£4% Universidad

#93 de Alcald

COMISION DE ESTUDIOS OFICIALES
DE POSGRADO Y DOCTORADO

ACTA DE EVALUACION DE LA TESIS DOCTORAL

Afo académico 2018/19
DOCTORANDO: CASTILLO FERNANDEZ, MIRIAM
D.N.I./PASAPORTE: ****1627H

PROGRAMA DE DOCTORADO: 410-BIOLOGIA FUNCIONAL Y BIOTECNOLOGIA
DPTO. COORDINADOR DEL PROGRAMA: CIENCIAS DE LA VIDA
TITULACION DE DOCTOR EN: DOCTOR/A POR LA UNIVERSIDAD DE ALCALA

En el dia de hoy 11/06/19, reunido el tribunal de evaluacién nombrado por la Comisidn de Estudios Oficiales de
Posgrado y Doctorado de la Universidad y constituido por los miembros que suscriben la presente Acta, el
aspirante defendid su Tesis Doctoral, elaboradabajo la direccion de FERNANDO PINEDA DE LA LOSA // BENITO
FRAILE LAIZ.

Sobre el siguiente tema: AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE PROTEINAS DE LA FRACCION LIPIDICA DE LA ESPECIE
ARACHIS HYPOGAEA. IMPLICACION EN LA HIPERSENSIBILIDAD TIPO |.

Finalizada la defensa y discusion de la tesis, el tribunal acordd otorgar la CALIFICACION GLOBAL! de (no apto,

A, PATRIMONIO DE LA HUMANIDAD

o (] C .
aprobado, notable y sobresaliente): POBRESALIENTE
Alcald de Hena res,...u. ....... de.dyvNNO de .22 q

-l
S
;’ EL PRESIDENTE EL SECRETARIO
a

4 ’
2 //\z“ﬁ)‘> /// /]/)(’
o Wl Neeageels WA S (e
” B VAN
&
E Fdo.: MAR ROYUELA GARCIA Fdo.:ALICIA ARMENTIA MEDINA W NTE TOLEDANO
o}

Declcgada dc la Comisidn de Estudios Oficiales de Posgrado,

a la vista dc los votos emitidos de mancra anénima por ¢l

tribunal que ha juzgado la tesis, resuclve: FIRMA DEL ALUMNO,
M Conceder la Mencién de **Cum Laudc”
[:] No conceder la Mencion de “‘Cum Laude™

La Sccretaria dc la Comision Delegada

\g\ﬂﬂkﬁﬁw—\—— Fdo.: CASTILLO FERNANDEZ, MIRIAM

"

" n "w.,n

! La calificacion podra ser “no apto” “aprobado” “notable” y “sobresaliente”. Ll tribunal podra otorgar la mencion de “cum laude” si la
calificacion global es de sobresalicnte y sc emite en tal sentido ¢l voto scereto positivo por unanimidad.



INCIDENCIAS / OBSERVACIONES:




UNIVERSIDAD DE ALCALA, PATRIMONIO DE LA HUMANIDAD

:ﬁ Universidad
#94 de Alcald

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION
Y TRANSFERENCIA

En aplicacion del art. 14.7 del RD. 99/2011 y el art. 14 del Reglamento de Elaboracién,
Autorizacidn y Defensa de la Tesis Doctoral, la Comisidn Delegada de [a Comision de Estudios
Oficiates de Posgrado y Doctorado, en sesidn plblica de fecha 24 de junio, procedid al
escrutinio de los votos emitidos por los miembros del tribunal de la tesis defendida por
CASTILLO FERNANDEZ, MIRIAM, el dia 11 de junio de 2019, titulada, AISLAMIENTO Y
PURIFICACION DE PROTEINAS DE LA FRACCION LIPIDICA DE LA ESPECIE ARACHIS HYPOGAEA.
IMPLICACION EN LA HIPERSENSIBILIDAD TIPO | para determinar, st a [a misma, se le concede
la mencién “cum laude”, arrojando como resultado el voto favorable de todos los miembros
del tribunal.

Por lo tanto, la Comisién de Estudios Oficiales de Posgrado y Doctorado resuelve otorgar a
dicha tesis la

MENