiencias a nivel de los mecanismos de
tolerancia. Existen evidencias experimentales que permiten apoyar esta hipotesis tanto en

modelos animales como en humanos.
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Figura 1. Relacién inversa entre la incidencia de enfermedades infecciosas y la incidencia de
trastornos inmunolégicos (Bach, 2002). En el panel A. datos relativos a las enfermedades
infecciosas que se derivan de los Centros para el control y prevencion de enfermedades a
excepcion de los datos de la Hepatitis A que se derivan de Joussemet et al (Joussemet et al.,
1999). En el panel B, los datos sobre trastornos inmunitarios se derivan de Farrokhyar et al.,
(Farrokhyar et al., 2001) Dubois et al., (Dubois et al., 1998) Tuomilehto et al., (Tuomilehto et
al., 1999) y Pugliatti et al. (Pugliatti et al., 2001).

Factores adicionales que podemos mencionar y que influyen en la activacion de la inmunidad
son la cantidad de alergeno a la que se expone el individuo, la duracién de la exposicién al
alergeno, la edad de exposicién, la frecuencia de exposicidon y la avidez de las interacciones

alergeno-especificas entre los LT y las células presentadoras de antigeno (CPA) (figura 2).

Por lo tanto, el paradigma es la activacion Th1-Th2, pero existen otras subpoblaciones T que
se han identificado en los Ultimos afios y que ejercen también un papel regulatorio sobre estas
dos poblaciones celulares. Las citoquinas Th2 como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 influyen en una
amplia gama de eventos asociados con la inflamacién alérgica aguda y crénica. Las IL-4 e IL-
13 estimulan la produccion de IgE y la expresién de moléculas de adhesidon de células
vasculares; IL-5 e IL-9 estan implicadas en el desarrollo de los eosinéfilos; IL-4 e IL 9-
promueven el desarrollo de los mastocitos; y las IL-4, IL-9 e IL-13 promueven la

sobreproduccién de moco (Kay, 2001).
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Figura 2. Factores inmunolbgicos y celulares que regulan la expresion de las células Th] y Th2.
La respuesta inmune Thi o Th2 estd dominada por IL-12 o por IL-4, respectivamente, también
por la avidez de las interacciones entre las células T y las CPA y la cantidad de alergeno
(antigeno) al que el sistema inmune estd expuesto (Rogers and Croft, 1999). La presencia de
repeticiones de citosina-fosfato-guanosina (CpG) hipometilado de origen bacteriano favorece
el fenotipo Thi, mientras que la presencia de factores de transcripcion tales como GATA-3 son
marcadores del fenotipo Th2. El oxido nitrico favorece la expresion de las células Th2 por
inhibir menos las células Th2 que las células Thi, mientras que en los seres humanos la IL-10
y el factor de crecimiento transformante B (TGF-B) generalmente amortiguan las respuestas de
ambos tipos de células. El IFN-Y inhibe las respuestas mediadas por células Th2. La IL-12 y la
IL-18 producen la liberacion de IFN-Y por las células T. La IL-4 inhibe la expresion de las
células Thi y promueve las respuestas Th2-mediadas. Las flechas verdes indican efectos
estimulantes, y las flechas rojas, los efectos inhibidores de las citoquinas (Kay, 200]1).

1.1. Hipersensibilidad a los alimentos

La alergia alimentaria es una respuesta inmune adversa resultante de la ingestion de alimentos
o aditivos alimentarios en la que participa el sistema inmune. Comprenden una amplia
variedad de trastornos que pueden ser o no mediados por IgE, y ademas puede tratarse tanto
de reacciones agudas como crénicas (Wang and Sampson, 2011). Sin embargo, cominmente se
las emplea como sinébnimo de reacciones que involucran mecanismos mediados por IgE, siendo

la anafilaxia un ejemplo clasico. Las alergias alimentarias incluyen entonces anafilaxia, el
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“sindrome de alergia oral” (relacionado al polen), sindrome de enterocolitis inducida por
proteinas alimentarias, proctocolitis inducida por alimentos, gastroenteropatia eosinofilica y
dermatitis atopica (tabla 1), y estos trastornos se distinguen de otras reacciones adversas a los
alimentos con etiologias no inmunes como las intolerancias a los alimentos que estadn
relacionadas con una respuesta fisiolégica anormal, como por ejemplo la intolerancia a la
lactosa. Finalmente se encuentran las reacciones téxicas originadas por los alimentos que a
diferencia de las antes mencionadas no dependen de una susceptibilidad individual, sino del
alimento. Por ejemplo alimentos contaminados con microorganismos o con toxinas
provenientes de microorganismos, o alimentos que contienen histamina (chocolate, banana,
palta, pescados en descomposicion, etc). En conjunto todas estas reacciones se denominan
reacciones adversas por alimentos y se refieren a cualquier anomalia que un alimento puede
causar en un organismo. La tendencia, inclusive reflejada por la literatura internacional, es
confundir una reaccion adversa, del tipo que fuere, con una alergia alimentaria. Esto motiva a
definir correctamente los términos para luego abordar un correcto diagnéstico del paciente e

instaurar un tratamiento especifico.

1.1.1. Mecanismos inmunopatogénicos de las enfermedades alérgicas

alimentarias

Las diversas manifestaciones clinicas de las alergias alimentarias son el resultado en parte de
diferentes mecanismos inmunes, respuestas de los 6rganos blanco y caracteristicas de las
proteinas desencadenantes. Por lo tanto al hablar de alergia alimentaria no nos estamos
refiriendo a una uUnica patologia, sino que engloba diversas enfermedades (anafilaxia, urticaria,
eccema, proctocolitis, gastroenteritis, sindrome de alergia oral, asma, rinitis, etc) con distintas
manifestaciones clinicas y distinto origen. Conceptualmente, es importante la categorizacion
de los mecanismos inmunes seglin tres tipos generales en base a medidas experimentales

(tabla 1):
-Enfermedades IgE-dependientes
-Enfermedades mediadas por células (sin IgE detectable)

-Enfermedades mixtas (mecanismos IgE-dependientes e IgE-independientes)
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Tabla 1. Bases inmunologicas de los trastornos alérgicos por alimentos.

Inmunopatologia
(presentacion frente
a la exposicién al
alimento)

Trastorno

Caracteristicas
claves

Inmunopatologia
adicional

Desencadenantes
alimentarios

Dependiente de IgE (Iniciacion aguda)

Urticaria/Angioedema.

Ronchas, eritemas
y edemas. Iniciado

por ingestiéon o por

contacto directo
con la piel. La
ingestion es

comunmente causa
aguda (20%) pero
rara vez crbnica
(2%) de urticaria.

Varios alimentos.

Sindrome de alergia oral | Prurito, edema leve | Sensibilizacién a las | Frutas frescas y

(relacionada al polen). limitado a la | proteinas del polen | verduras.
cavidad oral. por las vias

respiratorias resulta
en la produccion de
IgE que se une a
ciertas proteinas
alimentarias
homélogas,
tipicamente labiles,
(ciertas frutas y
verduras).

Rinitis, Asma Estos sintomas Pueden ser
pueden acompafar provocados por la
una reaccién de inhalacion de
alergia alimentaria, alimentos en forma
pero son aislados o de aerosoles
sintomas croénicos. formados por

proteinas alimentarias
(ej. Leche hervida,
harina de mani) o por
ingestion.

Anafilaxia Progresa Liberacion masiva de | Mani, nueces,
rapidamente, mediadores. pescado, mariscos,
afecta multiples semillas, y la leche
érganos, puede entre otros.
inclusive provocar
colapso
cardiovascular.

Anafilaxia asociada a los | Anafilaxia Se cree que el | Los mas comlUnmente

alimentos, inducida por | desencadenada por | ejercicio altera la | descriptos son trigo,

ejercicio alimentos sélo si | absorcién intestinal | apioy mariscos.

luego de la
ingestion temporal
se realiza ejercicio.

y/o la digestion del
alergeno.
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Tabla 1. Bases inmunoldgicas de los trastornos alérgicos por alimentos. Continuacion.

Inmunopatologia
(presentacion frente
a la exposicion al
alimento)

Trastorno

Caracteristicas
claves

Inmunopatologia
adicional

Desencadenantes
alimentarios

M

xta-Asociada a IgE/medi

ada por células (Inicio retardado/crénica)

Dermatitis atopica

Asociada a los
en el

~35% de los nifios

alimentos

con erupcion

moderada a severa.

Relacionada al
homing en piel de los
linfocitos T sensibles
a los alimentos.

Huevo, leche,

soja, entre otros.

trigo,

Gastroenteropatias Los sintomas | En el sitio los | Multiples alimentos.
eosinofilicas varian de acuerdo | mediadores activan
con el | eosinodfilos que
sitio(s)/grado  de | desarrollan su rol,
inflamacion por ejemplo,
eosinofilica. eotaxina, IL-5.
Eséfago: disfagia,
dolor generalizado:
ascitis, pérdida de
peso, edema,
obstruccion.
Mediada por células (Inicio retardado/crénica)
Proteinas de la dieta Afecta Aumento de la | Leche de vaca, soja,
Enterocolitis principalmente  a | respuesta TNF-&, | granos.
los bebés. | disminucion de la
Exposicion crénica: | respuesta a TGF-P.
vomitos, diarrea,
crecimiento
defectuoso,
letargo. Re-
exposicién
después de la
restriccion:
vomitos, diarrea,
hipotensién  (15%)

2h después de la
ingestion.

Proteinas de la dieta
Proctitis

Moco y sangre en

las heces de los

nifos.

Por alimentaciéon con
leche de vaca.

Las alergias alimentarias mediadas por IgE son las mas comunes en la poblacién general,

mientras que las alergias alimentarias no mediadas por IgE representan una proporcion

significativa de alergias a los alimentos en los lactantes y los niflos pequefos. Sin embargo,

esto puede reflejar la forma experimental de evidenciarlas y puede no reflejar la realidad. Las

primeras son mas faciles de diagnosticar dado que existen métodos /in vitro e in vivo para

evidenciar la presencia de IgE especifica (se desarrollard mas adelante), mientras que los

mecanismos celulares son extremadamente dificiles de testificar. En general se debe recurrir al

o6rgano blanco, que es donde se concentran las células patogénicas, y limitaciones éticas
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imposibilitan, en la mayoria de los casos, el acceso a las mismas. Actualmente no esta
completamente dilucidado que es lo que determina que en un individuo alérgico se presenten
reacciones mediadas por IgE y/o células, pero existen factores individuales y ambientales que
juegan un papel central. La hipétesis de la higiene y los factores genéticos identificados
permiten comprender, al menos parcialmente, porque existen individuos que en determinado
momento de la vida desarrollan una enfermedad alérgica frente a la exposicién a ciertos

alergenos.

Por lo tanto hay factores asociados al individuo, al alergeno y a la exposicién al mismo que
determinan la instauracion de una alergia. De este modo, la especificidad y el grado de la
respuesta inmune afectan la expresion de la enfermedad. Por ejemplo, algunos individuos
poseen niveles detectables de IgE especifica a cierto alimento pero no manifiestan sintomas
luego de su ingestidon (Hill et al.,, 2008). Sin embargo, el aumento de la cantidad de IgE
especifica al alimento en suero, y también en mastocitos y basoéfilos, esta asociado con una
mayor sensibilizacion del individuo, y por lo tanto, con un mayor riesgo de generar

manifestaciones clinicas luego de una exposicién al alergeno.

Asi como se ha determinado en numerosas reacciones alérgicas que existe un componente
hereditario, en las alergias alimentarias existe una asociacidon genética. Por ejemplo, la alergia
al mani es 10 veces mas probable en nifios con hermanos alérgicos comparado con el riesgo
de la poblacién en general (Wang and Sampson, 2011). Dado que se trata de una enfermedad
multifactorial los distintos polimorfismos descriptos en distintos cromosomas sélo pueden
asociarse a una susceptibilidad individual. Para que estos alelos se manifiesten es necesaria la
participacion de factores desencadenantes. Luego de muchas décadas de estudios se ha
llegado a la conclusion que estos factores son ambientales. Estudios recientes identifican las
potenciales influencias del medio ambiente sobre el sistema inmune para favorecer la
instauracion de las reacciones alérgicas. Ademas de la “hipétesis de la higiene “como se
menciond anteriormente, también se observd que favorecen el desarrollo de alergias el
aumento en el consumo de acidos grasos poliinsaturados omega-6 y la disminucién de la
ingesta de acidos grasos poliinsaturados omega-3, la dieta reducida en antioxidantes, y el

exceso o deficiencia de vitamina D (Sicherer and Sampson, 2009).
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Las caracteristicas de las proteinas desencadenantes o alergenos también afectan la expresién
de la enfermedad. Proteinas que son facilmente degradadas por el calor y la digestiéon
(variaciones en el pH o degradaciéon enzimatica en el tracto gastrointestinal), no son capaces de
desencadenar reacciones severas. Por el contrario, proteinas resistentes, como las proteinas de
reserva en semillas, son mas proclives a desencadenar reacciones alérgicas (Steckelbroeck et
al., 2008). Los carbohidratos asociados a proteinas también pueden influir en la alergenicidad.
Por ejemplo, las modificaciones que sufren los glicanos al ser tostadas las proteinas del mani
aumentan su estabilidad y la alergenicidad (Wang and Sampson, 2011). Ademas, la presencia
de epitopes IgE especificos lineales o conformacionales parecen distinguir entre los fenotipos
de alergias alimentarias. Varios estudios muestran que la unién de anticuerpos IgE
predominantemente con epitopes discontinuos o conformacionales (aminodacidos lejanos en la
secuencia de la proteina, pero préximos en la proteina plegada) estd asociada con alergias
transitorias a leche de vaca o huevo. En cambio cuando la IgE se une principalmente epitopes
lineales, secuenciales o continuos (aminoacidos consecutivos en la secuencia de una proteina)
las alergias son persistentes (Wang and Sampson, 2011). Pero ademds se ha demostrado que
entre los alergenos (principalmente los vegetales) existe una relacién estructural. Esto ha
posibilitado agrupar los alergenos en familia por su similitud de estructura primaria y
conformacién. Es asi que podemos hablar de los alergenos pertenecientes a las cupinas,
prolaminas, profilinas, etc por citar los ejemplos mas importantes (Jenkins et al., 2005). Sin
embargo, aplicando técnicas de protedmica se ha demostrado que la mayoria de los alergenos
principales de diferentes sistemas muestran una reactividad cruzada con antigenos de
microorganismos, principalmente helmintos, la cual se basa en una relacién estructural entre
sus antigenos: tropomiosinas de dermatofagoides y cucarachas con Ascaris y filarias
Wuchererias; la quitina de pared de hongos, parasitos e insectos y antigenos de
dermatofagoides; las lipocalinas (aeroalergenos en epitelio de roedores, perros, caballos y
cucarachas) con antigenos de Schistosoma. Pero lo mas sorprendente de este andlisis surgié de
la relacion funcional entre estos antigenos procaridticos y los alergenos: numerosos
inmundégenos helminticos son proteasas que le permiten al parasito invadir, migrar y
alimentarse del huésped, y ademas tienen capacidad de inducir IgE (Fasciola hepatica inhibe la
producciéon de IL-12). Del mismo modo se ha demostrado la actividad proteasica en diversos

alergenos y se ha asociado esta funcién a su capacidad de penetrar las mucosas y contactar las
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células del sistema inmune para activar el inflamasoma (Der pl1 de Dermatofagoides
pteronissimus) (Fitzsimmons and Dunne, 2009). Trabajos posteriores han demostrado que la
mayor similitud se da con protozoarios, luego hongos y en menor medida bacterias (Santiago
et al., 2012, 2011). Estos hallazgos no hacen mdas que confirmar aspectos evolutivos del
sistema inmune y su regulacién por antigenos presentes en el medio ambiente. Actualmente se
han logrado importantes avances en el conocimiento de la regulacion enddgena (sistema
endécrino y nervioso) y exdgena (antigenos presentes en el universo de los procariotas) del
sistema inmune. Se ha postulado que los mecanismos IgE-dependientes (inmunidad innata y
adaptativa) se han generado en el proceso evolutivo por la presencia en el medio ambiente de
antigenos, principalmente de parasitos que se alojan en cavidades huecas (helmintos). La
persistencia de estos macroparasitos ha determinado que los mecanismos mediados por la IgE
persistan hoy en dia, pero debido a alteraciones en la regulacion del sistema inmune estos
mecanismos se activan frente a antigenos inocuos o alergenos que no guardan relacién con los
parasitos. Por esta razdn las reacciones alérgicas corresponden a reacciones de
hipersensibilidad. Estos antigenos alergénicos, que no son procariéticos, inducen mecanismos
de tolerancia en individuos normales o no atépicos o no alérgicos, mientras que en individuos
susceptibles inducen las reacciones alérgicas. Sin embargo, como se menciond anteriormente

existe una relacion estructural y funcional entre alergenos y antigenos procariéticos.

1.2. La inflamacioén alérgica

Los alergenos alimentarios, aeroalergenos, drogas y venenos de insectos son los principales
alergenos responsables de la induccion de las reacciones de hipersensibilidad inmediata
después de la sensibilizacién inicial (figura 3). Las reacciones alérgicas a las proteinas de la
dieta se deben a una respuesta inmune que resulta en la produccion de IgE especifica con
polarizacion de células T helper tipo 2 (Th2) en la mucosa gastrointestinal (fase
sensibilizacién). La unién de IgE al FceR1, el receptor de alta afinidad en mastocitos, seguido
del entrecruzamiento de al menos dos complejos IgE-FceR1 provoca la activacion vy
degranulacién celular (fase efectora). Este proceso implica la liberacion inmediata de sustancias
preformadas en los granulos citoplasmaticos, como la histamina, y la induccién de la sintesis
de sustancias pro-inflamatorias, tales como leucotrienos, prostaglandinas, citoquinas,

quimoquinas y factores de crecimiento. Sin embargo los granulos de mastocitos, basofilos y
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eosinéfilos contienen numerosas enzimas, citoquinas y quimoquinas. Por lo tanto, la rapida
liberacién de sustancias con actividad farmacolégica pro-inflamatoria genera un foco
inflamatorio inmediato, mientras que la induccion de la sintesis de otras sustancias pro-
inflamatorias perpetia el proceso inflamatorio en el tiempo. Estos eventos determinan que
exista una reaccién inflamatoria inmediata y otra tardia en el érgano o tejido donde el alergeno

activa estas células.

Fase Sensibilizacion Desafio/Fase Efectora

- Alergeno *

Medio ambiente

(O OO C T
=

Mucosa

Sintomas
Clinicos

Célula Presentadora Histamina

de;antigenos Célula Th2 Célula B Leucotrienos
Célula Plasmatica Citoquinas
00
9589 %o
oo

Figura 3. Esquema general de la fase de sensibilizacion y fase efectora en la respuesta
inmunoldgica a alergenos alimentarios. Durante la sensibilizacion, los alergenos atraviesan la
barrera mucosal y son muestreados por las CPA y presentadas a través del complejo mayor de
histocompatibilidad MHC Il a las células T naive que se diferencian en células ThZ2. Las
citoquinas producidas por las células Th2 inducen el cambio de isotipo en las células B, dando
como resultado la produccion de anticuerpos IgE que se unen al receptor FceRl en mastocitos.
Tras un segundo encuentro con el mismo alergeno unido a la célula IgE, el entrecruzamiento
conduce a la degranulacion y la liberacion de mediadores (histamina) que causan la
sintomatologia clinica.

Si el entrecruzamiento por el alergeno ocurre en los baséfilos en circulacion el proceso
inflamatorio se denomina anafilaxia. Cuando este proceso de activacion celular se produce en
formas repetitiva y sobre un érgano blanco, es posible que se produzca un infiltrado celular

cuyas caracteristicas dependeran del tejido y tipo de células que se hayan activado. Si persiste
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la activacién celular (inclusive de las células atraidas) se produce el remodelamiento tisular con
la posible pérdida de la funcién del érgano. Esto ocurre por ejemplo en la insuficiencia
respiratoria en el asma debida a la acumulacién y activacion de neutréfilos, eosindfilos y
linfocitos. En general para llegar a un cuadro de este tipo se requieren afios de propagacion del
foco inflamatorio y sus caracteristicas, como asi también su respuesta al tratamiento
dependera del tipo de proceso inflamatorio instaurado. En estos casos estamos ante una

inflamacion cronica.

1.3. Mecanismos de alergia y tolerancia

La tolerancia inmune se define como la falta de respuesta de la inmunidad adaptativa a un
antigeno y puede estar mediado por distintos mecanismos tales como delecion, inactivacion o
modulacion de LT especificos del antigeno e induccion de LT con actividad regulatoria (Treg).
Estos mecanismos son la base de la no respuesta hacia antigenos propios, cuya disrupcion
lleva a la autoinmunidad. Sin embargo, el sistema inmune tiene la capacidad de diferenciar
antigenos no propios patogénicos (microorganismos patogénicos) de los no propios inocuos,
tales como los antigenos procariéticos de la microbiota y los de la dieta o del medio ambiente
(alergenos). Por lo tanto existe un solapamiento de los mecanismos inmunoldgicos en el
reconocimiento de los antigenos no propios, lo cual indica que los mecanismos de regulacién
de la activaciéon inmunoldgica son muy precisos. En particular la tolerancia oral es el proceso
por el cual el sistema inmune no reacciona frente a antigenos que ingresan por la via oral, que
inducirian la activacion inmunoldgica si ingresaran por otra via (subcutanea por ejemplo). Este
mecanismo prevalece en la mucosa gastrointestinal, y también en la bronquial, y da origen no
s6lo a la tolerancia local, sino también a la tolerancia sistémica. En el intestino es un proceso
clave y complejo dado que permite mantener lo que se denomina homeostasis intestinal, que
permite que el tejido cumpla con sus funciones especificas (intercambio de nutrientes), atin en
un medio donde la carga antigénica es altisima, y la inflamacién seria la situaciéon permanente
si no existiera la tolerancia. En otras palabras, el gran desafio antigénico (microorganismos que
componen la microbiota, antigenos del medio ambiente y antigenos dietarios) al que esta
sometida la mucosa gastrointestinal seria determinante para activar al sistema inmune y
generar un foco inflamatorio persistente (inflamacién crénica). Estos antigenos son en su

totalidad antigénicos y algunos inclusive son portadores de potentes componentes con
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actividad adyuvante (agonistas de TLR presentes en microorganismos). Por lo tanto, si no fuera
por la compleja red de células y moléculas que montan los mecanismos de tolerancia el tracto
gastrointestinal no podria controlar la inflamacion y cumplir con sus funciones especificas. De
esta manera, el sistema inmune asociado a la mucosa gastrointestinal (GALT) en un individuo
normal desarrolla mecanismos de tolerancia frente a aquellos antigenos que desea conservar, y
al mismo tiempo tiene la capacidad de montar rapidos y efectivos mecanismos inmunoldgicos
para controlar a los patdgenos. En los individuos con alergia alimentaria este delicado
equilibrio se encuentra alterado, se observa un desbalance en la microbiota, y una activacion
aberrante del sistema frente a determinados antigenos dietarios (Chehade and Mayer, 2005;
Peron et al., 2009). Las causas que dan origen a estos cambios no se conocen en su totalidad.
Se ha demostrado en modelos animales y en patologias originadas por mutaciones en
humanos (IPEX o sindrome de enteropatia, poliendocrinopatia e inmunodesregulacién ligado al
X, y APECED o distrofia ectodérmica con candidiasis y poliendocrinopatia, donde estan
mutados AIRE y Foxp3 respectivamente) que alteraciones a nivel de la regulacién en la
generacion de los Treg da origen a enfermedades autoinmunes (algunas severas) con

manifestaciones alérgicas.

Se ha demostrado que la activacién de la inmunidad adaptativa frente a un antigeno en
ausencia de la activacion de la inmunidad innata (ausencia de PAMPS o patrones moleculares
asociados a patogenos, o DAMPS o patrones moleculares asociados a dafio) da origen a la
generacion de células con actividad regulatoria (Treg inducibles). Esta es la respuesta
fisiolégica de la inmunidad adaptativa frente a un alergeno. Sin embargo, en los alérgicos
existe una activacién inmunoldgica que da origen a los Th2 especificos, en lugar de los Treg
especificos. Las células encargadas de presentar los antigenos a los LT (células presentadoras
de antigenos o CPA) y el sitio anatomico donde esto se produce son claves para determinar la

naturaleza de la respuesta.

El GALT esta constituido por una amplia variedad de células inmunes innatas y adaptativas,
como las células dendriticas, macréfagos, linfocitos intraepiteliales, LT efectores, LT
reguladores y LB. Estas células se agrupan en estructuras en los sitios inductivos de las placas
de Peyer, nédulos linfaticos mesentéricos (MLN) y foliculos linfoides que se encuentran

dispersos a lo largo de la lamina propia (LP), la cual comporta como un compartimiento
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efector. Epitopes intactos derivados de los alimentos que escaparon a la degradacién
gastrointestinal pueden ser capturados en el intestino a través de células M que recubren las
placas de Peyer y foliculos linfoides, o pueden ser absorbidos directamente en la LP a través de
las células dendriticas que tienen capacidad de muestrear los antigenos del lumen intestinal
extendiendo sus dendritas a través de la mucosa y asi llegar a la luz intestinal. El trafico
posterior de las células dendriticas a los MLN es absolutamente necesario para la induccion de
tolerancia hacia los antigenos alimentarios, aunque las respuestas regulatorias inducidas en las
placas de Peyer también contribuyen a la tolerancia oral (Wang and Sampson, 2011). Como
mencionamos anteriormente es muy importante el tejido donde se produce la presentacion
antigénica. Cuando esto ocurre en el tracto gastrointestinal bajo condiciones homeostaticas se
genera una respuesta activa regulatoria llamada tolerancia oral. Este proceso es mediado
principalmente por los Treg inducidos localmente por la influencia de factores especificos del
tejido. Esto es lo que determina que el sitio de ingreso de un antigeno sea critico para la
inducciodn de tolerancia, lo cual va a ser el resultado de una compleja interaccién entre distinto
tipo de células (células epiteliales, células dendriticas, macréfagos, LT, LB y células del
estroma). Varias subpoblaciones de LT se han caracterizado con capacidad regulatoria y que se
generan en la mucosa gastrointestinal: células Th3 (LT CD4+ que secretan TGF-B), células Tr1
(LT CD4+ secretorios de IL- 10), células Treg CD4+ CD25+ Foxp3, células T supresoras CD8 +
y células T Yd. Cuando estas células, principalmente las Treg CD4+ CD25+ se transfieren a un
animal naive no es posible inducir IgE o reacciones de hipersensibilidad, o inclusive en
modelos de asma o alergia alimentaria la administracidon de antigenos por via oral induce Treg
y previenen la secrecién de IgE y la induccion de sintomas (Russo et al., 2001; Smaldini et al.,

2012; Tunis et al., 2012).

Previamente se ha caracterizado la induccion selectiva de los Treg en respuesta a los antigenos
que ingresan por la via oral. Este proceso esta mediado por dos subpoblaciones especiales de
células dendriticas: una que expresa CX3CR1, y estdn encargadas de muestrear antigenos del
lumen intestinal en lamina propia y Placas de Peyer, y otra subpoblacion de células dendriticas
migratorias que expresan CD103, que presentan los antigenos a los LT bajo condiciones
homeostaticas muy particulares (factores especificos producidos por el estroma,

principalmente TGF-B y acido araquiddnico) en los ganglios mesentéricos. Por lo tanto, la
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forma de muestreo antigénico y de presentacién antigénica son factores criticos en el
desarrollo de la tolerancia inmune (Bogunovic et al., 2009; Schulz et al., 2009). Sin embargo,
se ha demostrado que no sélo las células dendriticas intestinales participan en la induccién de
Treg, sino que también pueden inducirse en otras mucosas y bajo el efecto de factores
tisulares similares. Células dendriticas de la piel y del pulmén participan en la induccién de

Treg Foxp3+ (Gomez de Agiiero et al., 2012; Lambrecht and Hammad, 2012).

En diferentes enfermedades alérgicas se ha demostrado que existen factores tisulares del
o6rgano blanco afectado que se encuentran alterados, y que podrian estar relacionados con
fallas a nivel de tolerancia que originan un funcionamiento anémalo de los mecanismos
inmunes. Dado que en individuos alérgicos existe una hiper-producciéon de IgE y se han
detectado LT especificos del alergeno alimentario, se postula que podrian ser fallas a nivel de
regulacion de los LT las responsables de la respuesta inmune aberrante. El factor mas
ampliamente descripto asociado a fallas a nivel de tolerancia en diferentes mucosas en
alérgicos es TSLP (linfopoyetina asociada al estroma timico). Esta quimoquina, inicialmente
involucrada en el desarrollo timico y en tolerancia central, actualmente ha sido descripta como
un factor soluble que interviene en los mecanismos de tolerancia periférica, en particular en
intestino. En pacientes con asma, dermatitis atépica y alergia alimentaria se ha hallado que se
encuentra excesivamente expresada y secretada por células epiteliales de bronquios, piel e
intestino, respectivamente (Comeau and Ziegler, 2010; Han et al., 2008; Ziegler, 2012). Sin
embargo, es muy dificil estudiar en forma directa la respuesta celular asociada a mecanismos
regulatorios en pacientes con alergia alimentaria y evidenciar efectos a nivel de Treg. Ha sido
posible detectar en sangre periférica LT especificos de antigenos dietarios, a partir de los
cuales pueden obtenerse lineas celulares y clones T especificos secretores de IL-4 e IL-13, y
cantidades variables de IFN-y. Ha resultado muy dificil aislar LT especificos de antigenos de la
dieta de individuos no alérgicos, y en todos los casos son LT de fenotipos ThO o Th1 (Campbell
et al., 1998; Eigenmann et al., 1996; Flinterman et al., 2010; Schade et al., 2000; Schulten et
al., 2009; Tordesillas et al., 2009). Se ha evidenciado en la mucosa gastrointestinal niveles
elevados de mRNA de IL-5 (Vandezande et al., 1999) y LT Th2 especificos de proteinas de
leche de vaca (Beyer et al., 2002). Pero al momento de estudiar Treg se encontré que LT

periféricos de individuos no alérgicos no son capaces de secretar IL-10/TGF-B, mientras que
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LT de ldamina propia secretan IL-10/TGF-B. Por el contario, en pacientes alérgicos sélo es
posible detectar LT productores de citoquinas inmunosupesoras sélo cuando han desarrollado
tolerancia y superado la alergia alimentaria (Shreffler et al., 2009). Existen muy pocos trabajos
que demuestran deficiencias a nivel de Treg, tanto en la produccién de citoquinas (Krogulska
et al.,, 2011), como en la respuesta quimioatractante (Nguyen et al., 2009). Pero esto se debe a
las dificultades para caracterizar y aislar Treg, dado que el principal marcador de los Treg es
Foxp3, mientras que los marcadores de membranas son compartidos con otras subpoblaciones

celulares.

En conjunto, estos resultados experimentales permiten inferir que en los individuos alérgicos
existen fallas en los mecanismos inmunoregulatorios subyacentes en las mucosas, vy
constituyen la base experimental para sostener que la re-instauracién de estos mecanismos
pueden re-direccionar la inmunidad adaptativa, y corregir el defecto inmunoldgico en estos
pacientes. Las actuales inmunoterapias se basan en la expansion /in vivo de los Treg, o en la
induccidon de Treg inducibles, mediante la administracién mucosal de antigenos dietarios en
forma controlada. Se estan realizando esfuerzos para lograr una mejor caracterizacion de los
Treg (Hoffmann et al., 2009), y de esta manera poder aislarlos y procesarlos ex vivo (expansién
clonal) de manera de poder desarrollar terapias celulares para restaurar la tolerancia inmune.
Esto ha sido posible en modelos animales y demuestra que la hipétesis planteada puede ser un
sélido argumento para enfocar los estudios al desarrollo de este tipo de terapias en el futuro.
Se ha demostrado que ratones alérgicos presentan niveles reducidos de TGF-B y Foxp3
(Ganeshan et al.,, 2009) y que el bloqueo de CTLA-4 (proteina inhibitoria de los Treg)
incrementa la sensibilizacion y los sintomas alérgicos frente al desafio antigénico (Van Wijk et
al.,, 2005). Ademads, la delecion de células que expresan Foxp3 en ratones origina una
inflamacion intestinal, que puede ser revertida por transferencia adoptiva de Treg Foxp3+

(Boehm et al., 2012).

Por lo tanto es importante investigar si todas las formas de alergias alimentarias estan
asociadas a defectos en los Treg, lo cual podria tener importantes implicancias en la respuesta

a las inmunoterapias.
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2. ALERGENOS ALIMENTARIOS

2.1. Proteinas alergénicas

Los alergenos son inmunégenos que desencadenan las reacciones alérgicas. Pueden ser
proteinas o glicoproteinas, y a priori cualquier inmunégeno, se puede comportar como un
alergeno, dependera de la susceptibilidad individual. La nomenclatura de los alergenos fue
establecida por el subcomité de nomenclatura de alergenos de la Unidn Internacional de

Sociedades Inmunoldgicas (IUIS) (http://www.allergen.org). Son designados de acuerdo al

nombre taxondmico de sus fuentes de la siguiente manera: las primeras tres letras del género,
espacio, la primera letra de la especie, espacio, y un numero. Ejemplos: Der p 1 para el
antigeno mayor de Dermatofagoides pteronissimus. Esto fue posible a partir de la clonacién y
secuenciacién de los principales alergenos conocidos, lo cual permitié un mejor conocimiento

de las fuentes, funciones y caracteristica de los mismos.

Los principales alergenos alimentarios, responsables del 80% de las reacciones alérgicas han
sido agrupados en el denominado grupo de los “grandes 8” y son: leche, huevo, mani, frutas
secas, pescados, mariscos, soja y trigo y los derivados de cada uno. Sin embargo este listado
se ha ido modificando dependiendo de las regiones, de forma tal que por ejemplo Europa ha
incorporado en los ultimos afios las semillas de mostaza. De esta manera del amplio espectro
de alergenos alimentarios que pueden existir en la naturaleza, éstos resultan ser los mas
relevantes, principalmente por factores asociados a la edad de exposicion y los habitos
dietarios. La mayoria de los alergenos alimentarios provenientes de animales pueden ser
clasificados en tres grupos de proteinas, mientras que los vegetales pueden ser agrupados en

cinco superfamilias (tabla 2).

Esta agrupacion de los alergenos en familias ha sido posible a partir de los estudios de
conformacién estructural e identificacion de funciones bioldgicas, de manera que la
clasificacion cominmente empleada de los alergenos en funcién de la via de ingreso al
organismo y habitos de exposiciéon (alergenos alimentarios, inhalantes, inyectables,
domiciliarios, estacionales, etc) estd siendo desplazada con el tiempo por esta nueva

clasificacion. Esto permite diagndstico mas preciso, realizar un mejor prondstico (por ejemplo
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en base a reactividades cruzadas) y plantear inmunoterapias dirigidas a grupos de alergenos,

lo cual permitira controlar un rango mas amplio de reacciones alérgicas.

Tabla 2. Principales alergenos alimentarios

Familia de alergeno

. . Fuente Ejemplo de alergenos
alimentario

Familias de proteinas alimentarias de animales
aS1, aS2, B, k-caseinas (Bos d 8);
B-lactoglobulina (Bos d 5),

Proteinas de la leche Leches de mamiferos ,
a-lactoalbumina (Bos d 4)
de vaca
Car aralbumina de carpa
Paralbimina Pescados PP P

comun; Gad c 1 de bacalao
Tropomiosina Moluscos y crustaceos Pen a 1 de camarén
Familias de proteinas alimentarias de plantas
Gly m 4 de soja;
Mal d 1 de manzana;
Pru av 1 de cereza
Betv 1

Superfamilia de Bet v1 Frutas, vegetales, soja

Superfamilia de Cupinas
Ara h 1de mani;

Mani, frutas secas, L
Gly m 5 (B-conglicinina)

Globulinas 7S .
legumbres, semillas

de soja
) Mani, frutas secas, Ara h 3 de mani;
Globulinas 11S L .
legumbres Gly m 6 (glicinina) de soja

Superfamilia de Prolamina
Prolaminas Cereales a- y Y-gliadinas de trigo

Pru p 3 de durazno;

nsLTPs Frutas y vegetales
y ved Mal d 3 de manzana
Inhibidores de Gly m Tl de soja;
. o Cebaday arroz
a-amilasa/tripsina Hor v 1 de cebada
. Mani, frutas secas, Ara h 2 de mani;
2S Albumina ) .
semillas Ber e 1 de nuez del Brasil

Ara h 5 de mani;
Frutas, vegetales,

Superfamilia de Profilinas Api g 4 de apio;

legumbres Hev b 1 de litex
Proteinas del sistema de
defensa
PRs, proteasas, inhibidores de Frutas Mal d 2 de manzana;
proteasas Pru av 2 de cereza

Nota: nsLTPs-transferencia no especifica de lipidos; PRs-Patogénesis—Related proteins o proteinas de

defensa.

Por ejemplo: sindrome de alergia oral originado por alergenos del polen del abedul (Bet v 1)
que ingresan por vias aéreas y presentan una reactividad cruzada con alergenos de frutas,

manzana (Mal d 1), que ingresa por el tracto digestivo. Inmunoterapias utilizando extractos
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conteniendo Bet v 1 podrian ser usadas para el tratamiento de la alergia al abedul y al mismo
tiempo a la manzana en aquellos pacientes que tengan el sindrome de la alergia oral
(principalmente en el norte de Europa). En la figura 4 se muestran las estructuras
representativas de proteinas pertenecientes a las principales familias de alergenos alimentarios

animales y vegetales.

Car p paralb

Figura 4. Estructuras 3D de las proteinas pertenecientes a las diferentes superfamilias de
alergenos alimentarios. Ejemplos de las estructuras de los principales alergenos animales: Bos
d 5 (B-lactoglobulina) de la leche de vaca y Car p paralb (Car p paralbumina) de la carpa
comun. Ejemplos de las estructuras de los principales alergenos de plantas.: Bet v 1 del polen
(de reactividad cruzada), Ara h 1 del mani, glicinina A3B4 de soja, Pur p 3 del durazno, Gly m
7! de soja, Ber e 1 de la nuez brasilera, Hev b 1 de del ldtex (de reactividad cruzada) y Pur av 2
de la cereza.

2.2. Alergenos de la leche de vaca

Las reacciones agudas originadas por la exposicién a la leche pueden ser causadas por varias

proteinas presentes en la leche de vaca. Las caseinas y las proteinas del suero constituyen
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aproximadamente entre un 80% y un 20% del total de las proteinas de la leche,

respectivamente (tabla 3) (Wal, 2004).

Las caseinas constituyen los principales alergenos de la leche, e incluyen aS1, aS2, B y k-
caseinas (todas bajo la nomenclatura de alergenos Bos d 8) que comprenden el 32%, 10%, 28%
y 10% respectivamente del total de las proteinas. Del suero de la leche los alergenos
principales son la a-lactoalbumina (Bos d 4) y B-lactoglobulina (3-Lg, Bos d 5) comprenden el
5% y el 10% de las proteinas de la leche, respectivamente (Docena et al., 1996; Natale et al.,

2004; Wal, 2004).

Estas proteinas han sido ampliamente descriptas como alergenos y se han identificado
numerosos epitopes lineales IgE en sus secuencias empleando péptidos sintéticos y sueros de
pacientes alérgicos (Busse et al., 2002; Cerecedo et al., 2008; Chatchatee et al., 2001a, 2001b;
Cocco et al., 2003, 2007; Han et al., 2008; Jarvinen et al., 2001). Es importante resaltar que en
las caseinas, principalmente la «S1-caseina, se han identificados epitopes IgE a lo largo de
toda la proteina, lo que determinada su elevada alergenicidad. También fueron identificados
otros alergenos menores de la leche los que incluyen a la seroalbumina bovina (BSA, Bos d 6),
lactoferrina e inmunoglobulinas (Bos d 7), pero es muy infrecuente encontrar pacientes
alérgicos a las mismas. En la tabla 3 se listan las principales proteinas alergénicas que

componen la leche de vaca.

Tabla 3. Principales proteinas alergénicas que componen la leche de vaca.

p Nomenclatura Peso
Proteinas
IUIS Molecular kDa
80% - Proporcién en la leche de vaca
§ aS1-caseina 23,6-25,2
E aS2-caseina 23,6-25,2
< ) Bos d 8
(U] B-caseina 24
K-caseina 19
20% - Proporcion en la leche de vaca
g a-lactoalbimina Bos d 4 14,1
a B-lactoglobulina (B-Lg) Bosd 5 18
seroalbumina bovina (BSA) Bos d 6 69

40



Introduccion

Se han realizado marcados esfuerzos para tratar de disminuir la alergenicidad de estas
proteinas y se determindé que la coccion y los diferentes procesamientos de la leche
(fermentacidén de yogures) disminuyen la alergenicidad de las proteinas del suero. Esto
permitiria explicar porque algunos pacientes alérgicos a las proteinas de la leche toleran los
hidrolizados de leche vacuna (férmulas a base de hidrolizados de proteinas de suero) y los

yogures (Ehn et al., 2004; Nowak-Wegrzyn et al., 2008).

2.3. Alergenos de la soja

Se ha observado que alrededor de 28 proteinas de soja son reconocidas por IgE de pacientes
alérgicos a soja (Awazuhara et al., 1997; Shibasaki et al., 1980). Sin embargo s6lo unas pocas
de estas proteinas han sido reconocidas como alergenos y existen controversias sobre cual es
el alergeno principal de la soja, dado que distintos trabajos identifican a distintas proteinas (un
alergeno principal o mayor es aquel que es reconocido por mas del 50% de la poblacién
testeada) (Cinader, 1984). Oficialmente son aceptadas como alergenos de la soja por el Comité
de Alergenos de la IUIS las siguientes proteinas: Gly m Bd 30K (proteasa cisteinica) (Helm et al.,
1998, 2000a; Herman, 2005; Herman et al., 2003; Ogawa et al., 1991, 1993), Gly m 3 (una
profilina) (Rihs et al., 1999) y Gly m 4 (una proteina PR-10) (Berkner et al., 2009; Kleine-Tebbe
et al., 2002) como alergenos relacionados al sindrome de alergia oral; Gly m 1 y Gly m 2,

proteinas hidrofobicas de la cascara (Codina et al., 1997, 2000, 2002; Gonzalez et al., 1995).

Otras proteinas de soja fueron también caracterizadas como alergenos, incluyendo las
proteinas de reserva Gly m 5 (B-conglicinina) y Gly m 6 (glicinina) (Beardslee et al., 2000; Helm
et al., 2000b; Ogawa et al., 1995), el inhibidor de tripsina (Gly m TI) y la albimina de soja 2S
(Gly m 2S) (Burks et al., 1994a; Gu et al., 2001; Moroz and Yang, 1980). Las dos principales
proteinas de almacenamiento de la soja, B-conglicinina y la glicinina, son las globulinas 7S y
11S, y representan alrededor del 30% y 40% del total de las proteinas de la semilla,
respectivamente. La sensibilizacion a ambos alergenos muestra ser un potencial indicador de
reaccion alérgica severa a la soja (Holzhauser et al., 2009). Los aeroalergenos identificados en
soja son proteinas hidrofobicas que se encuentran en la cdscara, entre las cuales las mas
importantes son la Gly m 1 y Gly m 2. Los perfiles de reactividad IgE para estos alergenos, y la
patologia que provocan, son diferentes al comparar la ingestiéon con la inhalacién de los

mismos (Codina et al., 1997, 2000, 2002; Gonzalez et al., 1995) lo cual indica que la via de
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ingreso y las caracteristicas del alergeno son importantes en la instauracion de las reacciones

alérgicas. En la tabla 4 se enumeran las principales proteinas alergénicas de soja.

Tabla 4. Principales proteinas alergénicas que componen la semilla de soja.

Peso
Proteinas de la semilla de soja Alergenos Molecular
kDa
o Gly m 1.0101 7,5
[}
> g Aeroalergenos Gly m 1.0102 7
g9 Vinculadas a alergias
% S respiratorias Glym 2 8
& Gly m 50kD 50
Gly m Bd 30K/P34 34
o (proteasa cisteinica)
c
- @ Gly m 3 (profilina) 14
" 5 Alergenos alimentarios Gly m 4 (PR-10) 16,6
5 e Vinculadas a alergias Gly m CPI
= § alimentarias y al sindrome de (inhibidor de proteasas 10
o \Q alergia oral cisteinicas)
.5_9 GlymTI
(inhibidor de tripsina de 21
Kunitz)
Gly m 5/B-conglicinina:
Alergenos alimentarios Y /B g
Globulinas Gly m 5.0101 sub a 140-170
g 7 Gly m 5.0201 sub o’
Q Vicilinas Gly m 5.0301 sub B
()]
° (30 % del total de la semilla) | Gly m Bd 28K/P28 26
o
4 Gly m 6/glicinina:
£ Alergenos alimentarios Gly m 6.0101 sub G1
() . :
2 Globul
5 obuinas Gly m 6.0201 sub G2
o 118 320-360
Leguminas Gly m 6.0301 sub G3
| .0401 4
(40 % del total de la semilla) gly m 2 858] SUE 25
y m 6. su
Lecti
ec |r.1as ) Gly m aglutinina 12
(alergeno alimentario)
AlbUumina 2S
" umina 2> Gly m 25 albdmina 120
S (alergeno alimentario)
O Asociadas a lecitinas de soja
. . Gly m 39kD 39
(alergeno alimentario)
Asociada a la fraccion 7S Lipoxigenasa 102

(aeroalergeno)

42



Introduccion

La alergia a la soja también se puede desarrollar secundariamente a la sensibilizacién inicial a
otro alergeno, como resultado de la reactividad cruzada. Un analisis retrospectivo en Alemania
de IgE especifica para aeroalergenos y alergenos alimentarios en 273 nifios revelé que la
sensibilizacién IgE a la soja en la infancia primaria (generada por la ingestion de alimentos) es
poco comun, es mas frecuente la sensibilizacién IgE en la edad escolar, y es a causa de la

sensibilizacién primaria a través de la inhalacion de polen (Matricardi et al., 2008).

3. PREVALENCIA

3.1. Epidemiologia de la hipersensibilidad a los alimentos

En las ultimas décadas, los fendmenos alérgicos han aumentado en todo el mundo, incluyendo
los cuadros provocados por alimentos y aditivos, de manera que en ciertas regiones, y para
ciertos alergenos, se puede hablar de epidemia. Las alergias en general son las
inmunopatologias que con mayor prevalencia se presentan en el mundo. En las ultimas
décadas se ha observado un incremento muy marcado de las mismas (se duplican por cada
década que transcurre) y en determinadas regiones afectan al 10-30% de la poblacion, lo cual
significa que afecta a cientos de millones de individuos (Fraser, 2011). Las alergias
alimentarias, también han sufrido un fuerte incremento en su incidencia en las Ultimas décadas
y constituyen un problema sanitario preocupante en muchos paises, incluyendo el nuestro. Son
altamente prevalentes en los primeros anos de vida, y se cree que esto se debe a la alta
exposicion a ciertos alergenos junto a la inmadurez del sistema inmune. En adultos las
prevalencias son menores, sin embargo para ciertos alergenos su persistencia parece ser mas
frecuente que lo que se pensaba (soja, mani, pescados, frutos secos, etc) con el agravante que
pueden originar reacciones sistémicas graves (anafilaxia). Las alergias alimentarias afectan a
mas del 6% de los ninos, y a un 3-4% de adultos, en los paises industrializados o con habitos
de vida occidental. Un estudio reciente realizado en EE.UU. empleando varias bases de datos
nacionales de salud y encuestas concluyé que el 3,9% de los nifios estadounidenses padecen
alergia alimentaria, con un aumento del 18% en la prevalencia entre los afios 1997 y 2007. Un

meta-analisis que se centré en alergias a la leche, huevo de gallina, mani y mariscos determino
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que la prevalencia de alergias a los alimentos es de aproximadamente 3,5% (Wang and

Sampson, 2011).

Las alergias alimentarias incluyen un abanico de sindromes originados por mecanismos
mediados por IgE y no mediados por IgE (Ferreira and Seidman, 2007; Sicherer and Sampson,
2010). Las mediadas por IgE son las responsables de inducir la anafilaxia y suelen ser las mas

frecuentes, lo cual puede deberse a que son mas faciles de evidenciar experimentalmente.

La evidencia acumulada en la ultima década sugiere que la alergia alimentaria, lejos de ser
autolimitada y de corta duracién (se resuelve espontdneamente dentro de los primeros 3-5
anos de vida por la induccién de los mecanismos de tolerancia oral), puede tener una evolucién
mas lenta y en algunos casos, como ya se menciond, perdurar con la edad. Estudios realizados
por Savage y colaboradores (Savage et al., 2007), y por Skripak y colaboradores (Skripak et al.,
2007), demostraron que a los 4 afios de edad sélo el 11% de las alergias al huevo, y el 19% de
las alergias a la leche de vaca que cursan con IgE altas, se habian resuelto a edades tempranas,

y que el 80% habia desaparecido recién a los 16 afios de edad.

Los nifios atopicos tienden a tener una mayor susceptibilidad a alergias alimentarias; alrededor
del 35% de los nifios con dermatitis atépica moderada a severa sufren alergias alimentarias
IgE-mediadas, y entre el 6-8% de los nifilos asmaticos tienen sibilancia (vias respiratorias

congestionadas) inducida por alimentos (Sampson, 2004).

Estudios recientes en el Reino Unido y en los Estados Unidos indican que durante los uUltimos
diez afios se ha duplicado la prevalencia de la alergia al mani en los nifos jévenes. Algunos
autores han intentado explicar este aumento de las alergias por los cambios de las dietas y el
uso de antidcidos que elimina el procesamiento proteico estomacal y por lo tanto determina
que mayor cantidad de alergenos lleguen en forma intacta al intestino para ser absorbidos. Son
interesantes también los datos que sugieren que el retraso de la introduccién de ciertos
alimentos puede ser mas perjudicial que beneficioso, aunque este tema es muy debatible. Un
estudio de nifios judios de 8-14 meses que habitaban en Israel o en Inglaterra, mostré que la
alergia al mani era 0,2% en los primeros y 10 veces mayor en los segundos, mientras que el
consumo de mani era de 7,1kg en Israel en comparacion a los nifios ingleses que no consumen

mani en esas edades (Du Toit et al., 2008). Por lo tanto, no estd absolutamente establecido
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cudles son los factores que determinan los incrementos observados en los lltimos tiempos, ni

como impacta la edad en la sensibilizacién alérgica.

3.2. Prevalencia de las alergias de leche de vaca y a soja

La prevalencia de la alergia a la leche de vaca (ALV) en los nifios en su primer afio de vida es de
2,2-2,8%, y alrededor del 80% desarrollan tolerancia clinica en su quinto ano (Sampson, 1999).
Alrededor del 60% de los nifios con alergia a leche de vaca experimentan reacciones mediadas
por IgE, y aproximadamente 25% de estos nifos conservan dicha sensibilidad en la segunda

década de la vida, y un 35%, pasan a tener otro tipo de alergia alimentaria.

En cuanto a las reacciones alérgicas severas, la leche de vaca comprende 10-19% de los casos
de anafilaxias inducida por alimentos. La leche de vaca es el tercer alimento que mas
cominmente causa anafilaxia en el mundo luego del mani y las nueces. Este es un punto
importante a resaltar dado que hasta hace unos afios eran muy escasos los trabajos que
reportaba casos de anafilaxia por leche de vaca. Actualmente no sélo se ha incrementado su
prevalencia, sino también la severidad con que se presenta la alergia a leche bovina (Rona et

al., 2007).

En general, la alergia a la soja (AS) no es tan comun como la ALV, incluso en nifios atopicos
(Kattan et al., 2011). Varios autores informaron la reactividad cruzada clinica entre leche de
vaca y soja, y los datos varian segun los autores. Bruno y colaboradores (Bruno et al., 1997)
encontraron una prevalencia de 1,2% en un grupo de 505 nifios que sufren de enfermedades
alérgicas, y el 0,4% en 243 nifios que habian sido alimentados con férmulas a base de PS en los
primeros 6 meses de vida para la supuesta prevencién de las enfermedades alérgicas. Ademas,
observaron que un 10-14% de los pacientes con ALV presentan también alergia a AS (Bruno et
al., 1997). Burks y colaboradores encontraron que el 50% de los pacientes con enterocolitis
producida por leche de vaca también sufrian enterocolitis por la soja (Burks et al., 1994b).
Cantani y colaboradores reportan empleando pruebas cutdneas o desafio oral doble ciego con
placebo (DBPC) un 3-4% de incidencia de AS en pacientes alérgicos a leche de vaca cuando se
les administraba férmulas a base de soja (Cantani and Lucenti, 1997). En otro estudio realizado
por Ahn y colaboradores en Corea se observé una prevalencia del 5,4% de sensibilizacion a

soja en nifios atopicos y que la prevalencia de sensibilizacién a la soja disminuye con la edad

45



Introduccion

(36,8% en el primer afio de vida, el 16,4% en el segundo afno, y el 13,7% en el tercer afio) (Ahn
et al., 2003). También determinaron que de los 21 pacientes con ALV el 42,9% (n = 9) sufrian
ademas de AS (edad media de 10,3 meses), concluyendo que las formulas a base de soja
deben ser utilizadas cuidadosamente como un sustituto de la leche de vaca en los pacientes
con ALV (Ahn et al., 2003). Sin embargo, otros autores tienen otra perspectiva como se
muestra en el trabajo realizado por Klemola y colaboradores (Klemola et al., 2002) en donde
las reacciones adversas a la soja se observaron con mayor frecuencia en individuos ALV
menores de 6 meses. En este estudio, se realizdé un seguimiento de 2 afios y observaron que la
sensibilizacién a las PS no fue mayor en los lactantes alimentados con formula de soja, que en
los alimentados con hidrolizados de proteinas de leche. Los autores concluyen que la férmula
de soja fue bien tolerada por la mayoria de los niflos con ALV, independientemente que las
reacciones sean o no mediadas por IgE, concluyen también que las AS primarias son raras, y
por lo tanto proponen que las féormulas a base de soja pueden ser una alternativa como una
primer sustituto lacteo para los nifios mayores a 6 meses de edad con diagnostico de ALV
(Klemola et al.,, 2002). Aun asi, otros trabajos recomiendan como sustituto lacteo a las
formulas a base de soja por su bajo costo y por su mejor aceptacidon en nifios mayores a los 6
meses de vida después de haber establecido por desafio clinico la tolerancia a sus proteinas

(Agostoni et al., 2006).

En nuestro pais no existen trabajos cientificos que reflejen la realidad en cuanto a la
prevalencia de las alergias alimentarias. S6lo existen los datos surgidos de una encuesta
telefénica realizada en el afio 2007 por el médico alergista Dr. César Martin B6zzola, que fue
contestada por 1000 personas de las cuales un 2,5% tenia un diagnéstico médico de alergia
alimentaria, y un 2,5% creia tener alergia alimentaria. Este estudio reflejé un gran incremento
en la incidencia ALV, ocupando la leche de vaca el primer lugar como alergeno alimentario en

la poblacién pediatrica (80%), y la soja, el segundo (33%).

Sabemos que la exposicion alimentaria a la leche, a la soja y a los productos que contienen a
uno o a ambos varia en diferentes partes del mundo. Por ejemplo la cocina asiatica tradicional
incluye menos leche que la cocina occidental, pero incluye varias fuentes naturales de soja.
Mientras tanto, el consumo de los aditivos alimentarios que contienen soja (aislados,

concentrados, harinas y lecitinas de soja) es cada vez mayor en las dietas occidentales. Esta
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divergencia geografica interesante puede llevar a una diferencia en la prevalencia de la alergia
a la soja y leche entre las diferentes poblaciones, pero esto no se ha confirmado (Kattan et al.,
2011). Lo que si es llamativo es que a pesar de la gran exposiciéon a las PS no se observan
reacciones alérgicas en la misma proporcién que como ocurre por ejemplo con el mani o con la

leche bovina.

4. REACTIVIDAD CRUZADA

4.1. Reactividad cruzada, co-sensibilizacién y co-reconocimiento

Las caracteristicas estructurales de los antigenos protéicos (principales alergenos), son las que
definen la naturaleza de la reactividad cruzada. Por lo tanto actualmente se considera que las
reactividades cruzadas a nivel de IgE se dan principalmente entre proteinas con caracteristicas
comunes a nivel de estructura primaria y terciaria. Frente a una sospecha clinica de reactividad
cruzada entre dos sistemas alergénicos no relacionados, generalmente es muy dificil definir la
naturaleza exacta de la estructura antigénica que induce la respuesta inmune IgE primaria o la
sensibilizaciéon primaria. Esto lleva a la necesidad de definir el término de “reactividad cruzada”
para describir las situaciones clinicas que muestran una reactividad a una fuente claramente
definida sin exposiciéon previa. Por el contrario si el individuo se encuentra sensibilizado a dos
alergenos no existe forma de determinar si la reactividad clinica es originada por una
reactividad cruzada o no. En esta situaciéon se define la “co-sensibilizacién” que se da cuando
el paciente se encuentra sensibilizado a mdas de un alergeno los cuales no reflejan un patrén
comin de moléculas alergénicas y anticuerpos IgE especificos. Un hallazgo frecuente es la co-
sensibilizacion por fuentes alergénicas detectadas por medio de extractos alergénicos (por

ejemplo, césped y acaros).

El término mas amplio, “co-reconocimiento” incluye la definicion de reactividad cruzada,
podria ser util adoptarlo para definir la gran mayoria de la reactividad IgE donde la co-
exposicion a un numero de fuentes que posean moléculas homodlogas no permite la
identificacién precisa del agente sensibilizador. Hay unas pocas excepciones donde la fuente

sensibilizante se puede identificar con un alto grado de certeza y poder definir entonces cual

47



Introduccion

es el agente primario que provoca la sensibilizaciéon y cudl es el alergeno de reactividad

cruzada (Ferreira et al., 2004).

4.1. Reactividad cruzada y alergia alimentaria a leche de vaca

Se ha descripto ampliamente la reactividad cruzada en pacientes ALV que ingieren leches de
otras especies. Esta reactividad cruzada se basa en la alta homologia que existe entre las
caseinas (principales alergenos de la leche) presentes en la leche de las distintas especies de
mamiferos (Docena 1996, Rozenfeld 2002). La significativa homologia entre la leche de vaca y
las leches ovinas y caprinas son las principales responsables de la reactividad cruzada clinica
observada en pacientes con ALV, que frecuentemente reciben durante el tratamiento leche de
oveja y cabra como sustituto lacteo. No obstante, las leches de yegua o leche de burra son
toleradas por algunos pacientes y esto se debe a la menor homologia estructural entre sus

alergenos (Docena et al., 2002; Jarvinen and Chatchatee, 2009).

La reactividad cruzada entre mani y soja, ambas leguminosas, no se observa clinicamente, a
pesar que es posible detectar IgE especifica de mani que reconoce (/n vitro e in vivo) alergenos
de la soja (Bock and Atkins, 1989; Sicherer, 2001). Green y colaboradores encontraron que el
7% de 140 pacientes alérgicos al mani eran alérgicos a la soja, resultado obtenido a partir de
una combinacion de los datos de las historias clinicas, IgE especifica en suero, pruebas
cutaneas y desafio oral (Green et al., 2007). Consistentemente con esto, Bernhisel-Broadbent y
Sampson mediante la prueba de desafio oral doble ciego con placebo DBPC (prueba
confirmatoria) en 69 nifos atopicos con al menos una prueba cutdnea positiva para una
legumbre, encontraron que el 6,5% de los nifios alérgicos al mani reaccionaron con la soja. En
este estudio, aproximadamente el 43% de los pacientes tenian una prueba cutdnea positiva
para soja, y de estos solo el 11,5% eran reactivos a la soja. Otro estudio encontr6é también que
s6lo 6% de los individuos con pruebas cutaneas positivas para soja era reactivo a soja
(Bernhisel-Broadbent and Sampson, 1989; Magnolfi et al., 1996). A pesar de estos resultados
no es comun en la clinica que un paciente alérgico al mani desencadene una reaccién de
hipersensibilidad frente a la exposicion natural a la soja (como alergeno alimentario o
aeroalergeno). Por lo tanto, los resultados de las pruebas cutaneas o determinaciones de IgE

no deben utilizarse para determinar dietas de restriccion de alimentos prolongadas a menos
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que se observen intolerancias clinicas. El co-reconocimiento de proteinas observado entre soja
y mani ha sido confirmado a través de estudios /n vitro por Beardslee y colaboradores y por
Xiang y colaboradores (Beardslee et al.,, 2000; Xiang et al., 2002) quienes demostraron la
homologia entre epitopes IgE de la glicininas G1 y G2 (cadenas acidas) y del alergeno Ara h 3
del mani (Rabjohn et al., 1999). La posicién de estos epitopes IgE en las estructuras
secundarias y terciarias de soja, y proteinas de almacenamiento de semillas de mani, sugiere
que esa parte de las moléculas puede representar un dominio alergénico particular entre la
familia de las leguminosas. La homologia entre estas proteinas puede ser la base para el
desarrollo de nuevas estrategias de intervencién terapéuticas para la alergia al mani. Pons y
colaboradores han utilizado con éxito soja como inmunoterapia (administracién de dosis
especificas de soja) para desensibilizar/inhibir la respuesta especifica en ratones alérgicos al
mani (Pons et al., 2004). Por lo tanto, es necesario realizar estudios in vivo dado que en

general la reactividad inmunoquimica es mas amplia que la clinica.

Las PS también pueden provocar reacciones alérgicas orofaringeas o sistémicas en pacientes
adultos sensibilizados al alergeno principal del polen Bet v 1 provocando el “sindrome de
alergia oral”. Esta reactividad cruzada ha sido ampliamente estudiada y se ha establecido que
la PS perteneciente a la familia de proteinas del sistema de defensa (PR-10), designada mas
recientemente como Gly m 4, presenta reactividad cruzada con el alergeno mayor del abedul,
Bet v 1. El contenido de Gly m 4 en productos alimenticios de soja depende fuertemente del
grado de procesamiento de los alimentos. Se puede encontrar en la bibliografia que un 10% de
los pacientes alérgicos al polen de abedul presentan el sindrome de alergia oral con la soja,

mediado por Gly m 4 (Kleine-Tebbe et al., 2002; Mittag et al., 2004).

Nuestro grupo ha trabajado en la reactividad cruzada entre alergenos de la soja y la leche
bovina (hallazgo que no ha sido descripto hasta el momento) a partir de las observaciones
clinicas en nuestro medio que refieren que numerosos pacientes con ALV al recibir formulas a
base de proteinas o hidrolizados de soja como sustituto lacteo, desarrollan una intolerancia
inmediata. Este problema ha surgido en nuestro pais a partir de la escasa disponibilidad
comercial de formulas hipoalergénicas a base de hidrolizados de PLV, y por su elevado costo, y
la frecuente prescripcién médica de formulas de soja. Existen en el mercado local numerosas

marcas que ofrecen estas formulas, a un costo muy inferior en comparaciéon con los
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hidrolizados de proteinas de leche, y que son aceptadas por los pacientes (pediatricos en su
gran mayoria). Sin embargo con el tiempo se ha observado que son rechazadas, lo cual
complica marcadamente el tratamiento ya que las opciones terapéuticas son muy reducidas
principalmente en pacientes lactantes. La bibliografia internacional también refleja este hecho
y existen varios trabajos que indican que la coexistencia clinica de AS en pacientes con ALV
(Agostoni et al., 2006; Ahn et al., 2003; Bruno et al., 1997; Burks et al., 1994b; Cantani and

Lucenti, 1997; Klemola et al., 2002, 2005; Zeiger et al., 1999; Zoppi and Guandalini, 1999).

En primera instancia nuestros estudios demostraron que no existe una contaminacién cruzada
con leche bovina en las féormulas a base de soja, por lo cual la Unica explicacion posible para
comprender lo que se observa en los pacientes es la existencia de una reactividad cruzada
entre ambos sistemas alergénicos. Por lo tanto para confirmar este fenémeno recurrimos al
analisis de los alergenos de semillas de soja e identificamos que dos proteinas de soja, Gly m
6.0401 y Gly m 5.0101, tienen capacidad de unirse a anticuerpos especificos de proteinas de
leche provenientes de antisueros policlonales especificos de leche de vaca (obtenidos en
conejos, ratones y cabras), a anticuerpos monoclonales especificos a caseinas y a sueros de
pacientes con ALV (globulina 7S) (Curciarello et al., 2008; Rozenfeld et al., 2002). A partir de
estos resultados continuamos con la caracterizacién inmunoquimica de los alergenos de
reactividad cruzada y de su relevancia clinica (Trabajos de Tesis Doctorales de la Dra.

Rozenfeld y Dra. Curciarello, y presente trabajo).

5. Diagnéstico de las alergias alimentarias

El diagndstico de una enfermedad alérgica se basa en primera instancia en una historia clinica
realizada por un médico especialista, que incluya datos personales y familiares del paciente.
Sobre la base de la misma el médico puede complementar el diagnéstico mediante la
realizacion de pruebas /n vivo e in vitro. Entre las primeras podemos mencionar el desafio
antigénico y la prueba cutanea, mientras que las determinaciones de IgE sérica y de
complementos son las pruebas de laboratorio mas ampliamente difundidas. Para el caso
particular de diagnostico de alergia alimentaria es muy importante el desafio oral, ya sea en

forma domiciliaria o bajo la supervision de un profesional médico. En este caso la prueba
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confirmatoria por excelencia es el desafio oral con placebo doble ciego (DBPC) realizado bajos
las normas estandarizadas internacionalmente. Esta prueba no se realiza rutinariamente por
ser muy engorrosa, requiere la internacién del paciente, depende de la historia clinica (si
existen antecedentes de severidad clinica frente a la exposicién al alergeno se descarta su
realizacién) y principalmente por el riesgo que implica exponer al paciente, que se sospecha
estd sensibilizado, al alergeno que le desencadena la sintomatologia. Inclusive para el caso de
la leche de vaca, esta prueba puede resultar significativamente riesgosa por la creciente
descripcién de este alergeno como desencadenante de anafilaxias. Por lo tanto queda como
recurso diagndstico /n vivo las pruebas cutdneas. A pesar de la facilidad para realizarlas en
muchos pacientes no es posible su implementaciéon porque se trata de pacientes de muy corta
edad (dias o meses de vida), y ademds en general la primera manifestacién de la ALV es una
urticaria generalizada por lo cual la piel se encuentra alterada. Esto determina que las pruebas
/n vitro sean las de eleccién ya que no ponen en riesgo la salud del paciente. Las mejoras en
los distintos inmunoensayos que actualmente se disponen y la facilidad de su realizacion
determinan que en el mundo se apliquen en forma masiva como pruebas complementarias al
diagnostico. Las determinaciones de complemento principalmente se realizan para confirmar
los mecanismos de hipersensibilidad que implican consumo de componentes del sistema del

complemento (mecanismos IgE-independientes).

Aunque altos niveles de anticuerpos IgE especificos de proteinas alimentarias y grandes
tamanos en las ronchas de las pruebas cutaneas se correlacionan con una mayor probabilidad
de que alergeno ensayado sea el responsable de las reacciones alérgicas, estos resultados no
sirven para predecir la severidad de las reacciones alérgicas. Sin embargo la disminucién de los
niveles de IgE especifica y la negativizacion de las pruebas cutaneas se emplean como
parametros asociados a una reversion del cuadro alérgico como resultado del tratamiento

aplicado.

Nuevos test diagnésticos como inmunoensayos de microarrays con péptidos y las pruebas de
activacion de basoéfilos pueden resultar tests diagndsticos con potencial aplicacidn asistencial.
Actualmente sélo estan disponibles para investigaciéon. Los estudios preliminares mostraron
gue la activacion de basofilos inducida por antigenos correlaciona con diferentes fenotipos de

la alergia a la leche, pero resultan tests con baja sensibilidad, se observan numerosos falsos
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negativos e implican contar con un citémetro de flujo. En un estudio que evalia los efectos de
ingerir proteinas de la leche desnaturalizadas por el calor en individuos alérgicos a la leche se
observé que la reactividad de los baséfilos fue sorprendentemente distinta entre tolerantes a la
leche calentada y reactivos a la leche calentada (Wanich et al., 2009). Por lo tanto el test de
activacion de basoéfilos puede aportar informacion importante para el diagnostico vy
seguimiento de la patologia. Los ensayos con microarray se basan en el empleo de multiples
proteinas o péptidos para determinar sensibilizacién IgE a un nimero elevado de alergenos. La
composicion de estos ensayos se basa en la nueva clasificacion de alergenos, antes
mencionada, en superfamilias. Por lo tanto los resultados surgidos de estos ensayos no sélo
pueden aportar informacion sobre la sensibilizacién del paciente, sino que ademas tienen un

valor prondstico.

Por lo tanto diagnosticar una alergia alimentaria significa establecer en el paciente una clara
asociacidon entre la sintomatologia observada, un alergeno alimentario desencadenante y la
participacion del sistema inmune. En este Ultimo punto hay que resaltar que el diagnéstico de
las alergias IgE-mediadas es directo (a través de las pruebas cutdneas y determinaciones de IgE
sérica), mientras que las no medidas por IgE son mas dificultosas por la carencia de ensayos
dirigidos a identificar las células involucradas. De todas formas el hecho de identificar el
alergeno nocivo resulta crucial para la implementacion del tratamiento. La importancia de la
identificaciéon de los mecanismos mediados por IgE radica en que éstos son los responsables

de inducir las reacciones anafilacticas.

6. Terapias para el tratamiento de las alergias

alimentarias

El tratamiento mas eficiente actualmente para las alergias alimentarias consiste en la dieta de
restriccion y evitar todo tipo de exposicidon al alergeno nocivo y sus derivados. Por lo tanto se
requiere identificar al alimento alergénico y educar al paciente y su entorno familiar sobre qué
alimentos son los permitidos, y como tratar al paciente en caso de una reaccién originada por

una exposicién accidental. Dada la creciente prevalencia de las alergias alimentarias, las
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hospitalizaciones asociadas a las mismas y la mayor incidencia de reacciones anafilacticas por
alimentos alergénicos, se estdn realizando esfuerzos por desarrollar terapias correctivas del
sistema inmune e incluso procedimientos preventivos. Actualmente varias estrategias de
terapias alergeno-especificas y alergeno no-especificas estan siendo desarrolladas y en

conjunto se denominan inmunoterapias.

6.1. Terapias alergeno-especificas

La inmunoterapia alergeno-especifica (SIT) consiste en la administracion por via mucosal de
cantidades crecientes del alergeno hasta conseguir una desensibilizacién (pérdida de la
capacidad de respuesta) y/o la induccion de los mecanismos de tolerancia (no activacion
inmunoldgica) que determine que frente a la exposicion natural al alimento alergénico no se
induzca una reaccién alérgica. Esto significa que luego del tratamiento correctivo se debe
realizar un desafio oral del paciente con el alimento bajo la estricta supervision de un
especialista profesional. Este tipo de terapias se ha utilizado desde hace muchas décadas para
el tratamiento de alergias respiratorias, a través de la inmunoterapia subcutanea (SCIT), y ha
resultado altamente efectiva para el asma y la rinitis alérgica (Purkey et al.,, 2013). Sin
embargo, en numerosas enfermedades alérgicas no ha resultado eficiente. Para el caso de las
alergias alimentarias la inmunoterapia alergeno-especifica ha sido investigada como un
potencial tratamiento a pesar que la SCIT no arrojo resultados satisfactorios. Las frecuentes
reacciones adversas, muchas de las cuales suelen ser graves, determinaron que los pacientes
abandonen el tratamiento (Nelson et al., 1997). De todas formas los trabajos de investigacién
continuaron realizandose en forma sostenida, y el mejor conocimiento del sistema inmune de
mucosas ha determinado que actualmente la inmunoterapia oral (OIT) sea una opcién
terapéutica promisoria. Aunque el primer informe sobre OIT se publicé en 1908 por Schofield,
el primer estudio doble ciego controlado con placebo para el tratamiento de una alergia
alimentaria fue realizado 100 afios después por Skripak y colaboradores, quienes eligieron
veinte nifos al azar para recibir una OIT diaria de leche en 3 fases (Skripak et al., 2008). Los
desafios se realizaron antes y después de 13 semanas de la OIT para establecer los umbrales
de la reactividad a la leche. Después del tratamiento, la dosis umbral para desencadenar

reacciones alérgicas frente a la exposicion controlada a la leche fue de mas de 50 -100 veces
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para todos los nifnos con OIT activa, mientras que se mantuvo sin cambios en el grupo placebo.
Todos los nifios con OIT activa experimentaron reacciones adversas, sin embargo la mayoria
fueron leves y no afectd el desarrollo de la terapia. Aunque en el tiempo que durd el
tratamiento no se observo un cambio significativo en los niveles de IgE especifica a leche y en
los resultados de las pruebas cutaneas, se produjo un importante aumento de 1gG4 especifica
de leche en el grupo con tratamiento activo, que actda como anticuerpo neutralizante (bloquea

al alergeno cuando éste ingresa y no permite que se una a los anticuerpos IgE).

En todos los trabajos que pueden encontrarse en la bibliografia sobre OIT en nifios con ALV se
encuentra que existen reacciones adversas, sin embargo sélo en un 20% de los mismos
aproximadamente se observa un abandono del tratamiento. Casi la mitad de las dosis activas
estan asociadas con sintomas que van desde reacciones localizadas leves hasta reacciones

sistémicas graves que requieren la administracion urgente de epinefrina.

Por esta razén se han continuado la optimizacién de las OIT y actualmente la inmunoterapia
sublingual (SLIT) constituye la terapia mas promisoria. Aqui se requieren cantidades menores
de antigeno, en comparacién con la OIT oral, dado que no es necesario que el alergeno llegue
al intestino para su absorcién, porque existe un sistema de mucosas asociado a la mucosa
bucal encargado de absorber los alergenos, activar células dendriticas y éstas inducir los
mecanismos de tolerancia mediados por los Treg. Esta terapia ha sido estudiada para la alergia
a la avellana (Enrique et al., 2005, 2008) y al durazno (Fernandez-Rivas et al., 2009). Ambos
estudios demostraron una mayor tolerancia después de 5-6 meses de tratamiento. Los
pacientes que recibieron SLIT con frecuencia experimentan sintomas leves y reacciones
adversas localizadas, pero rara vez se observaron sintomas sistémicos. Al igual que la OIT, la
SLIT parece desensibilizar a los pacientes, y no estd claro si conduce a una tolerancia
permanente. Por lo tanto en este tipo de terapias también se observan reacciones adversas al

exponer el individuo sensibilizado al alergeno nocivo, pero son mas leves y controlables.

En general, las inmunoterapias alergeno-especificas parecen ser una opcién prometedora para
el tratamiento de las alergias alimentarias a pesar de las reacciones adversas observadas en las
OIT. Es necesario profundizar los estudios para optimizar este tipo de estrategias terapéuticas
e incluir estudios de DBPC para determinar la verdadera eficacia y seguridad de estos métodos.

Por otro lado se requiere estandarizar los extractos alergénicos, establecer si los antigenos
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recombinantes son utiles, y analizar los protocolos en funcién de las dosis, frecuencia,
duracion, y establecer la extensién en el tiempo de la administracion del alergeno antes de
realizar el desafio oral. La determinacion del umbral antigénico de induccion de una reaccién
de hipersensibilidad permite evaluar si el tratamiento ha resultado eficiente en la induccién de

los mecanismos de tolerancia.

En cuanto al tipo de antigeno que puede emplearse en una OIT o SLIT se han estudiado
numerosas variantes, desde las mezclas alergénicas naturales, alergenos puros aislados de la
fuente natural, alergenos recombinantes, proteinas mutagenizadas (hipoalergénicas), péptidos
que contienen epitopes B y/o T, péptidos o proteinas conjugados a adyuvantes, etc. Se
denominan vacunas recombinantes a las que contienen componentes antigénicos
recombinantes, modificados o no con el fin de disminuir los efectos adversos cominmente
inducidos en las inmunoterapias alergeno-especificas. Dado que estas reacciones se originan
por la activacion de mastocitos y basoéfilos por los alergenos en forma IgE-mediada, se han
disenado diversas estrategias de manera disminuir su capacidad de unién a la IgE en la
superficie de las células. Para lograr estos antigenos hipoalergénicos se requieren mapear y
caracterizar los epitopes alergénicos. Inclusive el mapeo de epitopes T puede brindar ventajas
sustanciales si a los epitopes B modificados se los combina con péptidos capaces de activar LT
(Hong et al., 1999, Chu et al., 1997, Morafo et al., 2003; Roy et al., 1999). Estudios de este
tipo se han realizado con alergenos modificados del mani (Ara h 1, 2, 3), los que mediante
mutagénesis dirigida, pueden estimular la proliferacion de células T de individuos alérgicos al
mani, pero tienen disminuida la capacidad de unién a IgE en comparacién con la proteina

natural (Bannon et al., 2001).

Asimismo el desarrollo de modelos animales de alergia en distintas especies animales ha
permitido profundizar estas investigaciones, dado que posibilita contar con una herramienta /in
vivo para evaluar la eficacia de estas estrategias terapéuticas, previo a su aplicaciéon en
pacientes. Las limitaciones que implican estudiar este tipo de inmunoterapias en humanos
(requiere disponer de pacientes con diagndstico de certeza de alergia IgE-mediada, incluir
pacientes tratados con placebo, y el riesgo de reacciones adversas) determina que el empleo de
modelos animales como complemento de los ensayos clinicos adquiera importancia en cuanto

a la informacién que brindan sobre los mecanismos puestos en juego, y el estudio de variantes

55



Introduccion

a introducir en los protocolos para incrementar su eficiencia. De todos modos, los estudios en
modelos animales también presentan limitaciones en cuanto al alcance de los resultados
obtenidos, y no significan de ninguna manera una alternativa a los ensayos clinicos. Modelos
murinos de alergia al mani han permitido confirmar la efectividad de los alergenos modificados
antes mencionados (Li et al., 2003). A través de la induccién de células Treg, la inhibicion de
las células Th2 y la disminucion de la liberacién de mediadores por parte de los mastocitos

frente a una reexposicion al antigeno (King et al., 2001).

Los mecanismos que subyacen a las inmunoterapias alergeno-especificas se conocen cada vez
mas y el objetivo de la desensibilizacion es la disminucion de los niveles de IgE, la
negativizaciéon de las pruebas cutaneas y alcanzar umbrales de hipersensibilidad elevados. Los
dos mecanismos actualmente aceptados como subyacentes en estas terapias son la
inmunomodulacién (desvio de la respuesta Th2 especifica, por ejemplo hacia mecanismos
Th1-mediados) y la tolerancia (induccidon de Treg que suprime la activacién de los LT Th2
especificos). Asimismo es importante resaltar la importancia de la induccién de anticuerpos IgG
especificos (IgG1 o IgG4), como en las inmunoterapias primitivas, como un mecanismo que
puede ser complementario a los mencionados. También se han hallado niveles aumentados de
IgA2 en las SLIT lo que sugiere la activacidon del sistema inmune de mucosas y el rol protector

de la IgA como anticuerpo bloqueante en el lumen intestinal.

En todos estos mecanismos lo que se pretende es controlar la activacién de los LT Th2 y la
activacion de mastocitos, baséfilos y eosinéfilos, responsables en udltima instancia de generar
el foco inflamatorio (figura 5). Dado que algunos grupos han demostrado que en los pacientes
con alergias alimentarias los mecanismos tolerogénicos no funcionan adecuadamente, estas
terapias mucosales permiten restablecer los mecanismos regulatorios que permiten controlar
al activacidon inmune frente a estas sustancias antigénicas e inocuas (Krogulska et al., 2011;
Shreffler et al., 2009). Inclusive se ha demostrado en modelos murinos de alergia alimentaria la
induccién de Treg, Foxp3, IL-10 y TGF-B durante la SLIT, que permite controlar el cuadro
clinico en los animales frente a un desafio oral (Adel-Patient et al., 2011; Rupa and Mine,

2012; Verhoef et al., 2005).
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Figura 5. Mecanismos de inmunoterapias alergeno-especificas. La administracion de altas
dosis de alergeno durante la inmunoterapia cambia la respuesta de las células T. La SIT pueden
inducir la actividad Treg con la produccion de IL-10 y/o TGF B-. IL-10 suprime las respuestas
de células T helpers (Th), induce la produccion de IgG4 por las células B, e inhibe la activacion
de mastocitos, basofilos y eosindfilos. TGF-B induce la produccion de IgA por las células B,
estimula la induccion de Treg y suprime la inflamacion a distintos niveles. Durante SIT, células
Th alergeno-especificas también pueden sufrir anergia o ser eliminadas por apoptosis, lo que
contribuye a la disminucion de células T, proliferacion y produccion de citoquinas por e/l
alergeno. La inmuno-modulacion también puede ocurrir con un cambio de perfil de citoquinas
de Th2 a Thi post SIT. El IFN-y dirige la clase de células B cambiando a IgG1. Anticuerpos 1gG 1
e lgG4 especificos pueden actuar como "anticuerpos bloqueantes” inhibiendo la degranulacion
de mastocitos IgE mediada. CPA, célula presentadora de antigeno.
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6.2. Terapias alergeno-no especificas

Terapia anti-IgE. A partir del primer anticuerpo monoclonal que se aprobd para su uso en
humanos (OKT3-1986) se han realizado importantes avances en el desarrollo de nuevos
sistemas de inmunizacién pasiva. Asi, desde los anticuerpos monoclonales obtenidos en ratén,
se han logrado sorprendentes desarrollos biotecnoldgicos hasta lograr los actuales anticuerpos
humanos. En el campo de la alergia el anticuerpo monoclonal recombinante humanizado anti-
IgE ha significado un importante aporte terapéutico principalmente en pacientes con asma
alérgica moderada a severa, rinitis alérgica y mas recientemente, alergia alimentaria (al mani).
En 2003, se llevd a cabo un ensayo dosis-respuesta doble ciego, aleatorizado, en 84 pacientes
alérgicos al mani (Leung et al.,, 2003). Los pacientes recibieron Hu-901 (Anticuerpo
monoclonal IgG1 anti-IgE) o placebo durante cuatro meses. Los pacientes que recibieron la
dosis mas alta experimentaron una disminucion significativa en los sintomas cuando se los
desafiaba con mani en comparacion con el grupo que recibié el placebo. El umbral medio de
sensibilidad al mani aumenté, y aunque el 25% de los pacientes habian mejorado notablemente
la tolerancia después del tratamiento, otro 25% no experimentd cambios en su umbral de
reactividad, lo que indica que la respuesta al tratamiento puede ser variable.

El principal mecanismo de accion de este anticuerpo es el bloqueo de los anticuerpos IgE
circulantes, sin embargo se ha observado que adicionalmente controla la expresién de los
receptores especificos en mastocitos y baséfilos. Este mecanismo es sumamente importante ya
que permite reducir la hiper-reactividad bronquial y la sensibilizacién de este tipo de células,
con lo cual se logra negativizar las pruebas cutdneas e incrementar el umbral de
hipersensibilidad.

La terapia anti-lgE en general se aplica en forma combinada con los tratamientos
farmacolégicos dado que no ha resultado eficiente en episodios agudos.

También podemos mencionar con respecto a terapia no antigeno especificas el empleo de
citoquinas y anticuerpos anti-citoquinas en pacientes con asma, rinitis y dermatitis atopica,
aunque el resultado de estos protocolos ha sido muy poco satisfactorio. Se ha estudiado en
humanos el uso de receptores solubles de IL-4, a-IL-5, a-IL-9, a-IL-13, a-eotaxina, rIFN-y,

riL-12; mientras que en modelos animales también se ha estudiado el efecto de citoquinas
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(rlL-10, rIFN-y. rlL-12, rlL-18, etc) y anticuerpos monoclonales (a-IL-13Ra, a-IL-4Ra, a-CD80,
a-CD86, a-CD28, a-CD23, a-I1L4, a-IL-13, etc).

Un tratamiento adicional no especifico de antigeno, y cada vez mas en uso, es el empleo de
hierbas medicinales. La Nineherb, férmula basada en la medicina tradicional china, llamada
formula a base de hierbas para alergia alimentarias (FAHF-2), ha demostrado ser eficaz en la
prevencién de la anafilaxia en un modelo murino de alergia al mani (Srivastava et al., 2005).
Ratones alérgicos al mani tratados con FAHF-2 no mostraron signos de anafilaxia posteriores a
la exposicidn oral al mani. Se logré evidenciar disminucién en los niveles de IgE especifica al
mani y en los niveles de citoquinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-13), con aumento en la produccién de
IFN-y. Estos efectos no son especificos del mani; pero se ha demostrado que el tratamiento
modula la respuesta alérgica en un modelo murino de multiples alergias alimentarias y no se
observan reacciones adversas (Srivastava et al., 2012).También se ha estudiado el empleo de
probidticos en alergia alimentaria, pero los resultados no son concluyentes en cuanto a su
eficacia. Se ha demostrado que pacientes con ALV logran una recuperacién pondo-estatural,
disminucion de sintomas cutaneos y gastrointestinales, disminucién de reacciones a edades

mayores, y recuperan la permeabilidad intestinal.

La alergia alimentaria sigue siendo un problema de salud creciente. Es necesario profundizar
los estudios para obtener mds informacion sobre los mecanismos inmunologicos de tolerancia
oral, y las complejas interacciones entre factores del huésped y propiedades de los alimentos
alergénicos, para poder desarrollar nuevas herramientas de diagndstico que permitan
identificar con mayor precision los mecanismos subyacentes en las alergias alimentarias, y
plantear nuevas y mds seguras inmunoterapia correctivas. También es importante establecer la
duracion de los efectos de estas terapias de manera de evitar reacciones accidentales al
concluir el tratamiento. Ademads los estudios de nuevos procedimientos de inmunointervencion
permitirdn avanzar en la comprension de [los mecanismos de tolerancia que operan
fisiologicamente para evitar reacciones alérgicas o autoinmunes. Estas estrategias, ya sea solas
0 en combinacion con otras terapias, deberian proporcionar una forma segura y eficiente de
controlar estas enfermedades inflamatorias, pero ademads constituir una opcion correctiva del

sistema inmune para evitar la cronicidad de las mismas.
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1. MATERIALES

1.1. Extractos de proteinas de soja

Para la preparacion de los extractos proteicos crudos de soja (PS) (Curciarello et al., 2008) se
trituraron las semillas de soja (Glycine max. L merr genotipo Asgrow, porotos de soja comercial)
empleando un molinillo eléctrico y mortero, y se disolvieron en NaHCO3 0,01 N a 90 °C (65 g de
semillas molidas y 0,5 g de NaHCOs en 365 ml de agua destilada). Luego se homogeneizé
(homogeneizador Ultraturrax UT 20.000) y al alcanzar la temperatura ambiente (RT) se centrifugd
a 5000 g durante 20 min a 20 °C. Se tomé el sobrenadante y se realiz6 una nueva centrifugacion
a 10.000 g durante 15 min a 4 °C. Seguidamente se procedié a la extraccidon de lipidos con
cloroformo durante 8 hs a 4 °C, utilizando una relacion solucién acuosa: cloroformo 2:1.
Finalmente los extractos se dializaron contra agua bidestilada durante toda la noche (ON)
utilizando una membrana de dialisis de 2 kDa de punto de corte y se almacenaron a - 20 °C. El
contenido total de proteinas se determiné con el método del Acido Bicinconinico (Kit Pierce,

Rockford, IL, USA), usando albimina de suero bovino (BSA) como estandar.

1.2. Proteinas de Leche Bovina

Se utilizé leche bovina descremada en polvo (Svelty o Molico, de Nestlé) para la preparacion de las

soluciones de proteinas de leche de vaca (PLV).

1.3. Proteinas puras comerciales
Se utilizaron las siguientes proteinas puras:

e o—caseina bovina, con una pureza de aproximadamente 85 % por electroforesis (Catalogo
C-6780 SIGMA-ALDRICH, Germany);

e B-caseina bovina, con una pureza de aproximadamente 90 % por electroforesis (Catalogo
C-6905 SIGMA-ALDRICH, Germany);

e k-caseina bovina, con una pureza de aproximadamente 80 % por electroforesis (Catalogo
C-0406 SIGMA-ALDRICH, Germany);
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e pB-lactoglobulina (B-Lg) bovina, con una pureza de aproximadamente 85 % por
electroforesis (Catalogo L-0130 SIGMA-ALDRICH, Germany);
e Ovoalbumina (OVA), albumina de huevo blanco de pollo, con una pureza de

aproximadamente 98 % por electroforesis; (Catalogo A5503 SIGMA-ALDRICH, Germany).

1.4. Oligonucleétidos

En la tabla 1 se presentan las secuencias de los oligonucleétidos empleados para la amplificacién
de los genes de proteinas de soja estudiados en este trabajo, a partir de una biblioteca de cDNA
de semillas inmaduras de soja obtenida por la Dra. Petruccelli (Petruccelli et al., 2005), y también

los oligonucleétidos empleados para construir mutantes codificantes de las zonas de interés.

Tabla 1. Oligonucledtidos (primers) empleados para la amplificacion de genes de soja.

Numero de T .
. . amano
Primers Secuencia 5'-3' Acceso Producto
(pb)
Genbank
Foward-a ctagtctagagtatgatgagagcacggttccc Gly m 5.010
X17698 (sub a de la
R Cl 50101 1632 B-conglicinina
_ m 5.
everse-a cgcggatcctcagtaaaaagccctcaaaattg y Proteina madura
(sin péptido sefal)
_ Gl Bd 30K (P34
Foward-34 caccatgatatcaactcatcgttccatattg DQ32485 ym ; (P34)
Glv m Bd 30K 1081 Proteina madura
Reverse-34 tcaaagaggagagtgatcaac y (sin péptido seal)
- Gl Bd 28K (P2
Foward-28 caccatggccttccatgatgatg AB046874 ym : (P28)
1541 Proteina madura
Reverse-28 ttaaaaaacatccataaccacatc Gly m Bd 28K o ~
(sin péptido sefal)
- NT-P34
Foward-34 caccatgatatcaactcatcgttccatattg DQ324851 N
Clv m Bd 30K 348 Delecién -NHt de
Reverse-NT-P34 aggtggatggtcacaagaatattgttc y Gly m Bd 30K (P34)
-CT- T-P34
Foward-CT-P34 caccatggagggtagatgcaaagccaataagatac DQ324851 C 3
Glv m Bd 30K 456 Delecién -COOHt de
Reverse-34 tcaaagaggagagtgatcaac y Gly m Bd 30K (P34)

En la tabla 2 se presenta un listado de los vectores de clonado y expresion empleados en este

trabajo y se destacan alguna de sus caracteristicas.
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Tabla 2. Vectores empleados, aplicacion y caracteristicas.

Vector Aplicacibn  Promotor Tag Tecnologia Resistencia
ENTR/D-TOP
P _/ OPO Clonado .
(Invitrogen . . - - TOPO Gateway Kanamicina
. direccional
Argentina S.A)
pET 28a L, Tag de histidinas Ny C
Expresion . . -, L L -
(Novagen, ) ) T7 polimerasa Terminal, Sitio clivaje Tradicional Kanamicina
) ) direccional )
Wisconsin, USA) trombina
PDEST-HisMBP Tag His-Maltosa bindin
(Addgene Inc, Expresion T7 polimerasa 9 . 9 Gateway Ampicilina
. protein -NHz t
Cambridge, USA)
ET200/D-TOPO® Tag His- vy siti
p / Expresion T7 polimerasa ag mis—y sitio TOPO Kanamicina

(Invitrogen)

enterokinasa -NHz t

Las cepas de Escherichia coli (E. coli) utilizadas en este trabajo y sus principales caracteristicas se

resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Cepas de Escherichia coli usadas.

Cepas

Genotipo/
Descripcion

Aplicacién

Marcador
Promotor/
de
Inductor . .
resistencia

DH5x

F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-
argF) U169 recAl endAl
hsdR17 (rK-, mK+) phoA

supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl

Clonado general, propagacion de plasmido

DH10

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74
recAl endAl araD139 A(ara
leu) 7697 galU galK rpsL nupG
A-

Clonado general, propagacion de plasmido

TOP10

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74
recAl araD139 A(ara leu)
7697 galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG

Clonado general de plasmidos

DB3.1

F- gyrA462 endAl A(sr1-recA)
mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-)
supE44 ara-14 galkK2 lacY1
proA2 rpsL20(SmR) xyl-5 A-

leu mtll

Contiene el alelo gyrA462 que confiere
resistencia al efecto téxico del gen ccdB,
huésped de propagacion de vectores
GATEWAY (contienen el gen ccdB)

- Cloranfenicol

BL21
(DE3)

F- dcm ompT hsdS(rB - mB -)
gal A(DE3)

Huésped de expresion deficiente en
proteasas lon y OmpT.

T7 polimerasa
Induccién -
IPTG

BL21
Codon

Plus (DE3)

F- ompT hsdS(rB - mB -)
dcm+ Tetr gal A(DE3) endA
Hte [argU ileY leuW Camr]

Huésped de expresion, deficiente en
proteasa lon y OmpT; contiene plasmidos
codificantes para argU, ileY, leuW y proL
permite expresion de genes codificantes
para tRNAs de codones raros de arginina
(AGA y AGQG), isoleucina (AUA) leucina
(CUA)y prolina (CCC)

T7 polimerasa

B Tetraciclina
Induccion IPTG
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. Marcador
Genotipo/ L, Promotor/
Cepas L, Aplicacion de
Descripcién Inductor . .
resistencia
Posee el gen RNE (rne131) mutado
truncado que codifica una enzima RNasa E,
BL21 STAR  F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal carece de la capacidad para degradar T7 polimerasa
(DE3) dcm rnel131 (DE3) ARNmM, lo que resulta en un aumento de la  Induccién IPTG

estabilidad del ARNm ademas es deficiente
en proteasa lon y OmpT

1.5. Sueros especificos

1.5.1. Anticuerpos monoclonales especificos de caseinas bovinas

Se emplearon anticuerpos monoclonales (mAbs) especificos de x-caseina (1D5), B-caseina (4C3) y
k-caseina (3B5) bovinas obtenidos por el Dr. Docena (Docena et al., 2002). Estos anticuerpos
fueron preparados inoculando por via intraperitoneal (ip) PLV a ratones Balb/c. Los hibridomas
fueron obtenidos segun la técnica desarrollada por Galfré y Milstein (Galfre and Milstein, 1981)
Los mAbs fueron seleccionados para los ensayos mediante el estudio de alta especificidad frente
a «-caseina (1D5), B-caseina (4C3) y anti k-caseina (3B5). Para algunos ensayos, estos
anticuerpos fueron purificados a partir de ascitis empleando cromatografia de afinidad con
proteina G (HiTrap Protein G HP, GE Healthcare Life Science, Sweden), siguiendo el protocolo del

fabricante.

1.5.2. Sueros de pacientes

Se utilizaron muestras de suero humano de nifios atépicos (con un rango de edades que van de 6
meses a 13 afos con un promedio de 2,7 afios), con diagndstico de alergia a la leche de vaca
(ALV) basado en una historia clinica personal y familiar, la aparicidon de signos clinicos posteriores
a la ingesta de leche bovina, la desaparicion de los mismos frente a la supresion dietaria y
pruebas complementarias. Los sintomas compatibles con una alergia alimentaria fueron vémitos,
diarrea, dermatitis, broncoespasmo, urticaria, rinitis y anafilaxia. Como prueba complementaria /in
vivo se realizd prueba cutdnea empleando lancetas metdlicas por la técnica de Prick test, y
extractos proteicos comerciales de leche de vaca o soja y otros alergenos segun la historia del
paciente (dermatofagoides, lollium, Ambrosia, etc), ademas de los controles positivo (histamina) y

negativo (solucién fisiolégica). Asimismo en todos los pacientes se cuantificé los niveles séricos
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de IgE total por ELISA de captura, e IgE especifica para PLV y PS por EAST y ELISA indirecto (ambos
métodos desarrollados por el grupo y validados frente al Immuno CAP de GE). El diagndstico fue
realizado por los médicos alergistas e inmundlogos del Hospital San Juan de Dios de la ciudad de
La Plata (Servicio de Alergia) y Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutierrez de la ciudad autonoma de
Buenos Aires (Servicio de Inmunologia). Ademas se incluyeron muestras de individuos normales,
sin historia clinica o reacciones asociadas a la ingesta de leche de vaca poseen niveles normales
de IgE sérica y muestras de pacientes alérgicos a aeroalergenos que no poseen IgE sérica
especifica a PLV, sin historial de alergias alimentarias ni manifestaciones clinicas luego de la
ingesta de soja o leche de vaca. En todos los casos se incluyé en la historia clinica informacién

posible exposicién a alimentos que contienen soja.

(Se mostrardan oportunamente en los capitulos correspondientes las tablas donde se especifican

las caracteristicas de cada suero usado).

1.6. Péptidos sintéticos

La secuencia entera de la proteina of Gly m Bd 30K (P34) se sintetizdé sobre una fase sélida de
celulosa (JPT Peptide Technologies GMBH, Berlin, Alemania) como 15-mer péptidos lineales
preparados superpuestos de a cinco (5) residuos del extremo amino terminal y del extremo

carboxilo terminal, siendo un total de 36 péptidos.

1.7. Enzimas proteoliticas

e Tripsina (Trypsin, Sequencing Grade, Promega). La tripsina hidroliza especificamente los
enlaces peptidicos en el extremo carboxilo de los residuos de lisina (K) y arginina (R). La
tripsina empleada fue de origen porcino y ha sido modificada por el fabricante por
metilaciéon reductora, haciéndola resistente a su propia digestion proteolitica
(autoprotedlisis),

e Glu-C (Glu-C, Sequencing Grade, Promega). Es una endoproteasa serinica que reconoce
especificamente residuos de acido aspartico (D) o glutdmico (E) hidrolizando la union
peptidica del lado carboxilo de los mismos. Si la reaccién se realiza en buffer bicarbonato

de amonio o acetato de amonio la especificidad de la enzima es mayor en los residuos de
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glutamico. En buffers fosfato el corte se produce en los residuos de aspartico y glutamico.

La actividad de Glu-C es 6ptima en el intervalo de pH de 4.0-9.0.

1.8. Esferas superparamagnéticas

Dynabeads Pan IgG de ratén (Invitrogen): Esferas superparamagnéticas de poliestireno de 4,5 um
de didmetro revestidas con mAbs monoclonales humanos especificos de inmunoglobulina G de

raton.

1.9. Ratones

Se emplearon ratones BALB/c machos (bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinaria de la UNLP)
con certificado de salubridad para gérmenes especificos, 5 semanas de edad que se emplearon en
el desarrollo de un modelo murino de alergia alimentaria. Se agruparon en distintos lotes de

acuerdo con los experimentos disefiados.
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2. METODOS

2.1. BIOLOGIA MOLECULAR

2.1.1. Clonado del gen codificante para Gly m 5.0101 (subunidad a de la
B-conglicinina)

La construccion se obtuvo como se describié previamente (S. Petruccelli, F.G. Chirdo, and M.C.
Afon 2005) a partir de una biblioteca de cDNA de semillas inmaduras de soja, amplificando la
secuencia codificante para la subunidad o« de B-conglicinina (niumero de acceso al Gen Bank
X17698) por PCR con oligonucleétidos especificos (detallados en la tabla 1) tales que permitieran
obtener la secuencia completa sin el péptido sefial y su posterior clonado en un marco de lectura
adecuado para fusionarla a un tag de histidinas en el extremo carboxilo terminal. Finalmente la
secuencia codificante se introdujo en el vector de expresién pET28a (Novagen) y se denominé

pET28a-His-«.

2.1.2. Clonado de los genes codificantes para las proteinas Gly m Bd
30Ky Gly m Bd 28K

Las secuencias de cDNA codificante para Gly m Bd 30K (P34) (Genbank Numero de Acceso
DQ324851) y Gly m Bd 28K (P28) (Genbank Numero de Acceso AB046874) se obtuvieron
mediante amplificacién por PCR utilizando como molde la biblioteca de cDNA de semillas de
Glycine max L.Merr. (Petruccelli et al.,, 2005) y los primers (oligonucleétidos) Foward-34
(caccatgatatcaactcatcgttccatattg) y  Reverse-34  (tcaaagaggagagtgatcaac) y  Foward-28
(caccatggccttccatgatgatg) y Reverse-28 (ttaaaaaacatccataaccacatc), respectivamente. Los primers
fueron disefnados para amplificar las secuencias sin péptido sefal de secrecion y para poner en el
marco las secuencias con una proteina de fusién MBP en el extremo N-terminal. Se clond el
fragmento de DNA amplificando por PCR con una enzima con corrector de errores (PFx o Pfu)
direccionalmente en el vector pENTR/D-TOPO (Invitrogene, Argentina). Para la expresion de P34 y
P28 las secuencias codificantes se transfirieron al vector de destino pDEST-His-MBP (Nallamsetty
et al., 2005) utilizando LR clonasas (Life Technology, SA Buenos Aires, Argentina) para obtener

pDEST-His-MBP-P34, pDEST-His-MBP-P28 y pDEST-His-MBP.
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2.1.3. Subclonado de secuencias codificantes para fragmentos de las
proteinas de soja Gly m Bd 30K

Se obtuvieron también plasmidos que expresan dos fragmentos de la proteina P34: la region
amino terminal (NT-P34) y la regidn carboxilo terminal (CT-P34) para lo cual se amplifica por PCR
la regién de interés utilizando como molde pDEST-His-MBP-P34 y los oligonucleotidos: Foward-
34 (caccatgatatcaactcatcgttccatattg) y Reverse-NT-P34 (aggtggatggtcacaagaatattgttc) y Foward-
CT-P34 (caccatggagggtagatgcaaagccaataagatac) y Reverse-34 (tcaaagaggagagtgatcaac),
respectivamente. Se clonaron amplificado por PCR direccionalmente en el vector pET200/D-Topo
(Invitrogene, Argentina) se obtuvieron entonces los vectores pET200-His-NT-P34 y pET200-His-

CT-P34 que contienen las secuencias codificantes para ambas regiones de P34.

2.1.4. Preparacion de células competentes quimicas empleando PEG

Se partié6 de un cultivo de bacterias de 5ml en medio Luria Bertani (LB) (con el antibiético
adecuado segun la cepa), el cual se creci6 toda la noche a 37 °C con agitacién 200rpm. Se realizé
una dilucion del mismo 1:100 en 50 ml medio LB fresco y se incubd a 37 °C y agitacién
aproximadamente 2 hs hasta alcanzar una densidad éptica (DO) a 600 nm de 0,5-0,6. A
continuacioén, el cultivo se incubd 10 min en hielo y luego se centrifugd en condiciones estériles a
1400 g por 10 min, luego de desechar el sobrenadante se resuspendio6 el precipitado con 5 ml de
buffer TSS previamente enfriado [5 gr PEG, 1,5 ml de MgCl, 1 M, 2,5 ml de DMSO y medio LB
hasta 50 ml, esterilizado por filtraciéon y almacenado a - 20 °C] para luego fraccionar de a 100 ul

en tubos estériles y almacenar a - 80 °C.

2.1.5. Transformacion en bacterias competentes quimicas

Para realizar la transformacién por shock térmico en las cepas se descongelaron lentamente en
bafio de hielo las células competentes, se adicionaron 25 ng de DNA (o 1 ul de plasmido obtenido
por miniprep o 5-10ul de mezcla de ligacién) a 100 ul de bacterias, y se dejé en hielo por 30 min.
Luego se calent6 durante 30 seg a 42 °C, y rapidamente se paso al bafio de hielo por 2 min. A la
mezcla de bacterias con el plasmido se le adicion6 1 ml de medio SOC fresco y se incubd a 37 °C
con agitacion durante 1 h. Luego se centrifugé el cultivo a 30.000 g, se descarté la mayor parte
del sobrenadante y se resuspendio el precipitado bacteriano en 100 pl del sobrenadante residual,

que fueron seguidamente sembradas en una placa de dgar LB suplementado con el antibiético de
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selecciéon correspondiente, y plaqueados con rastrillo de Drigalsky. Luego de incubar ON a 37 °C

se obtuvieron las colonias de bacterias transformadas.

2.1.6. Amplificacién y preparacién de los plasmidos

Para la amplificacion de plasmidos pET28a, pENTR/D-TOPO y pET200/D-TOPO, se emplearon las
cepas £.coli DH5x, DH10 o TOP10. El vector pDEST-His-MBP fue amplificado en la cepa DB3.1™
que resiste el gen téxico ccdB. Las cepas llevando los distintos plasmidos se crecieron cultivos
liquidos en medio LB suplementado con el antibiético de seleccién correspondiente, a 37 °C en
agitacion durante 12 hs. Luego se centrifugaron a 13.000 g y a partir del precipitado bacteriano
se realizo la extracciéon y purificacion de plasmido empleando el kit comercial de Wizard Plasmid

(Promega).

2.1.7. Expresion de las proteinas recombinantes a baja escala y estudio
de la cinética de expresion

Con el objeto de determinar las condiciones 6ptimas de expresidon de las diferentes proteinas
recombinantes los plasmidos pET28a-His-«, pDEST-His-MBP-P34, pDEST-His-MBP-P28, pDEST-
His—-MBP, pET200-His-NT-P34 y pET200-His-CT-P34 fueron transformados en diferentes cepas
de £. coli BL21 (DE3), BL21 CodonPlus (DE3) y BL21 STAR (DE3). Las cepas fueron crecidas en 5ml
medio LB con los antibidticos correspondientes ON a 37 °C, estos fueron utilizados para inocular
por duplicado 15 ml medio LB suplementados con antibiéticos. Los cultivos fueron crecidos a
37°C con agitacion a 200 rpm hasta una DO a 600 nm de aproximadamente 0,5 al llegar a esta
DO se agreg6 Isopropil-b-D-thiogalactopiranosido (IPTG) de manera que resulte una concentraciéon
final de T mM. Luego del agregado de IPTG se crecieron los cultivos a 37 °Cy a 26 °C. Se tomaron
muestras a diferentes tiempos (cinética de expresion) y las células se colectaron por
centrifugacién a 13.000 g por 2 min a RT. Los precipitados conteniendo las bacterias que
expresaban las distintas proteina y los controles fueron lisados por agregado de buffer Tris-HCI
pH = 7,4 urea 8 M seguido de calentamiento a 100°C durante 1 min, luego se centrifugé a por 2
min a los sobrenadantes se analizaron por medio de electroforesis SDS-PAGE 12,5 % vy

visualizadas por tincion con Coomasie® Brilliant Blue.
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2.1.8. Expresion a gran escala de las proteinas recombinantes

Para obtener mayor cantidad de proteina se llevé a cabo la expresiéon a gran escala, empleando
E.coli BL21 (DE3) Codon Plus para la expresién de las proteinas a, P34, P28 y MBP; y BL21 STAR
(DE3) para la expresiéon de los NT-P34 y CT-P34. Las bacterias se crecieron en medio LB
suplementado con antibioticos durante ON a 37 °C. Los cultivos fueron utilizados para inocular
250 ml de medio LB suplementado con antibiéticos, estos fueron crecidos a 37 °C hasta llegar a
una DO a 600 nm de aproximadamente 0,5 y luego del agregado de IPTG los cultivos se crecieron
a 26 °C con agitacion durante 6 hs. Finalmente las bacterias se separaron por centrifugacion a

3.800 g por 15 min a 4 °C.

Los precipitados de las células se resuspendieron en 5 ml de buffer lisis Co [50 mM fosfato de
sodio, 300 mM cloruro de sodio, lisozima 0,5 mg/ml, pH = 7,4], se incubaron 30 min en hielo y
luego fueron sonicados con 6 pulsos de 30 segundos cada uno con un output de 100 watts de
potencia (Branson Sonifier® S-250A analog ultrasonic). Las soluciones resultantes fueron
centrifugadas a 3800 g por 15 min a 4 °C, para la separacién de la fraccién soluble (FS) de la
insoluble (FI). Se realizaron purificaciones tanto de las proteinas recombinantes solubles como
insolubles. A partir de las FS se purificaron las proteinas recombinantes solubles empleando
cromatografia de afinidad por unién a metal empleando columnas conteniendo el ién cobalto
(HisPur Cobalt Spin, Pierce) en condiciones nativas. Para obtener las proteinas recombinantes que
se acumulan como cuerpos de inclusidn, las Fl se resuspendieron con buffer lisis Ni [Tris-HCI 20
mM, NaCl 0,5 mM pH = 8 urea 6 M] y se incubaron 10 min a 60 °C, luego se centrifugaron a
3.800 g por 20 min. Del sobrenadante se purificaron las proteinas recombinantes con la resina
Ni-NTA His-Bind (Novagen) bajo condiciones desnaturalizantes (urea 6 M). Las proteinas
purificadas fueron dializadas contra 4 litros de buffer T mM Tris-HCI pH = 8, por 24hs con un
cambio de buffer. El contenido total de proteinas se determind con el método del Acido
Bicinconinico (Kit Pierce, Rockford, IL, USA), usando BSA como estandar. Las proteinas también se
analizaron mediante SDS-PAGE 12.5 % (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Las proteinas
recombinantes His-« (70kDa), P34 (His—-MBP-P34, 81,6 KDa), P28 (His—-MBP-P28, 94 KDa), MBP
(His-MBP, 42 KDa), péptidos NT-P34 (His-NT-P34, 19 kDa) y CT-P34 (His-CT-P34, 22 kDa) se
disolvieron en buffer muestra sembrandose 2-3 ug de proteina total por cada calle. Luego de la

corrida electroforética los geles fueron tefiidos con Coomasie® Brilliant Blue.

72



Materiales y Métodos

Una fraccién de las proteinas recombinantes purificadas (P34, P28, MBP, péptido NT-P34 y
péptido CT-P34) a ser empleada en los ensayos de proliferacién celulares se detoxificaron con el
kit Detoxi-Gel (Thermo Scientific), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante para

eliminar endotoxinas (lipopolisacaridos (LPS) bacterianos).

2.2. ENSAYOS INMUNOQUIMICOS

2.2.1. Inmunoblots de las caseinas bovinas, leche y soja con mAbs

Las muestras (caseinas bovinas, leche vacuna y extracto de soja) se prepararon en buffer muestra
en condiciones reductoras (B-mercaptoetanol) y 2-3 ug de proteina total fueron sembrados por
cada calle. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE 12.5 % (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA) y luego fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell
Bioscience, Keene, NH, USA) usando el equipo Fastblot B43 (Biometra). Las membranas se
bloquearon con TBS-T (TBS-0.1 % Tween 20) con suero equino (SE) al 3 % por 2 h a 37 °Cy
posteriormente se incubaron con el primer anticuerpo (1 ug/ml) por 1 h a 37 °C. En este paso se
utilizaron los anticuerpos monoclonales que especificos de las caseinas bovinas «—caseina (1D5),
R-caseina (4C3) y k-caseina (3B5). Luego se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado:
un anticuerpo monoclonal especifico de inmunoglobulinas G de ratén conjugado con HRP (Biorad)
(diluido 1:3000) durante 1 h a 37 °C. Las bandas de proteinas se visualizaron por
quimioluminiscencia con luminol y la sefial fue captada con una pelicula de rayos X (Amersham

Hyperfilm ECL).

2.2.2. ELISA indirecto de las proteinas recombinantes de soja con sueros
de pacientes alérgicos a PS

Las placas de microtitulacion de poliestireno (Nunc Maxisorp, Denmark) se sensibilizaron con
0,05 ug/pocillo de P34, 0,05 ug/pocillo de P28 o 0,025 ug/pocillo de MBP. Luego se bloquearon
con SE al 5 % en PBS pH = 7,4 durante 2 hs a 37 °C y se incubaron con sueros de pacientes
alérgicos a soja (sueros descriptos en la tabla 1 mostrada en resultados del Capitulo Il; diluidos
1:2 v/v en SE al 5 % en PBS) ON a 4 °C. Se incubd luego con anticuerpo monoclonal anti-IgE
humana conjugado con Fosfatasa alcalina (FAL) (Sigma-Aldrich dilucién) durante 2 hs a 37 °C.

Finalmente, el color se desarroll6 con 100 pl p-nitrofenilfosfato (PNPP) en buffer pH = 9,6,
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deteniéndose la reaccion 30 min mas tarde con 50 pl de EDTA 0.1 M, finalmente se midi6 la DO a

405 nm en un lector de ELISA (SirioS SAECS, Radim Company, Italy).

Los valores de corte de IgE (cut-offy para cada proteina se obtuvieron estadisticamente de la
siguiente manera: se analizaron mediante la técnica del ELISA a las PS, a las PLV y a las diferentes
proteinas recombinantes, frente 20 sueros de individuos no alérgicos (negativo) por separado y

un suero obtenido haciendo un pool de estos mismos 20 sueros.

El factor fse calcula empleando la siguiente férmula:

_ DO+ 2DS
~ DOpool(-)

siendo

DO Densidad o6ptica media; DS desviacion estandar, DOpool(—) densidad 6ptica del suero pool

negativo.

Este factor se utiliza para obtener los cut-off en cada corrida individual para cada proteina. Los

valores obtenidos de DOpool(—) en cada ensayo se multiplica £

2.2.3. Inmunoblots de las proteinas recombinantes de soja con mAbs y
sueros de pacientes ALV

Las proteinas recombinantes de soja P34, P28 y MBP (como control negativo) y los péptidos
recombinantes derivados de P34 (NT-P34 y CT-P34) se prepararon en buffer muestray 2-3 ug de
proteina total fueron sembrados por cada calle. Las proteinas separadas por SDS-PAGE con geles
de acrilamida 12.5 % se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Schleicher y Schuell
Bioscience, Keene, NH, EE.UU.) utilizando Fastblot B43 (Biometra). Las membranas se bloguearon
en TBS-T (TBS-0,1 % de Tween 20) con SE al 3 % y se incubaron con el anticuerpo primario (1
Mg/ml): anticuerpos monoclonales de raton mAbs anti &-caseina (1D5), anti B-caseina (4C3) y
anti k-caseina (3B5) durante 1 h a 37 °C, luego se incubaron con el anticuerpo secundario
conhjugado: anticuerpo monoclonal especifico anti-IgG de ratén conjugado con HRP (Biorad)
(diluido 1:3000) durante 1 h a 37° C. Las bandas de proteinas se visualizaron por
quimioluminiscencia con luminol y expuestos a una pelicula de rayos X (Amersham Hyperfilm

ECL).
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Las proteinas recombinantes también fueron estudiadas por inmunoblots enfrentdndolas a sueros
de pacientes ALV, sueros controles negativos de pacientes no alérgicos y sueros de pacientes
alérgicos no relacionados a alergias alimentarias (las tablas con las caracteristicas de los sueros
utilizados para cada ensayo son mostradas en los capitulos correspondientes). Para el desarrollo
de los inmunoblots, las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron electrotransferidas a
membranas de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell Bioscience, Keene, NH, USA) usando el equipo
Fastblot B43 (Biometra). Las membranas se bloquearon con TBS-T (TBS-0.1 % Tween 20) con SE al
3% por 2 ha37 °C e incubadas luego con el primer anticuerpo: sueros de pacientes (diluidos 1:5
v/v en TBS-T 1 % SE) ON a 4 °C. El anticuerpo secundario, anticuerpo monoclonal anti-IgE-
humana biotinilado (VECTOR Lab) fue agregado (diluido 1:3000 en TBS-T 1 % SE), por 4 h a 37 °C.
Por ultimo Streptavidina-HRP conjugada (Thermo®) diluida 1:3000, 30 min a 37 °C. Las bandas de
las proteinas fueron visualizadas por quimioluminiscencia con luminol y expuestas a X-ray film

(Amersham Hyperfilm ECL).

2.2.4. ELISA de competicion

Se sensibilizaron placas de microtitulacién de poliestireno (Nunc Maxisorp, Denmark) con 0,25
ug/pocillo de x-caseina bovina, y bloqueadas luego con SE al 5 % en PBS. Se utilizé el anticuerpo
monoclonal anti-a-caseina (1D5) diluido 1:16000 para ser pre-incubado con volimenes iguales
(dilucién final del anticuerpo 1:32000) de las diferentes concentraciones (ente 106 - 2,5 mg/ml
dependiendo de la proteina) de proteinas «-caseina, P34, P28 y Ovoalbdmina (OVA) (como
proteina no relacionada) por 2 hs a 37 °C. Se hicieron competir las proteinas con la x-caseina
bovina unida a la placa por el anticuerpo 30 min a 37 °C. Luego se agregd el anticuerpo
secundario (diluido 1:3000), anticuerpo monoclonal especifico anti-IgG de ratén conjugado con
HRP (Biorad) durante 1 hora a 37 °C, se revelé mediante desarrollo de color agregando 100 ul de
solucion de sustrato 1 mg/ml de OPD y 0,1 pl/ml de 30 % H>O; en buffer citrato 0.1 M pH = 5.0,
se detuvo la reaccién a los 15 min con 50 pl de H2SO4 2 N. Se midié DO a 492 nm en un lector de

ELISA (SirioS SAECS, Radim Company, Italia).
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2.2.5. Mapeo de epitopes lineales de Gly m Bd 30K (P34) con péptidos
solapados

La secuencia completa de la proteina of Gly m Bd 30K (P34) (360aas, sin el péptido sefal) fue
sintetizada como péptidos lineales de 15 residuos de aminoacidos solapados de a cinco (5)
residuos requiriéndose un total de 36 péptidos. Los péptidos se unieron covalentemente a un
soporte de celulosa Whatman 50 (PepSpot Peptides, JPT Technologies GmbH, Berlin, Alemania). La

membrana resultante fue ensayada frente a diferentes antisueros.

1 ISTHRSILDL 10 10 KKYLOAPEDVSQQIK 100 19 GCYNGWHYQSFEWVL 190 28 GIYDGENCTSPYGIN 280
2 SILDLDLTKFTTQKQ 20 11 SQQIKMANKKMKKEQ 110 20 FEWVLEHGGIATDDD 200 29 PYGINHFVLLVGYGS 290
3 TTQKQVSSLFQLWKS 30 12 MKKEQYSCDHPPASW 120 21 ATDDDYPYRAKEGRC 210 20 VGYGSADGVDYWIAK 300
4 QLWKSEHGRVYHNHE 40 13 PPASWDWRKKGVITQ 130 22 KEGRCKANKIQDKVT 220 31 YWIAKNSWGEDWGED 310
5 YHNHEEEAKRLEIFK 50 14 GVITQVKYDGGCGSG 140 23 QDKVTIDGYETLIMS 230 32 DWGEDGYIWIQENTG 320
6 LEIFKNNLNYIRDMN 60 15 GCGSGWAFSATGAIE 150 24 TLIMSDESTESETEQ 240 33 QRNTGNLLGVCGMNY 330
7 IRDMNANRKSPHSHR 70 16 TGAIEAAHAIATGDL 160 25 SETEQAFLSAILEQP 250 34 CGMNYFASYPTKEES 340
8 PHSHRLGLNKFADIT 80 17 ATGDLVSLSEQELVD 170 26 ILEQPISVSIDAKDF 260 35 TKEESETLVSARVKS 350
9 FADITPQEFSKKYLQ 90 18 QELVDCVEESEGCYN 180 27 DAKDFHLYTGGIYDG 270 36 ARVKSGHRRVDHSPL 360

Figura 1. Representacion esquemdtica de la membrana de celulosa conteniendo los péptidos
solapados utilizados para el mapeo de epitopes de of Gly m Bd 30K (P34). En la figura se muestra
el esquema de los spots y debajo se enumeran los péptidos (rojo) con sus secuencias (negro) al
final de cada una se indica la posicion del ultimo aminodcido en la secuencia entera.

La membrana primeramente fue bloqueada con buffer TBS-T (TBS-0.1 % Tween 20) con 3 % SE por
2 h a 37 °C e incubada con el anticuerpo primario: pool de sueros de pacientes reactivos a soja
(Pool nrol de 4 sueros, numeros 1,2,3 y 4 descriptos en la tabla 4 mostrada en resultados del
Capitulo 1V; diluidos 1:5 v/v en 1 % SE en TBS-T) ON a 4 °C, luego se incub6 con el segundo
anticuerpo monoclonal anti-IgE- humano biotinilado (VECTOR Lab) diluido 1:4000 durante 4 h a
RT. Finalmente, se incubd frente a Streptavidina-HRP (Thermo®) diluido 1:4000 por 1Th a RT. Los
spots se visualizaron con sustrato quimioluminiscente luminol y expuestos a una pelicula de

rayos X (Amersham Hyperfilm ECL).

La membrana fue sometida a procesos de stripping siguiendo las recomendaciones de JPT

Technologies cada vez que se la reutilizo.
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Posteriormente, la membrana fue incubada con el anticuerpo primario: pool de sueros de
pacientes reactivos a PLV y soja (Pool nro2 formado por 4 sueros numero 5, 6, 7 y 8 descriptos en
la tabla 4 mostrada en resultados del Capitulo IV; diluidos 1:5 v/v en 1 % SE en TBS-T) y frente al
suero de paciente reactivo sélo a PLV (sueros numero 9 descripto en la tabla 4 mostrada en
resultados del Capitulo IV; diluidos 1:5 v/v en 1 % SE en TBS-T) y revelado como se detallé

anteriormente.

Para completar la caracterizacién de la reactividad cruzada de los péptidos con leche bovina se
enfrentd la membrana con los anticuerpos monoclonales hechos en ratén (1 ug/ml): mAbs anti o
-caseina (1D5), anti R-caseina (4C3) y anti k-caseina (3B5) (en experimentos independientes) por
3 h a RT, luego se incubé con el segundo anticuerpo monoclonal especifico anti-IgG de ratén
conjugado con HRP (Biorad) diluido 1:3000 por 2 h a RT. Los spots se visualizaron por
quimioluminiscencia con luminol y expuestos a una pelicula de rayos X (Amersham Hyperfilm

ECL).

2.3. INMUNOPROTEOMICA

2.3.1. Medida de la afinidad Ag-Ab

2.3.1.1. Biotinilacion del mAb 1D5

Primeramente se dializ6 ON la muestra que contiene el anticuerpo monoclonal purificado 1D5
contra buffer borato pH = 8,8 0,1 M. Se agregd biotina en una proporcién 1:40 - 1:4 (25-250 ug
por mg de anticuerpo), se mezclé bien y se incubd 4 h a RT. Luego, se incubé la muestra con 20
ul de NH4CI 1 M por cada 250 pg de biotina utilizada durante 10 min a RT. Finalmente, se dializ6

la muestra para eliminar la biotina libre contra buffer PBS 1X y se almacend a - 20 °C.

2.3.1.2. Analisis de la cinética de unién utilizando el ensayo Biacore

Los experimentos de analisis de afinidad con sensores se llevaron a cabo con el equipo IAsys Plus
(sensores de afinidad, Saxon Hill, Cambridge, UK). Se acoplé covalentemente la streptavidina a los
chips sensores de carboximetil dextrano (sensores de afinidad) (100 ug/ml en Buffer acetato, pH
= 5,0) con 5,0 ng de proteina por cubeta. Luego, se agregé a la cubeta una solucién de 20 ug/mi
de mAb 1D5 biotinilado en PBS durante 10 min, el exceso de anticuerpo se eliminé lavando con
solucion de 1 M NaCl y buffer acetato 10 mM a pH = 4,5. Las reacciones de unién se llevaron a
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cabo en PBS - 0,05 % Tween 20 a 25 °C, con agitacion constante. Los datos se recogieron a
intervalos de 0,3 seg. La unién de ligando al anticuerpo inmovilizado se monitorizé a miltiples
concentraciones de ligando, que van 10 veces por debajo a 10 veces por encima de las
estimaciones preliminares de constantes de equilibrio de disociacion (KD) para cada reaccion. El

analisis cinético se realizd utilizando el software FASTFIT (Sensores de Afinidad).

2.3.2. Mapeo del epitopes de caseinas bovinas con anticuerpos
monoclonales

La parte experimental que se detalla a continuacion fue llevada a cabo en el laboratorio del Servei
de Proteomica i Biologia Estructural (sePBioEs) de la Universidad Autonoma de Barcelona (UAB),

Espana.

Para llevar a cabo el mapeo de epitopes de las caseinas bovinas se utilizé el mAb 1D5 y para el
mapeo de epitopes de la proteina recombinante de soja Gly m 5.0101 se utilizaron los tres
anticuerpos monoclonales especificos de las tres caseinas bovinas antes mencionados (1D5, 4C3
y 3B5). Las caseinas fueron digeridas con las enzimas tripsina y GluC y la proteina de soja con

solamente GluC.

Se procedié con el siguiente esquema general de trabajo.
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Figura 2. Esquema de la estrategia de trabajo realizada para el mapeo de epitopes de caseinas

bovinas por inmunoproteémica.
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2.3.2.1. Digestiones enzimaticas

Las mezclas de péptidos de las caseinas fueron obtenidas por digestion de 125 ug de las tres
caseinas «-caseina, R-caseina y k-caseina con tripsina y Glu-C (independientemente) en buffer
bicarbonato de amonio 50 mM en una proporcion de 20/1 y 25/1 respectivamente, ON a 37 °C. Se
finalizaron las digestiones con acido trifluoroacético (TFA) 2 % hasta acidez de la digestién con

papel tornasol. Las seis digestiones obtenidas se evaluaron mediante EM MALDI-TOF.

Las mezclas de péptidos de la proteina de soja fueron obtenidas por digestién de 125 ug de la
proteina recombinante de soja Gly m 5.0101 con Glu-C en buffer bicarbonato de amonio 50 mM
en una proporcion de 25/1 ON a 37 °C. Se finalizaron las digestiones con acido trifluoroacético
(TFA) 2 % hasta acidez de la digestién con papel tornasol. La digestion se evalué mediante EM

MALDI-TOF.

2.3.2.2. Inmunocaptura de péptidos

Siguiendo con el protocolo ya descripto por Soriani (Soriani et al.,, 2010) y haciendo aquellas
modificaciones necesarias para optimizar las condiciones, se llevd a cabo la inmunocaptura de
péptidos derivados de caseinas bovinas y de Gly m 5.0101 obtenidos por digestién enzimatica del
antigeno. Para capturar él o los péptidos que contienen él o los epitopes, se utilizé 25 ul de una
suspension de Dynabeads Pan IgG de ratén (esferas superparamagnéticas de poliestireno de 4,5
um de diametro revestidas con mAbs monoclonales humanos anti-ratén anticuerpos IgG). Las
esferas se lavaron dos veces con PBS utilizando un iman para separarlas de la solucién y se
resuspendieron 175 pl de PBS. Se incubaron éstas con 3 ug de mAb anti-x-caseina (1D5) (y
también con anti-R-caseina (4C3) y anti-k-caseina (3B5) para el mapeo de la proteina Gly m
5.0101) en ensayos independientes durante 30 min a RT con rotacién suave, las esferas se
lavaron dos veces con PBS para eliminar el exceso mAb. Se afadié 1 ul de mezcla de inhibidor de
la proteasa (GE Healthcare), este se afiadié antes de la mezcla de péptidos para evitar la posible
degradacién de los anticuerpos. Luego, se agregdo la mezcla de péptidos correspondiente y se
incub6 durante 2h a RT con rotacién suave. Después de la incubacion, se tomd la fraccién no
retenida (FNR) de cada una, luego las esferas se lavaron diez veces con 1 ml de PBS, y él o los
péptidos unidos se eluyeron con 50 upl de TFA 0,2 %. Las fracciones eluido (FE) y FNR se
concentraron y se lavaron con ZipTips C18 (Millipore) y se eluy6 en 3 ul de acetonitrilo (ACN) al 50

%y 0,1 % de TFA. Para el analisis por MALDI-TOF, 1 ul de muestra se mezclé con el mismo
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volumen de matriz (solucién x-ciano-4-hidroxicinaminico (CAN) 0,3 mg/ml en H,O/CAN/TFA en
proporcién 6/3/1), sobre una placa de MALDI (Bruker), y se dejé secar al aire a RT. El espectro de
masas fue se registrado en el modo de iones positivos en un espectrémetro de masas MALDI TOF
UltrafleXtrem (Bruker). Todos los espectros de masas fueron calibrados externamente utilizando
una mezcla de péptidos estandar. Para el analisis MS/MS se utiliz6 the MASCOTsearch motor

(Matriz de Ciencia, Londres, Reino Unido).

2.3.2.3. Separacion de péptidos por HPLC de fase reversa - Dot blot

Separacion

Siguiendo también el protocolo de Soriani (Soriani et al., 2010), se separaron mediante HPLC 60
Mg de cada una de las seis digestiones de las caseinas utilizadas para el mapeo. Los péptidos de
cada digestion se separaron por HPLC en fase reversa en un aparato Waters Alliance: la mezcla de
péptidos fue cargada en una columna Ascentis® Express HPLC C18 2,7 um tamano de particula,

160 A diametro de poro, 15 cm de largo y 4,6 mm de didmetro interior.

El caudal fue de 0,5 ml/min utilizando el siguiente protocolo de gradiente no lineal de ACN con

TFA al 0,1 %:

1°2 % ACN 5 min

2°2 % a 40 % de ACN 5-40 min (35 min)
3°40 % a 98 % ACN 40-55 min (15 min)
4° 98 % ACN 55-60 min (5 min)

Tiempo Total 60 min.

Se recogieron fracciones de 1 ml/min (60 tubos) para el caso de las digestiones con tripsina y 2
ml/min para el caso de las digestiones con GluC (30 tubos), luego cada fraccion recogida se secod

al vacio (SpeedVac) y se redisolvié en 10 ul de TFA 0,1 %.

Dot blots
A las membranas de PDVF (Polivinildenedifloride) se les realizé con lapiz un grillado de manera de
poder sembrar cada fraccion de cada digestién conteniendo péptidos por cuadrado (una

membrana para cada digestién separada mediante HPLC y por triplicado para ser enfrentada con
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cada mAb anti-caseina, 18 membranas en total), las membranas asi resultantes fueron pre-
tratadas con 1 % de glutaraldehido durante 10 min. Se sembré 1 ul de cada fraccién de manera
puntual en la membrana, la cual se bloqued con T-TBS con 3 % SFB ON a 4 °C. Las membranas se
incubaron durante 1Th a RT y luego 1h a 37 °C con los mAb anti-caseinas (1D5, 4C3 y 3B5),
seguido del anticuerpo secundario monoclonal especifico anti-lgG de ratén conjugado con FAL
(Sigma) durante 1 h a 37 °C. Las membranas fueron reveladas con nitro azul tetrazolio-5-bromo-
4-cloro-3-indolilo fosfato. Las fracciones positivas se analizaron por EM MALDI TOF-TOF

UltrafleXtrem (Bruker).

2.4. MODELO MURINO DE ALERGIA ALIMENTARIA

Protocolos de Inmunizacion

Sensibilizacion

| ] Desafio oral
R
\‘L 1

Evaluacion de la respuesta inmune ‘

] ] 1
tiempo
Cd

Figura 3. Esquema general de inmunizacion empleado en los protocolos desarrollados en el
modelo murino de ALV.

2.4.1. Plan de sensibilizaciéon de los ratones

Se emplearon ratones de 4 4 6 semanas de edad de la cepa BALB/c para ser sensibilizados por via
intragastrica (ig). El protocolo de sensibilizacion se llevé a cabo como se describié previamente
(Smaldini et al., 2012). Brevemente, los ratones fueron agrupados en dos lotes de 8 animales cada
uno segun el tratamiento a recibir, a cada animal del grupo de sensibilizado se le administraron 6
dosis ig semanales (una dosis por semana durante 6 semanas) de PLV (20 mg/dosis), ademas de
la toxina del célera (TC) (10 mg/dosis) (Sigma Aldrich, EE.UU.) en un volumen final de 200 ul de
buffer de bicarbonato 3 % pH = 8 (grupo sensibilizado), a cada animal del grupo control se les

administré con la misma frecuencia sélo PLV (20mg/dosis) en bicarbonato (grupo control). Los
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ratones se mantuvieron en ayunas durante 2 h antes y después de la sensibilizacién, y 30 min
antes de la inmunizacién se les administré 200 pl solucion de bicarbonato de sodio 3 % pH = 8

para disminuir la acidez estomacal.

En todos los casos los ratones BALB/c libres de patégenos (Facultad de Ciencias Veterinaria de la
UNLP) fueron mantenidos en el bioterio del LISIN con fotoperiodo natural, en ambiente con
temperatura de entre 18 °Cy 24 °C, con disponibilidad de agua y alimento estériles ad /ibitum. El
alimento balanceado usado (Cooperacién, para rata y raton, Cooperativas Argentinas) poseia
proteina bruta (minimo) 10 %, extracto etéreo (minimo) 5 %, fibra cruda (maximo) 6 %, minerales
totales (maximo) 10 %, calcio 1,3 %, fosforo (disponible) 0,8 %, humedad (maxima) 12 %. Este

alimento no contenia en su composicién PLV.

2.4.2. Plan de tolerizacion de los ratones

Con el objetivo de desarrollar una inmunoterapia oral basada en la induccién de tolerancia
(induccion de tolerancia oral antigeno especifica y de reactividad cruzada) a fin de disminuir la
respuesta alérgica a PLV, se llevé a cabo un protocolo al que denominamos de tolerizacién, para
ello se administraron dosis bajas y diarias del antigeno (proteina recombinante P34) previo al plan

de sensibilizacion (PLV + TC).

Se trabajé con ratones BALB/c de 5 semanas los cuales fueron agrupados en cuatro lotes de 6
animales cada uno segun el tratamiento a recibir. Primeramente a 2 lotes, se les administré a cada
uno por via sublingual durante 5 dias con una frecuencia diaria de 20 ug de PLV para el grupo
tolerizado con PLV (Tol-PLV) y 20 ug de la proteina recombinante P34 para el grupo tolerizado
con P34 (Tol-P34). Luego se llevd a cabo el protocolo de sensibilizacién como se describid
previamente (Smaldini et al., 2012). Los ratones recibieron 6 dosis ig semanales de PLV (20
mg/dosis), ademds de la toxina del célera (TC) (10 mg/dosis) (Sigma Aldrich, EE.UU.) en un
volumen final de 200 pl de buffer de bicarbonato 3 % pH = 8 (grupo sensibilizado y ambos
grupos tolerizados), o PLV en bicarbonato para el grupo de animales control (grupo control). Los
ratones se mantuvieron en ayunas durante 2 h antes y después de la sensibilizacién, y 30 min
antes de la inmunizacion se les administré 200ul solucion de bicarbonato de sodio 3% pH=8 para

disminuir la acidez estomacal.
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2.4.3. Evaluacién de la respuesta inmune
Pruebas /n vivo

Desafio oral

Una vez concluido el plan de inmunizacién los animales fueron desafiados con el antigeno en
cuestiéon (PLV, PS u OVA) con el fin de analizar los signos clinicos locales y sistémicos inducidos
como consecuencia de la sensibilizacion previa. Para esto se les administré Unicamente el
antigeno por via ig. Los sintomas clinicos indicadores de la induccién de reacciones mediadas por
IgE aparecen entre 15 y 30 min posteriores a la exposicién al antigeno y alcanzan un pico
aproximadamente 45 min después de la apariciéon del primer sintoma. Los animales fueron
observados durante la hora y media siguiente al desafio oral por distintos observadores. Como se
describe mas adelante a cada signo clinico se le asignd un indice clinico de manera de semi-

cuantificar la respuesta clinica al desafio oral.

Desafio sublingual

Una vez concluido el plan de inmunizacién los animales fueron desafiados con el antigeno en
cuestién, proteinas recombinantes: P34 10 ug, P28 10 ug y MBP 10 ug y frente a OVA 10 ug y B-
lactoglobulina (B-Lg) 5 ug con el fin de analizar los signos clinicos locales y sistémicos inducidos
como consecuencia de la sensibilizacion previa. Para esto se les administré Unicamente el
antigeno por via sublingual. Los sintomas clinicos indicadores de la induccidon de reacciones
mediadas por IgE aparecen entre 15 y 30 min posteriores a la exposicion al antigeno y alcanzan
un pico aproximadamente 45 min después de la aparicion del primer signo. Los animales fueron
observados durante la hora y media siguiente al desafio oral por distintos observadores. Como se
describe mas adelante a cada signo clinico se le asignd un indice clinico de manera de semi-

cuantificar la respuesta clinica al desafio.

2.4.3.1. Evaluacion de los signos clinicos inducidos post-Desafio

Para la evaluacién de los signos clinicos, se definio una escala cuantitativa de “indice” de
sintomas, asigndndole de manera arbitraria un puntaje a cada signo clinico inducido en funcién
de la intensidad de los mismos. Los signos se observaron por 2 investigadores independientes. Se

califican con una escala de 0 a 5, de acuerdo a los siguientes criterios: 0 = sin sintomas, 1 =
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rascarse y frotarse alrededor de la nariz y la cabeza, enrojecimiento en la misma zona 2 =
hinchazén alrededor de los ojos y la boca, diarrea, pelo erizado, reduccion de actividad, y/o
disminucion de la actividad con una tasa de aumento de la frecuencia respiratoria, 3 =
Respiracién dificultosa, cianosis alrededor de la boca y la cola; 4 = ausencia de actividad después
de un estimulo, o temblores y convulsiones, y 5 = muerte. Luego de asignados los indices clinicos

se considera el valor mas alto alcanzado por cada animal de cada uno de los lotes.

2.4.3.2. Prueba cutanea (PC)

Brevemente, esta prueba evalla la presencia de IgE especifica unida a los receptores de alta
afinidad en la superficie de los mastocitos de la piel, para lo cual se inocula el antigeno por via
subcutanea (sc), y Azul de Evans en forma intravenosa (iv). Si el animal sensibilizado tiene
anticuerpos IgE especificos en las células, la presencia del Ag especifico induce la activacion
celular con la consiguiente liberacion de mediadores pro-inflamatorios pre-formados en los
granulos citoplasmdticos. La zona inflamada se evidencia experimentalmente mediante la
extravasaciéon del Azul de Evans al tejido circundante (coloracién azul de la piel). Este resultado es
indicador de un proceso mediado por IgE sélo si la extravasacidon del colorante se produce a los

minutos de inoculado el Ag por via sc.

Un dia antes de la prueba los ratones fueron afeitados en sus flancos derecho e izquierdo.
Posteriormente se inocul6 por via sc 50 pl de la solucién del antigeno a evaluar, control negativo
(solucién fisiolégica (SF) o MBP (10 ug)) o control positivo (histamina). La cantidad de antigeno a
utilizar se determind por titulacién, encontrandose que para este modelo 4 mg/ml de PLV y 8
mg/ml de SP son las concentraciones éptimas que producen reaccidon positiva en animales
sensibilizados, y negativa en los lotes control. Inmediatamente después de la inyeccion sc se
procedio a la inoculacion iv de 100 ul de Azul de Evans al 0,25 %. También se enfrentdé a los

ratones a las siguientes proteinas recombinante: P34 (10 ug), P28 (10 ug) y MBP (10 ug).

Luego de 15-30 min se observo la aparicion de una roncha azul en la zona de inoculacién que se

consideré positiva cuando el tamano del didmetro fue mayor a 3 mm.
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Ensayos /n vitro

2.4.3.3. Evaluacion de la respuesta inmune humoral
Se midieron los niveles séricos de distintos isotipos de anticuerpos especificos para PLV, PS, P34,
P28 y MBP mediante el empleo de ensayos inmunoenzimaticos desarrollados en nuestro

laboratorio (EAST y ELISA indirecto), en el suero proveniente de los animales de cada grupo.

Determinacién en suero de IgE especifica por EAST
La determinacion sérica de anticuerpos IgE especificos se realizé mediante EAST para lo cual se

preparé la fase sélida segin Ceska (Ceska, 1981).

Activacion de papeles con CNBr: se activaron papeles de celulosa como fase solida para lo cual se
sumergieron 20 g de discos de papel de filtro (Whatman) de 5 mm de didmetro en una solucién
conteniendo 20 g de CNBr en 500 ml de agua destilada, bajo campana. Se llevo a pH = 10,5 con
NaOH 1 M. Luego se realizaron lavados sucesivos utilizando las siguientes soluciones: NaHCOs
0,005 M, agua destilada, acetona 25 %, acetona 50 %, acetona 75 %, y acetona 100 %. Los discos

de papel se secaron a temperatura ambiente y se guardaron a - 20 °C hasta su utilizacién.

Reaccion inmunoldgica: para la determinacidon de la IgE especifica en el suero de los ratones se
emplearon los discos de papel activados con CNBr, los cuales fueron sensibilizados con los
diferentes extractos proteicos a razén de 1,75 mg/ml de PLV, 0,5 mg/ml de PS, o 200 ug/ml P34,
200 pg/ml P28 y 100 ug/ml MBP en buffer 0,1 M carbonato/bicarbonato pH = 9.4 segin el
método de Ceska. Se incubaron los papeles con las proteinas ON a RT, luego estos fueron lavados
con buffer de sensibilizacion (buffer carbonato pH = 9.4) y blogueados con una solucién 0.05 M
de etanolamina durante 2 h con agitacién a RT. Los papeles sensibilizados y bloqueados se

guardaron en la heladera en PBS con azida sodica hasta su utilizacion.

Cada disco de celulosa sensibilizado y bloqueado se incubd con 50 ul de suero de ratdon sin diluir
durante 16 h a 4 °C. Luego de realizar los lavados, los papeles se incubaron con 50 ul del
anticuerpo biotinilado anti-IgE de ratén (BD Pharmigen), llevado a una concentraciéon de 8 ug/ml
con diluyente SE 3 % en solucion fisioldgica (SE 3 % v/v en SF), durante 5 h a 4 °C. Se lavaron los
discos nuevamente y se incubaron con streptavidina conjugada a FAL (SIGMA, 1:3000) durante 30

min a 37 °C. Finalmente se agreg6 200 pl de solucién de sustrato PNPP, deteniéndose la reaccién
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20 min mas tarde con 100 ul de EDTA 0.1 M. Se midi6 la absorbancia a 405 nm en el lector de

ELISA (SirioS SAECS, Radim Company, ltalia).

Determinacidon en suero de IgG1 e IgG2a especifica por ELISA indirecto

Los isotipos de IgG fueron analizados por ELISA, para lo cual se sensibilizaron placas de
microelisa de poliestireno (NUNC, Maxisorp) con 1 ug/fosa de PLV o de PS 1 ug/fosa de P34, 1
ug/fosa de P28 o 0,5 ug/fosa de MBP diluidos en buffer de sensibilizacién (buffer carbonato pH =
9.4). Se bloqueo con SE al 5 % en SF y se incubd con 100 ul de los sueros diluidos 1:200 en
diluyente Th a 37 °C. Luego se incubd con el anticuerpo secundario especifico correspondiente
obtenido en oveja (Dako, 1:2000), durante 1h a 37 °C. Finalmente se empled un suero obtenido
en cabra especifico de gamaglobulina de oveja conjugado con HRP (Jackson, 1:10000) durante 1 h
a 37 °C. Se agregaron 100 pl de solucién de sustrato 1 mg/ml de OPD y 0,1 ul/ml de 30 % H.0;
en buffer citrato 0.1 M pH = 5.0, se detuvo la reaccién a los 15 min con 50 ul de H,SO4 2 N. Se

midié DO a 492 nm.

2.4.3.4. Determinacion de los niveles plasmaticos de histamina por ELISA

Se determinaron los niveles plasmaticos de histamina utilizando un ELISA competitivo directo de
origen comercial (Immunotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. Treinta minutos
después del desafio oral con PLV o PS, se recolecté sangre del plexo retro-orbital en tubos
conteniendo 20 pl de heparina sédica 5000 U/ml, Abbott) diluida 1/5 en SF, o 20 yl de EDTA 0.25
M. Para minimizar la degradacién de la histamina las muestras se colocaron en bafio de hielo
inmediatamente después de la extraccién, se separé el plasma de las células por centrifugacién a
900 g durante 10 min a 4 °C dentro de los 20 min que siguen a la extraccién, se recolectaron los

2/3 de la parte superior del plasma y se conservd a - 80 °C hasta su analisis.

Brevemente, el ensayo consiste en mezclar 50 yl de las muestras de plasma diluidas o de los
controles (0, 2.5, 5, 10, 20 y 50 ppm de histamina) previamente acilados con el reactivo provisto
por el kit para aumentar la estabilidad de la histamina, con 200 pl del conjugado (histamina
conjugada con FAL) en los pocillos sensibilizados con anticuerpos anti-histamina. La placa se
incub6 ON a 4 °C, luego de los lavados correspondientes se agregaron 200 pl del
sustrato/cromégeno PNPP, y se detuvo la reaccion a los 30 min con NaOH 1 N. Se ley6 DO a 405

nm en lector de microplacas. A partir de los valores de DO de los estandares, se construyé una
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curva de calibracion DO 405 nm vs. concentracion de histamina (nM), que permitié calcular la
concentracion de histamina en las muestras problema, mediante la aplicacién de la funcién

matematica logit p.

2.4.3.5. Evaluacion de la respuesta inmune celular

Dosaje de citoquinas

Se evalud la induccién de linfocitos T especificos durante la sensibilizacién mediante ensayos de
proliferacion celular y secrecién de citoquinas a partir de células aisladas de animales
provenientes de los distintos lotes. Para tal fin se extrajo el bazo de los ratones del grupo control,
del grupo sensibilizado y de los grupos tolerizados, el dia posterior al desafio oral con PLV. Los
tejidos fueron disgregados, como se describe posteriormente, y se realiz6 recuento celular
empleando Tripan blue para cuantificar células viables. Los cultivos celulares se realizaron en
placas de cultivo celular de 48 fosas (Cell Star R, GBO) y empleando como medio de cultivo RPMI
suplementado con suero fetal bovino (SFB) 5 % y antibidticos. Se optimiz6 para cada tipo de tejido
el nimero de células a incubar, concentracion de antigenos y tiempo de cultivo. De esta manera,
se colocaron 500 ul de la suspensién celular 4x106 células/fosa y 500 pl de una solucién 2X en
RPMI de los siguientes estimulos antigénicos: PLV (350 ug/final por fosa), PS (200 ug/final por
fosa), P34 (15 ug/final por fosa), P28 (15 ug/final por fosa) o MBP (7,5 ug/final por fosa) segun la
experiencia. Como controles del ensayo se empleo concanavalina A (Con A) 5 pg/ml) como

control positivo, o medio RPMI como control negativo.

Luego de 72 h de incubacién a 37 °C en atmdsfera controlada de CO; se cuantificé en el
sobrenadante de los cultivos la presencia de citoquinas mediante el empleo de un ELISA de
captura indirecto de origen comercial: interferon-Y (Mouse IFN-y CytoSetTM, BioSource,
Invitrogen), interleuquina-5 (Mouse IL-5 CytoSetTM, Invitrogen) e interleuquina-13 (IL-13 R&D
Systems, UK). Se introdujeron algunas modificaciones técnicas al protocolo indicado por el
fabricante para optimizar cada ensayo, en funcién de las concentraciones de citoquinas presentes
en los sobrenadantes de los cultivos. Brevemente, este inmunoensayo consistié en sensibilizar las
placas de ELISA (NUNC, MaxiSorp) con 100 pl/fosa del anticuerpo de captura correspondiente a
cada citoquina, en una concentracién de 1,25 ug/ml para IL-5 e IFN-y, y 4 ug/ml de IL-13 en

buffer de sensibilizacion pH = 9.0, ON a 4 °C. Luego se realizé el bloqueo con 300 ul/fosa de
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“Buffer Assay” (PBS con BSA 0.5 %, pH = 7.4) durante 1 h a 37 °C, y luego de los lavados
correspondientes, se incubaron con 100 pl/fosa de sobrenadante de cultivo; paralelamente se
procesaron los estandar de citoquinas de cada kit para construir la curva de calibracién, junto con
50 ul/fosa del “anticuerpo de deteccién” (anti-IFN-y-biotinilado 0,125 ug/ml o anti-IL-5
biotinilado 0,10 ug/ml o anti-IL-13-biotinilado 0,0625 ug/ml), ON a 4 °C. Finalmente, se realizo
una incubaciéon de 1 h a 37 °C con streptavidina-HRP 0,15 pg/ml. Se empleo OPD-H;0, como
sustrato cromégeno y luego de detener la reaccién con H,SO4 2 N se midié la densidad 6ptica a
492 nm. La concentracion de citoquinas en el sobrenadante de cultivo se obtuvo de la curva de

calibracién (DO vs. concentracion de citoquinas en pg/ml).

Proliferacién celular con CFSE

Los cultivos celulares se realizaron en placas de cultivo celular de 96 fosas (Cell Star R, GBO) y
empleando como medio de cultivo RPMI suplementado con suero fetal bovino (SFB) 5 % y
antibidticos (idem a lo descripto anteriormente para la medicidn de citoquinas). Se optimizo6 para
cada tipo de tejido el nimero de células a incubar, concentracion de antigenos y tiempo de
cultivo. De esta manera, se colocaron 100 ul de la suspension celular 4x106 células/mly 100 pl
de una solucién 2X en RPMI de los siguientes estimulos antigénicos: P34 (5 ug/final por fosa),
NT-P34 (5 pg/final por fosa) o CT-P34 (5 ug/final por fosa) segun la experiencia. Como controles
del ensayo se empleo concanavalina A (Con A) 5 ug/ml) como control positivo, o medio RPMI

como control negativo.

Luego de 72 h de incubacion a 37 °C en atmésfera controlada de CO; se levé a cabo la medida de
proliferacién celular con CFSE. Rapidamente, se incubaron las células con una concentracion final
de CFSE 2M) durante 30 minutos a 37 °C. Las células luego se lavaron al menos 2 veces con PBS y

se resuspendieron en el volumen deseado para ser analizadas con el citdémetro de flujo.

Marcacién intra-citoplasmatica para la determinacién de linfocitos Treg

A partir de la suspension de esplenocitos, células de lamina propia, células de los ganglios
mesentéricos 60 células de ganglios sublinguales provenientes de ratones pertenecientes a los
grupos control, sensibilizado, tolerizado con PLV y tolerizado con P34; se realizaron cultivos
celulares en placas de 96 fosas (Cell Star ®, GBO), colocando 100 ul de la suspensién celular

(2x105 células/fosa) y 100 ul de solucion 2X en RPMI de PLV 2000 ug/ml). Como controles del
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ensayo se empleé Con A 5ug/ml) como control positivo, o medio RPMI como control negativo. Las
ultimas 4hs de incubacidn se realizaron en presencia de Brefeldina A (inhibidor del transporte de
proteinas desde el reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi) a 37°C en atmodsfera de CO; al 5%.
Pasado este tiempo las células fueron lavadas con buffer staining (PBS, 2mM EDTA, 2% de SFB), se
bloquearon los receptores Fc con Fc Block o suero de ratdn normal (SRN) durante 15 minutos a
4°C, para luego detectar las proteinas de superficie de interés con los anticuerpos especificos
fluoresceinados, durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Las células fueron lavadas y
resuspendidas en buffer fijacion/permeabilizacién (eBioscience) siguiendo las instrucciones del
fabricante del kit comercial para tincién intra-citoplasmatica. Brevemente, una vez fijadas y
permeabilizadas las células, se incubaron con el anticuerpo anti-citoquina especifico conjugado a
un fluorocromo. Las células fueron analizadas por citometria de flujo multiparamétrica empleando
un citémetro Becton Dickinson Calibur. Se hizo un gate en la region de los linfocitos y se analizé

la presencia de Foxp3 en células CD4+ y CD8+.

2.4.4. Analisis estadistico

Los graficos y el andlisis de datos de los diferentes ensayos se realizé con el programa GraphPad
Prism version 5.00 para Windows (San Diego California USA). Los analisis realizados fueron Anova
de dos vias, seguidos del test de Bonferroni para discriminar las diferencias significativas entre las

medias de los diferentes grupos experimentales.

También se aplicé el test de Student pareado, no pareado y no paramétrico (Mann-Whitney) segun

los datos a analizar.

2.5. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

2.5.1. Analisis de reactividad cruzada utilizando el servidor SDAP

Para determinar si las proteinas de soja Gly m Bd 30K y Gly m Bd 28K son potencialmente de
reactividad cruzada se utilizé la bases de datos SDAP: Structural Database of Allergenic Proteins
(http://fermi.utmb.edu/SDAP/index.html) disefiada para identificar alergenos de reactividad
cruzada basandose en la similitud en las propiedades fisicoquimicas, que es un criterio mas
amplio que la blsqueda de identidad o de substituciones conservadas (aminoacidos del mismo

grupo: polares, carga positiva, negativa, no polares e hidrofébicos). Esta base emplea un
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parametro denominado PD (por distancia de propiedades), que se determina asignando a cada
aminoacido un descriptor E1-E5 que proviene de un analisis multidimensional de 237
propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos (Venkatarajan and Braun, 2001). Cada secuencia
estudiada es convertida en 5 matrices en base a estos descriptores y es comparada con las
matrices correspondientes de las proteinas alergénicas del SDAP (lvanciuc et al., 2003). Este
servidor hace una alineacion completa utilizando el programa FASTA para el alineamiento y

cuanto mas pequeio es el valor de PD mas similares son las proteinas.

2.5.2. Prediccion Computacional de epitopes de reactividad cruzada

Para llevar a cabo un analisis secuencial de Gly m bd 30K (P34) y de Gly m bd 28K (P28), se
extrajeron de la base de datos Genbank las secuencias de estas proteinas y se alinearon
empleando el servidor ClustalW?2 (utilizando una matriz BLOSUM con el resto son las condiciones
defoult (GAP penalty: Gap open = 10 y GAP extension = 0,1)) (www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/)
con los péptidos de caseina bovinas (xS1, xs2, B y k) descriptos como epitopes T y/o B (isotipos
IgG e IgE) obtenidos de la base de datos IEDB “Immune Epitope Database and Analysis Resource”
(http://www.immuneepitope.org/). Los 73 péptidos de caseinas bovinas descriptos al 1 de junio
de 2010 en la base de datos empleados en los alineamientos se listan en la seccién graficos y

tablas adicionales.

Con los resultados de estos alineamientos construimos graficos que muestran a lo largo de cada
secuencia de las proteinas de soja la distribucién de hits o puntos en los que los aminodacidos de
los péptidos de caseinas bovinas y la proteina de soja muestran similitudes. Rapidamente, para
construir estos graficos se alinearon de a uno los 73 epitopes de las caseinas con la proteina de
soja (P34 6 P28), luego analizando los alineamientos se construyé un grafico de distribucion de
hits en base a la acumulacién de aminoacidos consenso en cada posicién a lo largo de la
secuencia de la proteina de soja (en las posiciones que los alineamientos tienen un aminoacido
conservado (identidad) se le asigné puntuaciéon = 3, cuando los aminoacidos alineados mantenian
propiedades muy similares puntuaciéon = 2 (puntuacién> 0,5 en las matrices de Gonnet o PAM
250) y cuando los aminoacidos alineados mostraban propiedades débilmente similares

puntuacion=1 (puntuacion = <0,5 en las matrices Gonnet o PAM 250)).
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2.5.3. Modelado por homologia

La secuencia de la proteina Gly m bd 30K (P34) (gi 195957142) fue obtenida a partir de la base de
datos GeneBank. Utilizando esta secuencia (sin el péptido sefial) como blanco se realizé la
busqueda en la base de datos Protein Data Bank (PDB) (Berman et al., 2002). Elegimos utilizar
como molde (template) la estructura PDB perteneciente a Carica papaya (Papaya) (Cadena A, gi
2098464 | AP | 1PCl | A). Ambas proteinas pertenecen a la familia de las papainas y muestran un
39% de similitud secuencial, ademas poseen la misma funcién molecular (con actividad
endopeptidasa, para el caso de P34 ya que no se ha demostrado que sea funcional). La secuencia
molde es mdas corta que la secuencia de la proteina P34 por lo que el modelado no abarca toda la
proteina quedando asi del extremo amino terminal 14 aas y del extremo carboxilo terminal 25
aas, sin modelar. La comparacién de ambas secuencias se realiz6é utilizando el servidor FFASO3
(utiliza el método de comparacion profile - profile), el alineamiento se muestra en la figura 10 en
la seccién graficos y tablas adicionales. Luego se generdé un modelo tentativo de la Gly m Bd 30K
con el programa Modeller 9v7 (Pieper et al., 2002), finalmente se modelaron los loops (DOPE) y se
evaluaron los modelos generados utilizando los programas PROSA y VERIFY 3D, en base a los
resultados obtenidos se eligié el mejor modelo. Para representar la estructura se empled el

programa PyMOL 0.99rc6 (www.pymol.org).

2.5.4. Accesibilidad al solvente

Para estimar cuales residuos se encuentran accesibles al solvente se utilizé el programa DSSP
(Kabsch and Sander, 1983) (define secondary structure of proteins) que permite, empleando la
estructura PDB de la proteina, estimar el numero de moléculas de solvente (agua) ACC que se
encuentran en contacto con cada residuo aminoacidico, este dato luego se relativiza al area de la
superficie que ocupa cada aminoacido (SA) (Chothia, 1976) (calculada teniendo como referencia
cuando el aminoacido X se encuentra en el tripéptido Gly-X-Gly, para tener asi el dato de RSA
(relative solvent accessibility). Luego de tener los valores de RSA se tomo como valor umbral
arbitrario como <20% para desestimar los residuos “completamente enterrados” o no accesibles al

solvente.
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2.5.5. Predicciéon computacional de epitopes B
Se recurrié al servidor Disco Tope 1.2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/DiscoTope/) para predecir
epitopes B (Haste Andersen et al., 2006). Se representaron en la estructura PDB de la proteina

mediante la esquematizacién de superficie los epitopes B propuestos.

2.5.6. Andlisis secuencial y comparaciéon de la composiciéon aminoacidica
Se construyeron tres grupos de péptidos: un grupo de péptidos representado por secuencias de
los péptidos que dieron positivos en el mapeo con péptidos sintéticos solapados de P34 (péptidos
P34 positivos), un segundo grupo formado por péptidos no reactivos en el mismo mapeo
(péptidos P34 negativos), y el tercer grupo compuesto por péptidos de caseinas provenientes de
la base de datos péptidos que se alinearon en las zonas | y Il de P34 (caseinas positivos). Luego,

se compararon las composiciones de aminodcidos de los tres grupos.
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1. Generalidades

La prevalencia de las enfermedades alérgicas alcanza actualmente proporciones epidémicas en
ciertas poblaciones y para ciertos sistemas proteicos (Linhart and Valenta, 2012). Aunque se
han descripto cientos de moléculas capaces de inducir una respuesta inmune inapropiada - /a
reaccion alérgica - se ha tratado de esclarecer cudles son las caracteristicas estructurales y
funcionales que determinarian la capacidad de estas moléculas de interactuar y activar
mecanismos de la inmunidad innata y adaptativa. El conocimiento alcanzado en este campo es
escaso y sélo para algunos alergenos se han identificado porciones de la molécula capaces de
activar la inmunidad innata (capacidad adyuvante) y la inmunidad adaptativa (epitopes By T)

(Wills-Karp et al., 2010).

Como se menciond anteriormente, las proteinas de la leche de vaca y la soja han sido incluidos
dentro del “grupo de los 8” por su importancia como alergenos alimentarios. En particular la
leche de vaca es actualmente el principal alergeno alimentario en numerosas regiones (Jarvinen
and Chatchatee, 2009), incluyendo nuestro pais (Orsi et al., 2009). La alta exposiciéon y la
temprana edad de los pacientes parecen ser los dos principales factores que determinan su
alergenicidad, junto a la elevada inmunogenicidad de sus proteinas, especialmente las caseinas
(Docena et al., 1996). Con respecto a las proteinas de soja, dado el elevado valor nutritivo de
las mismas, su aceptabilidad por los pacientes y su reducido costo, determinan que las
formulaciones a base de estas proteinas sean frecuentemente utilizadas como sustituto lacteo
en el tratamiento de los pacientes alérgicos a leche de vaca con edades comprendidas entre los
6 meses y 2 afios de edad. Sin embargo, son numerosos los trabajos que describen una
intolerancia clinica al inicio del tratamiento (Ahn et al., 2003; Katz et al., 2008; Klemola et al.,
2005; Szaflarska-Szczepanik and Gasiorowska, 2003; Zeiger et al., 1999). Esta situacion
también ha sido descripta en pacientes de nuestro pais (Orsi et al.,, 2009), y complica
marcadamente el tratamiento, dado que el médico debe utilizar un nuevo sustituto lacteo, y las
opciones comerciales son muy restringidas. Por otro lado, las proteinas de la soja son muy
utilizadas por la industria alimenticia y la no alimenticia, y esto ha determinado que la
poblacién en general se encuentre altamente expuesta a estos alergenos. Llamativamente, no

se ha observado hasta el momento que la alergia alimentaria a la soja sea un problema

97



Capitulo |

sanitario importante, inclusive en nifios durante la primera infancia, etapa en la cual se observa

la mayor incidencia de las alergias alimentarias.

Las caseinas bovinas representan el 80% de las proteinas de la leche de vaca y estan
constituidas por cuatro moléculas: aS1-, aS2-, B- y k-caseina cuya abundancia en la leche
vacuna es del 32%, 10%, 28% y 10% respectivamente. Las caseinas han sido informadas como el
principal componente alergénico de la leche de vaca (Docena et al., 1996). Las caseinas son
proteinas fosforiladas, con un alto contenido de aminodacidos hidrofébicos, que forman
miscelas en suspensién con poca estructura terciaria. Ademads, la «Sl-caseina no es
sintetizada por la glandula mamaria humana y este puede ser un factor importante que
determina su elevada inmunogenicidad y alergenicidad (Wal, 2004). Para el estudio de la
alergia a leche de vaca en nuestro laboratorio se obtuvieron anticuerpos monoclonales del
isotipo IgG1 especificos de caseinas bovinas (mAb-CB) (Docena et al., 2002) los cuales han
sido empleados en este trabajo como una herramienta inmunoldgica para la identificacién de

proteinas de soja de reactividad cruzada (Curciarello et al., 2008; Rozenfeld et al., 2002).

Teniendo en cuenta la complejidad de las alergias mediadas por IgE y la necesidad de contar
con herramientas que permitan comprender las bases moleculares y celulares de los
mecanismos subyacentes en este capitulo nos propusimos identificar epitopes de reactividad
cruzada en proteinas de leche y soja. Inicialmente demostramos que las proteinas mayoritarias
de la semilla de soja, las globulinas 7S y 11S, son reconocidas por los anticuerpos
monoclonales y antisueros policlonales especificos de caseinas bovinas obtenidos en conejos y
cabras (Curciarello et al., 2008; Rozenfeld et al., 2002). Posteriormente, evidenciamos
experimentalmente la importancia /n vivo de este reconocimiento inmunoquimico, empleando

un modelo murino de alergia a proteinas de leche bovina (Smaldini et al., 2012).

Sobre la base de estos resultados decidimos profundizar en las bases moleculares que
gobiernan este fendmeno. El estudio e identificacion de epitopes inmunodominantes (B y/o T)
lineales y conformacionales puede ser abordado mediante la aplicacion de diferentes técnicas.
Esta informacion resulta relevante al momento de caracterizar la inmunogenicidad de los
alergenos para el desarrollo de nuevas terapias dirigidas a la inmunomodulacion del sistema
inmune o la instauracion de los mecanismos de tolerancia que permitan corregir la respuesta

inmune inapropiada instaurada en el paciente. Para este fin el empleo de péptidos de baja o
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nula capacidad de activacién de basoéfilos y mastocitos (a través de epitopes B), pero con
capacidad de activacién de linfocitos T (a través de epitopes T) permite plantear terapias
correctivas con una reducida capacidad de generacién de reacciones adversas, las cuales
constituyen la principal causa de fracaso o abandono del tratamiento (Linhart and Valenta,
2005). Para poder elegir un candidato peptidico a incluir en una estrategia terapéutica de este
tipo (inmunoterapia) es necesario caracterizar los epitopes lineales en las proteinas
alergénicas. Para el mapeo de epitopes, en general se suele recurrir al uso de péptidos
obtenidos por sintesis quimica (por ejemplo SPOT sintesis) (Carter and Loomis-Price, 2004;
Reineke et al., 2001), o de péptidos obtenidos en forma recombinante empleando
bacteriéfagos que expresan bibliotecas aleatorias de péptidos de 7-12 residuos de
aminoacidos (phage display de péptidos) (Scott, 1992; Scott and Smith, 1990). También se
suele recurrir a la expresidon recombinante de fragmentos polipeptidicos de mayor longitud lo
que permite estudiar epitopes lineales y conformacionales (Xia et al., 2010). El principal
inconveniente en el desarrollo de estas técnicas suele ser su elevado costo y tiempo que
insumen. Por esta razon para la identificacion de los epitopes de reactividad cruzada decidimos
recurrir a tecnologias de alto rendimiento como es la proteémica funcional, en una de sus
disciplinas conocida como Jinmunoproteomica. Este término es utilizado para describir el
empleo de técnicas de espectrometria de masas (EM) para estudiar interacciones de péptidos
con el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) o con anticuerpos. Teniendo en cuenta la
alta sensibilidad, la alta precisiéon en la determinaciéon de las masas moleculares y la alta
capacidad de analisis las técnicas de espectrometria de masas ocupan actualmente un lugar
destacado en la identificacion de moléculas bioldgicas, en el estudio de los mecanismos
basicos inmunoldgicos, y en el desarrollo y seguimiento de tratamientos profilacticos y

terapéuticos (Koehler et al., 2011; Lillehoj et al., 2007; Soriani et al., 2010).

De los métodos de espectrometria de masas se opté por emplear ionizacion MALDI Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonizacion o desorcion/ionizacion laser asistida por matriz) y un
analizador de tiempo de vuelo (TOF, 7ime-Of Flight) en el que los iones se separan en funcion
de su relacién masa/carga (m/z) tras ser acelerados en un campo eléctrico, método conocido
como MALDI-TOF. Esta metodologia es rapida (menos de 1 min para determinar masas

moleculares de péptidos), sensible (detecta cantidades inferiores a 1 pmol) y precisa para la
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determinacién de la masa molecular, lo que permite una rapida identificacion de proteinas
proveniente de sus fuentes naturales y realizar estudios de las modificaciones
postraduccionales (protedlisis, glicosilacion, fosforilacién y oxidaciones) sufridas por las
proteinas. Esta técnica combinada con cromatografia de inmunoafinidad ha sido aplicada al
mapeo de epitopes, habiéndose desarrollado variantes metodoldgicas para facilitar este tipo de

analisis (Lu et al., 2009; Suckau et al., 1990; Zhao and Chalt, 1994).

En este capitulo hemos aplicado esta metodologia para el mapeo de epitopes lineales.
Basicamente consiste en hidrolizar la molécula blanco empleando proteasas de distinta
especificidad, seguido de una incubaciéon con los anticuerpos (en nuestro caso los mAb-CB)
cuyos epitopes especificos se desea mapear. Posteriormente se aislan los complejos
anticuerpo-péptido empleando esferas magnéticas y se analiza la composicién de los péptidos
capturados por desorcidon de su complejo a los anticuerpos. La comparacién de los péptidos
antes y después de la captura inmunoquimica permite la identificacion de él o los péptidos
reconocidos por el anticuerpo (Koehler et al., 2011; Soriani et al., 2010). Aqui se emplearon los
anticuerpos monoclonales especificos de las distintas caseinas bovinas, las caseinas
purificadas y una proteina recombinante de soja (Gly m 5.0101). Una vez identificados los
epitopes reactivos los resultados de inmunoproteémica fueron complementados con biologia
computacional estructural para comprender las caracteristicas estructurales de caseinas

bovinas y de las proteinas de soja responsables de la reactividad cruzada.
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2. Hipétesis de trabajo y objetivos especificos

El objetivo del presente capitulo es la identificacién y caracterizacion de epitopes B de
reactividad cruzada entre caseinas bovinas y globulinas 7S (B-conglicininas) de soja empleando
herramientas protedmicas. La caracterizacion in vitro de estos epitopes aportara informacién
relevante para una mejor comprensién de los mecanismos involucrados en la intolerancia IgE-
mediada que se observa en pacientes alérgicos a la leche de vaca, tratados con férmulas a base
de proteinas de soja, y que no estan previamente sensibilizados a la soja (ver seccién 3.2.

Prevalencia de las alergias de leche de vaca y a soja en Introduccién).

La hipotesis general del trabajo se basa en la existencia de epitopes lineales compartidos entre
los principales alergenos de ambos sistemas, responsables del entrecruzamiento de los
anticuerpos IgE especificos presentes en la superficie de los mastocitos, basoéfilos y eosinofilos
de los pacientes alérgicos a la leche bovina, con la consiguiente activacion de las mismas y la
generacion de un foco inflamatorio. EIl empleo de un panel de anticuerpos monoclonales
especificos de caseinas permitira identificar secuencias aminoacidicas comunes entre ambos
sistemas y de esta manera mapear la presencia de epitopes B de reactividad cruzada. Ademas
el conocimiento de la secuencia peptidica de estos epitopes B compartidos permitira identificar

motivos estructurales comunes entre estas proteinas que no guardan relaciéon filogenética.
Con la finalidad de identificar los epitopes se plantearon los siguientes objetivos:

v" Seleccionar los anticuerpos monoclonales especificos contra caseinas bovinas a ser
utilizados.

v" Emplear métodos de inmunoprotedmica de alto rendimiento para identificar los
epitopes presentes en las caseinas bovinas y en la proteina de soja Gly m 5.0101 que son
reconocidos por los anticuerpos monoclonales seleccionados.

v Identificar los epitopes responsables de la reactividad cruzada entre proteinas de sojay

caseinas bovinas y analizar su composicion aminoacidica.
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3. Disefio experimental
En el siguiente esquema se muestra el disefio experimental aplicado al analisis de epitopes en

caseinas bovinas y proteinas de soja.

1- SELECCION DE mAbs
Inmunoblots

l

2- MAPEO DE EPITOPES
Digestion enzimatica
s Caseina
bovina

derivados
de la caseina

Mapa de péptidos
de la digestion total

B- Separacion por HPLC-RP/Dot blots

EM MALDI-TOF
< @ Péptidos

A- Inmunocaptura
P |
v ®
©
I n /]r" “"' i
l ol I'k".'\:’l\wk/\”\‘¥¥_,_
Tiempo

Separar lo no unido y lavados

(Y
g 'L(P Dot blot

T x
(P Fracciones frente al mAb

‘/EM MALDI-TOF
l Elucion acida hd
l EM MALDI-TOF

|
b
1

No Unido
\EM MALDI-TOF
epitope epitope
Eluido

Figura 1. Esquema de la estrategia de trabajo utilizada en el mapeo de epitopes por
inmunoproteémica. mAbs, anticuerpos monoclonales especificos de caseinas bovinas;, EM

MALDI-TOF, espectrometria de masas MALD/-TOF.

102



Capitulo |

4. Resultados

Para identificar los epitopes de reactividad cruzada entre las proteinas de leche de vaca (PLV) y
proteinas de soja (PS), inicialmente se caracterizé los epitopes que los diferentes mAb-CB

reconocen en las caseinas.

4.1. Los mAbs-CB seleccionados reaccionan diferencialmente con las
caseinas bovinas y reconocen protel'nas de soja

Para seleccionar los anticuerpos monoclonales a ser utilizados en el mapeo de epitopes por
inmunoprotedmica, se separaron las caseinas bovinas a, B, y k por electroforesis en geles de
poliacrilamida disociantes (SDS-PAGE), y luego de la transferencia a una membrana de
nitrocelulosa se evalué su reconocimiento empleando distintos anticuerpos monoclonales. En
la figura 2A se presentan los resultados obtenidos luego de enfrentar tres mAb-CB (1D5, 4C3 y
3B5) con las principales caseinas bovinas (a-caseina, B-caseina y k-caseina). Puede observarse
que el 1D5 reconoce «-caseina, el 4C3 reconoce B-caseina y el 3B5 reconoce k-caseina. Se
observa también reactividad en las zonas de mayores pesos moleculares que corresponden a
los agregados de las caseinas o miscelas.

Posteriormente, estos mAbs fueron utilizados en inmunoblots de extractos proteicos de leche
(PLV) y de soja (PS) para evaluar su reactividad diferencial (figura2B). Si bien cada anticuerpo
reconoce preferentemente una de las caseinas (panel A) se observa que cuando se los enfrenta
a las proteinas totales de la leche y a las proteinas de la semilla de soja existe un
reconocimiento de otras proteinas. Para el caso de PLV se observan reactividades en las zonas
de alto PM que corresponde a agregados de las diferentes caseinas entre si, y ademas se
observan reconocimientos de los distintos monémeros de caseinas. Esto podria explicarse por
el reconocimiento de epitopes lineales compartidos entre las distintas caseinas, dado que
presentan una alta homologia secuencial (Wal, 2001). La reactividad de los mismos frente a
proteinas de soja sélo puede explicarse por una reactividad cruzada entre los distintos
antigenos, y como podemos observar en la figura 2 existen diferentes componentes de la soja
(glicininas 7S y 11S) que presentan epitopes de reactividad cruzada con las caseinas bovinas.

Tanto en la figura 2A como en la figura 2B se observa que el mAb 1D5 es el que produce una
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reaccibn mas intensa. Estos resultados validan el empleo de estos mAbs en los analisis
inmunoprotedmicos que a continuaciéon se muestran.
1D5 4c3 3B5
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Figura 2. /nmunoblots de caseinas bovinas purificadas, proteinas de leche de vaca (PLV) y de
sofa (PS) con los mAbs-CB. Se resolvieron las proteinas mediante geles SDS-PAGE del 12,5% en
condiciones reductoras (las muestras se trataron con B-mercaptoetanol al 5%). Panel A: en cada
membrana se enfrentaron las tres caseinas bovinas contra los mAbs especificos a a-caseina
(1D5), a B-caseina (4C3) y a k-caseina (3B5). Panel B: en cada membrana se enfrentaron las PLV
0 PS contra los mAbs especificos a a-caseina (1D5), a B-caseina (4C3) y a k-caseina (3B5). A /a
izquierda de este panel se muestran los correspondientes geles coloreados con Coomasie de
los extractos totales de leche bovina y soja. L, leche bovina, S, soja; o «’ y B, subunidades de la
B-conglicinina de soja (globulina 7S); A y B, polipéptidos dcidos y bdsicos de la glicinina
(globulina 115); P34, Gly m Bd 30K.
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4.2. Los valores de KD 1D5-caseinas ratifican la selectividad y la
heteroespecificidad observada en los inmunoblots

Para una mejor comprensidon de la interaccion antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) se determinaron
las constantes de afinidad del mAb 1D5 (anti x-caseina) con las distintas caseinas, realizando

el ensayo de Biacore en un equipo lAsys Plus (Affinity Sensors, Saxon Hill, Cambridge, U.K.).

Tabla 1. Constantes de interaccion Ag-mAb (1D5) determinadas mediante biacore.

kass M- s-1 kdiss s-! KA M- KD nM
o—-caseina 1,05 x104 8,88 x10-4 1,18 x107 84,4
B-caseina 5,36 x104 2,22 x10-2 2,41 x106 415
K-caseina 3,75 x103 1,97 x10-2 1,90 x103 5250

kdiss
KD =
kass
1
KD =—
KA

El analisis de estos parametros cinéticos nos brinda informaciéon acerca de la especificidad y
selectividad del anticuerpo (Ac) por el antigeno (Ag), y caracterizan la velocidad y la fuerza de
la interaccion. Con respecto a las constantes cinéticas sabemos que el valor de la kass
(constante cinética de asociacién) es proporcional a la velocidad de formaciéon del complejo
(relacionado con el reconocimiento Ag-Ac), y que el valor de la kdiss (constante cinética de
disociacion) se relaciona con la estabilidad del complejo, de modo que si su valor es bajo,
entonces el tiempo de disociacién del complejo Ag-Ac es bajo. Asimismo, cuanto menor es el
valor de KD (constante de equilibrio de disociacién) mas afin es el Ac por el Ag.

En base a los resultados obtenidos para los sistemas 1D5-caseina se puede concluir que el
mAb 1D5 tiene valores de KD diferentes para cada caseina (muestra selectividad), siendo mas
afin a o-caseina. Estos resultados se correlacionan con los previamente obtenidos con los
inmunoblots (seccidn 4.1). Si bien el valor de KD de 1D5 con x-caseina es el menor (84,4 nM),
en comparaciéon con las otras caseinas, este valor corresponde a un namero intermedio. Los

valores de KD para anticuerpos monoclonales varian en un rango desde 10 mM hasta 0,1 nM,
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por lo que valores bajos de KD del orden de 10-19 M (0,1 nM) (valores altos de KA 1010 M-1)
corresponderian a Ac altamente especificos por el Ag, con los cuales no se esperaria que exista
reactividad cruzada con un Ag diferente. En cambio, una KD intermedia permitiria comprender
cdmo este Ac es capaz de reconocer diferentes Ag. Basados en los resultados hasta aqui
mostrados decidimos emplear el mAb 1D5 como herramienta inmunolégica en la identificacién

de epitopes de reactividad cruzada empleando técnicas de inmunoproteémica.

4.3. El uso de técnicas de espectrometria de masas permite la
localizacidon de epitopes en las caseinas bovinas

Se procedié al mapeo de los epitopes B de las caseinas bovinas mediante el empleo de la
técnica de Epitope Mapping MALDI/-TOF-MS (mapeo de epitopes mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF: EMap-MALDI). Para este estudio se utilizé el anticuerpo 1D5 especifico de
a-caseina empleando dos estrategias complementarias que se describieron en detalle en

materiales y métodos, y que se resumen esquematicamente en la figura 1. Brevemente:

1- Inmunocaptura de péptidos en solucidn: Consiste en tres pasos, en un primer paso, las
caseinas a, B y k (antigenos proteicos) fueron digeridas por tratamiento con diferentes
proteasas (tripsina y GluC) para generar péptidos de diferentes tamafios; luego en un
segundo paso, los péptidos en solucidon son seleccionados (capturados) por el mAb
unido a esferas magnéticas en mezclas conteniendo todos los fragmentos peptidicos
producidos por protedlisis de la caseina. Finalmente, los péptidos unidos a los
anticuerpos inmovilizados en las esferas magnéticas son eluidos y caracterizados por

EM MALDI-TOF y asi identificada la regién de la proteina que se une al anticuerpo.

2- Dot blots de los péptidos digeridos: Previo a la inmunodeteccion se procede al
fraccionamiento de los péptidos generados por protedlisis de las distintas proteinas
con tripsina o GluC (cada proteina individualmente) mediante HPLC de fase reversa. Las
distintas fracciones recolectadas se siembran en una membrana, luego del bloqueo se

enfrenta la membrana con el anticuerpo de interés (dot blot). Finalmente se revela y
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aquellas fracciones que dieron una sefal positiva (spots positivos) permiten seleccionar

el péptido que se analizara por EM MALDI-TOF.

Se realizaron las digestiones de las caseinas con las proteasas tripsina y GluC, luego el analisis
de cada muestra hidrolizada por EM MALDI-TOF permite obtener una distribucidon de péptidos
de diferentes masas conocida como huella peptidica (figuras 1 y 2 de graficos y tablas
adicionales). Luego una comparacién con la simulacién de las digestiones enzimaticas /n silico

permite identificar la proteina de partida.

Con nuestro sistema proteico se obtuvieron los perfiles de péptidos esperados para «S1-
caseina y k-caseina en cada digestion (figuras 1 y 2 de gréaficos y tablas adicionales), mientras
que con B-caseina comercial se encontraron péptidos correspondientes a &- y k-caseina que
corresponden a impurezas presentes en la caseina comercial. La presencia de contaminacién
con aS1-y k-caseina impidié la identificacion de epitopes en B-caseina, por la mayor afinidad

del mAb 1D5 por a-caseina.

Mapeo de epitopes B por inmunocaptura de los péptidos de caseina en

solucion

Los péptidos derivados de las caseinas (xS1-, B- y k-caseina) digeridas con tripsina y GluC
fueron enfrentados en ensayos independientes con el mAb 1D5 en fase soluble. En la figura 3
se muestran a modo representativo los espectros de masas obtenidos en el mapeo de k-

caseina digerida con tripsina enfrentada al mAb1D5.
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Figura 3. Espectros de masas correspondientes al andlisis de k-caseina con el mAb 1D5 (anti
a-caseina). A: EM MALDI-TOF de la digestion total de la proteina k-caseina con tripsina (huella
peptidica). B: EM MALDI-TOF correspondiente a la fraccion de péptidos de k-caseina digerida
con tripsina que no se unieron al mAbID5 [luego de la incubacion. C: EM MALDI-TOF
correspondiente al eluido de k-caseina digerida con tripsina post inmunocaptura con mAb1DS5.
Se recuperaron los péptidos de masas 3515,994 Da y 4010,339 Da, ambos péptidos
pertenecientes a k-caseina (flechas rojas) y el péptido de 1267,733 Da correspondiente a aS1-
caseina (flecha negra), presente como contaminante.

A partir de la comparacion de los espectros de masas de las digestiones primarias (figura 3A) y
de las fracciones eluidas (figura 3C), se pudieron identificar 3 péptidos (flechas rojas y negra)
que fueron reconocidos y capturados por 1D5. De los péptidos caracterizados 2 corresponden
a k-caseina (flechas rojas): 3515,994 Da y 4010,339 Da, mientras que el de 1267,733 Da
corresponde a aSl-caseina (flecha negra), que se encuentra como contaminante de la k-

caseina comercial.
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También se capturaron y recuperaron péptidos a partir de la digestion de k-caseina con GluCy
de las digestiones de aS1-caseina con tripsina y GluC. En todos los casos los picos obtenidos
en los eluidos fueron finalmente secuenciados de novo por EM MALDI-TOF.

Por lo tanto, se identificaron por inmunocaptura utilizando al mAb 1D5 anti x-caseina bovina
los siguientes péptidos: a partir de «S1-caseina de la digestion con tripsina un péptido de
1267,6 Da (9T1YLGYLEQLLR100), y de la digestién con GluC se capturaron dos péptidos de
1.449,8 Da (19NLLRFFVAPFPE30) y 1756,1 Da (97QLLRLKKYKVPQLE110). A partir de k-caseina
de la digestién con tripsina dos péptidos de: 3515,8 Da (41YPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYY
AK69) y 4010,1 Da (41YPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAKPAAVR69), y de la digestidon con
GluC se capturé un péptido de 2188,3 Da (22RFFSDKIAKYIPIQYVLS39).

La aplicacion de inmunocaptura a B-caseina no nos permitié identificar péptidos que
contengan epitopes B en este antigeno. Las caracteristicas de los péptidos y los espectros de
masas resultantes se muestran en la seccidon de graficos y tablas adicionales (figuras 3-8 y

tabla 1).

Mapeo de epitopes B de las caseinas por dot blots

Para validar los resultados obtenidos por inmunocaptura se realizaron dot blots como se
menciond anteriormente. Los péptidos obtenidos en las 6 digestiones que se analizaron por
inmunocaptura fueron separados mediante HPLC-RP. Se obtuvieron 60 fracciones de cada
muestra digerida con tripsina y 30 fracciones de cada muestra digerida con GluC. En funcién
de las sefiales que se obtuvieron a 214 nm y a 280 nm (picos que contienen proteina) se
sembrd 1 ul de cada fraccion (que se consignan con numeros en los dots) en una membrana,
para luego incubarla con el mAb 1D5 y finalmente revelarla con un anticuerpo anti-y globulina

de ratén conjugado a peroxidasa (figura 4).
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Figura 4. Dot blots de los péptidos de caseinas bovinas separados por HPLC-RP. Los péptidos
de las caseinas digeridas enzimdticamente fueron separados por HPLC-RP y sembradas las
fracciones conteniendo proteinas en membranas de PVDF. Se revelaron empleando el mAbiD5
anti o-caseina bovina y el anticuerpo conjugado especifico. En el panel superior se muestran
los dot blots correspondientes a las digestiones de las caseinas con tripsina, mientras que en
el panel inferior, los correspondientes a las digestiones de las caseinas con GluC. Con circulos
rojos se indican los spots que resultaron positivos. En la ultima linea de cada membrana se
sembraron como controles positivos las digestiones correspondientes a cada proteina y como
control negativo suero fetal bovino.

Como puede observarse, se obtuvieron spots positivos para las tres proteinas con las dos
digestiones. Estos péptidos secuenciados de novo por EM MALDI-TOF.

Por lo tanto, se identificaron por dot blots utilizando el mAb 1D5 anti x-caseina bovina los
siguientes péptidos: a partir de S1-caseina de la digestion con tripsina un péptido de 1267,6
Da (91YLGYLEQLLR100), y de la digestidon con GIuC se identificaron tres péptidos de 1449,8 Da
(19NLLRFFVAPFPE30), 1756,1 Da (97QLLRLKKYKVPQLE110) y 1120,2 Da (1 RPKHPIKHQGLPQEV
LNE18). A partir de la digestion de k-caseina con tripsina se identificaron dos péptidos: 3515,8
Da (41YPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAK69) y 4010,1 Da (41YPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPY
PYYAKPAAVR74); mientras que la digestion con GluC permitié caracterizar dos péptidos:

2188,3 Da (22RFFSDKIAKYIPIQYVLS39) y 2930,5 Da (125IPTINTIASGEPTSTPTTEAVESTVATLE153
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Mediante la aplicacidon de esta técnica se logré identificar un epitope presente en un péptido de
B-caseina (digestién con GluC): 2794,6 Da (185MPIQAFLLYQEPVLGPVRGPFPIIV209).

En la tabla 2 de la seccién de graficos y tablas adicionales se muestran todos los péptidos
identificados mediante la aplicacién de esta técnica.

Por lo tanto, el analisis por EM MALDI-TOF de los dot blots arrojo resultados coincidentes con
los obtenidos por inmunocaptura, dado que seis de los ocho péptidos mapeados por dot blots

coinciden con los péptidos mapeados por inmunocaptura.

Resumen de los resultados obtenidos en el mapeo de las caseinas con mAb
1D5 utilizando la técnica EMap-MALD/

Mediante la aplicacion de las técnicas de inmunocaptura y con la validacién de los dot blots
logramos identificar 5 péptidos que contienen epitopes que son reconocidos por el mAb 1D5:
tres péptidos derivados de la «S1-caseina bovina con las siguientes masas: 1) 1.267,6 Da; 2)
1.449,8 Da y 3) 1.756,1 Da; y dos péptidos derivados de la k-caseina bovina de masas
moleculares: 4) 2188,3 Da y 5) 3.515,6 Da. Si bien en este ultimo caso existe un péptido de
mayor masa 6) 4.010,1 Da, éste contiene al anterior por lo cual totalizan 5 los péptidos que
contienen epitopes B reconocidos por el mAb 1D5. En la figura 5 se muestran las secuencias de
las caseinas y las caracteristicas de los péptidos identificados, con formato de tabla

(secuencias, masas y las posiciones en la proteina).
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Figura 5. Epitopes mapeados en oS1-caseina y k—-caseina bovinas con el mAb 1D5. Se presenta
las secuencias de ambas caseinas maduras en las que se marco en rojo las secuencias de los
epitopes mapeados por el mAb 1D5 y se marcaron las posiciones en las que se superponen los
péptidos de 1267,6 Da y 1756,1 Da de «S]-caseina. Las flechas verdes indican los sitios de
corte de la enzima tripsina y con flechas azules los sitios de corte de la enzima GluC. Con /a
letra O se indican los posibles sitios de oxidacion y con P los de fosforilacion. La tabla resume
las caracteristicas de los péptidos mapeados mediante inmunocaptura y dot blots.

En la figura 5 se observa en rojo los cinco péptidos mapeados, los cuatro aminodcidos
subrayados corresponden a la zona de superposicion de dos de los tres epitopes mapeados en
«S1-caseina. Ademas se incluyeron en las secuencias los sitios de cortes de ambas enzimas, y
con letras O y P, los sitios posibles de oxidacién (en metioninas y treoninas) y fosforilacion (en
serinas) respectivamente. Dado que se emplearon proteinas purificadas a partir de su fuente
natural, éstas contienen las modificaciones postraduccionales. Podemos ver que sélo en dos de
los péptidos de k-caseina hay sitios de fosforilacion que se encuentran en los extremos de los

mismos.
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Del analisis de las secuencias aminoacidicas de los péptidos identificados surge que de los
péptidos mapeados para aS1-caseina, dos de ellos se encuentran superpuestos o solapados
91YLGYLEQLLR100 y 97QLLRLKKYKVPQLE110, uno recuperado a partir de la protedlisis con
tripsina y el otro a partir de la protedlisis con GluC, mientras que a partir de esta ultima
digestién también se recuperd el péptido 19NLLRFFVAPFPE30, que conserva un motivo
estructural comun con los péptidos anteriores (marcado en rojo).

En general, la longitud de los epitopes que

9 se unen a los anticuerpos puede variar
(o le]
H—E% entre 3 y 15 aminodcidos. Por las
g £%
= %; caracteristicas de los péptidos aqui
s 33 £ . |
T o® - mapeados principalmente en el sistema
o
\ W ®© mAb1D5-aS1caseina podriamos proponer
91YLGYLEQLLR100},
97QLLRLKKYKVPQLE] 10 que son importantes estructuralmente entre
TONLLRFFVAPFPE30 5-7 aminoacidos en los que la arginina (R
gg g aminodacido polar con carga positiva) o la
EE = glutamina (Q aminoacido polar neutro)
Eg % Va - 7 . 13 H ”
= seria el aminoacido central de *“anclaje
Ie)
(e}

o ] flanqueado por 2-3 aminoacidos de
Péptidos mapeados a—caseina

naturaleza hidrofébica.

Secuencias similares se han descripto en otros trabajos en los que se ha analizado cientos de
péptidos alergénicos y no alergénicos, concluyendo que esta disposicion de aminoacidos es
caracteristica en epitope alergénicos (Asakawa et al., 2010). Asimismo, distintos trabajos
empleando sueros de pacientes alérgicos identifican a estos tres péptidos como epitopes
inmunodominantes tanto IgG como IgE. En el mismo sentido, Cocco y col. (Cocco et al., 2003)
describe mediante analisis por mutagénesis de aS1-caseina que los aminoacidos criticos para
la unién a IgE son los aminoacidos hidrofébicos F23, F24, F28 y L98 presentes en los epitopes
inmunodominantes en esta proteina.

El analisis de epitopes en k-caseina no arrojé resultados similares a los obtenidos con aS1-
caseina, lo cual podria explicarse por la menor afinidad de este mAb con este antigeno.

Ademas, el mapeo de epitopes a partir de la digestion con tripsina mostré péptidos de mayor
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longitud, lo cual indudablemente dificulta el andlisis. Sin embargo, se observa que se capturan
péptidos a partir de una hidrdélisis intermedia o parcial con tripsina (ver tabla en figura 5) ya
que los péptidos mapeados en este caso poseen sitios intermedios de corte. Se podria concluir
que los péptidos de menor longitud, producto de una hidrélisis enzimatica mas intensa con
tripsina, no se pueden recuperar dado que los epitopes estdn justamente en los sitios

especificos de corte enzimatico.

4.4, Es factible el empleo de los mAbs especificos de caseinas como
herramientas inmunoldgicas para estudiar la reactividad cruzada e
identificar epitopes en proteinas de soja

Se aplicé esta metodologia de mapeo de epitopes lineales por inmunocaptura para identificar
epitopes de reactividad cruzada en la subunidad o« de la B-conglicinina de soja (Gly m 5.0101)
recombinante, alergeno previamente descripto como de reactividad cruzada con las caseinas
bovinas (Curciarello et al., 2008; Petruccelli et al., 2005).

La proteina de soja recombinante pura se digirié con la enzima GluC y se incubd con las
esferas magnéticas unidas a cada uno de los tres mAb-CB. Luego se analizaron los péptidos
por EM MALDI-TOF en los eluidos y se compararon con la digestion total. Finalmente los
péptidos mapeados fueron secuenciados de novo por EM MALDI-TOF y los espectros de masas
resultantes se muestran con detalle al final de la tesis en la figura 9 de la seccién gréaficos y
tablas adicionales.

Se capturaron tres péptidos cuyas masa moleculares fueron las siguientes: 1) 2260,2 Da; 2)

4164,0 Day 3) 1864,0 Da. Las secuencias aminoacidicas se muestran en la figura 6.
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Gly m 5.0101 Glycine max

REPQQOPGEKEEDEDEQPRPIPFPRPQPROEEEHEQREEQEWPRKEEKRGEKGSEEEDEDEDEEQDERQF PFPRPPHQKEERKQEE
DEDEEQQRESEESEDSELRRHEKNKNP FLFGSNRFKNQYGRIRVLQRFNQRSPQLQNLRDYRI LEFNSKPNTLLLPNHADAD
YLIVILNGTAILSLVNNDDRDSYRLOSGDALRVPSGTTYYVVNPDNNENLRLITLAIPVNKPGRFESFFLSSTEAQQOSYLOGFSR
NILEASYDTKFEEINKVLFSREEGOQQOGEQRLOESVIVEISKEQIRALSKRAKSSSRKTISSEDKPFNLRSRDPIYSNKLGKFFE
ITPEKNPOQLRDLDIFLSIVDMNEGALLLPHFNSKAIVILVINEGDANIELVGLKEQQOEQQOEEQPLEVRKYRAELSEQDIFVIP

AGYPVVVNATSNLNFFAIGINAENNOQRNFLAGSQODNVISQIPSQVQELAFPGSAQAVEKLLKNQRESYFVDAQPKKKEEGNKGRK

GPLSSILRAFY*
Glu-C
M+1/Da | Posicion Secuencia mAb
1
2260.2 | 103-120 LRRHKNKNPFLFGSNRFE -

4C3 3B5

4164,0 [ 121-152 | TLFKNQYGRIRVLQRFNQRSPQLQNLRDYRILE| 4C3

GNKGRKGPLSSILRAFY 105
(final de la secuencia) 4C33B5

1864,0 [ 505-521

Figura 6. Epitopes de reactividad cruzada mapeados de Gly m 5.0101 de soja con los distintos
mAbs por inmunocaptura. Se muestra la secuencia de Gly m 5.010] madura con la secuencia
de los péptidos positivos (rojo) y la zona de continuidad de los péptidos mapeados de 2260,2
Da y 4164,0 Da (enmarcada en rojo). Se incluye en una tabla abajo la caracterizacion de los
péptidos positivos.

Estos resultados permiten confirmar el reconocimiento cruzado de los 3 mAbs especificos de
las caseinas bovinas con epitopes presentes en el alergeno de la soja Gly m 5.0101.
Analizando las secuencias de los péptidos: 1) de 2260,2 Da y 3) de 1864,0 Da, y teniendo en
cuenta lo antes dicho para los epitopes mapeados en las caseinas podemos resaltar la
importancia de la presencia de los aminodcidos polares: lisina K109 y arginina R118 en el péptido

de 2260,2 Da y arginina R518 del péptido de 1864,0 Da.
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5. Discusion

En este primer capitulo se mapearon epitopes B en caseinas bovinas y Gly m 5.0101
empleando el anticuerpo mAb 1D5 especifico de a-caseina bovina, utilizando el método EMapp
MALDI que combina la purificacién de péptidos por inmunocaptura con la determinacion de las
masas moleculares por espectrometria de masas EM MALDI-TOF. La combinacién de ambos
procedimientos resulta de mayor eficiencia y rapidez en comparacién con los métodos usados
convencionalmente. Este tipo de metodologia no ha sido publicado para el andlisis de epitopes
alergénicos. La seleccién y andlisis de los péptidos capturados por los anticuerpos
proporcionan la base para la localizaciéon de sitios antigénicos y su mapeo en la molécula
proteica. Este método fue aplicado con éxito para anticuerpos con una afinidad de unién
intermedia a baja (KD entre 10-7-10-6 M) y por lo tanto puede ser aplicable a la mayoria de los
anticuerpos que se unen a epitopes lineales. Una ventaja adicional de esta metodologia es la
sensibilidad de EM MALDI-TOF, lo cual significa que se requiere muy poca cantidad tanto de
antigeno como de anticuerpo para evidenciar la interaccién molecular. Ademas, representa en
forma mas ajustada o fisioldgica la interaccién epitope-paratope, ya que la inmunocaptura se
realiza con el antigeno en solucién, y ademas en este caso se emplearon caseinas bovinas
purificadas a partir de su fuente natural (comerciales). Asimismo, utilizando diversas proteasas
especificas se logra obtener de una manera rapida una gran variedad de fragmentos
peptidicos, etapa comparable a la sintesis rdpida de péptidos o a la expresién de genes
recombinantes de deleciones mutantes. Las etapas de digestion (12 hs), inmunocaptura (aprox.
4 hs), y determinacién de las masas moleculares de cada muestra (aprox. 1 min), permiten
identificar epitopes inmunoreactivos, de 10-25 aminoacidos, en un solo dia. Este punto es

relevante al momento de analizar un elevado nimero de proteinas o de anticuerpos.

En nuestro trabajo, la aplicacién de la técnica de EMapp MALDI con los anticuerpos mAb-CB
permitio identificar epitopes de reactividad cruzada entre CB y PS: «S1-caseina bovina, k-

caseina bovinay en Gly m 5.0101 de soja.

Las caseinas (principalmente la «S1-caseina) estan descriptas como los principales alergenos
de la leche bovina. Son numerosos los trabajos que estudiaron los epitopes inmunogénicos en
estas proteinas, por lo que buscamos en la base de datos “Immune Epitope Database and

Analysis Resource” (www.immuneepitope.org) las publicaciones relacionadas con los epitopes
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que aqui se identificaron. Se encontré6 que los cinco epitopes de las caseinas bovinas
mapeados con nuestros mAbs se encuentran descriptos en esta base de datos como epitopes
inmunoreactivos, y que al menos 11 trabajos publicados caracterizan a los mismos como
epitopes B y/o T. En estos trabajos se describe la capacidad de unién de los epitopes a
anticuerpos IgE empleando diversas metodologias. Para ser mads precisos, el epitope
T19NLLRFFVAPFPE30 de «oS1-caseina ha sido informado por diferentes trabajos como un
epitope IgG e IgE inmunodominante (Cerecedo et al., 2008; Chatchatee et al., 2001a; Cocco et
al., 2003; Elsayed et al., 2004a; Lin et al., 2009; Schulmeister et al., 2009; Spuergin et al.,
1996) y como epitope T inmunodominante (Elsayed et al., 2004b). Asimismo, los péptidos
91YLGYLEQLLR100 y 97QLLRLKKYKVPQLE110 también de oeS1-caseina fueron descriptos como
epitopes IgG e IgE inmunodominantes (Chatchatee et al., 2001a; Cocco et al., 2003; Elsayed et
al., 2004a; Enomoto et al., 1990; Jarvinen et al., 2002; Lin et al., 2009; Schulmeister et al.,
2009; Spuergin et al., 1996) y como epitopes T inmunodominantes (Elsayed et al., 2004b;
Enomoto et al., 1990; Nakajima-Adachi et al., 1998). Para el caso de la k-caseina bovina la
informacién es mas acotada y se encuentran pocos trabajos publicados que hayan mapeado
epitopes B, mientras que no existen reportes de epitopes T. Los péptidos que hemos
identificado en nuestro trabajo en la k-caseina se encuentran en la literatura descriptos como
epitopes IgG e IgE (Cerecedo et al., 2008; Chatchatee et al., 2001b; Jarvinen et al., 2002; Lin et
al., 2009). Asimismo, dos de los tres péptidos de Gly m 5.0101 de soja (la subunidad « de la
B-conglicinina) mapeados por estos mismos mAbs, los péptidos: 1) de 2260,2 Da
103LRRHKNKNPFLFGSNRFE120 y 2) de 4164,0 Da 121TLFKNQYGRIRVLQRFNQRSPQLQNLRDY
RILE152 (que se encuentran en la region core de la proteina) estan descriptos como epitopes
antigénicos (Fu et al., 2007). Si bien con estos anticuerpos se han identificado epitopes que ya
han sido informados como epitopes IgE e IgG, no se ha descripto la posibilidad que se
comporten como epitopes compartidos o de reactividad cruzada entre estos dos sistemas
proteicos no relacionados. Sin embargo, estos resultados /n vitro deben considerarse con
precaucion. No podemos asegurar que una reactividad cruzada /n vitro presente relevancia
clinica sin recurrir al estudio de un sistema bioldgico /in vivo. Estos resultados sélo reflejan lo
que ocurren con los anticuerpos en fase fluida.

Ademas la secuencia de estos epitopes mapeados se han descripto como epitopes para

caseinas de otros mamiferos, como las de oveja y las de cabra (Masoodi and Shafi, 2010). Este
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hecho refleja la importancia de estas secuencias como epitopes inmunodominantes en las
caseinas. Por lo tanto proponemos que estos mismos epitopes podrian ser los responsables de
generar la intolerancia clinica observada en algunos pacientes alérgicos a leche de vaca que

son tratados con leches de estas especies animales (Docena et al., 2002).

Por otro lado, Gly m 5.0101, subunidad o de la B-conglicinina de soja, ha sido descripta como
uno de los principales alergenos de la soja junto con las subunidades a’ y B formando los
trimeros de B-conglicinina, que es la proteina mayoritaria de la fraccidon 7S de las semillas de
soja. La proteina posee una zona amino terminal llamada regién de extensidn, de
aproximadamente 150 aas, muy rica en aminodcidos acidos. Esta zona de la molécula ha sido
descripta como la mas inmunogénica y es compartida con la subunidad o«’. Ademas presenta
una regién comun con las subunidades o’ y B, que se denomina regién core, cuya estructura la
componen conformaciones de hélices « y barriles B. Esta regidon constituye un dominio llamado
cupina, que también se encuentra en otras proteinas alergénicas vegetales (Mills et al., 2002).
Las tres proteinas presentan un alto porcentaje de similitud secuencial, sin embargo las
propiedades fisicoquimicas vy fisiolégicas de las tres subunidades son diferentes (Petruccelli et
al., 2005). La informacion obtenida de los alineamientos de las distintas subunidades de la B-
conglicinina (figura 7A) nos muestra que los tres epitopes mapeados en la subunidad a se
encuentran en la zona core comin con las subunidades o’ y B, lo cual explica el
reconocimiento de los mAbs especificos de caseinas con las 3 subunidades presentes en los

extractos de las semillas de soja (figura 2B).
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A

o 37 EEQEWPRKEEKRGEKGSEEEDEDEDE--—---—-—- EQDERQFPFPRPPHQKEERKQEE-- 85
o' 37 EEHEWHRKEEKHGGKGSEEEQDEREHPRPHQPHQKEEEKHEWQHKQEKHQGKESEEEEED 96
P e
péptido 1 péptido 2
o 86 -DEDEEQQRESEESEDSE----LRRHKNKNPFLFGS-NRFETLFKN-QYGRIRVLORFNQ 138
a' 97 QDEDEEQDKESQESEGSESQREPRRHKNKNPFHFNS-KRFQTLFKNQQYGHVRVLORFNK 153
B e VREDENNPFYFRSSNSFQTLFEN-QNGRIRLLORFNK 36
kL rakkk ok ok kokkkok ok koiokrkkkokk
péptido 2
o4 139 RSPQLONLRDYRILEFNSKPNTLLLPNHADADYLIVILNGTAILSLVNNDDRDSYRLQSG 198
o' 154 RSQQLONLRDYRILEFNSKPNTLLLPHHADADYLIVILNGTAILTLVNNDDRDSYNLQSG 213
B 37 RSPQLENLRDYRIVQFQSKPNTILLPHHADADFLLFVLSGRAILTLVNNDDRDSYNLHPG 96
hk kkikkkkkhk: ckskkkkk hkk:okhkkk ke sk Kk kkk:kkkkkkkkkk k. Kk
péptido 3 pépﬂdoz
o 499 PKKKEEGNKGRKGPLSSILRAFY 521
o' 516 PQOKEEGNKGRKGPLSSILRAFY 538
B 392 PQOKEEGSKGRKGPFPSILGALY 414

Khooookkkk kkdkkkk: khkk koK

loop 32b-p2¢

Figura 7. A: Alineamientos de /as tres subunidades de /a B-conglicinina de soja. Los epitopes
de reactividad cruzada mapeados en la sub a estin marcados en rojo. B: Representacion
tridimensional de la estructura PDB de la subunidad o de la B-conglicinina de soja. La
estructura fue modelada utilizando un servidor SWISS-MODEL, en rojo se coloreo el péptido 1)
de 2260,2 Da y con verde el péptido 2) de 4164,0 Da.

Utilizando el servidor SWISS-MODEL (

http://swissmodel.expasy.org/workspace/index.php?func=tools_structureassessment) se
obtuvo la estructura tridimensional de la subunidad a de la B-conclicinina. Los tres péptidos
mapeados en esta proteina de soja 1) de 2260,2 Da 103LRRHKNKNPFLFGSNRFE120, 2) de
4164,0 Da 121TLFKNQYGRIRVLQRFNQRSPQLQNLRDYRILE152 y 3) de 1864,0 Da
505GNKGRKGPLSSILRAFY521 estdn localizados en la region core. Como el péptido 3) se
localiza en una regién de la proteina no modelada, la estructura PDB que se muestra en la
figura 7B sélo contiene a los péptidos 1) y 2). Puede observarse que ambos péptidos se
encuentran en la superficie de la molécula y accesibles al solvente, por lo tanto también se

encuentran accesibles a los anticuerpos.
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Ademas de mostrar reactividad cruzada con proteinas de la leche de vaca, las proteinas de soja
muestran reactividad cruzada con otras leguminosas, como el mani (Bernhisel-Broadbent and
Sampson, 1989). Gly m 5.0101 vy el principal alergeno del mani, Ara h 1, pertenecen a la familia
de las vicilinas (proteinas de reserva), que han sido descriptas como alergenos importantes.
Empleando péptidos sintéticos solapados se han descripto 23 epitopes IgE en Ara h 1 (Burks et
al.,, 1997). Ambas proteinas muestran un 60% de identidad secuencial y algunos de los
epitopes mapeados en mani se alinean con los epitopes de reactividad cruzada con leche que
aqui hemos mapeado en Gly m 5.0101 (figura 8). Otra vicilina alergénica es la proteina de las
lentejas Len c1, este alergeno conserva homologia secuencial con Gly m 5.0101 (56% de
identidad) y con Ara h1 (50% de identidad), pero no se ha descripto alergenicidad cruzada con
alergenos de la soja. Consecuentemente con ello los epitopes IgE mapeados en Len c 1
(muestra epitopes IgE entre los aminoacidos 314-399 (L6épez-Torrején et al., 2003)) no se

alinean con los epitopes que hemos mapeado en Gly m 5.0101 (figura 8).

péptido 1
Gly m 5.0101 60 EDEEQDERQFPFPRPPHQKEERKQEEDEDEEQQRESEESEDSELRRHKNKNPFLFGSNRE 119
Ara h 1 116 REEDWRQPREDWRRPSHQQPRKIRPEGREGEQEWGTPGSEVREETSRNN--PEYFPSRRF 176
LoRroor o Rk ko ok Rk Rk ok HE S R
Len €¢ 1 = s - SRSDQENPFIFKSNRF 16
Kk cakkkak kkkk
péptido 2
Gly m 5.0101 120 ETLFKNQYGRIRVLQRFNQRSPQLONLRDYRILEFNSKPNTLLLPNHADADYLIVILNGT 179
Ara h 1 176 STRYGNQNGRIRVLQRFDQRSKQFONLONHRIVQIEARPNTLVLPKHADADNILVIQQGQ 236
Lk s kk kkkkkkkkkokhkk kokkk..okk..-. - ckhkhkkokhk kkkkhk - -okk -k
Len c 1 17 QTIYENENGHIRLLOQRFDKRSKIFENLONYRLLEYKSKPHTIFLPQFTDADFILVVLSGK 77
chkisk: hokk:hkkhkk: o kk  cokk:okkokk:okhkhkok:okk: ckkk:ookok Kk
péptido 3
Gly m 5.0101 504 EGNKGRKGPLSSILRAFY 521
Ara h 1 597 EENQGGKGPLLSILKAFN 614
* kok kkkk kkk.kk
Len c 1 401 -------——- - 418

Figura 8. Alineamientos de /as vicilinas alergénicas de soja (Gly m 5.0101), mani (Ara h 1) y
lenteja (Len cl). Los epitopes mapeados en la sub a estin marcados en rojo y subrayados los
aminodcidos de los epitopes de Ara h 1 que coinciden con los epitopes mapeados de soja.

La conservacion de la secuencia aminoacidica entre los epitopes aqui mapeados en Gly m
5.0101, y los epitopes IgG e IgE mapeados en el alergeno Ara h 1 (ambas vicilinas provenientes
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de especies que exhiben reactividad cruzada) refuerza el concepto del uso estos anticuerpos

como herramientas de deteccidn de epitopes lineales de reactividad cruzada.

El andlisis de estas secuencias identificadas experimentalmente, junto con los péptidos
inmunodominantes hallados en la blsqueda bibliografica, nos permitié6 resaltar las
caracteristicas de los epitopes responsables de la reactividad cruzada. Esto nos permite
concluir que los epitopes de reactividad cruzada presentan una longitud de 5-7 aminoacidos, y
los aminodacidos criticos para la reactividad inmunoquimica serian los polares, que
estructuralmente actuarian de “anclaje” (R22, Q97, R99 para «S1-caseina y K109, R118 y R518 para

Gly m 5.0101) flanqueados por aminodcidos hidrofébicos que estabilizarian la interaccion.

En conclusion, en este primer capitulo se aplicaron diversas técnicas para la caracterizacion de
mAb-CB como inmunoblots, biacore y un novedoso método de mapeo de epitopes que emplea
como técnica de deteccion la espectrometria de masas (técnica de muy alto rendimiento). Este
andlisis permitio identificar epitopes en caseinas bovinas y en un alergeno mayor de la soja
que podrian ser los responsables de la reactividad cruzada inmunoquimica observada, y de la
alergenicidad cruzada descripta en pacientes alérgicos a leche bovina. Ademds la secuencia
aminoacidica de estos epitopes ha sido descripta en otros alergenos como epitopes
inmunodominantes IgG e IgE, incluyendo caseinas de distintas especies de mamiferos que han

sido ampliamente reconocidas como de reactividad cruzada.

Hemos basado nuestro andlisis en el empleo del mAb 1D5 especifico de a-caseina bovina, por
ser el gue mejor resultado inmunoquimico arrojo al estudiar las distintas caseinas y proteinas

de soja.
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1. Generalidades

Aunque se han descripto tres proteinas de soja (PS) como sus principales alergenos, Gly m Bd
30K (P34), Gly m Bd 28K (P28) y Gly m 5.0101, basado en el estudio del reconocimiento IgE
(Hiemori et al., 2004; Krishnan et al., 2009; Ogawa et al., 1991, 1993, 1995), la alergenicidad

/n vivo de estas proteinas aun no ha sido investigada.

Gly m Bd 30K (P34), es considerada como el principal alergeno de la soja. Posee un tamafio 34
kDa y se localiza en las vacuolas de la semilla de soja (Ogawa et al., 1993), aunque también se
la ha detectado asociada a cuerpos lipidicos (Kalinski et al., 1990). Pertenece a la superfamilia
de las papainas (cistein-proteasas) (Herman, 2005; Ji et al., 1998; Kalinski et al., 1990) a pesar
de que posee una mutacion en su sitio activo que determina que carezca de actividad
enzimatica (G por C en el aminoacido 200) (Kalinski et al., 1990). En Japén ha sido informada
como el alergeno principal de la soja (Ogawa et al., 1991, 1993), y varios epitopes B lineales

han sido mapeados a lo largo de su secuencia aminoacidica (Helm et al., 1998, 2000b).

Gly m Bd 28K (P28), componente minoritario de la fraccidon 7S (Ogawa et al., 2000), pertenece a
la superfamilia de las cupinas que son las principales globulinas de almacenamiento en las
legumbres y las nueces. Varias proteinas pertenecientes a esta superfamilia han sido
caracterizadas como alergenos: Ara h 1 y Ara h 3 del mani, MP27/MP32 de zapallo, Gea 8 de la
zanahoria, y Gly m 5 y Gly m 6 de soja (Breiteneder and Mills, 2005; Tsuji et al., 2001a). Se han
mapeado en estos alergenos diferentes epitopes IgE (Heost and Halken, 1990; Xiang et al.,

2004) y constituye uno de los alergenos alimentarios mas importantes de la soja.

A pesar que distintas proteinas de la soja han sido caracterizadas como alergenos y tres de
ellas se han descripto como alergenos mayores, dependiendo de la poblacion en estudio, la
sensibilizacion primaria a PS parece ser muy baja, en funciéon de lo que se esperaba en las
ultimas décadas por la marcada exposicién a la que se presenta la poblacién general. Sin
embargo, la sensibilizacion secundaria a la soja parece ser mas relevante. La reactividad
cruzada mas ampliamente descripta es la que se observa en pacientes alérgicos a pdlenes que
reaccionan frente a alergenos de la soja (Mittag et al., 2004) y la leche de vaca (Zeiger et al.,
1999). Dado que en nuestro pais el problema de la intolerancia a la soja en pacientes alérgicos

a leche de vaca (ALV) bajo tratamiento es un problema frecuente nuestro grupo ha estudiado la

125



Capitulo Il

reactividad cruzada entre estos sistemas alergénicos. Hemos demostrado que anticuerpos
monoclonales especificos a las caseinas bovinas y sueros pacientes ALV reconocen a las PS Gly
m 6 G4 y Gly m 5.0101 (Curciarello et al., 2008; Rozenfeld et al., 2002), y que ratones
alérgicos exclusivamente a proteinas de leche de vaca (PLV) desarrollaron reacciones de
hipersensibilidad frente a la exposiciébn a PS Estos resultados demuestran que existe una
reactividad cruzada inmunoquimica, que los anticuerpos IgE son capaces de reconocer en
forma cruzada los alergenos de soja y que biolégicamente este reconocimiento cruzado puede
tener un impacto clinico que permite comprender la intolerancia observada en los pacientes
ALV en tratamiento (Rozenfeld et al., 2002; Smaldini et al., 2012). Sin embargo, no se conoce
completamente cuales son los alergenos y los epitopes involucrados. En este trabajo hemos
ahondado en el estudio de esta reactividad cruzada y en este capitulo se presentan los

resultados del analisis de dos de los alergenos mayores de la soja.
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2. Hipétesis de trabajo y objetivos especificos

Hemos demostrado en el capitulo anterior que las caseinas bovinas comparten epitopes con
alergenos de la soja. Previamente en otros estudios realizados por el grupo se descarté la
posibilidad que la B-lactoglobulina y la x-lactoalbiimina, alergenos de la leche de vaca, fueran
proteinas de reactividad cruzada con la soja. Por lo tanto, sostenemos que focalizando el
estudio de la reactividad cruzada en las caseinas nos permitira comprender las bases
moleculares de la misma, y explotar esta informacion para el desarrollo de nuevas y mas
seguras inmunoterapias, dada la menor inmunogenicidad de las proteinas de soja con respecto

a la de las PLV.

En este capitulo mostraremos los resultados del estudio de la reactividad inmunoquimica y el
co-reconocimiento de Gly m Bd 30K (P34) y Gly m Bd 28K (P28), como asi también su posible
importancia clinica empleando un modelo murino de alergia alimentaria a PLV mediado por

IgE.

Para estudiar la reactividad cruzada entre caseinas bovinas y los alergenos mayores de la soja

se plantearon los siguientes objetivos:

v" Obtener de forma recombinante los dos alergenos mayoritarios de la soja: Gly m Bd
34K (P34) y Gly m Bd 28K (P28).

v' Estudiar /n vitro la reactividad cruzada inmunoquimica con las caseinas bovinas
mediante el empleo de distintos anticuerpos especificos de LV.

v' Estudiar /in vivo la reactividad cruzada y establecer su relevancia clinica empleando un

modelo animal de alergia alimentaria IgE-dependiente a leche de vaca.
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3. Disefio experimental

Se clonaron los alergenos de soja Gly m Bd 30K (P34) y Gly m Bd 28K (P28) fusionadas a la
proteina maltosa-binding-protein (MBP) para mejorar la estabilidad y la solubilidad de las
proteinas de interés. Ademas se incluyd un tag de histidinas (His) para facilitar la posterior
purificacién por cromatografia de afinidad empleando resinas conteniendo cobalto o niquel.
Las proteinas recombinantes MBP-P34 (P34), MBP-P28 (P28) y MBP se purificaron y se
analizaron mediante la aplicacién de diversos inmunoensayos: ELISA indirecto e inmunoblots
empleando sueros de pacientes alérgicos tanto a soja, como a soja y leche de vaca, para
analizar la alergenicidad y la alergenicidad cruzada de las proteinas recombinantes;
inmunoblots y ELISA competitivo empleando antisueros especificos de caseinas bovinas para
caracterizar la reactividad cruzada de los alergenos de soja con los principales alergenos de
leche de vaca. Finalmente se validaron los resultados obtenidos /n vitro en un modelo murino

de alergia alimentaria a leche de vaca.
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4. Resultados

4.1. Las proteinas de soja Gly m Bd 30K (P34) y Gly m Bd28K (P28) son
reconocidas /in vitro por anticuerpos especificos de proteinas de leche
de vaca

Las secuencias de los primers empleados en la clonacién de P34 y P28 se muestran en la tabla
1 de la seccién materiales y métodos. Estos primers fueron disefiados para hacer un clonado
direccional en pENTR (invitrogen) ajustandose al marco de lectura de forma tal que al transferir
esta secuencia a un vector de destino de expresién pDEST-HisMBP quede en el marco de
lectura con el tag de purificacién. Se expresaron las proteinas de interés en distintas cepas de
Escherichia coli (E.coli) BL21 (DE3) y BL21 Codon Plus (DE3), optimizando las condiciones de
expresién de manera de poder obtenerlas con buenos rendimientos. Finalmente se empled la
cepa de E.coliBL21 Codon Plus (DE3) con crecimiento a 26 °C luego de la induccién durante 6
hs. En la figura 1 se muestran los geles SDS-PAGE 12,5% de las purificaciones de las fracciones
insolubles (FI) realizadas por cromatografia de afinidad del tag de histidinas con resina de

nhiquel en condiciones desnaturalizantes (urea 6M).

Purificacion de P34 recombinante Purificacion de P28 recombinante
KDa FI FNU Lavados Eluciones KDa FI FNU Lavados Eluciones
> n - 94 r —
67 =
"1 -
304 8 30
20.1- ) " 20.1 -_—

Figura 1. Caracterizacion de las proteinas recombinantes de soja por electroforesis. Los
extractos totales, y las distintas fracciones de la purificacion se separaron en geles SDS-PAGEs
12,5%. Fl, fraccion insoluble de la lisis posterior a la induccion. FNU, fraccion de proteinas no
unidas a la resina de niquel.
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Podemos observar en la figura 1 que ambas proteinas se expresan en altos niveles y que luego

de la purificacion se obtienen fracciones con un alto grado de pureza (figura 1, eluciones).

Luego de la purificacion las proteinas se renaturalizaron y se dializaron para eliminar la urea

frente a buffer T mM Tris-HCI pH=8. Noétese en la figura 1 los altos pesos moleculares de

ambas proteinas P34 (MBP-P34) 81,6 kDa y P28 (MBP-P28) 94 kDa se deben a la fusidn con la

proteina MBP de 42 kDa.

ELISA indirecto con sueros de pacientes reactivos a soja

Las proteinas recombinantes de soja fueron inicialmente analizadas por ELISA indirecto

utilizando 10 sueros de pacientes alérgicos a PS que contienen anticuerpos IgE especificos. Se

utilizaron 4 sueros de pacientes no alérgicos a PS como controles negativos (tabla 1 y figura 2).

Tabla 1. Caracteristicas de los sueros de pacientes alérgicos a PS.

Paciente bo bo TlgtEaI Paciente bo bo TIStEI
IgEPS  IgE PLV - IgEPS  IgE PLV -
1 0,220 0,119 255 8 0,750 0,114 261
2 0,209 0,093 294 9 0,693 0,119 57
3 0,187 0,145 142 10 1,180 0,092 235
4 0,175 0,076 265 11 0,091 0,084 >1000
5 0,310 0,094 78 12 0,076 0,062 >1000
6 0,455 0,075 79 13 0,116 0,072 2
7 0,676 0,098 237 14 0,099 0,078 130

Valores de corte: IgE esp. PS DO: 0,121, IgE esp. PLV DO. 0,128

Valor normal: IgE total: 60 Ul/ml

1.4

Suero de pacientes
reactivos a soja
Sueros controles
negativos

130

Figura 2. ELISA indirecto especifico para
IgE sérica de pacientes alérgicos a soja.
Antigenos inmovilizados: P34 0,05
ug/pocillo, P28 0,05 ug/pocillo y MBP
0,025 ug/pocillo (como control
negativo), se enfrentaron a sueros de
pacientes alérgicos a PS y a sueros de
pacientes no alérgicos a PS (“controles
negativos’). Las lineas indican los valores
de corte.
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En la figura 2 puede observarse que el 40% de los sueros de pacientes alérgicos a soja (4/10)
reconocen tanto a P34 como a P28, mientras que el 100% de los sueros (10/10) dieron
negativos frente a MBP (control negativo). Estos resultados confirman que las proteinas
recombinantes son reconocidas por la IgE presentes en los sueros, esta reactividad no esta
dirigida a hidratos de carbono y que la presencia de MBP en la quimera no afecta el

reconocimiento especifico de los componentes de soja, ni es reconocido por la IgE sérica.

Inmunoblots con sueros de pacientes alérgicos a LV

Posteriormente, se caracterizd el reconocimiento de estas proteinas de soja por sueros
provenientes de pacientes alérgicos a PLV y PS (10) mediante inmunoblots. En la tabla 2 se
incluyen los resultados de IgE total sérica correspondiente a cada suero. Se incluyeron 2 sueros

negativos en el andlisis.

Tabla 2. Caracteristicas de los sueros de individuos reactivos a PLV y PS.

_ DO DO I9E _ DO DO gE
Paclente |\ Eps Igepy ol Padente o gepy  Tow
uL/ml uL/ml

1 0326 0,167 454 7 0,069 0,324 236

2 0,445 0,145 196 8 1,369 0,223 435

3 0,578 0,199 371 9 0,861 0,244 311

4 0310 0,312 462 10 1,191 0311 360

5 0332 0,322 633 1 0120 0,083 588

6 1,267 0,246 294 12 0,080 0,078 54

Valores de corte: IgE esp. PS DO: 0,121, IgE esp. PLV DO: 0,128

Valor normal: IgE total: 60 Ul/m/

En la figura 3 se muestran los resultados de los inmunoblots de proteinas recombinantes P34,
P28 y MBP (como control negativo) empleando sueros de pacientes alérgicos a PLV descriptos
en la tabla 2. A la izquierda se muestra las calles completas de los inmunoblots de las tres
proteinas frente al suero del paciente nro 3, a la derecha se muestran los resultados obtenidos
con el resto de los sueros (s6lo se muestra la porcion del inmunoblot correspondiente a cada
componente), arriba se muestran las bandas de las proteinas transferidas en las membranas y

tefiidas con Ponceau.
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Figura 3. /nmunoblots con sueros de pacientes alérgicos a LV. Proteinas recombinantes MBP-
P34 (P34), MBP-P28 (P28) y MBP (como control negativo) (2-3ug de proteina/calle) ensayadas
contra sueros de pacientes alérgicos a PLV. En el panel de la izquierda se presentan los
inmunoblots revelados con el suero del paciente 3. P: Ponceau.

Como puede observarse en la figura 3 el 100% de los sueros de pacientes alérgicos a leche
(10/10) han reconocido a P28, mientras que el 90% de los mismos (9/10) reconocen a P34. No

se detectd reactividad frente a MBP con ninguno de los sueros analizados.

En conjunto, los resultados de los inmunoensayos IgE muestran que P34 y P28 son reconocidas
por la IgE presente en el suero de pacientes alérgicos a PS y sueros de pacientes alérgicos a
PLV, lo cual podria interpretarse en este Ultimo caso que existe una reactividad cruzada entre
PLV y estas 2 proteinas recombinantes de soja. Por otro lado estos resultados demuestran que
las proteinas de soja obtenidas en forma recombinante muestran la misma reactividad que las
contrapartidas naturales presentes en los extractos obtenidos a partir de las semillas de soja,

descartandose la posibilidad que la reactividad cruzada resida en la presencia de hidratos de

carbono.

Inmunoblots empleando anticuerpos monoclonales especificos para caseinas bovinas

Para descartar la posibilidad de co-sensibilizacién en los pacientes alérgicos se revelaron los

inmunoblots correspondientes a las proteinas de soja con mAbs especificos para las tres
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caseinas bovinas: 1D5 (anti-x-caseina), 4C3 (anti-R-caseina) y 3B5 (anti-k-caseina)

previamente caracterizados (figura 4).

P34 P28 MBP

kDa — —— e

P28 MBP P28  MBP wa P34 P28  MBP

94 =
67 =

43

30 -

20.1 =

—d —dJ L—J

Ponceau 1D5 4C3 3B5

Figura 4. Andlisis por inmunoblot utilizando anticuerpos monoclonales especificos de caseinas
bovinas. Se analizaron las proteinas recombinantes: MBP-P34 (P34), MBP-P28 (P28) y MBP
(como control negativo) como antigeno y se revelaron con los mAbs especificos de «-, B- y k-
caseina. Se muestra con Ponceau la presencia de las proteinas transferidas a la membrana de
nitrocelulosa.

En la figura 4 se observa que todos los mAbs reaccionaron con P34, mientras que s6lo el mAb
anti B-caseina reconocié débilmente a P28. Estos resultados nos permiten confirmar que existe
una reactividad cruzada entre estas proteinas y las caseinas bovinas, existiendo epitopes B

compartidos entre las distintas caseinas y P34, y entre B-caseina y P28.

ELISA de inhibicion empleando el mAb 1D5 especifico de o-caseina bovina

Para ahondar el estudio de la reactividad cruzada inmunoquimica y descartar la posibilidad de
una reactividad originada por neo-epitopes originados al unir la proteina a una fase sélida, o
durante el desarrollo de la electroforesis/transferencia, se llevd a cabo un ELISA competitivo
utilizando el mAb 1D5 que compite por x-caseina en fase sélida y P34, P28, u OVA (como
antigeno no relacionado), como inhibidores solubles. En la figura 5 se muestran los resultados

de los desplazamientos de la union del mAb especifico de «-caseina empleando distintas
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concentraciones de los inhibidores antes mencionados. Se empleé como inhibidor control o Ag

de identidad xx-caseina en fase soluble.

Inhibidores
L] a-caseina
100 v pas
& pa2a
e OVA
80
S
2 604
c
0
k)
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Concentracién de Inhibidor (mg/ml)

Figura 5. ELISA secuencial competitivo (ELISA de inhibicion) utilizando el mAb 1D5 especifico
de a-caseina bovina. Los pocillos fueron sensibilizados con 0,25 ug/pocillo de o-caseina
bovina y se incubaron con una solucion pre-mezclada de del mAb 1D5 (1/32000) con
diferentes inhibidores solubles (x-caseina bovina, P34, P28 y OVA) a diferentes
concentraciones (10-6-2500 ug/mi).

En la figura 5 puede observarse que o-caseina en fase fluida desplaza en forma dosis
dependiente la union de 1D5 a su antigeno especifico en fase sélida. Por otro lado, se observa
un efecto similar con P34 y la forma sigmoidea de la curva de inhibicion indica que la reaccién
antigeno-anticuerpo es especifica. Por lo tanto, existe un reconocimiento del mAb 1D5 por
epitopes presentes en P34. La unién del anticuerpo a x-caseina fue 100% inhibida utilizando
una concentracién de 0,02mg/ml de x-caseina soluble, mientras que el 50% de inhibicion
(IC50) se logré con 0,0002mg/ml de x-caseina. Cuando se empled P34 como inhibidor no se
alcanzo un 100% de desplazamiento, mientras que el IC50 fue de 0,05mg/ml. Estos resultados
pueden interpretarse de la siguiente manera: se requiere una mayor concentracidon de P34 que
x-caseina para lograr un 50% de desplazamiento, lo cual se debe a que P34 no es el antigeno
de identidad del mAb 1D5, y por lo tanto el mAb 1D5 tiene menor afinidad por P34 en

comparacidon con x-caseina; asimismo la imposibilidad de un total desplazamiento de la unién
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de 1D5 por xx-caseina puede deberse también a una diferencia de afinidades. Por otro lado, no
se observé inhibicion en el amplio rango de concentraciones ensayadas para P28 y OVA como
inhibidores solubles, por lo cual estos antigenos no se comportan como proteinas de
reactividad cruzada para este mAb. Los valores basales observados para OVA como antigeno
no relacionado a las distintas concentraciones confirman la especificidad del ensayo. Estos

ensayos nos permiten confirmar la reactividad cruzada entre P34 y x-caseina.

En conclusidn los resultados de los inmunoblots y el ELISA de inhibicién nos permiten afirmar
que x-caseina comparte epitopes B con P34, mientras los resultados de los inmunoblots nos

muestran que B-caseina comparte epitopes B con P28.

4.2. La proteina de soja Gly m Bd 30K (P34) desencadena una
respuesta de hipersensibilidad en un modelo murino de alergia a la
leche de vaca

Finalmente se evalud la relevancia /n vivo del co-reconocimiento inmunoquimico entre las PLV
y los principales alergenos de soja empleando el modelo murino alergia IgE-mediado a PLV en

ratones de la cepa BALB/c desarrollado previamente por el grupo (Smaldini et al., 2012).

Para ello se realiz6 el plan de sensibilizacion que se describe en materiales y métodos.
Brevemente, los ratones fueron agrupados en dos lotes de animales (n=8) segun el tratamiento

a recibir: grupo control y grupo sensibilizado.

En la figura 6 se muestra esquematicamente el protocolo experimental seguido.
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Administracion intragastrica |

[ Grupo sensibilizado 6 x (20mg PLV + 10 ug TC) || Desafio oral
20mg PLV /5mg PS

| Grupo control 6 x (20mg PLV)

2 2 A S

/"\:\FZ

|
0 7 14 21 28 35 42 49 dfas
| Muestras de sangre |

Bazo

Figura 6. Protocolo experimental para el modelo murino de alergia alimentaria a PLV. Se
agruparon los ratones Balb/c en dos lotes. grupo sensibilizado: los ratones recibieron por via
intragdstrica (ig) los dias 0, 7, 14, 21, 28 y 35. 10 ug de 7C + 20 mg de PLV; grupo control:
los ratones recibieron por via ig 20 mg de PLV los mismos dias. En el dia 45 realizo en ambos
grupos un desafio oral con PLV y PS por via ig, y desafio sublingual (sl) con las proteinas
recombinantes (P34, P28 y MBP). Se emplearon B-Lg como control positivo y OVA como
antigeno no relacionado o control negativo. Al dia 46 los animales fueron sacrificados para los
distintos andlisis.

4.2.1. Los ratones sensibilizados desarrollan signos clinicos post

desafio

Tanto los ratones sensibilizados, como los ratones no sensibilizados recibieron a los 10 dias
de la dltima inmunizacién, un desafio oral, mediante la administracién de PLV (20mg), PS
(5mg) u OVA (10mg) por via intragdstrica (ig) o proteinas recombinantes: P34 (10ug), P28
(10ug), MBP (10ug), B-Lg (5ug) (como control positivo) y OVA (10ug) (como antigeno no
relacionado) por via sublingual (sl) con el fin de evaluar la apariciéon de signos clinicos locales
y/o sistémicos a los minutos de la exposicion. Para cuantificar los sintomas de
hipersensibilidad inducidos a cada signo clinico se le asigné arbitrariamente un indice o
puntaje de manera de semi-cuantificar la respuesta clinica al desafio oral en funcién de la
intensidad de los mismos (tabla 3). Los puntajes clinicos asignados luego de la observacion (a
través de observadores independientes), entre los 30 y 45 minutos posteriores a la exposicion
oral son consecuencia de la activacion Ige-mediada de células como mastocitos tisulares y

basofilos en circulacion.
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Tabla 3. Puntajes asignados a los signos clinicos en el desafio oral

Puntaje Sintomas
0 Sin sintomas.
1 Rascado de nariz y cabeza, enrojecimiento alrededor de nariz y
cabeza.
Hinchazén alrededor de ojos y boca, pelo erizado, baja actividad
2 general y/o baja actividad con aumento de la frecuencia

respiratoria.

3 Respiracién dificultosa, cianosis alrededor de la boca y cola.

Inactividad posterior a un estimulo, convulsiones.

5 Muerte.

Los resultados obtenidos inmediatamente a los desafios post-sensibilizacion son los que se

muestran en la figura 7 y corresponden a uno de los experimentos realizados.

5= (o]

O Desafio oral
@ Desafio sublingual

44

) T, .
e S

24 ©

Puntaje clinico

14 ©

T ¥ P T T —p—
PLV PS OVA p-Lg P34 P28 OVA PLV PS OVA p-Lg P34 P28 OVA

Grupo Grupo
control sensibilizado

Figura 7. Signos clinicos observados post-desafios frente a diferentes antigenos. E/ desafio se
realizo el dia 45 del protocolo (10 dias luego de la ultima sensibilizacion) mediante /la
administracion de proteinas por via ig (PLV, PS u OVA) o s/ (B-Lg, P34, P28 o OVA). Los
sintomas se observaron 30 min post-desafio y calificados de acuerdo con la tabla 3. Se grafica
unicamente el puntafe mads alto alcanzado por cada animal de cada uno de los lotes.

Puede apreciarse que los ratones sensibilizados mostraron signos clinicos compatibles con una
alergia alimentaria al ser desafiados oralmente con PLV y/o PS, mientras que los ratones del
lote control no mostraron signos clinicos luego de los desafios. Cuando los animales

sensibilizados a PLV fueron desafiados sublingualmente con R-Lg (control positivo), PS o P34
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recombinante purificada se observaron reacciones de hipersensibilidad inmediata comparables
a cuando se los desafié con el mismo antigeno con que fueron sensibilizados (PLV). La mayoria
de los animales sensibilizados presentd rascado, agitacién, aumento de la frecuencia
respiratoria, disminucién de la actividad o falta de respuesta al ser tocados. No se indujeron
signos graves como convulsiones o muerte. Se observa ademas que los animales sensibilizados

que fueron desafiados con P28 (sl) u OVA (ig/sl) no presentaron signos de hipersensibilidad.

Como pardmetro experimental que refleja la induccién de los signos clinicos sistémicos se

cuantificé la concentracion de histamina plasmatica luego del desafio oral con leche o con soja

(figura 8).
500
Figura 8. Niveles de histamina plasmadtica
= 4001 posterior al desafio. Los niveles de
£ 3004 histamina se determinaron por ELISA en los
E 2004 plasmas recolectados 30 min [luego del
% 100 desafio oral con PLV o PS en ambos grupos
de ratones (valores medios + SEM).
0 E_' DS PLV PS Diferencia estadisticamente significativa,
Grupo Grupo p <0,005 ***,
control sensibilizado

Como puede observarse los animales sensibilizados con PLV que fueron desafiados con PLV y
con PS poseen elevados niveles de histamina plasmatica comparados con los valores obtenidos
en el plasma de los animales del grupo control. Estos resultados muestran una concordancia

absoluta entre los sighos clinicos inducidos y un parametro cuantificable sistémico.

En conclusidn, los resultados obtenidos /in vivo al desafiar con las PS a animales que han sido
sensibilizados a PLV apoyan la relevancia clinica de la reactividad cruzada inmunoquimica
descripta anteriormente. El hecho que se produzcan signos de hipersensibilidad inmediatos al
desafio oral con PS indica la presencia de anticuerpos IgE (inducidos con la sensibilizacién con

PLV) en la superficie de las células que son capaces de unir epitopes presentes en las PS.
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4.2.2. La sensibilizacion de los ratones con PLV+TC promueve una
respuesta de anticuerpos del tipo Th2 que ademds muestran
reactividad cruzada

Posteriormente decidimos estudiar si la induccién de reacciones alérgicas /n vivo se
correlaciona con parametros inmunoldgicos /in vitro. Para tal fin se cuantificaron los niveles
séricos de distintos isotipos de anticuerpos especificos para PLV, PS, P34, P28 y MBP mediante
el empleo de ensayos inmunoenzimaticos desarrollados en nuestro laboratorio (EAST y ELISA
indirecto). Se midieron IgE e IgG1 como isotipos asociados a una respuesta Th2-dependiente, e
IgG2a, como un isotipo asociado a una respuesta inmune asociada a la activacién de linfocitos
Th1. La relacion entre IgG1 e IgG2a nos da informacién sobre el tipo de respuesta celular

inducida en el modelo murino. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 9.

Respuesta Humoral
IgG1 (ELISA lgG2a (ELISA
on . IgE (EAST) I gG1 ( ) sou gG2a ( )
[ Grupo control

1.5 1.5 1.5+ Hl Grupo sensibilizado
w * o
5 1:0- 2
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Figura 9. Cwantificacion de Jos niveles séricos de anticuerpos especificos. Los niveles séricos
de anticuerpos al dia 46 se expresan como la densidad JOptica (valores medios + SEM.)
obtenida por EAST (IgE) o ELISA (IgG1 e lgG2a). Los resultados mostrados corresponden a tres
experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas se indican como
valores: *** p <0,005, ** p <0,01, * p <0,05. Proteinas empleadas para sensibilizar las fases
solidas.: PLV, PS, P34, P28 y MBP

Como se puede observar en la figura 9, los niveles séricos del isotipo IgE especifico a PLV son
significativamente mayores en el grupo sensibilizado comparado con el grupo control, lo cual
indica que estos animales fueron sensibilizados de manera IgE-dependiente a PLV mediante el
protocolo aplicado. Ademas los anticuerpos IgE especificos de PLV son capaces de unir PS y

P34 (no asi a P28 y MBP), lo cual muestra una concordancia absoluta con los resultados /in vivo
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mostrados anteriormente. El andlisis de los isotipos IgG por ELISA mostré que IgG1 reconoce
P34 y P28, mientras que lgG2a no reconoce ninguno de los antigenos utilizados, por lo cual la

respuesta inmune humoral desencadenada durante la sensibilizacion es Th2-dependiente.

Si se comparan los valores de DO para los anticuerpos especificos de PLV que reconocen soja o
P34 con respecto a PLV (antigeno de identidad) pueden apreciarse valores inferiores para el
reconocimiento de soja y P34. Esto se debe a que sélo una fracciéon de los anticuerpos

especificos de PLV es capaz de reconocer epitopes en PS y P34,

Estos resultados claramente indican, como se vio anteriormente en trabajos realizados en
nuestro laboratorio (Smaldini et al., 2012), que la administracién intragastrica de TC junto a
PLV induce la sintesis de isotipos asociados a una respuesta Th2 o alérgica. Ademas, la
aparicion de IgE e IgG1 que reconocen PS y la proteina recombinante P34 de soja sélo puede
explicarse por reactividad cruzada entre ambos sistemas proteicos dado que los animales so6lo
fueron sensibilizados con PLV. Por lo tanto la induccién de signos clinicos al administrar PS por
via ig o P34 por via sl es consecuencia de la presencia de anticuerpos IgE especificos de PLV en

la membrana de mastocitos y baséfilos, con capacidad de reconocimiento de estas PS.

4.2.3. Esplenocitos estimulados con PLV, PS o proteinas
recombinantes de soja secretan citoquinas del perfil Th2

Para correlacionar la respuesta inmune humoral con la respuesta inmune celular, se evalué la
induccidn de linfocitos T especificos durante la sensibilizacidon alérgica mediante la expansién
in vitro de linfocitos T aislados del bazo empleando distintos antigenos. Luego se midi6 en los
sobrenadantes de cultivo la concentracién de citoquinas por ELISA de captura. Brevemente,
luego de 24 hs del desafio oral los animales fueron sacrificados (grupo control y grupo
sensibilizado), y se extrajo el bazo. Se prepararon suspensiones de células mononucleares y se
estimularon las células con las siguientes proteinas antigénicas: PLV (350 ug/ml), PS (200
pg/ml), P34 (15 ug/ml), P28 (15 pug/ml) o MBP (7,5 ug/ml). Como controles del ensayo se
empled concanavalina A (Con A) (5 ug/ml) como control positivo, o medio RPMI como control

negativo. Luego de 72 hs de incubacién se cuantificé en el sobrenadante de los cultivos la
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presencia de citoquinas Th1 (IFN-y) y Th2 (IL-5, IL-13). En la figura 10 se muestran los

resultados obtenidos.
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Figura 10. Cwantificacion de citoquinas en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos de
ratones de ambos grupos. Se obtuvieron los bazos 24 horas luego del desafio oral y los
esplenocitos aislados de ratones de los grupos control y sensibilizados fueron estimulados in
vitro con PLV (350 ug/ml), PS (200 ug/ml), P34 (15 ug/ml), P28 (15 ug/ml) o MBP (7,5 ug/mi)
durante 72 horas bajo atmdsfera controlada. Se colectaron los sobrenadantes y se cuantifico
mediante ELISA los niveles de IL-13, IL-5 e IFN-y. Los sobrenadantes se analizaron por
triplicado. Los datos se expresan como valores medios + SEM. Los resultados mostrados
corresponden a un solo experimento con al menos tres ratones por condicion, representativos
de tres experimentos independientes que dieron resultados similares. Las diferencias
estadisticamente significativas se indican como valores.: *** P <0,005, ** p <0,01, * p <0,05.

Como se muestra en la figura 10 se encontré un aumento de los niveles de IL-5 e IL-13, con
niveles basales de IFN-y en los esplenocitos provenientes de los ratones del grupo
sensibilizado, lo que refleja una respuesta inmune celular Th2 especifica a las PLV. Cuando las
células fueron estimuladas /n vitro con PS se observd una expansion celular similar a la
observada con PLV, aunque los niveles de citoquinas Th2 cuantificadas fueron marcadamente
inferiores. Estos resultados indican que los linfocitos T especificos de PLV inducidos durante la
sensibilizacion reconocen epitopes T de reactividad cruzada presentes en las PS. Cuando se
utilizan las proteinas recombinantes P28 y P34 detoxificadas para estimular a los esplenocitos
encontramos niveles elevados de IL-5 e IL-13 en los sobrenadantes de cultivo. No se indujo
secrecion de IFN-y con cualquiera de los antigenos empleados. La menor secrecién de

citoquinas inducidas por PS podria indicar la estimulacién de una poblacién restringida de
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linfocitos T. So6lo aquellos linfocitos T cuyos TCR reconocen los epitopes T de reactividad

cruzada son capaces de ser estimulados /in vitro.

Aunque los linfocitos Th2 y las inmunoglobulinas asociadas a una respuesta celular Th2-
dependiente especificas de PLV son capaces de reconocer las PS, encontramos que fueron
diferentes los perfiles de reactividad de anticuerpos y secrecién de citoquinas en funcién de la
proteina de soja recombinante analizada: P34 fue reconocida por IgGl e IgE e induce la
secrecion de IL-5 e IL-13, mientras que P28 fue reconocida por IgG1 (y no por IgE) e induce la
secrecion de IL-13. Estos resultados indican que los epitopes B y los epitopes T presentes en

P34 y P28 son diferentes.

Dado que los animales no fueron sensibilizados con PS, los resultados hallados con este
antigeno sélo pueden explicarse por reactividad cruzada entre las distintas proteinas. Por lo
tanto, nuestros resultados demuestran una reactividad cruzada a nivel de linfocitos T y de
linfocitos B entre caseinas bovinas y PS, que son los responsables de las reacciones alérgicas /in

vivo.

4.2.4. Antigenos de soja producen pruebas cutaneas positivas en
ratones sensibilizados con PLV

Para confirmar /n vivo la presencia de anticuerpos IgE especificos de PLV se estudié la
presencia de mastocitos sensibilizados en piel frente a la administracion de distintos
antigenos. Para ello se realizaron pruebas cutaneas en ratones pertenecientes a los grupos
control y sensibilizado. Como se menciond anteriormente esta prueba evalla la presencia de
IgE especifica unida a los receptores de alta afinidad en la superficie de los mastocitos de la
piel. La administracién subcutdnea (sc) del antigeno y su unién y puenteo o entrecruzamiento
de los anticuerpos IgE celulares induce la activacién celular y la induccién de un foco
inflamatorio que se evidencia por la extravasacidon del colorante azul de Evans inoculado en
forma intravenosa (iv). Por lo tanto la evidencia de una coloraciéon azul a los minutos de
inyectado el antigeno evidencia la presencia de anticuerpos IgE en la superficie de los

mastocitos tisulares o basoéfilos en circulacion.
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De esta manera se realizaron PC en ratones sensibilizados y en ratones del grupo control con:
PLV (200 ug), PS (400 ug), las proteinas recombinantes: P34 (10 ug), P28 (10 ug) y como

controles negativos: solucién fisiolégica (SF) y MBP (10 ug).

En las fotos de la figura 11 se muestran los resultados en ratones del grupo sensibilizado

(panel superior) y en ratones del grupo control (panel inferior).

Grupo sensibilizado

Figura 11. Prueba cutdnea. Los ratones sensibilizados (panel superior) y los ratones control/
(panel inferior) fueron inyectados por via sc con PLV, PS, P34 o P28 (flanco derecho) y solucion
salina (SF) o MBP (flanco izquierdo). El azul de Evans se inyecto por via iv por la vena de la cola.
La presencia de color azul en la piel en la zona de inoculacion del antigeno a los 15-30
minutos se considero una prueba cutdnea positiva.

Por lo tanto observamos que PLV y PS inducen PC positivas en ratones sensibilizados, mientras
que sélo P34 dio resultado positivo. Los animales del grupo control dieron resultados
negativos con todas las proteinas ensayadas. Estos resultados muestran que P34 presenta al
menos dos epitopes B capaces de unir jn vivo al menos dos moléculas de IgE e inducir una
respuesta inflamatoria tisular. No se observd reaccion positiva cuando ratones sensibilizados
fueron inoculados con MBP. El hecho que P28 diera una prueba cutanea negativa, confirma los

resultados previos de IgE sérica.
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En conjunto los resultados mostrados confirman que el plan de sensibilizaciéon indujo la
sintesis de anticuerpos del isotipo IgE especificos a PLV que reconocen también a componentes
de las PS, en particular a P34, y que tienen la capacidad de unirse a la IgE especifica presente
en la superficie de mastocitos para inducir la activacion celular y la generaciéon de un foco
inflamatorio. Esta reaccion junto a la induccidn de reacciones de hipersensibilidad post-desafio
oral constituyen la validacion /n vivo de los resultados /n vitro e inmunoquimicos previamente
obtenidos. Estas reacciones bioldgicas se corresponden con los niveles elevados de histamina

hallados en el plasma de los ratones.
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5. Discusion

Aunque la poblacién en general se encuentra altamente expuesta a los alergenos de la soja, los
casos de alergia primaria a la soja son escasos, al menos en la poblacién europea (Ballmer-
Weber et al., 2007). A pesar de que se cree que las reacciones alérgicas a las leguminosas en
general se producen por sensibilizacién primaria a través del tracto gastrointestinal, la alergia
a soja se cree que es mas comun como una alergia secundaria, producto de reactividad
cruzada con otros alergenos vegetales (Ballmer-Weber et al., 2007). Lo mismo ocurre en el
caso de algunos pacientes ALV (15-45%) que reciben formulaciones a base de PS como
sustituto lacteo durante el tratamiento restrictivo (Ahn et al., 2003; Katz et al., 2008; Zeiger et

al., 1999).

Nuestro grupo ha identificado determinantes estructurales comunes entre las caseinas y dos
proteinas de soja, Gly m 6 G4 (glicinina A4A5B3) y Gly m 5.0101 (subunidad a de la B-
conglicinina) (Curciarello et al., 2008; Rozenfeld et al., 2002 y en el capitulo | de esta tesis), y
hemos estudiado /n vivo esta reactividad cruzada inmunoquimica utilizando el modelo murino

alergia IgE-mediado a leche de vaca (Smaldini et al., 2012).

En este capitulo el analisis se centrd en otras dos proteinas de soja que se consideran como los
alergenos principales de la misma y que no han sido previamente reconocidos como alergenos
de reactividad cruzada. Se clonaron a partir de una biblioteca de semillas de soja y se
obtuvieron de forma recombinante los alergenos Gly m Bd 30K (P34) y Gly m Bd 28K (P28),
ambas fusionadas a MBP (también se clond y purificd la proteina MBP utilizada en cada ensayo
como control negativo) para la caracterizacién /n vitro e in vivo de la reactividad cruzada entre

estas proteinas filogenéticamente no relacionadas (PS y PLV).

Aunque la alergenicidad /n vitro de P34, incluyendo epitopes By T (Morita et al., 2011), ha sido
ampliamente descrita, su relevancia clinica adn no se ha confirmado. En este trabajo, se mostro
que P34 fue reconocida por IgE de sueros de pacientes alérgicos, por diferentes anticuerpos
monoclonales especificos de caseinas y por anticuerpos de los isotipos IgE e IgG1 especificos a
PLV de ratones alérgicos a la leche de vaca. Se observd también que los esplenocitos murinos
inducidos por sensibilizaciéon con PLV pueden ser expandidos /n vitro mediante el empleo de

PLV, PS o P34, y que las células activadas secretan IL-5 e IL-13, sin secrecién de IFN-y. Esto
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refleja una respuesta inmune celular Th2 especifica a PLV en ratones sensibilizados, en la cual
los linfocitos T presentan TCR capaces de reconocer epitopes T en componentes de soja.
Consistentemente con la respuesta inmune Th2 inducida, se observdé una reaccién cutdnea
inmediata y también sintomas de hipersensibilidad en los ratones sensibilizados cuando se los
expuso a PS y a P34, sugiriendo la presencia de al menos dos epitopes de IgE con una
distribucion superficial que activa una sinapsis entre la molécula alergénica y la célula
sensibilizada.

A pesar de que P28, Gly m 6 G4 (A4A5B3) y Gly m 5.0101, contienen dos dominios cupinas,
fueron reconocidos de forma diferencial por diferentes anticuerpos monoclonales especificos a
caseinas. Aqui mostramos que la P28 fue reconocida sélo débilmente por el mAb IgGl
especifico a B-caseina hecho en ratén (mAb 4C3) (Curciarello et al., 2008; Docena et al., 2002;
Rozenfeld et al., 2002; Xiang et al., 2004). Ademas, si bien P28 es reconocida por los sueros
de pacientes que contienen IgE especifica a PLV, no se puede asegurar que los pacientes fueron
sensibilizados sdélo a PLV, ya que es muy dificil conocer el perfil de sensibilizacién del paciente.
El uso de un modelo de ratén de alergia alimentaria puede aclarar este punto ya que las
pruebas se realizan en animales con una dieta especial y en condiciones controladas. A pesar
que los animales fueron sensibilizados exclusivamente con PLV, presentan IgE, I1gGl y

linfocitos T con capacidad de reconocer P34 y P28, aunque de manera diferencial.

Los miembros de la superfamilia de cupinas, comparten diferentes grados de identidad
secuencial (Breiteneder and Mills, 2005; Miles et al., 2005; Tsuji et al., 2001a). Sin embargo, la
literatura expresa poca evidencia de motivos IgE conservados que puedan explicar la
prediccion de reactividad cruzada. Xiang et al. ha identificado epitopes IgE lineales dominantes
expuestos en la superficie del dominio de cupina que fue reconocido por los sueros de
pacientes sensibles al mani y a soja (Xiang et al., 2002, 2002). Consideramos que el nivel bajo
de identidad de secuencia (inferior al 40%) puede ser responsable de la baja evidencia de
reactividad cruzada IgE entre ellos (Wensing et al., 2003). Los resultados obtenidos en nuestro
estudio con el ELISA competitivo, el desafio sublingual y la prueba cutdnea con P28 en los
ratones alérgicos proporcionan una evidencia sélida para rebatir una potencial alergenicidad

cruzada entre este componente de soja y las caseinas bovinas.
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A diferencia de otras proteasas cisteinicas del polen y del césped que se han asociado con la
alteracion del equilibrio proteasa-antiproteasa en tejidos de la mucosa (Wensing et al., 2003),
la alergenicidad de P34 (proteasa inactiva) probablemente deba estar asociada a otra
caracteristica fisicoquimica que determina su capacidad de activar el sistema inmune
rompiendo la tolerancia. Aqui, hemos demostrado que P34 contiene epitopes B y T de
reactividad cruzada con PLV, que es capaz de promover sintomas de hipersensibilidad después
de la exposicién sublingual y da una prueba cutdnea positiva en ratones sensibilizados a la
leche. Estos resultados muestran que la reactividad cruzada inmunoquimica descripta para P34
puede ser clinicamente relevante en los pacientes alérgicos. Se necesitan mas estudios para
comprender la respuesta inmune diferencial observada entre los alergenos de la soja con
reactividad cruzada, y para delinear los alcances y limitaciones del uso de sueros de reactividad
cruzada de IgE en el diagnostico de alergias alimentarias. Se sabe que el co-reconocimiento
por los sueros es mas amplio que la reactividad clinica, y la informacién obtenida con estas
proteinas puede ayudar a entender este fendmeno. En este sentido, los modelos animales
constituyen una herramienta sumamente Util que nos permite correlacionar cualquier dato
encontrado en sueros con IgE con un cuadro clinico. Este punto es critico para el diagndstico y

tratamiento de las alergias alimentarias, donde existen limitaciones éticas.

En conclusion, a través del estudio in vitro e in vivo de los alergenos mayores de la sofa
mostramos la reactividad cruzada diferencial de ambas proteinas con las caseinas bovinas.
Significativamente se mostro que P34 contiene epitopes B y T de reactividad cruzada con PLV,
que es capaz de promover sintomas de hipersensibilidad después de la exposicion sublingual y
da una prueba cutdnea positiva en ratones sensibilizados a la leche, informacion muy relevante

al momento de explotar esta reactividad cruzada en una terapia inmunomodulatoria.
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1. Generalidades

El desarrollo de distintos modelos animales de alergia alimentaria ha permitido estudiar y
comprender aspectos moleculares y celulares que gobiernan las reacciones alérgicas, predecir
reacciones alérgicas que podrian ser originadas por alimentos potencialmente alergénicos y
han servido también para el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas (Finkelman et al.,
2005). La especie animal mas cominmente empleada en estos modelos es el ratén por
distintos motivos: conocimiento del genoma, amplia disponibilidad de reactivos especificos
(anticuerpos especificos contra distintas proteinas de interés inmunoldgico, citoquinas, etc),
facilidad para su reproduccién y mantenimiento, facilidad para su manipulacion, existencia de
numerosas cepas, y por la posibilidad de su modificacién genética (animales transgénicos y
knock out para distintos genes relacionados con la fisiologia del sistema inmune), etc

(Dearman and Kimber, 2009; Finotto et al., 2002; Helm and Burks, 2002).

La respuesta fisioldgica en ratones frente a la exposiciéon a un antigeno que ingresa por el
tracto gastrointestinal es la induccién de tolerancia inmunoldgica, y no existe en esta especie
la alergia. Este hecho implica una marcada diferencia con respecto a la induccién de la
patologia en humanos, y la necesidad de tener que recurrir a un procedimiento artificial, en
comparacion a las condiciones de induccién de una alergia en humanos, para generar una
reaccion de este tipo. Por esta razon el desarrollo de modelos murinos de alergia implica una
fase inicial de sensibilizacién, en la cual en general se emplean adyuvantes junto al antigeno de
interés, y un desafio oral donde se ponen de manifiesto los mecanismos de hipersensibilidad.
Por lo tanto, los alcances de estos modelos se ven restringidos casi exclusivamente al estudio
de la fase efectora de estas enfermedades. En la mayoria de los trabajos se emplean ratones
sensibilizados por via sistémica (intraperitoneal) en los que se inducen reacciones mucosales
(gastrointestinal, cutanea, pulmonar) por desafio con el antigeno de interés (Berin and Mayer,
2009). También existen cepas en las cuales la administracion repetitiva del antigeno por via
oral permite inducir mecanismos de hipersensibilidad, pero resultan modelos que solo reflejan
muy parcialmente lo que ocurre en la alergia alimentaria en humanos (Parvataneni et al., 2009).
En este capitulo, al igual que en la segunda mitad del capitulo anterior, emplearemos ratones
BALB/c que son sensibilizados por tratamiento con toxina colérica como adyuvante mucosal

(Agren et al., 1997) y con proteinas de leche bovina como alergenos, para la induccién de una

151



Capitulo I

respuesta inmune local y sistémica antigeno-especifica y Th2-dependiente. Por lo tanto en
nuestro modelo se refleja bastante ajustadamente lo que ocurre en la mucosa gastrointestinal

de un individuo con una alergia alimentaria (Beyer et al., 2002; Vandezande et al., 1999).

Disponer de estos modelos animales junto a la profundizacion en el conocimiento de la
fisiologia del sistema inmune asociado a la mucosa gastrointestinal, ha posibilitado una mejor
comprension de los mecanismos fisiopatogénicos e inmuno-regulatorios que operan en las
alergias alimentarias. En consecuencia este caudal de informacién posibilita el planteo vy
estudio de nuevas y prometedoras terapias para el tratamiento de esta patologia (Akdis and

Akdis, 2009; Broide, 2009; Cardoso et al., 2008; Ganeshan et al., 2009).

Una de las estrategias para la prevencion y el tratamiento de muchas enfermedades donde la
desregulacion del sistema inmunoldgico juega un rol importante es la induccién de tolerancia
inmunolégica (Akdis and Akdis, 2007; Akdis et al., 2006; Durham et al., 1999; Larché, 2006).
Los tratamientos de inmunoterapia vigentes se basan en la induccion de tolerancia en las
mucosas administrando el mismo alergeno que induce una reaccién de hipersensibilidad, en
otras condiciones (vias de administracion, frecuencia, cantidad, etc). En este trabajo en
particular, proponemos una estrategia para el tratamiento de la ALV que pone en juego los
conceptos de reactividad cruzada e inmunoterapia tolerogénica con el fin de aliviar o eliminar
los signos clinicos inducidos por exposicién de los animales “alérgicos” al alergeno. En la
literatura es infrecuente encontrar trabajos que apliquen estos conceptos en el estudio de la
reactividad cruzada entre alergenos. Una aproximacién de esta indole se ha descrito en
modelos murinos de alergia a mani sobre los cuales se ha estudiado la modulacién de la
respuesta alérgica a mani por inmunizacion con extracto proteico de soja por via
intraperitoneal (Pons et al., 2004), o productos fermentados de soja (Zhang et al., 2008),
basandose en la homologia existente entre alergenos de soja y mani (vicilinas y leguminas). En
ambos casos la inmunoterapia alergeno especifica con alergenos de mani presentaba efectos
adversos y su reemplazo por proteinas de soja (alergeno de reactividad cruzada con mani)
demostré una efectiva desensibilizacidén o disminucion en la intensidad de la respuesta inmune

a proteinas de mani.

En nuestro laboratorio se logro la induccion de tolerancia oral en ratones sensibilizados a PLV

con toxina colérica (TC) luego del pretratamiento de los ratones con PLV o PS. Observamos la
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induccion de tolerancia sistémica (disminucion de las manifestaciones clinicas luego del
desafio oral, disminucién de los niveles séricos de IgE especificos, disminucidon de la secrecién
de citoquinas de perfil Th2 en bazo) y tolerancia a nivel de mucosa intestinal (aumento de
linfocitos Treg CD4+ Foxp3+, disminucién de la expresidn de citoquinas de perfil Th2 y

aumento de citoquinas regulatorias, principalmente IL-10).

Por lo tanto aqui aplicamos el modelo murino alergia a proteinas de leche de vaca descripto
(Smaldini et al., 2012) como una herramienta /n vivo para el desarrollo y estudio de una
inmunoterapia tendiente a generar tolerancia frente a PLV mediante la administracién de la

proteina de soja P34.
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2. Hipétesis de trabajo y objetivos especificos

La alergia a la leche de vaca es la alergia alimentaria mas comun en los nifios. Hasta el
momento no existe un tratamiento establecido y aprobado para prevenir o curar la alergia
alimentaria. Basados en los estudios de reactividad cruzada entre las PLV y P34 planteamos el
uso de esta proteina de soja, de menor inmunogenicidad que las caseinas bovinas, para el
desarrollo de una inmunoterapia tendiente a disminuir los signos clinicos de la alergia a la

leche vacuna.

El propédsito de este capitulo entonces fue aplicar la informacién desarrollada en los capitulos
anteriores para el disefio de una terapia tolerogénica en un modelo animal de alergia

alimentaria a leche de vaca IgE-mediado empleando la proteina de soja P34.
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3. Disefio experimental

En la figura 1 se muestra esquemadticamente el protocolo experimental de inmunoterapia
sublingual seguido, en el cual se emplea el modelo murino previamente descripto al que se le
incorporé una etapa de tolerizacion. Con este fin se administraron dosis bajas del antigeno por
via sl (PLV 6 proteina recombinante P34), previo a la sensibilizacién (PLV + TC) con el objetivo

de inducir tolerancia oral a partir de la exposicion al antigeno en la mucosa bucal.

| Administracion intragastrica

[ Grupo sensibilizado 6 x (20mg PLV + 10 ug TC) Desafio oral

| Grupo control 6 x (20mg PLV) || 2omgPLv

R R 2 2 2

N X 1 | | | | ] | ]
— 1\1\1\1\1\ 0 7 14 21 28 35 42 49 dias
PLV 6 P34
| Grupo tolerizado 6 x (20mg PLV + 10 ug TC) I

J l l

| Muestras de sangre |

Bazo

Figura 1. Protocolo experimental del plan de tolerizacion aplicado en el modelo murino de
alergia alimentaria a PLV. Se agruparon los ratones Balb/c en cuatro lotes: grupo sensibilizado:
los ratones recibieron por via intragdstrica (ig) los dias 0, 7, 14, 21, 28 y 35: 10 ug de TC + 20
mg de PLV; grupo control: /os ratones recibieron por via ig 20 mg de PLV los mismos dias,
grupo Tol-PLV: administracion de 20 ug PLV diarios por via sl (5 dosis) previo a la
sensibilizacion, luego 10 ug de TC + 20 mg de PLV, grupo Tol-P34: administracion de 20 ug
de P34 diarios (5 dosis) por via sl previo a la sensibilizacion, luego 10 ug de TC + 20 mg de
PLV. En el dia 45 realizo en todos los grupos de animales un desafio oral con PLV por via ig.
Las flechas negras indican los dias en los que se realizo cada inoculacion ig. Con flechas rojas
se indican las administraciones s/ durante los 5 dias previos a la sensibilizacion. Se indican los
dias del muestreo de sangre y obtencion de los bazos (dia 46) para los distintos andlisis.

Se trabajé con ratones BALB/c de 5 semanas los cuales fueron agrupados en cuatro lotes de
seis ratones cada uno como se describe en figura 1. El lote control sélo recibié PLV y se lo

denomind grupo control; el lote que recibié PLV con TC se lo denominé grupo sensibilizado, y
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los lotes tolerizados, es decir que recibieron 5 dias previos a la sensibilizacién PLV 6 P34 y
luego se les administrd, al igual que al grupo sensibilizado, PLV junto a TC. A estos dos lotes
de animales tolerizados se los llamé grupo control tolerizado con PLV (Tol-PLV) y grupo

tolerizado con P34 (Tol-P34) respectivamente.

Al finalizar los protocolos de sensibilizacién, 45 dias después del inicio, los ratones fueron
desafiados oralmente con el antigeno (fase efectora) y luego fueron sacrificados para su

estudio.
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4. Resultados

4.1. Los animales pretratados muestran una disminuciéon de la
sintomatologia alérgica frente al desafio antigénico

Una vez concluida la etapa de sensibilizacion intragastrica, se realizé un desafio oral y se
analizaron los signos clinicos comparando los animales sensibilizados con los tolerizados. En
la figura 2, se muestran los puntajes asignados segun los signos clinicos de cada ratén
correspondiente a un experimento representativo. Como puede observarse, la aplicacion de
este protocolo de tolerizacién posibilité la disminucién en la sintomatologia observada tanto
de los animales tolerizados con PLV (Tol-PLV), como en los ratones tolerizados con P34 (Tol-
P34), respecto de los ratones sensibilizados. Los ratones de los grupos controles no

presentaron signos de hipersensibilidad de significancia.

Puntaje Sintomas
S
0 Sin sintomas.

4= 000 1 Rascado de nariz y cabeza, enrojecimiento
8 j__L alrededor de nariz y cabeza.
£ 34 000 1) Hinchazén alrededor de ojos y boca, pelo erizado,
[T} 2 baja actividad general y/o baja actividad con
g 24 o o % aumento de la frecuencia respiratoria.
3 3 Respiracién dificultosa, cianosis alrededor de la

14 o bocay cola.

ixL 4 Inactividad posterior a un estimulo, convulsiones.
0 e T T 5 Muerte.
Y
o~ ) % o
< <0 A

Figura 2. Signos clinicos observados post-desafio frente a las PLV. El desafio se realizo el dia
45 del protocolo (10 dias luego de la ultima sensibilizacion) mediante la administracion de PLV
por via ig. Los sintomas se observaron 30 min post-desafio y calificados de acuerdo con /a
tabla a la derecha por distintos observadores (idem tabla 3 de/ Capitulo /).

Estos datos /n vivo muestran que animales pretratados tanto con PLV (antigeno identidad)
como aquellos pretratados con P34 (proteina de reactividad cruzada), y luego sensibilizados

con PLV+TC, manifiestan una menor reactividad clinica al exponerlos oralmente a PLV.
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4.2. Los tratamientos tolerizantes provocan una variacion en los
niveles séricos de los diferentes isotipos de anticuerpos

Posteriormente decidimos estudiar si la disminucion de reacciones alérgicas /n vivo logradas
con los tratamientos tolerizantes se correlaciona con parametros inmunolégicos in vitro. Para
ello se estudi6 la inmunidad humoral a través de los niveles séricos de los distintos isotipos de
anticuerpos especificos de PLV. En la figura 3 se muestran los resultados de los niveles séricos

de IgE, IgG1 e IgG2a especificos a PLV para los distintos grupos.
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Figura 3. Cuantificacion de los niveles séricos de anticuerpos especificos a PLV en los
diferentes grupos de animales. Los niveles séricos de los diferentes isotipos de anticuerpos
especificos a PLV al dia 46 se expresan como la densidad dptica (valores medios + SEM.)
obtenida por EAST (IgE) o ELISA (IgG1 e lgG2a). Los resultados mostrados corresponden a tres
experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas se indican como
valores: *** p <0,005, ** p <0,01, * p <0,05.

Con respecto a la IgE se observé que los niveles alcanzados para los animales del grupo
sensibilizado son estadisticamente significativos con respecto al grupo control, mientras que
los animales tolerizados con PLV mostraron un descenso de IgE, si bien estadisticamente estos
resultados no son significativos, estos resultados por lo tanto no s6lo marcan una clara
tendencia, sino que permiten comprender los resultados /n vivo observados. El isotipo IgG1
muestra como es de esperar un aumento significativo al comparar el grupo control con el

sensibilizado, y una disminucién en los niveles del isotipo sérico especifico para ambos grupos
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pretratados, con una disminucidn significativa en los niveles del grupo Tol-P34 con respecto al

grupo sensibilizado.

Con respecto a los niveles séricos de IgG2a especifica no se observaron incrementos en
ninguno de los grupos de animales estudiados. Esto permite inferir que la administracion
previa de los antigenos por via oral no induce la aparicién de una respuesta humoral Th1-

dependiente.

4.3. No se detectan niveles de interleuquinas del perfil Th2 en ratones
pretratados

Para correlacionar la respuesta inmune humoral con la respuesta inmune celular, se evalud la
induccidn de linfocitos T especificos durante la sensibilizacion mediante la expansién /n vitro
de linfocitos T aislados del bazo. En este caso los animales de distintos lotes fueron
sacrificados 24hs luego del desafio oral, se aislaron los bazos, y a partir de la suspensién de
esplenocitos se realizaron cultivos en presencia de PLV, RPMI como control negativo y
concanavalina A como control positivo. Luego de 72 hs de incubacion se cuantificé en el
sobrenadante de cultivo, mediante un ELISA de captura, los niveles de citoquinas Th1 (IFN-y) y

Th2 (IL-5, IL-13).

Como puede observarse en la figura 4, el grupo sensibilizado presentd niveles elevados y
estadisticamente significativos de IL-5 e IL-13 con respecto a esplenocitos provenientes de
animales del grupo control, al expandirlos con PLV /n vitro. Remarcablemente; células
provenientes de los animales pertenecientes a los grupos tolerizados (Tol-PLV y Tol-P34)
mostraron niveles no detectables (significativamente menores con respecto a los obtenidos en
ratones del grupo sensibilizado) de IL-5 e IL-13. Los niveles de IFN-y detectados corresponden
a valores basales en todos los grupos y no se encuentran diferencias significativas al comparar
los mismos. Por lo tanto, estos resultados reflejan la inducciéon de una respuesta Th2 en los
animales sensibilizados, y su control frente al tratamiento previo con los antigenos por via
oral, y se correlacionan con los resultados de la respuesta inmune humoral mostrada en la

seccidn anterior para los distintos grupos de animales.
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Respuesta celular
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Figura 4 Cuantificacion de citoquinas en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos de ratones
de cada grupo. Se obtuvieron los bazos 24 horas luego del desafio oral y los esplenocitos
aislados provenientes de los ratones de los cuatro grupos fueron estimulados in vitro con PLV
(350 ug/ml), durante 72 horas bajo atmosfera controlada. Se colectaron los sobrenadantes y se
cuantifico mediante ELISA los niveles de IL-13, IL-5 e IFN-y. Los sobrenadantes se analizaron
por triplicado. Los datos se expresan como valores medios + SEM. Los resultados mostrados
corresponden a un solo experimento con al menos tres ratones por condicion, representativos
de tres experimentos separados que dieron resultados similares. Las diferencias
estadisticamente significativas se indican como valores: *** P <0,005, ** p <0,01, * p <0,05.

4.4. La prueba cutanea fue negativa en los ratones sometidos al
tratamiento de tolerizacién

Se realiz6 la prueba cutanea con PLV para evaluar /n vivo la presencia de anticuerpos IgE
especificos de PLV funcionales en la superficie de las células en ratones pertenecientes a los

cuatro grupos.

En las fotos de la figura 5 se muestran los resultados correspondientes a algunos animales del

grupo sensibilizado, grupo control (panel superior) y grupos pretratados (panel inferior).
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Figura 5. Prueba cutdnea. Los animales pertenecientes a los grupos sensibilizado y control/
(panel superior) y a los grupos Tol- PLV y Tol-P34 (panel inferior) fueron inyectados por via sc
con PLV (flanco derecho) y con SF (flanco izquierdo). El azul de Evans se inyecto por via iv por
la vena de la cola. La presencia de color azul en la piel en la zona de inoculacion del antigeno a
los 15-30 minutos se considero una prueba cutdnea positiva. Estos resultados corresponden a
un experimento representativo, solo se incluye la foto de un animal de cada grupo salvo para
el caso de P34 donde se muestran dos ratones uno con la prueba positiva y otro negativa.

En aquellos animales pertenecientes al grupo sensibilizado se observé una extravasacién
inmediata (10-20 minutos) del colorante azul de Evans en la regién inoculada
subcutaneamente en casi todos los ratones del lote (5/6). Mientras que en los grupos controles
y Tol-PLV no se produjo la extravasacién del colorante en ningin animal. Solamente en el
grupo Tol-P34 se observd extravasacion del colorante en el 50% de los ratones (3/6), que
coinciden con los animales en los que el dosaje de IgE e IgG1 dieron niveles mas elevados.
También se inoculé como control solucién fisioldgica (SF) en el flanco opuesto de cada ratén,
dando reaccién negativa en el 100% de los animales de cada grupo. Es importante resaltar que
todos los animales sensibilizados con PLV tuvieron una PC negativa con PLV cuando fueron

pretratados con PLV

En conclusion, con los pretratamientos aplicados hemos encontrado una disminucion de las
manifestaciones clinicas inducidas por la exposicién al alergeno, una disminuciéon en los
niveles de IgE e IgG1 (pero no se observo una disminucion significativa en los niveles de IgE
especifica a PLV), una disminucion en la secrecién de IL-5 e IL-13 en los ratones de los grupos

tolerizados (Tol-PLV y Tol-P34) respecto del grupo sensibilizado y una negativizacion parcial
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de la prueba cutanea. Los resultados hallados resultan de lo mdas alentadores ya que nos
permiten concluir que el protocolo de tolerizacién aplicado por via sl tanto del antigeno de
identidad, como del antigeno de reactividad cruzada P34, logran disminuir las reacciones de
hipersensibilidad, la inmunidad humoral y celular Th2-especifica de PLV, como asi también

negativizar la mayoria de las pruebas cutdneas.

4.5. Se logré inducir linfocitos T regulatorios en las mucosas de los

animales pre-tratados

Se sabe que las células T reguladoras (Treg) son producidas naturalmente en el timo (nTreg) o
inducidas en tejidos periféricos (iTreg). La secrecion de acido retindico por las células
dendriticas CD103+ presentadoras de antigeno (en particular del antigeno administrado por
via oral para inducir tolerancia) en lamina propia del intestino delgado facilita la diferenciacion
de células T naive a células T Foxp3+ (Coombes and Powrie, 2008) y estas células especificas
de antigeno pueden luego circular y establecer una tolerancia sistémica o actuar a nivel local
en la mucosa. Por este motivo se decidié estudiar en la mucosa intestinal si la administracion
oral de PLV o P34 induce linfocitos Treg responsables de los efectos inmunomodulatorios
observados. Para ello estudiamos por citometria de flujo la induccién de células Foxp3+ en el
periodo correspondiente a los linfocitos de bazo, ndédulos linfaticos mesentéricos (MLN),
[dmina propia (LP) y nédulos sublinguales (SLN) de los distintos grupos, luego de 24 hs de la
administracion oral del antigeno. En la figura 6 se muestran los resultados correspondientes a

linfocitos T CD3+ CD4+ Foxp3+.

1.0- J Contrloln Figura 6. Expresion de Foxp3 en linfocitos
Bl Sensibilizado T CD4+ por citometria de flujo. Se
o 0.8+ g IE:IE;Z muestran los porcentajes obtenidos para
g"ar 0.6 todos los ratones de los distintos grupos
:'- % correspondientes a linfocitos T CD3+ CD4+
§ ; 0.4+ CD25+ Foxp3+, en suspensiones celulares
O 4o de bazo, nodulos linfdticos mesentéricos
_EL' iﬂ’l‘ (MLN), ldmina propia (LP) y nddulos

0.0- hero MLN P SIN sublinguales (SLN) de los distintos grupos.
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Se encontré un aumento en la expresién de linfocitos T CD3+ CD4+ Foxp3+ de bazo y MLN de
los grupos tolerizados, respecto del grupo sensibilizado, lo cual es indicativo de la induccién

de Treg en la mucosa de los animales pre-tratados.

Estos resultados nos permiten inferir que el proceso de inmunomodulacion que media la
disminuciéon de los signos clinicos de alergia en los animales sensibilizados expuestos al
alergeno, es mediado por la induccion mucosal de Treg. Aunque estos resultados son
preliminares nos alientan a continuar con los estudios de este tipo de inmunoterapia tendiente
a corregir el sistema inmune gastrointestinal, cuya activacién produce los signos clinicos de
hipersensibilidad cuando los animales son expuestos oralmente al alergeno alimentario.
Ademas el empleo de un antigeno de reactividad cruzada nos permite controlar la activacion
inmunolégica y estos resultados no sélo reflejan la importancia /n vivo de la reactividad
cruzada anteriormente caracterizada, sino que significan una aplicacion clinica promisoria de
la misma en una situacién en la cual se relacionan dos sistemas antigénicos muy diferentes

(animal y vegetal) y filogenéticamente no relacionados.
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5. Discusion

En los capitulos precedentes caracterizamos /n vitro los principales alergenos de la soja,
estudiamos el co-reconocimiento de epitopes comunes entre estas proteinas y las PLV, y

analizamos esta reactividad cruzada /n vivo.

Particularmente mostramos que P34 es un alergeno de reactividad cruzada con PLV capaz de
activar células sensibilizadas, promoviendo sintomas de hipersensibilidad después de la
exposicion sublingual y dando una prueba cutdnea positiva en ratones sensibilizados a la
leche. Ademas se mostré la presencia de al menos dos epitopes IgE con una distribucién
superficial a lo largo de P34 capaz de activar una sinapsis funcional entre la molécula
alergénica y la célula sensibilizada; y que la reactividad cruzada inmunoquimica descripta para

P34 podria ser clinicamente relevante en pacientes.

Estos resultados de reactividad cruzada /n vivo de P34 obtenidos con el modelo murino de ALV
junto con resultados obtenidos previamente en el laboratorio en los que mediante el
pretratamiento de los ratones con PLV se logré conseguir una tolerancia sistémica, fueron
relevantes para iniciar los estudios de inmunoterapia basada en la induccién de tolerancia
mucosal con P34 para prevenir reacciones alérgicas. Nos planteamos entonces la aplicacién de
esta proteina de soja en un protocolo de tolerizacién para alergia a PLV, basandonos en la
menor inmunogenicidad de P34 con respecto a las caseinas bovinas. Esto significa que
esperamos observar menor cantidad de reacciones adversas frente a la administracion de P34
en animales sensibilizados a PLV, con respecto a la administracién de PLV. Sin embargo este
tipo de inmunoterapia desensibilziante no se muestra en este trabajo de tesis y presentamos

resultados preliminares a través de un protocolo tolerizante previo a la sensibilizaciéon alérgica.

En este capitulo probamos pretratamientos tolerizantes en los que se les administré a los
ratones los antigenos PLV 6 P34 y luego fueron sensibilizados a PLV. Se estudié previamente la
administracion de diferentes dosis y optamos por la de 20 upg (cinco dosis en dias
consecutivos) ya que observamos que con 10ug de PLV administrada por via sl los ratones
sensibilizados producen manifestaciones clinicas. Lo importante para resaltar de los resultados
mostrados es que con los pretratamientos aplicados logrado una disminucién de las

manifestaciones clinicas inducidas por la exposicién al alergeno logrando, y un control de la
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inmunidad humoral y celular Th2-especifica de PLV, como asi también negativizar la mayoria

de las pruebas cutaneas.

La induccién de tolerancia a proteinas alimentarias ha sido extensamente estudiada en
diversos modelos animales. Se pueden encontrar en la literatura trabajos en los que se
emplean modelos de alergia alimentaria a OVA, B-lactoglobulina o proteinas de huevo
aplicando diversos protocolos de tolerizacién (Adel-Patient et al., 2011; Rupa and Mine, 2012;
Thorstenson and Khoruts, 2001). Nuestro trabajo estd focalizado a PLV y en particular a las
caseinas ya que se trata de las proteinas de la leche bovina de reactividad cruzada con las
proteinas de la soja. Aqui mostramos los resultados de la aplicacion biolégica del alergeno
mayor de la soja, P34, en la induccién de tolerancia a PLV, en el modelo murino de alergia
alimentaria mediado por IgE por administracion mucosal del antigeno de identidad o de

reactividad cruzada.

En conclusion, podemos afirmar que la administracion por via sl de PLV o P34 logro inducir una
tolerancia sistémica, mostrando que la aplicacion de los protocolos disefiados logran prevenir

la sensibilizacion oral a PLV con TC, mediante la induccion de tolerancia oral.

Estos resultados nos motivan a continuar y profundizar los estudios de induccion de tolerancia
basados en la reactividad cruzada entre ambos sistemas con el fin de desarrollar protocolos de
desensibilizacion que constituyan las bases experimentales para el planteo de una vacuna

mucosal para tratar esta patologia.
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1. Generalidades

La capacidad de predecir la potencial alergenicidad de una proteina se ha convertido en un
tema importante en las ultimas décadas. En este punto, otros enfoques de investigacion como
la bioinformatica estan transformando el campo de estudio de estas enfermedades mediante el
suministro de bases de datos para la gestion de datos de alergenos, algoritmos para la
caracterizacion de las reactividades cruzadas, motivos secuenciales y estructurales de los
epitopes B y T, herramientas para la prediccion de la alergenicidad y técnicas para el andlisis
gendémico y protedmico de los alergenos (Brusic and Petrovsky, 2003). La bioinformatica
presenta valiosas herramientas para el andlisis de alergenos y estos caminos complementarios
pueden ayudar a las técnicas tradicionales para estudiarlos y plantear distintas aplicaciones.

La identificacion de epitopes B y/o T en los alergenos (en especial los epitopes IgE) nos permite
comprender y explicar la naturaleza alergénica de las proteinas, proporcionando informacion
importante para el diagnéstico, prondstico y tratamiento de estas enfermedades, y es en este
ultimo punto en el que nos centramos ya que nos interesa plantear estrategias terapéuticas
dirigidas a la instauracién de tolerancia mediante el empleo de péptidos con capacidad de
activar linfocitos T (regulatorios) y con capacidad baja o nula de activacién de mastocitos y
basofilos, de manera de reducir los riesgos de reacciones adversas durante el tratamiento.

Se puede encontrar en la literatura diversos trabajos en los que se han descrito caracteristicas
moleculares comunes entre proteinas de diversas fuentes, lo que permite comprender
molecularmente la clinica de las reactividades cruzadas observadas en pacientes alérgicos
(Breiteneder and Ebner, 2000; Jenkins et al., 2005) y la co-sensibilizacion entre sistemas
alergénicos relacionados y no relacionados (Ferreira et al., 2004). Ademas, como ya dijimos
anteriormente, nuestro grupo ha demostrado y caracterizado (Curciarello et al., 2008;
Rozenfeld et al., 2002) (algunos resultados han sido presentados en los capitulos precedentes
de esta tesis) que un determinado nimero de pacientes con ALV presentan anticuerpos séricos
del isotipo IgE que reconocen diferentes proteinas de las fracciones 7S y 11S de soja. Inclusive
estos pacientes han mostrado reacciones alérgicas al exponerse, deliberadamente o
accidentalmente, a proteinas de soja. Sin embargo, actualmente es muy dificil que un individuo
no haya sido expuesto a proteinas de soja por lo cual determinar si los pacientes estan

sensibilizados a no a PS es una tarea muy dificil. De esta manera la Unica manera de estudiar la

169



Capitulo IV

reactividad cruzada y asegurarnos la no sensibilizacién a la LV es emplear anticuerpos
obtenidos por inmunizacién con PLV o emplear el modelo murino de alergia alimentaria en el
cual los animales son exclusivamente sensibilizados con PLV. En este sentido hemos empleado
un panel de anticuerpos monoclonales especificos de caseinas bovinas que reconocen distintos
alergenos de la soja, lo que sugiere la existencia de epitopes B compartidos entre las proteinas
bovinas y las proteinas soja. También demostramos que ratones ALV desarrollan sintomas de
hipersensibilidad cuando se los expone a extractos totales de semillas de soja (Smaldini et al.,
2012) y a diferentes proteinas recombinantes de soja, lo que demuestra el impacto clinico de

la reactividad cruzada observada por ensayos inmunoquimicos /n vitro.

Con respecto a la caracterizacion de los epitopes de los principales alergeno de soja, Helm y
col. (Helm et al., 1998) identificaron epitopes lineales IgE de P34 usando sueros de pacientes.
Identificaron 5 epitopes inmunodominantes en este alergeno y haciendo un estudio de
scanning de alaninas determinaron los aminoacidos criticos para la unién a IgE. También por
mapeo de epitopes B, pero con anticuerpos monoclonales desarrollados en ratén contra P34,
se identificaron dos epitopes IgG inmunodominantes (Hosoyama et al., 1996). No se han
descripto aun de la existencia de epitopes conformacionales en Gly m Bd 30K (L'Hocine and
Boye, 2007). La identificacion de P34 como principal alergeno esta basada Unicamente en los
estudio /n vitro mencionados y esta proteina ha sido incluida erréneamente en algunas bases
de datos con el nombre Gly m 1 (por ejemplo SDAP). Sin embargo, la secuencia no corresponde
con los péptidos inicialmente identificados en el aeroalergeno de soja Gly m 1 (Gijzen et al.,
2003; Gonzalez et al., 1995, 2000) que se encuentran correctamente listados en IUIS Allergen
Nomenclature (IUIS) (www.allergen.org).

La proteina de soja Gly m Bd 28K ha sido aislada y caracterizada por Tsuji y col. (Tsuji et al.,
1997). En diferentes trabajos se mostr6 su capacidad de unién a anticuerpos IgE de pacientes
sensibles a soja (Hiemori et al., 2000, 2004; Tsuji et al., 2001a; Xiang et al., 2004).

Con respecto a las proteinas de la leche también son numerosos los trabajos hasta el momento
publicados que identificaron los principales epitopes de las caseinas bovinas aS1, aS2, B y k,
habiéndose descripto epitopes B (Cerecedo et al.,, 2008; Chatchatee et al., 2001a, 2001b;

Cocco et al., 2003; Elsayed et al., 2004a; Jarvinen et al., 2002; Lin et al., 2009; Schulmeister et
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al., 2009; Spuergin et al., 1996), epitopes T (Elsayed et al., 2004b; Ruiter et al., 2006, 2007) y
epitopes By T al mismo tiempo (Enomoto et al., 1990; Nakajima-Adachi et al., 1998).

En esta tesis se realizd una caracterizaciéon /in vitro e in vivo de los principales alergeno de soja
obteniendo resultados que describen la reactividad cruzada entre las PLV y PS. Mostramos que
las proteinas de soja P34 y P28 presentan una reactividad diferencial en diferentes ensayos que
caracterizan esta reactividad cruzada con PLV. Asimismo, mostramos que P34 contiene
epitopes B y T de reactividad cruzada con PLV, que indujo sintomas de hipersensibilidad
inmediatamente a la exposicion sublingual, y se obtuvo prueba cutanea positiva en ratones
sensibilizados a las PLV. Nos planteamos entonces la necesidad de profundizar en las bases
moleculares de esta reactividad cruzada para comprender la respuesta inmune diferencial

observada entre estos alergenos de la soja y las caseinas.

Es importante sefialar que los diferentes servidores y bases de datos que actualmente estan
disponibles en internet, que buscan proteinas de reactividad cruzada, no revelan como tales las
proteinas de la leche de vaca y las proteinas de soja. Esto nos motivdé a profundizar los
estudios y aplicar las herramientas disponibles al andlisis bioinformatico del sistema leche-
soja. Nos propusimos entonces, con toda la informacién disponible en diversas fuentes,
evaluar las caracteristicas secuenciales y estructurales de los alergenos de soja estudiados,
comparar las mismas con las caseinas bovinas y en base a los resultados obtenidos disefiar
una estrategia computacional que permita predecir los epitopes de reactividad cruzada de

interés para finalmente validar estas predicciones con ensayos experimentales.
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2. Hipétesis de trabajo y objetivos especificos

El objetivo del presente capitulo es llevar a cabo un andlisis completo de los principales
alergenos de la soja utilizando diferentes herramientas bioinformaticas, que junto con la
informacién presentada en los capitulos anteriores nos sirva para localizar posibles epitopes

de reactividad cruzada y validarlos experimentalmente.

La hipotesis de este trabajo se basa en que los resultados experimentales hallados muestran
que los alergenos de la soja y las caseinas presentan epitopes By T compartidos que permiten
comprender la intolerancia clinica observada en pacientes alérgicos a LV que son tratados con
formulaciones a base de soja, y permitiendo también plantear inmunoterapias

inmunomodulatorias.
Para reforzar este concepto y los futuros objetivos del proyecto nos propusimos:

v' Evaluar las caracteristicas secuenciales y estructurales de los alergenos de soja con
diferentes herramientas informaticas.

v' Evaluar comparativamente caracteristicas secuenciales y estructurales comunes entre
los principales alergenos de soja y caseinas bovinas.

v' Elaborar un modelo o estrategia computacional que permita predecir epitopes de
reactividad cruzada con leche bovina.

v La obtencién de un péptido candidato para el potencial desarrollo de una terapia

tolerogénica para el tratamiento de alergias alimentarias.
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3. Disefio experimental

El trabajo se inicié con la busqueda en la base de datos SDAP (Structural Database of Allergenic
Proteins) de proteinas de reactividad cruzada con las proteinas de soja Gly m Bd 30K (P34), Gly
m Bd28K (P28) (caracterizadas anteriormente en esta tesis). Luego, a partir de la base de datos
IEDB “/mmune Epitope Database and Analysis Resource” se obtuvieron secuencias de epitopes
de caseinas para realizar la comparacién con las secuencias de ambas PS mediante
alineamientos secuenciales. Dado que la principal reactividad cruzada de caseinas se observd
con P34 decidimos focalizar nuestro analisis en este alergeno. Se modelé P34 para obtener la
estructura tridimensional y continuar con el andlisis computacional, y finalmente en base a los
resultados obtenidos se propusieron péptidos candidatos para una inmunoterapia. Se clonaron
los péptidos y se analizaron diferentes inmunoensayos Jin vitro. inmunoblots empleando
antisueros especificos a caseinas bovinas y sueros de pacientes reactivos a PLV y PS, y
proliferacién de linfocitos T provenientes de bazos de ratones sensibles a leche de vaca.
Finalmente, se realizé el mapeo de los epitopes B de P34 empleando péptidos sintéticos

solapados y enfrentandolos a diferentes antisueros.
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4. Resultados

En trabajos anteriores del grupo y en el Capitulo Il de esta tesis mostramos que las proteinas
de soja descriptas como alergenos mayoritarios, Gly m Bd 30K (P34) y Gly m Bd 28K (P28)
presentan reactividad cruzada con las PLV y que ademas estas exhiben una inmunoreactividad
diferencial, tanto /in vitro como in vivo, frente a diversos antisueros ensayados y en el modelo
murino de alergia a PLV. Realizamos aqui un analisis bioinformatico secuencial y estructural de
ambas proteinas de soja con la intencion de profundizar las bases moleculares que permitan

comprender esta reactividad cruzada diferencial.

4.1. Los métodos computacionales constituyen una herramienta eficaz

para la prediccion de epitopes de reactividad cruzada.

4.1.1. Los servidores disponibles no predicen la reactividad cruzada
entre PLV y PS

Las organizaciones FAO/WHO (Food and Agriculture Organization of the United Nations/World
Health Organization) proponen para la determinacién de reactividad cruzada entre una
proteina de interés y un alergeno conocido tener en cuenta dos criterios: 1-una identidad de
secuencia de aminodcidos superior al 35% usando una ventana de 80 aminodcidos y una
penalidad gap adecuada cuando se alinea la proteina de interés y los alergenos conocidos; 2-
identidad de 6 aminoacidos continuos entre la proteina de interés y el alergeno conocido
(Bindslev-Jensen et al., 2003). Con esta regla no se logran predecir muchos de los casos de
reactividad cruzada detectados, incluyendo las mostradas en este trabajo entre proteinas de

soja y leche de vaca.

La base de datos estructural de proteinas alergénicas SDAP: Structural Database of Allergenic

Proteins (http://fermi.utmb.edu/SDAP/) fue desarrollada para predecir potenciales proteinas

alergénicas (con capacidad de unién IgE) y de reactividad cruzada entre alergenos conocidos,
superando las limitaciones de las definiciones anteriores. En primer lugar, utilizando la
herramienta “FASTA similarity search n the SDAP database”

(http://fermi.utmb.edu/SDAP/sdap_fas) que ofrece esta base de datos, se investigd cuales
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alergenos son potencialmente de reactividad cruzada con las proteinas de soja P34 y P28 que

detecta SDAP (informa posibles proteinas de reactividad cruzada buscando similitud). Los

datos obtenidos se resumen en las tablas 1y 2:

Tabla 1. Resultados de la busqueda con SDAP de proteinas alergénicas de reactividad cruzada
con Gly m Bd 30K.

Link

Tamarno

No Alergeno Especie/Caracteristicas SwissProt/ de Identidad core E valor
NCBI/PIR  secuencia
Glycine max (cistein-
1 Glym1 . AAB09252 379 98,99 563.2 5.1e-162
proteasa de Soja)
2 Glym Clveine max (cistein- P22895 379 98,61 561.2 2.1e-161
proteasa de Soja)
Actinidia deliciosa
3 Actd 1 (cistein-proteasa de AAA32629 380 36,39 193.1 1.3e-50
Kiwi)
Actinidia deliciosa
4 Actd 1 (cistein-proteasa de P00785 380 36,11 192.6 1.8e-50
Kiwi)
5 Anac2 ‘ramascomosus BAA21849 351 32,22 143.0 1.5e-35
(bromelia de Anand)
Blo t Blomia tropicalis
6 1.0201 (fiste/’n—proteasa de los AAQ24541 333 27,50 138.0 4.6e-34
Acaros)
7 Carp1 CAlcapapayalpapaina  \pooec 345 3556  137.5 6.4e-34
de la Papaya)
Blo t Blomia tropicalis
8 1.0101 (fiste/’n—proteasa de los AAK58415 221 20,56 114.9 2.6e-27
Acaros)
Dermatophagoides
g Derf  farinae (cistein-proteasa 3, 321 2722 111.8 3.4e-26
1.0106 de /os Acaros
Americanos)
Dermatophagoides
o Derf  farinae (cistein-proteasa ., qqoc 303 26,94 110.9 6.0e-26
1.0107 de /os Acaros ’ ) )

Americanos)

Nota: esta pagina comete un error al nombrar a Gly m Bd 30K como Gly m 1 en los dos
primeros alineamientos ya que Gly m 1 es la proteina Hydrophobic seed protein (HSP) de soja,
tiene 80 aas y pertenece a la familia de LTP de plantas (datos extraidos de la base de datos

UniProt http://www.uniprot.org/).
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Tabla 2. Resultados de la busqueda con SDAP de proteinas alergénicas de reactividad cruzada
con Gly m Bd 28K.

Link Tamafo .
. L . Identidad
No Alergeno Especie/Caracteristicas SwissProt/ de % Score E valor
NCBI/PIR  secuencia
Clv m Glycine max (
1 Bd;SK homologo de BAB21619 473 100 592.0 1.7e-170
MP27/MP32)
/ linari cili
, |lenc ens culinaris (vicilina -\ ne2230 418 233 712 9.0e-14
1.0101 7S de Lenteja)
/ linari cili
3 lenc ens culinaris (vicilina -\ ne2231 415 2418  67.0 1.7e-12

1.0102 7S de Lenteja)
s indi
4 Sesj3 Coiamuminaicum AAK15089 585 22,86  65.4 6.9e-12
(vicilina 75 de Sésamo)

Glycine max (sub alfa

Glym
5 5 Oy]0] de la beta conglicinina, 022120 543 23,3 61.0 1.4e-10
) vicilina 7S de soja)
Clv m Glycine max
4 . . (Conglicinina, vicilina CAA35691 605 23,3 61.0 1.5e-10
conglycinin .
7S de soja)
Pis v Pistacia vera (legumina
DQ631676 496 19,12 59.6 3.4e-10

2.0101 115 de nuez)
Glycine max

Gl
Y™ (Conglicinina, vicilina ~ AAB23463 439 23,08 551 6.6e-09
conglycinin .
7S de soja)
Corylus avellana
9 Corall (vicilina 7S de AAL86739 448 21,54 52.1 5.5e-08
Avellanas)
Vigr Vigna radiata (vicilina
10 Q198wW3 453 21,98 51.9 6.4e-08

2.0101 8S de Habas)

Observando los resultados informados en las tablas 1 y 2 puede apreciarse que el predictor de
la pagina SDAP no reconoce como probables proteinas de reactividad cruzada a las caseinas
bovinas. Tanto para P34 como para P28 vemos que los resultados del servidor proponen como
posibles proteinas de reactividad cruzada a proteinas provenientes de frutas, cereales,

leguminosas y acaros.

La mayoria de los trabajos coinciden en describir a las proteinas alergénicas de reactividad
cruzada como muy similares en secuencia y en estructura a nivel molecular,
independientemente de su origen. La mayoria de los alergenos pueden agruparse en grupos
discretos de familias acorde a la clasificacién de Pfam (la clasificacion Pfam contiene proteinas

alergénicas y no alergénicas). Los alergenos con reactividad cruzada normalmente tienen alta
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identidad de secuencia, que puede ser hasta un minimo de 35% (the WHO guidelines). Sin
embargo, se realizan mutaciones puntuales para eliminar la uniéon de IgE como se muestra en
el ejemplo de isoformas de Bet v 1, que son 98% idénticas, perdiendo la reactividad cruzada
(Ferreira et al., 1996, 1997; Hartl et al., 1999). Por esta razon, el valor crudo en si de cuan
similares sean las secuencias, sin ser analizado desde otro punto de vista, no otorga
informacién suficiente. Es por ello que los resultados en la tabla que informa como resultado
SDAP, enumera todos los alergenos similares que se encuentran en la base de datos, e informa
su E-valor esperado (Schein et al., 2007). La ultima columna de las tablas muestra el E-valor
que indica la significacidon estadistica del alineamiento. El E-valor es una medida de cudntos
alineamientos con el mismo grado de similitud de secuencia se esperaria que se produzcan al
azar en una base de datos de un tamano dado. Por lo tanto, un bajo valor de E-valor indica una
alta significacién del alineamiento de secuencia y en base a este valor es que se comparan las

proteinas.

Sabemos que los resultados de los métodos actuales para predecir la alergenicidad de una
proteina dada deben ser considerados con prudencia, ya que dependen fundamentalmente del
funcionamiento del sistema inmune en los pacientes. En una reciente reunién “/nternacional
Bioinformatics Worshop Meeting” (Thomas et al., 2005) se llegd a la conclusién que se debe
hacer un analisis mas detallado de las propiedades estadisticas de las proteinas alergénicas
frente a los no alergenos. La metodologia actual de andlisis computacional consiste en
alineamientos y en busquedas de motivos secuenciales que se repitan en grupos de proteinas
alergénicas. Postulando asi a estas zonas de alineamientos y/o motivos como potenciales areas
de reconocimiento IgE, lo que resulta de importancia para el disefio de vacunas y de proteinas

hipoalergénicas.

En funcion de los resultados negativos arrojados por este servidor en cuanto a la prediccion de
reactividad cruzada leche de vaca-soja, se procedié entonces a desarrollar un andlisis /n silico
de las secuencias de estas proteinas con el propdsito de poder localizar regiones de similitud
secuenciales entre los epitopes ya descriptos de las caseinas bovinas (los de los principales

alergenos de la leche de vaca) y de los principales alergenos de la soja.
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4.1.2. Mediante alineamientos con epitopes de caseinas bovinas se
localizaron dos zonas de similitud secuencial entre caseinas y Gly m
Bd 30K

Sobre la base de la reactividad cruzada inmunoquimica descripta para P34 y P28 se continu6
con un analisis secuencial de las mismas con el propésito de localizar regiones de similitud

secuencial entre los epitopes ya descriptos en las caseinas bovinas y las proteinas P34 y P28.

Procedimos entonces a realizar alineamientos entre los alergenos de soja y péptidos
inmunoreactivos derivados de las caseinas. Los alineamientos se hicieron entre 73 péptidos de
caseinas bovinas que se listan en la seccién graficos y tablas adicionales (descriptos como
epitopes por la base de datos |IEDB ‘“/mmune Epitope Database and Analysis Resource”
http.://www.iedb.org/) y las secuencias de las proteinas de soja P34, P28 utilizando el servidor
ClustalW2. Los péptidos de las caseinas extraidos desde esta base de datos se encuentran
descriptos en bibliografia como epitopes T y/o B de diferentes isotipos (tanto IgG como IgE).
Con los resultados de estos alineamientos construimos graficos que muestran a lo largo de
cada secuencia de las PS la distribucidon de hits o puntos en los que los aminoacidos de los
péptidos de caseinas bovinas y la PS muestran similitudes (figura 1).

Resumidamente, para construir estos graficos se alinearon de a uno los epitopes de las
caseinas con la PS (P34 6 P28), luego analizando los alineamientos se construyd un grafico de
distribucién de hits en base a la acumulacién de aminodcidos consenso a lo largo de la
secuencia de la PS: en las posiciones que los alineamientos tienen un aminoacido conservado
se le asigndé puntuacion= 3, cuando se conservaban aminoacidos con propiedades muy
similares puntuaciéon= 2 y para la conservacion entre aminoacidos con propiedades débilmente

similares puntuacién=1.
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Distribucion de hits de Gly m Bd 30K
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Figura 1. Distribucion de hits calculados en base a los alineamientos entre epitopes de
caseinas y las secuencias de Gly m Bd 30K (P34) (panel superior) o Gly m Bd 28K (P28) (panel
inferior). En ambos paneles se muestra a /la izquierda los grdficos que representan similitud e
identidad secuencial en los alineamientos, a la derecha se muestran los grdficos que
representan solo identidad secuencial. Las lineas constituyen cotas para evaluar los niveles de
similitud.

Mediante este andlisis secuencial se localizaron regiones de similitud alta, media o baja entre
los 73 epitopes de caseinas y las PS. En los graficos de la figura 1 se colorearon de gris
aquellos aminoacidos cuyos hits o acumulacién de scores no sobrepasaron los 15 puntos, linea
punteada inferior, y de naranja aquellos que superaron ese valor. La linea superior se posiciona
en el valor de 21 que es el maximo que se encuentra a lo largo de toda la distribucion de hits
en la proteina P28 (en el grafico de similitud secuencial), que es aquella proteina que menores
valores ha demostrado de ambas. De esta manera generamos un nivel para poder evaluar las

zonas de similitud secuencial significativa.
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Al comparar los resultados obtenidos para las dos proteinas vemos que para la proteina P28 se
observa una distribucion mas homogénea de los hits y que el maximo valor alcanzado es de 21
puntos, lo que explicaria en parte la baja reactividad cruzada mostrada /n vitro por esta PS.
Asimismo, para el caso de P34, los graficos muestran claramente dos regiones o zonas (una
region amino y otra carboxilo terminal) con alta similitud secuencial entre la PS y los epitopes
derivados de las caseinas bovinas. Ambas zonas de la secuencia de P34 poseen hot-spots de
valores mayores a 21 puntos, llegando a valores maximos de 51 puntos. Marcamos en el
grafico que se muestra en la figura 2 los aminodcidos de esta proteina con puntajes mayores al
valor 8. Asi coloreamos en rojo los hits pertenecientes los aminoacidos de la zona de mayor
puntaje, y en verde la o las zonas secundarias de menor puntaje. De esta manera
denominamos como zona | (en rojo) a las posiciones que comprenden los aas 47 al 95, del 108

al 116,119y 120y 133; y como zona Il en verde, aas 209 al 236 y 252.

Figura 2. Distribucion de hits calculados en

60n base a alineamientos entre epitopes de
55m - .

ool caseinas y la secuencia entera de P34. En la
a5 figura se muestran con colores las zonas

resultantes en Jlos alineamientos como

2 304 responsables de la reactividad cruzada P34-
] caseinas bovinas. Zona | en rojo (contiene
154 las secuencias con hits mayores) y zona Il
‘:: carboxilo terminal en verde (contiene las
0 secuencias con hits menores).

T T | T T T L) T T T
0 20 40 &0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
aas positions

En la figura 3 representamos sobre la secuencia aminoacidica las posiciones contenidas en
estas regiones. Podemos observar que son dos zonas ubicadas en el extremo amino (en rojo) y
la otra ubicada mas hacia la porcién carboxilo terminal de la molécula (en verde) separadas por

mas de 80 aminoacidos.
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Gly m Bd 30K :1::360::::0.00:0.00

ISTHRSILDLDLTKFTTQKQVSSLFQLWKSEHGRVYHNHEEEAKRLEIFKNNLNY IRDMNANRKSPHSHRLGLNKFADITPQEFSK
KYLQAPKDVSQQIKMANKKMKKEQYSCDHPPASWDWRKKGVITQVKYQGGCGSGWAFSATGAIEAAHAIATGDLVSLSEQELVDCV
EESEGCYNGWHYQSFEWVLEHGGIATDDDYPYRAKEGRCKANKIQDKVTIDGYETLIMSDESTESETEQAFLSAILEQPISVSIDA
KDFHLYTGGIYDGENCTSPYGINHFVLLVGYGSADGVDYWIAKNSWGEDWGEDGYIWIQRNTGNLLGVCGMNYFASYPTKEESETL
VSARVKGHRRVDHSPL*

Figura 3. Epitopes de reactividad cruzada caseinas bovinas-soja predichos in silico para el
mayor alergeno de soja Gly m Bd 30K (P34). En rojo se marcan los aminodcidos contenidos en
la zona | y en verde los contenidos en la zona /I.

El andlisis computacional hasta aqui realizado se correlaciona con lo observado
experimentalmente en el sentido que es posible localizar zonas con similitud de secuencia. Los
resultados del analisis computacional de la proteina P28 nos indican que esta proteina no
muestra una similitud secuencial significativa con las caseinas bovinas, y como dijimos
anteriormente, esto podria explicar la baja reactividad cruzada mostrada /n vitro e in vivo por
esta PS. Por el contrario, la proteina P34 presenta zonas de alta similitud secuencial con las
caseinas; inclusive hallamos dos zonas en P34 con alta similitud secuencial que serian las
responsables de la reactividad cruzada con las caseinas bovinas observada /n vitro e in vivo. El
hecho de que la proteina P34 exhiba dos zonas de reactividad cruzada separadas por mas de
80 aminoacidos explicaria el resultado positivo de la prueba cutanea mostrado por los ratones
alérgicos a la LV porque esta disposicidon permitiria el entrecruzamiento IgE en la superficie de
basofilos y mastocitos, aunque esta ultima conjetura necesitaria ser ratificada ubicando estos
epitopes en la estructura tridimensional de la molécula para constatar que ambos se
encuentran separados espacialmente y accesibles al solvente. Estos resultados preliminares
resultan muy alentadores ya que nos permiten inferir acerca de la especificidad del analisis
realizado dado que el analisis bioinformatico permite comprender la reactividad cruzada

diferencial observada para P34 y P28.

Para continuar con el estudio nos focalizamos en el andlisis de P34 dado que presenta la

reactividad cruzada mas relevante.
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4.1.3. Los epitopes de reactividad cruzada predichos /in silico se
encuentran en la superficie de Gly m bd 30K

Para determinar si los epitopes predichos /in silico se encuentran localizados en regiones
expuestas al medio, y separados espacialmente, se procedié a obtener por el método de

modelado por homologia una aproximacién de la estructura tridimensional de esta proteina.

Modelado por homologia de Gly m Bd 30K

Dado que la proteina P34 no se ha cristalizado, no se dispone de una estructura tridimensional
a partir de los datos obtenidos de los estudios cristalograficos. Por lo tanto decidimos
opcionalmente recurrir al empleo como molde para P34 a la estructura PDB 1PCIA
perteneciente a la proteina Carica papaya (Papaya) (Cadena A, gi 2098464 | AP | 1PCI | A).
Ambas proteinas pertenecen a la familia de las papainas y muestran un 39% de similitud
secuencial. Ademas poseen la misma funcién molecular, actividad endopeptidasa, aunque para
P34 no se ha demostrado que presente esta actividad protedsica en su forma natural. Es
importante recalcar que la estructura utilizada como molde presenta una menor longitud que
la secuencia de P34, por lo que la estructura tridimensional y las predicciones no tienen en
cuenta la porcion mas extrema del amino terminal (primeros 14 aas) y la carboxilo terminal
(altimos 25 aas) (el alineamiento entre ambas proteinas se presenta como figura 10 en la
seccién graficos y tablas adicionales). La estructura obtenida por medio del modelado por
homologia con el programa Modeller 9v7 (figura 4) esta compuesta por dos dominios: uno

hélice « y otro barril B.

Figura 4 Estructura tridimensional de P34 obtenida con el programa Modeller 9v7. a) En las
figuras se muestra el diagrama de “cintas’, los dominios « hélice de color fucsia y en amarillo
el dominio barril B; b) estructura rotada 180° para apreciar la molécula desde otra perspectiva.
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Estimacion de la accesibilidad al solvente de cada aminodcido en la estructura
tridimensional

Con el objetivo de determinar si estos epitopes predichos de reactividad cruzada se encuentran
expuestos en la molécula, se utilizé el programa DSSP para obtener los valores de RSA (re/ative
solvent accessibility) a partir de la estructura 3D de P34 modelada. Luego de tener los valores

de RSA se utilizé como valor umbral arbitrario <20%, de manera de desestimar los residuos

“completamente enterrados”, o internos en la estructura, o no accesibles al solvente.

% RSA

Figura 5. Valores porcentuales relativos de
accesibilidad al solvente (RSA)
correspondientes a cada aminodcido de la
secuencia de la proteina P34. Se
colorearon con gris las posiciones que se
encuentran “enterrados” con un RSA <20%,
en la gama de colores azul-celeste los aas
gue se encuentran expuestos con un
RSA>20%, (azul oscuro corresponde a las
posiciones que se encuentran en las dos

zonas de reactividad cruzada predichas).

aas posicion

Por lo tanto el andlisis realizado determind que las zonas de reactividad cruzada en P34 se
encuentran muy por encima del valor umbral de 20% (salvo el aa 252), lo que indica claramente
que estas zonas estan expuestas al solvente y son accesibles a los anticuerpos presentes en el

medio.

Prediccion de epitopes B discontinuos de Gly m Bd 30K

El servidor Disco Tope 1.2 utiliza la informacion de la estructura 3D de la proteina y calcula en
base a datos de accesibilidad superficial (en términos de nimeros de contacto) una puntuacion
informada como la probabilidad de cada aminoacido de ser un epitope B discontinuo
(conformacional). Para el calculo de las probabilidades el método utiliza informacion de las
propiedades estaticas de los aminoacidos, informacidon espacial, accesibilidad superficial y un
conjunto de datos recopilados de epitopes discontinuos determinados por cristalografia de

rayos X de complejos de proteinas de antigeno/anticuerpo. El servidor DiscoTope 1.2 tiene un
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mejor desempefio para la prediccién de los residuos de epitopes discontinuos que los métodos
basados uUnicamente en la informacién secuencial. En la figura 6 representamos en la
estructura 3D de la proteina los aminodcidos predichos como epitopes B como superficies y las
porciones no descriptas como epitopes B por este servidor se mantienen en el formato de
cintas y en color gris. Ademas sobre estas superficies “posibles epitopes B” mostramos en
color rojo (zona 1) y verde (zona Il) los aminoacidos coincidentes con las zonas de reactividad
cruzada predichas anteriormente. Se puede apreciar que las mismas son candidatas a ser
epitopes B por este servidor, y ademas se encuentran en la superficie de la molécula en

regiones de hélices ay /oops.

| S W

Figura 6. Estructura tridimensional de P34 con las representaciones de los resultados
obtenidos en las predicciones. a) Estructura PDB con las regiones correspondientes a las zonas
! y Il coloreadas de rojo y verde respectivamente, b) Estructura PDB que muestra ambas
predicciones superpuestas (DiscoTope y alineamientos de epitopes de reactividad cruzada)
trazadas como superficies sobre la estructura de la proteina. Todos los aminodcidos
representados como superficies, independientemente del color, son los predichos como
epitopes B por el servidos DiscoTope y sobre esta representacion se colorearon con rojo y
verde los aminodcidos predichos mediante alineamientos.

Cuando combinamos los resultados de las predicciones de epitopes lineales de reactividad
cruzada caseinas-soja con los conformacionales “universales” (alineamientos, accesibilidad al
solvente, epitopes discontinuos) vemos que ambos epitopes propuestos de reactividad cruzada
para P34 (zona | y Il) se encuentran expuestos, y podrian ser no solo epitopes de reactividad

cruzada lineales, sino también conformacionales (figura 6b), y que a su vez se encuentran
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separados espacialmente pudiendo dar lugar entonces al entrecruzamiento IgE responsable de

la activacidon de mastocitos y baséfilos.

4.2. Los péptidos recombinantes que contienen las zonas | y Il son
reconocidos diferencialmente /in vitro por anticuerpos especificos a

proteinas de leche de vaca

Con el propdsito de probar experimentalmente los resultados obtenidos por el analisis /in silico
se decidié clonar dos péptidos derivados de la secuencia del alergeno P34 que contengan las

zona l y I, respectivamente.

Clonado, expresion y caracterizacion inmunoquimica de Jos péptidos

inmunoreactivos

Se clonaron dos polipéptidos que corresponden al extremo amino (NT-P34) (116 aas iniciales)
y carboxilo terminal (CT-P34) (152 aas finales) de la proteina P34, los cuales contienen en sus
secuencias todos los aminoacidos comprendidos en ambas regiones predichas de reactividad

cruzada (ver figura 3) (salvo los aas S'19, W120 y Y133),

Las secuencias de los péptidos clonados son:

Péptido NT-P34

1-ISTHRSILDLDLTKFTTQKQVSSLFQLWKSEHGRVYHNHEEEAKRLEIFKNNLNY IRDMNANRKS PHSHRLGLNKFADITPQEF
SKKYLQAPKDVSQQIKMANKKMKKEQYSCDHP-116

Péptido CT-P34

208-GRCKANKIQDKVTIDGYETLIMSDESTESETEQAFLSAILEQPISVSIDAKDFHLYTGGIYDGENCTSPYGINHFVLLVGYG
SADGVDYWIAKNSWGEDWGEDGYIWIQRNTGNLLGVCGMNYFASYPTKEESETLVSARVKGHRRVDHSPL-360

Se clonaron las dos regiones de la secuencia de P34 fusionados a un tag de histidinas (His)
para facilitar la purificacién empleando cromatografia de afinidad con resinas conteniendo
cobalto. Para ello se emplearon los primers cuyas secuencias se muestran en la tabla 1 de la

seccion materiales y métodos. Estos primers fueron disefiados para hacer un clonado en el
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vector pET200 ajustdndose el marco de lectura de forma tal que clonar direccionalmente el
producto de PCR al vector de expresion (pET200) y que quede el marco de lectura con el tag de
purificacién. Los fragmentos clonados contienen las zonas de similitud secuencial con las
caseinas (NT-P34-zona | y CT-P34-zona Il) y los limites fueron establecidos teniendo en
cuenta la estructura tridimensional de la proteina P34, tratando de mantener las regiones de

estructura secundarias intactas, de manera que se expresen en forma soluble.

La expresién de estas construcciones se realizé en la cepa de E.co/i BL21 STAR (DE3) bajo
diferentes condiciones experimentales, optimizando las mismas en funcién del rendimiento. En
la figura 7 se muestran los geles SDS-PAGE 17% de las purificaciones de las fracciones solubles
(FS) realizadas por cromatografia de afinidad con resina de cobalto en condiciones nativas.
Luego las mismas se dializaron y se les cuantificé la cantidad de proteina para ser utilizadas en
diferentes inmunoensayos. Para los ensayos de proliferacién ademas estos péptidos fueron
detoxificados por cromatografia de afinidad (polimixina B) para eliminar lipopolisacaridos (LPS)
proveniente de las bacterias y analizado el contenido de esta endotoxinas por el test de
Limulus. Las proteinas fueron finalmente evaluadas mediante inmunoblots empleando
antisueros especificos de pacientes reactivos a PLV y PS, y anticuerpos monoclonales
especificos a caseinas bovinas (mAb-CB) para caracterizar la reactividad cruzada de los
péptidos. También se realizaron ensayos de proliferacién de esplenocitos provenientes de bazo
de ratones alérgicos a leche de vaca expandiendo las células por incubacién /in vitro con ambos

péptidos.

Purificacion de péptidos recombinantes

Eluciones NT- P34  Eluciones CT-P34 Figura 7. SDS-PAGE 17% de las
purificaciones de los péptidos

recombinantes. Geles 17% que muestran

;z: = -'--‘ las eluciones de las purificaciones de los
péptidos NT-P34 de aprox. 19 kDa y

25 =
- . . we CT-P34 de aprox. 22 kDa.

kDa

66.2 =
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La figura 7 muestra los perfiles proteicos correspondientes a las muestras de las eluciones de
ambas purificaciones en condiciones nativas. Podemos apreciar los buenos rendimientos
obtenidos en ambos casos. También vemos que el péptido CT-P34 se encuentra en forma de

dimeros, lo que podria explicarse por la presencia de cisteinas (C273 y C398) que formarian

puentes de sulfuro.

Caracterizacion inmunoquimica de los péptidos recombinantes

Se analiz6 mediante inmunoblots la reactividad de los péptidos NT-P34 y CT-P34 obtenidos.
En la figura 8 se muestran los resultados de los inmunoblots empleando diferentes anticuerpos
monoclonales: mAb anti-Histidina, mAbs anti-caseinas (1D5 especifico de «-caseina, 4C3
especifico de B-caseina y 3B5 especifico de k-caseina). Las proteinas se corrieron bajo

condiciones reductoras (B-mercaptoetanol) para inhibir la formaciéon de dimeros.

NT CT NT CT NT CT NT CT
kDa kDa
66.2 = 66.2 =
45 ' 45 < -
35 35 ‘ '
25 25 '

- 4 J— .

18.4 | 18.4 | =— — Y
14.4 - 14.4 - *

a-His 1D5 4C3 3B5

Figura 8. /nmunoblots de los péptidos recombinantes con los anticuerpos monoclonales
especificos de caseinas. De izquierda a derecha. mAb anti-Histidina, mAb especificos para
caseinas bovinas: 1D5 anti a-caseina 4C3 anti B-caseina y 3B5 anti k-caseina. Proteinas
ensayadas: NT-P34 aprox. 19 kDa y CT-P34 aprox. 23 kDa.

Podemos observar en los inmunoblots de la figura 8 que las cantidades sembradas de cada
péptido son comparables (revelado con el mAb anti-Histidina) y que el péptido NT-P34

muestra mayor reactividad con los 3 mAbs comparada con la reactividad del CT-P34. Este
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resultado confirma los resultados obtenidos por el andlisis bioinformatico en el cual vemos que
la mayor similitud de secuencia entre P34 y los epitopes de caseinas bovinas se encuentran en

la zona | de P34, presente en el péptido NT-P34 recombinante.

Ademas se evalué la reactividad inmunoquimica de los péptidos frente a sueros de pacientes
reactivos a PLV y soja (figura 9). La tabla 3 describe las caracteristicas de los sueros de

pacientes usados para este ensayo.

Tabla 3. Caracteristicas de los sueros de individuos reactivos a PLV y PS.

Paciente DO DO IgE Total Paciente DO DO IgE Total
IgEPS  IgE PLV Ul/mil IgEPS  IgE PLV ul/mi
1 0,332 0,322 462 5 1,233 0,234 195
2 0,310 0,324 236 6 0,945 0,186 222
3 1,369 0,223 294 7 1,301 0,289 146
4 1,191 0,341 360 8 1,197 0,323 95,1

Valores de corte: IgE esp PS DO. 0,121, IgE esp PLV DO: 0,128

Valor normal. IgE total: 60 Ul/m/

NT CT NT CT

Figura 9. /nmunoblots de Ilos péptidos
recombinantes revelados con pooles de
sueros de pacientes alérgicos a leche y soja.
Pooles 1 y 2 de sueros que contienen IgE
especifica (tabla 3). Proteinas ensayadas:
NT-P34 aprox. 19 kDa y CT-P34 aprox. 23

Pool 1 Pool 2 kDa.

Al igual que lo que se observa en los inmunoblots frente a los mAb-CB de la figura 8 puede
observarse en la figura 9 que el NT-P34 es el que presenta mayor reactividad IgE frente a
sueros de pacientes reactivos a PLV y PS (principalmente se observa con el pool 1). Podemos
concluir entonces que el péptido recombinante NT-P34 es la porcion de la molécula que
presenta mayor co-reconocimiento B (tanto IgG como IgE) con las caseinas bovinas, y que los
epitopes de reactividad cruzada son consecuencia de similitudes a nivel de secuencia

aminoacidica.
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Ensayo de proliferacion celular con CFSE

Con el objetivo de determinar si los péptidos contienen ademds epitopes T se realizdé un
ensayo de proliferacion celular de linfocitos T CD4+ por citometria de flujo. Esta
caracterizaciéon de los péptidos seleccionados nos permitird considerar su andlisis en el

desarrollo de inmunoterapias modulatorias de la inmunidad celular.

Brevemente, se extrajo los bazos de los animales de los diferentes grupos del modelo murino
de alergia alimentaria y a las células aisladas se les realizd una expansién /in vitro mediante
incubacion con los antigenos de interés. Al mismo tiempo las células fueron marcadas con el
colorante fluorescente 5,6-diacetato de carboxifluoresceina succinimidil éster (CFSE). Luego
del cultivo por 72 hs se marcaron las células con un anticuerpo monoclonal conjugado a un
fluorocromo anti-CD4. Aquellas LT CD4+ que proliferaron en respuesta al antigeno mostraron
una reduccién en la intensidad de fluorescencia CFSE y por lo tanto un corrimiento en los

graficos de intensidades de fluorescencia.

En la figura 10 se muestran los porcentajes de proliferacién de linfocitos T CD4+ en respuesta
a los diferentes antigenos utilizados en el cultivo celular. Los esplenocitos fueron aislados de
ratones sensibilizados y se probd previamente que proliferan cuando se los estimula con PLV
(control). Se observa que frente al estimulo de P34 y el NT-P34 los porcentajes son
comparables (2,14% vy 2,14%, respectivamente) con los obtenidos con RPMI (2,25%). En cambio,

cuando se estimula las células con el CT-P34 el porcentaje es de 5,40%.

Sobre la base de los resultados mostrados podemos concluir que ambos péptidos derivados de
la proteina de soja P34 presentan reactividad cruzada con las caseinas bovinas, el péptido NT-

P34 (region amino terminal de la proteina P34) es el que presenta mayor reactividad B.

Asimismo, el CT-P34 (regién carboxilo terminal de la proteina de soja P34) produce mayor
proliferacion de las células T colaboradoras, por lo que junto con el resultado de menor
reactividad B principalmente del isotipo IgE, el CT-P34 constituiria un potencial candidato para

inmunoterapias tolerogénicas.
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Figura 10. Citometria de flujo CFSE para evaluar proliferacion de linfocitos T. Se incubaron
esplenocitos de ratones alérgicos a PLV con P34, los péptidos: CT-P34 y NT-P34 en
presencia de CFSE. Luego de 72hs de cultivo se realizo la marcacion con anti-CD4.

4.3. Los
reconocen péptidos que se encuentran en las regiones predichas de

mAbs anti-caseinas y sueros de pacientes alérgicos

reactividad cruzada /n silico

Con el fin de validar las predicciones logradas /n silicoy profundizar el estudio de la proteina
P34 se evalud la reactividad /in vitro con diferentes antisueros de péptidos sintéticos solapados

que recorren la secuencia completa de P34.

Mapeo de epitopes lineales con péptidos solapados de P34
Se sintetizaron péptidos solapados en fase sdlida para la identificacion de péptidos

responsables de la inmunoreactividad cruzada de P34. Cada péptido se dispuso en la
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membrana en forma de 36 spots, con excepcién del primer péptido que es de 10aas de
longitud, los 35 péptidos restantes son de 15 aas de longitud, y se solapan de a 5 aminoacidos
en cada extremo. La reactividad de los mismos se evalué mediante dot blot empleando
distintos anticuerpos primarios especificos contra PLV y/o soja, y se revel6 con el anticuerpo
secundario correspondiente y quimioluminiscencia. Mediante stripping pudimos evaluar la
reactividad de distintos anticuerpos empleando la misma membrana con los péptidos en cada
spot. En la figura 11 se presentan los resultados correspondientes al mapeo realizado con los
anticuerpos monoclonales especificos de x-caseina bovina (1D5), B-caseina bovina (4C3) y k-
caseina bovina (3B5), y con IgE proveniente de pooles de sueros representativos de individuos
reactivos a PS, a PLV y PS, y con IgE proveniente de un suero de un individuo reactivo sélo a
PLV. La tabla 4 describe las caracteristicas de los sueros de pacientes utilizados en este

ensayo.

Tabla 4. Caracteristicas de los sueros de individuos reactivos a PLV y PS.

. DO DO IgE Total . DO DO IgE Total
Paciente Paciente
IgEPS IgE PLV Ul/ml IgEPS IgE PLV Ul/ml

1 0,310 0,094 78 6 0,310 0,324 236

2 0,455 0,075 79 7 1,369 0,223 294

3 0,676 0,098 237 8 1,191 0,341 360

4 0,750 0,114 261 9 0,098 0,244 265

5 0,332 0,322 462

Nota: Con estos sueros se construyeron dos pooles: pool 1 con los sueros 1, 2, 3y 4; pool 2

con los sueros 5, 6, 7 y 8 (compuesto por los mismos sueros que el pool 1 de la tabla3).
Valores de corte: /gE esp. PS DO: 0,121, IgE esp. PLV DO: 0,128

Valor normal: /gE total: 60 Ul/m/
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Figura 11. Epitopes de /la proteina Gly m Bd 30K reconocidos por diversos anticuerpos Los
diferentes spots (36 numerados a la izquierda) contienen péptidos que en su totalidad cubren
la secuencia completa de P34 en forma solapada. Se incluyen las posiciones aminoacidicas y
secuencias de cada péptido. Se revelaron con diferentes anticuerpos: mAbs especificos de
caseinas bovinas (1D5, 4C3 y 3B5) y sueros de pacientes alérgicos con IgE especifica de leche y
leche/soja. Se colorearon los péptidos que mostraron las reactividades principales y que
contienen los aas revelados por el andlisis bioinformdtico. en rojo los aas que se encuentran en
la zona I, en verde, los que se encuentran en la zona Il y en azul se indican los que no
detectados en el andlisis in silico.
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Los resultados mostrados en la figura 11 confirman, como se caracterizdé anteriormente, que
distintas porciones de P34 muestra reactividad cruzada con caseinas. Ademas este analisis nos
permitié identificar los péptidos que contienen los epitopes B (isotipos G y E) de reactividad
cruzada. Mediante estos ensayos encontramos que 10 de los 36 péptidos sintéticos de 15 aas
de longitud presentaron reactividad con los diferentes antisueros ensayados (péptidos niimero:
3,6,7,8,10, 11, 13, 22, 29 y 36). Inclusive podemos mencionar que esta reactividad es
diferencial en el sentido que algunos de estos 10 péptidos no reaccionan con la totalidad de
los anticuerpos, mientras que otros reaccionan con todos ellos: los péptidos 7 y 8 (secuencias
7: 56-IRDMNANRKSPHSHR-70, 8: 66-PHSHRLGLNKFADIT-80) mostraron ademas la mayor
reactividad y cabe destacar se encuentran en la zona | predicha por el alineamiento con
péptidos de caseinas como de reactividad cruzada. Los péptidos 10, 11, 13, 22 y 36
(secuencias 10: 86-KKYLQAPKDVSQQIK-100, 11: 96-SQQIKMANKKMKKEQ-110, 13: 116-
PPASWDWRKKGVITQ-130, 22: 206-KEGRCKANKIQDKVT-220, 36: 346-ARVKSGHRRVDHSPL-
360) presentan reactividad con los tres anticuerpos monoclonales reactivos a caseinas bovinas,
y ademas los péptidos 10 y 13 presentan reactividad con el pool de sueros 1 y con el suero 9;
los péptidos 3 y 10 en cambio no son tan “homogéneos” en su reactividad, el péptido 3
(secuencia 3: 16-TTQKQVSSLFQLWKS-30) reaccioné frente al pool 1, suero 9, mAb 1D5 vy
fuertemente con el mAb 4C3, finalmente los péptidos 6 y 29 (secuencias 6: 46-
LEIFKNNLNYIRDMN-60 y 29: 276-PYGINHFVLLVGYGS-290) presentan sélo una reactividad y
leve frente a m Ab 4C3. El péptido contenido en el spot 22 reaccioné con los 3 mAbs vy

corresponde a una secuencia contenida en la zona Il del andlisis bioinformatico.

Los resultados del mapeo de epitopes empleando péptidos sintéticos solapados validan por lo
tanto los resultados hallados mediante el método de prediccion de epitopes de reactividad
cruzada empleando herramientas bioinformdticas. En la figura 12 se muestra la combinacion
de los resultados de ambos andlisis y podemos observar que los anticuerpos monoclonales
especificos caseinas bovinas empleados revelan los epitopes de reactividad cruzada en las
zonas | y Il predichas por alineamientos, y que los mAbs 1D5 y 4C3 (anti-a y anti-p
respectivamente) muestran mayor reactividad. La reactividad IgE revelada con los sueros de los
pacientes se observa sélo con los péptidos que fueron predichos para la zona I. Inclusive estos

resultados son concordantes con los anteriormente mostrados de los péptidos recombinantes
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NT-P34 y CT-P34. Por lo tanto concluimos que la zona | de la secuencia aminoacidica de P34
es la regién mas importante donde se encuentran los epitopes B de reactividad cruzada con las

caseinas bovinas.
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Figura 12. Combinaciéon de los resultados obtenidos en el mapeo de epitopes y del andlisis in
silico para P34. En el figura se muestra el grdfico de los hits obtenidos por alineamientos
(panel superior, resultado computacional) y las imdgenes de los péptidos solapados (panel
inferior, resultado experimental), manteniendo el mismo esquema de colores que en las
figuras anteriores.

Los resultados obtenidos segun los alineamientos de P34 con los epitopes de las caseinas y los
resultados obtenidos por el mapeo de péptidos solapados (figuras 3y 11) son mostrados en la
secuencia de la figura 13. Puede sintetizarse la superposicién de los resultados marcando en la

secuencia de la proteina los aminoacidos revelados en ambos casos.
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Gly m Bd 30K :1::360::::0.00:0.00

ISTHRSILDLDLTKFTTQKQVSSLFQLWKSEHGRVYHNHEEEAKRLEIFKNNLNY IRDMNANRKSPHSHRLGLNKFADITPQEFSK
KYLQAPKDVSQQIKMANKKMKKEQYSCDHPPASWDWRKKGVITQVKYQGGCGSGWAFSATGAIEAAHAIATGDLVSLSEQELVDCV
EESEGCYNGWHYQSFEWVLEHGGIATDDDYPYRAKEGRCKANKIQDKVTIDGYETLIMSDESTESETEQAFLSAILEQPISVSIDA
KDFHLYTGGIYDGENCTSPYGINHFVLLVGYGSADGVDYWIAKNSWGEDWGEDGY IWIQRNTGNLLGVCGMNYFASYPTKEESETL
VSARVKGHRRVDHSPL*

Figura 13. Epitopes de reactividad cruzada de P34 con caseinas bovinas obtenidos en el mapeo
de epitopes y con el andlisis in silico.

En la figura 13 marcamos aqui la totalidad de los aminoacidos propuestos como responsables
de la reactividad cruzada entre P34 y las caseinas bovinas: los aminodcidos pertenecientes a
las zonas | y Il predichas /n silico fueron marcadas en rojo y verde respectivamente, los
aminoacidos detectados mediante el mapeo de péptidos solapados fueron subrayados, los
aminoacidos azules fueron localizados por el mapeo de epitopes, pero no fueron detectados

mediante los alineamientos.

4.3. Analisis secuencial y comparacion de Ila composicion
aminoacidica

En base a los resultados obtenidos en el analisis secuencial y en el mapeo de epitopes de P34
los aminodcidos se clasificaron en grupos o clases: un grupo de aminoacidos denominado P34
positivos conformado por aquellos aminoacidos que componen los epitopes que fueron
predichos como responsables de la reactividad cruzada y los que fueron reactivos en el mapeo
con péptidos sintéticos solapados de P34, un segundo grupo denominado P34 negativos
formado por aminoacidos no reactivos en ninguno de los dos casos, y el tercer grupo de
aminoacidos denominado caseinas positivos que forman parte de los epitopes de las caseina
extraidos de la base de datos IEDB que se alinearon en las zonas | y Il reactivas de P34. En la
figura 14 se muestran los graficos de frecuencias de aparicién de los 20 aminodcidos
construidos sobre la base de la clasificacion anterior y se comparan los resultados entre

grupos.
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Se marcaron en la figura 14 los 6 aminoacidos mds frecuentes para cada grupo y luego se

compararon los tres resultados construyendo un grafico de interseccidon de conjuntos.
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Figura 14. Frecuencias de aparicion de los 20 aminodcidos en los tres grupos establecidos:
grupo P34 positivos (aminodcidos predichos y reactivos en el mapeo), grupo P34 negativos (no
reactivos) y grupo de caseinas bovinas positivos (aminodcidos que componen los péptidos de
la base de datos IEDB que se alinean con P34 en las zonas de reactividad cruzada predicha). En
los cuadros rojos se serialan los seis aminodcidos que se encuentran con mayor frecuencia en
cada grupo, en el panel inferior derecho se esquematizan como interseccion de conjuntos los
aminodcidos mds frecuentes que cada grupo tienen en comun, los aas azules son de
caracteristicas polares y los rojos apolares.

Analizando los datos de la figura 13 se observa claramente que lisina K (polar) es el
aminoacido mas frecuente en los epitopes de la proteina P34 y el cuarto mas frecuente en el
grupo de los epitopes de las caseinas positivos. Ademas lisina no se encuentra entre los
aminoacidos mas frecuentes en el grupo de los epitopes de P34 negativos. También se observa
gue los aminoacidos serina S (polar) y leucina L (apolar) son aminoacidos compartidos por los
grupos positivos de las caseina y de P34, pero que también estan entre los mas frecuentes del

grupo de los negativos.
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Por lo tanto, si bien las caseinas bovinas y la proteina de soja P34 no mantienen una relacién
evolutiva, las composiciones aminoacidicas de sus epitopes estan estrechamente relacionadas
y seria la lisina K (polar) un aminoacido esencial para la unién con los anticuerpos. Se puede
hallar en la literatura trabajos en los que afirman que particularmente la lisina es un
aminodacido que tiene una alta probabilidad de formar parte en sitios de unién en epitopes IgE

(Oezguen et al., 2008), lo cual reafirma nuestros resultados.
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5. Discusion

En los capitulos anteriores de esta tesis se describid la caracterizacion /n vitro e in vivo de los
principales alergenos de la soja y su reactividad cruzada con LV. Mostramos que las proteinas
de soja P34 y P28 presentan una reactividad diferencial en ensayos que caracterizan la
reactividad cruzada entre PLV y PS. Ademas mostramos que P34 contiene epitopes By T de

reactividad cruzada y su importancia /in vivo.

En este capitulo desarrollamos primeramente un andlisis /n silico de ambos alergenos de la
soja, los que revelaron diferencias al buscar similitudes secuenciales entre las proteinas P34 6
P28 y las caseinas bovinas. Ratificando lo observado en los resultados experimentales
anteriores, los alineamientos con epitopes de caseinas bovinas muestran a lo largo de la
secuencia de P34 dos regiones de alta similitud secuencial, mientras que para la proteina P28
revelan que esta no guarda similitudes secuenciales significativas con las proteinas bovinas.
Asimismo, el modelado por homologia de la estructura tridimensional de P34 nos permitié
localizar ambas regiones espaciales, y mostrar que las zonas aminoacidicas de reactividad
cruzada se encuentran en la superficie de la molécula expuestas al solvente y por lo tanto, a
los anticuerpos presentes. Por otro lado, utilizando un predictor de epitopes discontinuos
comprobamos que los aminoacidos que componen estas zonas son posibles epitopes B
conformacionales. Esta informacién recopilada es muy importante para poder explicar no solo
la reactividad cruzada de esta proteina, sino también explicar su capacidad de producir el
entrecruzamiento IgE en la superficie de basofilos y mastocitos de ratones alérgicos a PLV.

Las dos zonas de P34 o péptidos propuestos (zona |I-NT-P34 y zona II-CT-P34) fueron
clonados y expresados en E£.coli. El andlisis in vitro de fragmentos peptidicos confirmaron lo
predicho /n silico. Se evalué la reactividad de los péptidos NT-P34 y CT-P34 mediante ensayos
inmunoquimicos, y se observd un reconocimiento diferencial por distintos anticuerpos
especificos de PLV. La mayor reactividad B esta localizada en NT-P34 que se corresponde a la
zona | de mayor similitud secuencial con las caseinas bovinas. Asimismo, estos péptidos
revelaron que contienen epitopes T dado que son capaces de estimular la proliferacién de
linfocitos T, especialmente el péptido CT-P34. La baja reactividad B y la mayor capacidad de
inducir proliferacion de células T permiten inferir que el péptido CT-P34 podria ser un

potencial candidato para una inmunoterapia tolerogénica.
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Concluimos el estudio realizando un mapeo de epitopes mediante el uso de péptidos
solapados de 15 aminoacidos de longitud corridos con una ventana de a 5 aminoacidos que
cubren toda la secuencia de la proteina P34. Los péptidos sintetizados sobre una membrana de
celulosa fueron enfrentados también a diversos anticuerpos especificos a soja y a leche de
vaca, y resultaron reactivos 10 de los 36 péptidos (péptidos nro 3,6, 7,8, 10, 11,13, 22,29y
36), de los cuales 4 (péptidos nro 6, 7, 8 y 10) se encuentran exactamente en la zona |
predicha de reactividad cruzada y otros 3 muy cercanos a la misma. También uno de los
péptidos mapeados (péptido nro 22) coincide con la zona Il predicha de reactividad cruzada.
Este resultado confirma también la mayor reactividad B (principalmente IgE) antes predicha y
luego observada en la zona | (NT-P34).

Se utilizé la herramienta “Peptide similarity” de la base de datos SDAP: Structural Database of

Allergenic Proteins (http://fermi.utmb.edu/SDAP/sdap_pps.html) que analiza la similitud de

propiedades fisicoquimicas entre un péptido y todos los alergenos que contiene esta base de
datos y otorga un indice que se denomina PD (property distance). indices PD menores que 10
indican que mantienen propiedades fisicoquimicas similares, cuanto mayor es la similitud entre
las secuencias menor es el PD (lvanciuc et al., 2003, 2009a, 2009b; Schein et al., 2007). Con
esta herramienta se buscaron los 100 primeros alergenos con el PD mas bajo para cada
epitope mapeado en la proteina P34 y en la tabla 5 se listan los péptidos que pertenecen sélo a
leche o soja indicdndose la secuencia, el indice PD y la posicién que ocupaban en la busqueda.
Puede observarse que los valores PD se encuentran entre 9.06-10.60 lo que indica que existen
similitudes en las propiedades estructurales. Estos valores son significativamente diferentes de
PD péptidos que no guardan relacién estructural entre si (valores entre 18-20) (lvanciuc et al.,
2009a). Sin embargo, la identidad de secuencia es muy baja. Ademas se observa que aunque
SDAP no fue capaz de encontrar reactividad cruzada leche-soja cuando se analizaron las
secuencias completas de P34 y P28 con la herramienta “FASTA similarity search in the SDAP
database’, al estudiar los péptidos mapeados de P34 con la herramienta “Peptide similarity’ en
la misma pdgina esta predice zonas de propiedades fisicoquimicas similares entre leche (Bos d
8 (xS2 y B-caseinas) y Bos d 3) y soja en tres de los epitopes B de P34 identificados (péptidos

nro 8, 10 (zona l) y 22 (zona ll)).
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Tabla 5. Similitud de los epitopes B identificados de P34 con proteinas de leche de vaca y soja

L. . . Posicion en
Péptido Secuencia Nombre Secuencia Ia PD
P34 P34 alergeno alergeno .
blsqueda
3 16-TTQKQVSSLFQLWKS-30 Bos d 3 (S100A7) 5 QLEQAITDLINLFHK 19 59 9.64
46-LEIFKNNLNYIRDMN-60 Gly m 5.0201 39 LRSCNSEKDSYRNQA 53 34 10.21
46-LEIFKNNLNYIRDMN-60 GlymTI 12 LNSFSVDRYSQGSAR 126 36 10.22
46-LEIFKNNLNYIRDMN-60 Gly m 5.0101 39 LQSCNSERDSYRNQA 53 41 10.31
7 56-IRDMNANRKSPHSHR-70 Gly m 5.0201 39 LRSCNSEKDSYRNQA 53 34 10.21
7 56-IRDMNANRKSPHSHR-70 GlymTI 12 LNSFSVDRYSQGSAR 126 36 10.22
7 56-IRDMNANRKSPHSHR-70 Gly m 5.0101 9 LQSCNSERDSYRNQA 53 41 10.31
Bos d 8
8 66-PHSHRLGLNKFADIT-80 , 135 TESQSLTLTDVENLH 149 43 9.71
(B-caseina)
8 66-PHSHRLGLNKFADIT-80 Gly m Bd28K 146 DPSTSLGLETFQSFY160 49 9.88
Gly m aglutinina
8 66-PHSHRLGLNKFADIT-80 (lectina) 183 TTSWDLANNKVAKVL 197 62 10.21
8 66-PHSHRLGLNKFADIT-80 Gly m Bd28K 273 PASYNLYDDKKADFK 287 67 10.32
8 66-PHSHRLGLNKFADIT-80 Gly m 6.0501 492 SNSYNLGQSQVRQLK 506 97 10.62
Bos d 8
10 86-KKYLQAPKDVSQQIK-100 . 173 KNRLNFLKKISQRYQ 187 14 9.21
(aS2-caseina)
Bos d 8
10 86-KKYLQAPKDVSQQIK-100 . 91KHYQKALNEINQFYQ 105 77 10.32
(aS2-caseina)
10 86-KKYLQAPKDVSQQIK-100 Gly m 6.0301 447 QQTFNLRRQQARQVK461 78 10.32
11 96-SQQIKMANKKMKKEQ-110 Gly m 5.0101 381 KEQIRALSKRAKSSS395 57 9.63
Ninguno entre los
13 116-PPASWDWRKKGVITQ-130 .
100 primeros
Bos d 8
22 206-KEGRCKANKIQDKVT-220 , 51 EEQQQTEDELQDKIH 65 6 9.06
(B-caseina)
Gl lutini
ym ag. utinina 60 SSGKLQLNKVDENGT 74 29 9.99
(lectina)
Glym 4 134 KTGKAKADALFKAIE 148 67 10.58
29 276-PYGINHFVLLVGYGS-290 Gly m Bd28K 328 PISDEYTIVLSGYGE 342 37 10.60
36 346-ARVKSGHRRVDHSPL-360 Gly m 6.0501 67 AGVTVSKRTLNRNGL 81 27 10.44

Asimismo aparecen varios alergenos de soja como Gly m 5, Gly m 6 y P28, en concordancia
con los resultados presentados en este trabajo, y en trabajos previos que describen la

reactividad cruzada entre ambos sistemas proteicos.

Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados de este trabajo podriamos decir en principio

que los criterios fijados por FAO/WHO para predecir reactividad cruzada (35% de similitud en
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una ventana de 80 aminoacidos o 6 aminodacidos idénticos) no serian suficientes (Bindslev-

Jensen et al., 2003).

En el capitulo 1 de este trabajo mapeamos algunos de los epitopes de caseinas reconocidos
por el mAb1DS5 vy al final de este capitulo identificamos epitopes B de la proteina P34. Con
estos datos y utilizando la herramienta de la base SDAP “Peptide-protein PD index”

(http://fermi.utmb.edu/SDAP/sdap_pdi.html), que identifica zonas con propiedades similares

entre pares de péptidos, comparamos los péptidos mapeados en caseinas con los péptidos
solapados de P34. En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos de los PD calculados para
cada par de péptidos caseina-P34. Puede observarse que no existe una correlacién de los PD y
la reactividad frente a 1D5, s6lo dos de los 10 péptidos mapeados en P34 (péptidos nro 3y 22)
son informados con un PD cercano al valor 10, pero dos de los péptidos mas reactivos de P34
frente al mAb 1D5 (péptidos 7 y 8) no tienen un equivalente entre los epitopes identificados en
las caseinas segln esta herramienta. Por lo tanto, estos resultados indican que el indice PD

tiene otras limitaciones ademas de las sefialadas anteriormente.

Tabla 6. Indices PD entre epitopes de caseinas reconocidos por el mAb 1D5 y epitopes de P34

Epitope Secuencia PD Péptido Secuencia Reac

1D5 Caseina P34 P34 cion
aS1-cas 91YLGYLEQLLR100 10.82 3 20QVSSLFQLWK29 +
aS1-cas T9NLLRFFVAPFPE30 11.28 2 6SILDLDLTKF15 -
aS1-cas 97QLLRLKKYKVPQLET10 11.41 2 6SILDLDLTKFTTQK19 -
K-cas 41YPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAK69 | 14.28 | 25y 26 | 231SDESTESETEQAFLSAILEQPISVSIDAK259 -

K-cas 22RFFSDKIAKYIPIQYVLS39 12,22 | 22y23 210RCKANKIQDKVTIDGYET230 +++

El andlisis secuencial por comparaciéon de la composicion aminoacidica de los epitopes de P34
y las caseinas bovinas nos sefialan a los aminodcidos lisina K, serina S y leucina L como
aminodcidos frecuentes, y principalmente a la lisina K como un aminoacido critico para la
unién al anticuerpo.

Oezguen y col. realizaron un andlisis de las areas superficiales expuestas en epitopes IgE
lineales conocidos y descubrieron que la probabilidad de encontrar lisinas K es
significativamente alta y que las probabilidades de encontrar fenilalanina F, tripté6fano W,
metionina M e isoleucina | son significativamente bajas. Proponen que el proceso de union

podria estar guiado via interaccién electrostatica lo que explicaria la carga positiva neta
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(alaninas A, histidinas H y lisinas K), o por lo menos la alta densidad de lisinas en la region del

epitope (Oezguen et al., 2008).

Este resultado es muy importante al momento de disefiar una terapia que utilice el fenémeno
de reactividad cruzada para el tratamiento de alergias alimentarias, como lo es el caso de la
alergia a leche de vaca. En este sentido consideramos altamente significativo haber identificado
la proteina P34 como proteina de reactividad cruzada con PLV, identificado epitopes
inmunodominantes de reactividad cruzada y proponer a la lisina K como aminoacido critico en
la interaccién con los distintos anticuerpos. Por lo tanto hemos planteado la sintesis de
péptidos mutagenizados contenidos en la zona | (péptido NT-P34 y péptidos 7 y 8 solapados)
para comprobar si el reemplazo de lisina por alanina o glicina reduce o elimina la reactividad

con los diferentes anticuerpos.

Los alergenos modificados son potencialmente utiles, mas seguros y mas eficaces para
inmunoterapias dado que contienen epitopes inmunoreactivos modificados o hipoalergénicos,
y de esta manera se reduce la probabilidad de activacion, IgE-mediada, de células como
mastocitos, basofilos y eosindfilos en los pacientes sensibilizados. Estas reacciones son las que
generan los afectos adversos en los tratamientos responsables del abandono del mismo en un
alto porcentaje de pacientes tratados (ver en la introducciéon seccién 6.1. Terapias alergeno-
especificas). Hay varios mecanismos propuestos para explicar los efectos benéficos de la
inmunoterapia alergeno especifica incluyendo la induccion de IgG (bloqueante), reduccién de la
IgE especifica a largo plazo, reduccién del reclutamiento de células T efectoras, alteracién del
balance de citoquinas (Th1-Th2), anergia de células T y la induccién de células T regulatorias.
Sin embargo pueden ocurrir reacciones adversas durante las inmunoterapias alergeno
especificas realizadas con los alergeno nativos (Oezguen et al., 2008) es por esto que el uso de
péptidos modificados (sustituciones de aminoacidos criticos para la unién IgE) derivados de
proteinas de reactividad cruzada son una alternativa muy interesante para evitar o minimizar

estas reacciones adversas.

En conclusion, estos resultados muestran que existen dos epitopes inmunodominantes en /a
secuencia de la proteina de soja Gly m Bd 30K (P34) de reactividad cruzada con PLV, que los

mismos se encuentran separados espacialmente y accesibles al solvente, lo cual podria explicar
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las pruebas cutdneas positivas observadas con P34 en los ratones alérgicos a leche bovina.
Asimismo, hemos demostrado que el andlisis in silico realizado sobre prediccion de epitopes
de reactividad cruzada detecta las mismas zonas de reactividad que los experimentos
utilizando péptidos solapados. Esto nos permitio mapear epitopes de reactividad cruzada e

identificar aminodcidos criticos para la reactividad cruzada
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Discusion general, conclusiones y perspectivas

En el presente trabajo de tesis se realizo la caracterizacion de alergenos de sofa y su
reactividad cruzada con caseinas bovinas. Confirmada su importancia clinica en un modelo de
alergia alimentaria a leche de vaca, aplicamos este concepto al desarrollo de una

inmunoterapia para el tratamiento de esta patologia.

La reactividad cruzada entre estos sistemas proteicos ha sido planteada para
comprender por qué pacientes pediatricos alérgicos a leche de vaca poseen una
hipersensibilidad clinica a soja durante el tratamiento sustitutivo. Este fenédmeno ha sido
descripto en numerosos paises (Ahn et al., 2003; Katz et al.,, 2008; Klemola et al., 2005;
Szaflarska-Szczepanik and Gasiorowska, 2003; Zeiger et al., 1999) y es de gran importancia
local (Orsi et al.,, 2009). Sin embargo nuestro grupo ha sido pionero en la descripcién
inmunoquimica y en la identificacidon de los alergenos responsables. En la actualidad existe una
controversia acerca de la importancia clinica de la reactividad cruzada leche-soja, y sobre la
conveniencia de emplear soja como substituto de leche de vaca en pacientes con edades
comprendidas entre los 6 meses y 2 afios. Actualmente resulta muy dificultoso descartar la
posibilidad de exposicion a soja ya que es un aditivo presente en muchos alimentos, por lo que
se requiere analizar si realmente existe una reactividad cruzada entre estos alergenos o los
pacientes estan sensibilizados a la soja. Estos estudios requieren del desarrollo de
herramientas adecuadas que permitieran identificar las moléculas involucradas, estudiar su
reactividad empleando métodos in vitro e in vivo, avanzar en el estudio del mecanismo
molecular y celular de la respuesta inmune observada, y evaluar la posibilidad de desarrollo de
inmunoterapias correctivas del sistema inmune. Estos estudios fueron abordados en este

trabajo de tesis.

Bases moleculares de la reactividad cruzada leche-soja y su importancia /in
vivo empleando un modelo murino de alergia alimentaria

Los primeros estudios de reactividad cruzada leche-soja desarrollados por nuestro
grupo permitieron identificar la glicinina (globulina 11S) Gly m 6 G4 (A4A5B3) como una
proteina de reactividad cruzada con las caseinas bovinas (Rozenfeld et al.,, 2002).
Posteriormente, se identific6 un segundo componente de soja reconocido por sueros IgE de

pacientes ALV: la B-conglicinina (globulina 7S) Gly m 5 (Curciarello et al., 2008). El empleo de

207



Discusidn general, conclusiones y perspectivas

ratones con alergia alimentaria IgE-mediada a proteinas de leche de vaca permitié evaluar in
vivo la importancia que las proteinas totales de soja, en particular A4A5B3, tienen en la
induccidon de reacciones alérgicas. Estos resultados nos permitieron confirmar la importancia
clinica de la reactividad cruzada inmunoquimica descripta (Smaldini et al., 2012). Aunque la
globulinas 7S y 11S pertenecen a la misma superfamilia de alergenos (cupinas), hasta el
momento la bibliografia sélo ha descripto casos de reactividad cruzada entre proteinas de una
misma familia (Berkner et al., 2009; de Leon et al., 2007; Sicherer and Sampson, 2007). No hay
ejemplos descriptos de reactividad cruzada entre proteinas no relacionadas filogenéticamente,
como es el caso de las caseinas bovinas y las globulinas de reserva de la soja. Por este motivo
en el primer capitulo de este trabajo se estudiaron e identificaron epitopes de reactividad
cruzada empleando un anticuerpo monoclonal especifico de caseinas bovinas denominado
1D5. Este anticuerpo reconoce con mayor afinidad aS1-caseina bovina, pero también reconoce
k- y B-caseina, con valores de teniendo constantes de afinidad en el rango esperado para
anticuerpos monoclonales. Mediante herramientas de inmunoproteémica se caracterizaron los
epitopes reconocidos por el mAb 1D5 en las caseinas: en «S1-caseina se identificaron dos
epitopes con las secuencias NLLR o QLLR (posiciones 19-30, 91-100 y 97-100) y dos epitopes
en k-caseina (posiciones 22-39 y 41-69) que poseen entre si baja similitud secuencial. La
presencia de mas de un epitope en estas proteinas se puede explicar por las duplicaciones
ocurridas durante la evolucion de estas familias de genes (Hobbs and Rosen, 1982; Kawasaki
and Weiss, 2003). A pesar de que la k-caseina no es una fosfoproteina que une calcio, como si
lo son las ®S1, oS2 y B-caseinas, los genes de todas las caseinas poseen un origen evolutivo
comun (Kawasaki and Weiss, 2003; Kawasaki et al., 2007) lo que permite comprender que sean
reconocidas por un mismo anticuerpo monoclonal a pesar de la baja identidad de secuencia.
Empleando este mAb identificamos dos péptidos en la subunidad « de la B-conglicinina (Gly m
5.0101) que contienen epitopes B: corresponden a las posiciones 101-120 y 503-521 que

poseen también aminodacidos cargados/polares (K, R Q) e hidrofébicos (L, F, Y).

El origen propuesto para las proteinas de la leche se remonta a los ancestros de los
mamiferos, que fueron animales endotérmicos pequefios y de rapido crecimiento, en los que
estas proteinas se constituyeron como importante fuente de aminoacidos, calcio y fésforo

superando las limitaciones que presentaban los huevos de animales no endotérmicos (Oftedal,
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2012). Por otro lado, las proteinas de semilla aportan aminodcidos importantes para el
desarrollo del embrién y su estructura se relaciona con las germinas presentes en el reino
vegetal, y en formas de resistencia que presentan algunos procariotas (Dunwell et al., 2000,
2004, 2008). Sin embargo no han sido descriptas proteinas similares en el reino animal. Por lo
tanto, estos sistemas proteicos no estdn relacionados evolutivamente y sin embargo pueden
ser reconocidos como proteinas similares por diferentes receptores antigénicos (anticuerpos y

receptores de LT).

En la soja se han encontrado 16 proteinas reconocidas por sueros IgE de pacientes
(L’Hocine and Boye, 2007) entre las que se encuentran Gly m Bd 30K (P34) y Gly m Bd 28K
(P28), ademas de las globulinas de reserva 7S (Gly m 5) y 11S (Gly m 6). Teniendo en cuenta
que el tamafio de P34 coincide con el de Gly m 6 G4 o A4A5B3, y ademas que P34 es
considerada el principal alergeno de soja (Helm et al., 1998), a pesar de que aln no ha sido
incluida en la lista de alergenos por la IUIS Allergen Nomenclature Sub-Committee
(http://www.allergen.org/), se decidié analizar si esta proteina estaba involucrada en la
reactividad cruzada con caseinas bovinas. También se analiz6 la reactividad cruzada de la
proteina P28 (Hiemori et al., 2004; Tsuji et al., 2001b; Xiang et al., 2004) que pertenece a la
familia de las cupinas como Gly m 5 y Gly m 6. Estas proteinas se obtuvieron en forma
recombinante y se demostro que tanto P34 como P28 son reconocidas por sueros de pacientes
con historia clinica compatible con una ALV, y que P34 es reconocida por mAbs especificos de
®, B y k-caseinas. Ademas, empleando un ELISA competitivo con el mAb 1D5 se mostré que
P34 es capaz de desplazar su unién a «-caseina, mientras que P28, no. Estos resultados
confirman que Unicamente P34 poseeria epitopes compartidos con x-caseina (capitulo 2). La
importancia de este reconocimiento fue evaluada /7 vivo empleando ratones ALV,
demostrandose que P34 contiene epitopes B y T de reactividad cruzada con proteinas de leche
de vaca, responsables de la induccién de reacciones de hipersensibilidad inmediata frente a la

exposicion oral a la soja y de pruebas cutdneas positivas (capitulo 2).

Posteriormente, para identificar las regiones responsables de la reactividad cruzada se
utilizdé un método de alineamiento secuencial que supera las limitaciones de los métodos
convencionales y que consiste en alinear los péptidos cortos de caseinas descriptos como

epitopes inmunodominantes, con P34. En base a las identidades y similitudes halladas se
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establecid una escala de valores que permitiera valorar las reactividades cruzadas (capitulo 4).
Este analisis secuencial /n silico permiti6 localizar en P34 dos regiones (denominadas NT-P34 y
CT-P34) candidatas a ser las responsables de la reactividad cruzada con las caseinas bovinas.
Por lo tanto se obtuvieron estas dos regiones en forma recombinante y se evaludé su
reconocimiento /n vitro empleando sueros IgE y mAb-CB. Estos ensayos nos permitieron
confirmar que el péptido NT-P34 contiene epitopes B, mientras que la regién CT-P34 contiene
epitopes T capaces de inducir la proliferacién de linfocitos T de ratones alérgicos a proteinas
de LV. Estos resultados demuestran la capacidad predictiva de los métodos bioinformaticos

empleados.

La FAO/WHO fija como criterio para predecir reactividad cruzada que las proteinas
presenten un 35% de similitud en una ventana de 80 aminodcidos o 6 aminoacidos idénticos
(Bindslev-Jensen et al., 2003). Los resultados mostrados en este trabajo muestran que
proteinas que no cumplen con estas reglas pueden presentar reactividad cruzada /n vitro e in
vivo. Este es el primer trabajo que muestra que varias proteinas de distintos origenes
evolutivos y funciéon, como los son las caseinas bovinas y las globulinas de reserva 7Sy 11S
junto a la proteasa cisteinica inactiva P34, presentan reactividad cruzada de importancia
clinica, y no asi la cupina P28. La presencia de anticuerpos IgE con capacidad de reconocer
proteinas tan diversas tal vez se deba a la diversidad de los distintos genes de caseinas y a la
presencia de regiones repetidas que hace que las inmunoglobulinas generadas en el organismo
tengan una afinidad intermedia y una mayor promiscuidad, como la observada con los
anticuerpos monoclonales generados empleados. Mostramos que los anticuerpos presentaban
una afinidad intermedia por las caseinas, lo cual podria justificar el reconocimiento cruzado
entre las diferentes caseinas (aunque reconoce cada una de ellas en forma preferencial) y las
diferentes proteinas de soja. No podemos descartar que lo mismo ocurra con los anticuerpos
IgE especificos de las caseinas inducidos en los pacientes alérgicos a LV. Es importante sefialar
que la posibilidad de reconocimiento miultiple por parte de los anticuerpos ha sido descripta
para comprender las bases moleculares de las enfermedades autoinmunes y las alergias, y en
ultima instancia para comprender el funcionamiento del sistema inmune. Esta propiedad se ha
denominado promiscuidad de los anticuerpos (James and Tawfik, 2003; James et al., 2003). Por

lo tanto sostenemos que la promiscuidad en el reconocimiento antigénico por parte de los

210



Discusion general, conclusiones y perspectivas

anticuerpos monoclonales esta dirigida a epitopes conformacionales similares, en base a los
resultados mostrados de MALDI-TOF y péptidos solapados sintéticos (carecen de similitud
secuencial). Aunque los eventos moleculares que llevan a la formacién de una célula plasmatica
productora de IgE implican la maduraciéon de la afinidad (Yanagihara, 1999), no esta claro el rol
que tiene la maduracidn de la afinidad de IgE en la severidad de la alergia, ya que por ejemplo
para alergia a mani no se encontrdé una correlacién positiva entre estos parametros (ElI-Khouly
et al., 2007). Sin embargo, para ALV se ha informado que cuanto mayor es la diversidad de
epitopes reconocidos y la afinidad por los mismos mas severos son los sintomas y la
persistencia de la alergia (Wang et al., 2010). Ninguno de los epitopes mapeados en este
trabajo coincide con los informados en el trabajo de Wang y colaboradores en el cual describen
las caracteristicas de los epitopes de alta afinidad que son reconocidos por pacientes con
persistencia de alergia a leche bovina con la edad (Wang et al.,, 2010). Por lo tanto estos
resultados pueden significar un aporte que permitan una comprensién mas amplia del

reconocimiento de los alergenos por parte de los elementos del sistema inmune.

El mapeo de epitopes realizados en caseinas bovinas y en PS empleando protedmica,
péptidos sintéticos y proteinas recombinantes permitido definir caracteristicas comunes en
ellos. Los epitopes reactivos presentan una longitud de 5-7 aminodcidos, con aminoacidos
polares criticos para la inmunoreactividad, que estructuralmente actuarian de “anclaje”,
flanqueados por aminodacidos hidrofébicos que estabilizarian la interaccién. Epitopes con
caracteristicas similares han sido descriptos para otros sistemas alergénicos (Asakawa et al.,
2010). Ademas secuencias aminoacidicas de esta longitud serian suficientes para constituir
epitopes lineales y conformacionales capaces de ser reconocidos por anticuerpos de

reactividad cruzada (Silvanovich et al., 2006).

En sintesis, a través de métodos /n vitro empleando antigenos en solucién y en fase
solida caracterizamos los epitopes presentes en caseinas, Gly m5 y P34. El andlisis /n silico
permitié ademas identificar las regiones y los aminodcidos de P34 que serian compartidos con
los epitopes descriptos para caseinas. La reactividad cruzada de estos péptidos fue finalmente
confirmada /n vivo, empleando el modelo murino de alergia alimentaria a leche de vaca
mediado por IgE. Este modelo no sélo nos permitié confirmar la reactividad cruzada diferencial

de P28 y P34, sino que ademas nos permitié profundizar la caracterizacion de epitopes de
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estas moléculas, dado que P34 fue capaz de desencadenar signos clinicos de hipersensibilidad
en ratones previamente sensibilizados Gnicamente a leche de vaca. Estos resultados confirman
ademas la importancia de contar con modelos animales de este tipo, para realizar estudios que

en pacientes estan limitados por cuestiones éticas.

Disefio de una estrategia de inmunointervencion segura para leche de vaca
En la actualidad se plantea como estrategia para el tratamiento de las enfermedades
alérgicas la induccion de tolerancia a través de distintos tipos de inmunoterapias. Entre ellas la
inmunoterapia alergeno-especifica utiliza el mismo alergeno, o una proteina estructuralmente
relacionada, para inducir linfocitos T con propiedades regulatorias (Treg). Sobre la base de los
resultados de P34 como proteina de reactividad cruzada capaz de inducir reacciones alérgicas
en ratones sensibilizados a LV e inducir la expansién in vitro de LT se planted la hipétesis de
que esta proteina podria funcionar en una inmunoterapia tolerogénica. Para tal fin empleamos
el modelo murino de alergia alimentaria a LV y estudiamos un protocolo de induccién de
tolerancia mediante la administracién sublingual de P34 (inmunoterapia sublingual)
Observamos un aumento de linfocitos Treg inducibles (linfocitos T CD4+ Foxp3+) en ganglios
mesentéricos y en bazo, que serian los responsables de la inhibicion de la reaccion alérgica
observada en animales sensibilizados y tratados. Estos resultados nos alientan a continuar con
el estudio y la optimizaciéon de estas inmunoterapias empleando proteinas de reactividad
cruzada y péptidos derivados de P34, de manera de hallar un protocolo experimental que
minimice el riesgo de la induccién de reacciones adversas. En los ensayos clinicos en pacientes
con ALV estas reacciones constituyen el principal obstaculo y son la causa de abandono de los
tratamientos. En todos los trabajos publicados se observa que la administracion de proteinas
de leche por via mucosal en pacientes alérgicos a leche bovina se desencadenan estas
reacciones adversas. Sin embargo, con la inmunoterapia sublingual se ha logrado reducirlas,
pero no eliminarlas. Esto puede deberse a que en este tipo de inmunoterapias las cantidades
de proteinas necesarias para inducir tolerancia son entre 50-400 veces menor con respecto a
una inmunoterapia oral. Dado que hemos identificado a NT-P34 como el péptido que contiene
el o los epitopes B, y hemos identificado los aminoacidos inmunodominantes que serian los
responsables de inducir las reacciones alérgicas por un lado, mientras que CT-P34 promueve

la proliferacién de linfocitos T, pero no es capaz de provocar una respuesta alérgica,
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proponemos que la modificacion de NT-P34 (mutagénesis dirigida) y su inclusién en una
inmunoterapia junto a CT-P34 podrian ser candidatos potenciales para una vacuna mucosal.
De esta manera planteamos continuar con esta linea de trabajo y sintetizar quimeras de P34
que contengan péptidos mutagenizados que posean epitopes B con capacidad reducida o nula
de unir IgE, pero capaces de inducir la sintesis de IgG (anticuerpos bloqueantes), y con
epitopes T para inducir LT con actividad regulatoria (epitopes T tolerizantes). Para ello
proponemos mutagenizar el péptido NT-P34 sustituyendo las lisinas (K) y ciertos aminoacidos
hidrofobicos vecinos, por alaninas (A) o glicinas (G) a fin de disminuir su alergenicidad. Luego
fusionaremos este péptido mutagenizado con el péptido CT-P34 para el tratamiento de los
animales alérgicos por vias mucosales. El empleo de esta quimera recombinante constituiria
una inmunoterapia desensibilizante y tolerizante que aun no ha sido estudiada en estos
sistemas. Ademas es necesario optimizar dosis, tiempos y vias de administracién del antigeno
para lograr un tratamiento lo mas eficiente y duradero posible. También hemos planteado la
combinacién de estos péptidos tolerizantes junto a adyuvantes pro-tolerogénicos (hidratos de
carbono, péptidos derivados de parasitos), o pro-Th1 (OMP de Brucela abortus), o en forma

combinada con terapias bioldégicas (anticuerpos monoclonales a-IgE).

Existen numerosos ensayos clinicos en los cuales se inducen mecanismos de tolerancia
mediante el empleo de péptidos que contienen epitopes T. Existen numerosos estudios en
modelos animales y en pacientes que emplean péptidos derivados de diferentes alergenos:
péptidos derivados de Der p 2 del dermatofagoides (Hoyne et al., 1993; O’Hehir et al., 1991),
de alergenos del polen Bet v 1y Phl p 1 (Ball et al., 2009; Bauer et al., 1997; Vrtala et al., 2000,
2001), del veneno de insectos como Api m 1 (Von Garnier et al., 2000; King et al., 1998),
derivados del alergeno mayor del gato Fel d 1 (Alexander et al., 2005; Briner et al., 1993; Péne
et al., 1998). Las inmunoterapias han evolucionado marcadamente en las ultimas décadas. Las
vias primitivas de administracion de los alergenos fueron la intradérmica y subcutanea. Las
innumerables reacciones adversas inducidas (muchas fatales) llevaron al estudio de vias
alternativas, siendo las mucosales (oral o sublingual) las rutas que actualmente se emplean por
ser una forma mas segura y efectiva. Es indudable que el mejor conocimiento de los sistemas
inmunes asociados a las mucosas ha impactado enormemente en este campo. De todas

maneras, son pocos los trabajos que emplean péptidos hipoalergénicos para el tratamiento de
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alergias alimentarias lo cual nos lleva profundizar los estudios en base a los resultados aqui
mostrados. Recientemente se vio que la administracién oral de péptidos T derivados del
alergeno ovomucoide (Ovm) del huevo en forma de mondmero o trimero por via oral alivia las
reacciones alérgicas en ratones alérgicos al huevo (Rupa and Mine, 2012). Nuestro modelo
murino de alergia alimentaria IgE-mediado nos brinda la posibilidad de contar con una
herramienta /in vivo muy importante para evaluar la eficiencia y seguridad de estas nuevas
estrategias terapéuticas. Por otro lado somos conscientes que muchas de estas potenciales y
novedosas terapias pueden funcionar correctamente en un modelo animal y luego fracasar en
pacientes. Existen muchos ejemplos en la practica clinica que indican que no siempre es

posible extrapolar los resultados obtenidos en un animal al hombre.

Reforzamos entonces el concepto sobre la importancia del mapeo de epitopes By T
para el desarrollo de vacunas mucosales para el tratamiento de alergias alimentarias, y el
empleo de modelos animales para validar protocolos propuestos. En este sentido son muy
importantes los métodos computacionales de prediccion de epitopes B (aplicado en esta tesis)
y de epitopes T (utilizando diferentes servidores disponibles) (Bian and Hammer, 2004; Nielsen
et al.,, 2010; Zhang et al., 2005) para complementar los estudios experimentales, reducir al

minimo el nUmero de experimentos de validaciéon y acelerar el proceso de mapeo de epitopes.

En conclusion, en este trabajo de tesis identificamos un nuevo alergeno de soja de
reactividad cruzada, Gly m Bd 30K previamente descripto como uno de los alergenos mayores
de la soja. Identificamos y caracterizamos sus epitopes B, iniciamos la caracterizacion de sus
epitopes T e incluimos esta proteina en un protocolo de inmunoterapia tolerizante,
demostrando que es eficaz en la disminucion de los signos clinicos en ratones ALV, en la
disminucion de la produccion de IgE y citoquinas Th2, y en la negativizacion de las pruebas

cutdneas.

Mostramos entonces que disponemos de varias herramientas para avanzar en la
resolucion de una problemdtica sanitaria que afecta a gran parte de los nifios en nuestra

poblacion.
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Figura 1. Espectros de masas MALDI-TOF correspondientes a las digestiones de las caseinas
bovinas con tripsina. Los péptidos de m/Z permiten identificar con certeza esta proteina
(huellas peptidicas). El numero en los espectros indica la masa molecular [M+H]*.
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Figura 2. Espectros de masas MALDI-TOF correspondientes a las digestiones de /las caseinas
bovinas con Glu-C. Los péptidos de m/Z permiten identificar con certeza esta proteina (huellas
peptidicas). El numero en los espectros indica la masa molecular [M+HJ*.
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Figura 3. Espectros de masas del péptido producido por la digestion de la a-caseina con
tripsina y recuperado por inmunocaptura. A: EM MALDI-TOF del eluido post inmunocaptura de
mAbID5 del digerido de a-caseina con tripsina. B: EM MALDI-TOF correspondiente al péptido
de 1267,733 Da, identificacion por huella peptidica de su secuencia. C: Secuencia aminoacidica
marcada en rojo correspondiente al péptido capturado.
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Figura 4. Espectros de masas del péptido producido por la digestion de /a a-caseina con GluC
y recuperado por inmunocaptura. A: EM MALDI/-TOF del eluido post inmunocaptura de
mAbID5 del digerido de a-caseina con GluC. B: EM MALDI-TOF correspondiente al péptido de
1449,804 Da, identificacion por huella peptidica de su secuencia. C: Secuencia aminoacidica

marcada en rojo correspondiente al péptido capturado.
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Figura 5. Espectros de masas del péptido producido por la digestién de la a-caseina con GluC
y recuperado por inmunocaptura. A: EM MALDI/-TOF del eluido post inmunocaptura de
mAbID5 del digerido de a-caseina con GluC. B: EM MALDI-TOF correspondiente al péptido de
1756,089 Da, identificacion por huella peptidica de su secuencia. C: Secuencia aminoacidica
marcada en rojo correspondiente al péptido capturado.
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Figura 6.

marcada en rojo correspondiente al péptido capturado.

Espectros de masas del péptido producido por /a digestion de la k-caseina con
tripsina y recuperado por inmunocaptura. A: EM MALDI/-TOF del eluido post inmunocaptura de
mAbID5 del digerido de k-caseina con tripsina. B: EM MALDI-TOF correspondiente al péptido
de 3515,781 Da, identificacion por huella peptidica de su secuencia. C: Secuencia aminoacidica
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Figura 7. Espectros de masas del péptido producido por la digestion de la k-caseina con
tripsina y recuperado por inmunocaptura. A: EM MALDI-TOF del eluido post inmunocaptura de
mAbiID5 del digerido de k-caseina con tripsina. B: EM MALDI-TOF correspondiente al péptido
de 4010,063 Da, identificacion por huella peptidica de su secuencia. C: Secuencia aminoacidica

marcada en rojo correspondiente al péptido capturado.
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Figura 8. Espectros de masas del péptido producido por /a digestion de /a k-caseina con GluC y
recuperado por inmunocaptura. A: EM MALDI-TOF del eluido post inmunocaptura de mAbI1D5
del digerido de k-caseina con GluC. B: EM MALDI-TOF correspondiente al péptido de 2188,294
Da, identificacion por huella peptidica de su secuencia. C: Secuencia aminoacidica marcada en
rojo correspondiente al péptido capturado.
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Figura 9. Espectros de masas correspondientes al mapeo de Gly m 5.0101 con los mAb-CB. A:
EM MALDI-TOF de la digestion total de la proteina con GluC (huella peptidica). B: EM MALDI-
TOF correspondiente al eluido de Gly m 5.0101 digerida con GluC post inmunocaptura con
mAbIDS5, se recupararon los péptidos de masas 2260,675 Da y 1864,450 Da (flechas rojas). C:
EM MALDI-TOF correspondiente al eluido de Gly m 5.0101 digerida con GluC post
inmunocaptura con mAb4C3, se recupararon los péptidos de masas 2260,675 Da, 1864,450
Da y 4164,027 Da (flechas rojas). D: EM MALD/-TOF correspondiente al eluido de Gly m 5.0101
digerida con GluC post inmunocaptura con mAb3B5, se recupararon los péptidos de masas
2260,675 Da y 1864,450 Da (flechas rojas).
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Tabla 1. Resumen de los péptidos mapeados a partir de a-caseina y k-caseina mediante

inmunocaptura.
Tripsina
M+1/Da Secuencia
Alfa 1267,6 YLGYLEQLLR
3515,8 YPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAK
Kappa
4010,1 YPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAKPAAVR
Glu-C
M+1/Da Secuencia
1449,8 NLLRFFVAPFPE
Alfa
1756,1 QLLRLKKYKVPQLE
Kappa 2188,3 RFFSDKIAKYIPIQYVLS

Tabla 2. Resdmen de los péptidos mapeados a partir de aS1-caseina y k-caseina mediante dot

blots.
Tripsina
Muestra M+1/Da Secuencia
Kappa vs TRP HPLC
Alfa Tubos 27 - 35 min 1267,6 YLGYLEQLLR
contaminacion
K TRP HPLC
appavs : 3515,8 YPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAK
Tubos 33 - 34 min
Kappa Kappa vs TRP HPLC
PP ) 4010,1 | YPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAKPAAVR
Tubo 33 min
Glu-C
Muestra M+1/Da Secuencia
Alfa vs GluC HPLC
2120,2
Tubo 15 - 21 min 0 RPKHPIKHQGLPQEVLNE
Alf luC HPL
Alfa avs GluC HPLC 1449,8 NLLRFFVAPFPE
Tubo 22 min
Alf GluC HPLC
8 Vs Bk T 1756,1 QLLRLKKYKVPQLE
Tubo 21 min
Beta vs GluC HPLC
Beta etavs Liut 1 2794.6 MPIQAFLLYQEPVLGPVRGPFPIIV
Tubo 25 min
Kappa vs GluC HPLC
21
Kappa Tubo 21 min 88,3 RFFSDKIAKYIPIQYVLS
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Tabla 3. Alineamientos entre los péptidos de caseinas bovinas descriptos como epitopes en la
base de datos IEDB y diferentes proteinas de soja.

Nro Secuencia Proteina
aS1-caseina bovina
1 AMEDIKQMEA precursor
2 AQQKEPMIGV
3 AWYYVPLGTQ
4 AYFYPELFRQ
5 AYFYPELFRQFYQLDAYP
6 DAPSFSDIPN
7 DAYPSGAWYY
8 DIGSESTEDQ
9 DIPNPIGSEN
10 DIPNPIGSENSEKTTMPLW
11 EKVNELSKDI
12 ELAYFYPELF
13 ELSKDIGSES
14 ENSEKTTMPL
15 GSENSEKTTM
16 GSESTEDQAM
17 GVNQELAYFY
18 GYLEQLLRLK
19 GYLEQLLRLKKYKVPQ
20 HSMKEGIHAQ
21 HSMKEGIHAQQKEPMIGVNQ
22 IGVNQELAYFYPELFRQFYQ
23 IHAQQKEPMI
24 IKQMEAESIS
25 IQKEDVPSER
26 ISSSEEIVPN
27 IVPNSAEERL
28 IVPNSVEQKH
29 KEDVPSERYL
30 KEDVPSERYLGYLEQLLRLK
31 KEGIHAQQKEPM
32 KHIQKEDVPS
33 KHPIKHQGLP
34 KHQGLPQEVL
35 LPQEVLNENL
36 LRFFVAPFPE
37 LRLKKYKVPQ
38 MIGVNQELAY
39 NENLLRFFVA
40 NENLLRFFVAPFPEVFGKEK
41 NLLRFFVAPF
42 PNPIGSENSE
43 PNSAEERLHS
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Nro Secuencia Proteina
aS1-caseina bovina

44 PNSVEQKHIQ precursor

45 SEKTTMPLW

46 SESTEDQAMEDIKQMEAE

47 SESTEDQAMEDIKQMEAESI

48 SGAWYYVPLG

49 SKDIGSESTE

50 TQYTDAPSFS

51 VEQKHIQKEDVPSERYLGYL

52 VFGKEKVNEL

53 VFGKEKVNELSKDIGSESTE

54 FPEVFGKEKVNELSKDIGSESTE

55 PNSVEQKHIQKEDVPSERYL

aS2-caseina bovina

56 ENLCSTFCKE precursor

57 EEVKITVDDKHYQKALNEIN

58 EKNRLNFLKKISQRYQKFALPQYLKT

59 KNTMEHVSSSEESIISQETY

60 KTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL

61 LNPWDQVKRNAVPITPTLNR

62 SIISQETYKQEKNMAINPSK

63 TLNREQLSTSEENSKKTVDM

B-caseina bovina

64 ESQSLTLTDVENLHLPLPLL precursor

65 FAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNI

66 RINKKIEKFQSEEQQQTEDELQDKIH

67 TVMFPPQSVLSLSQSKVLPV

K-caseina bovina

68 AKYIPIQYVLSRYP precursor

69 CEKDERFFSDKIAK

70 IESPPEINTVQVTS

71 KKNQDKTEIPTINT

72 RFFSDKIAKYIPIQYVLSRY

73 RYPSYGLNYYQQKPVALINN
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Figura 10. Alineamiento profile-profile (1PCl y P34) con el servidor FFASO3, subrayamos los
aminodcidos no modelados en la secuencia de P34.
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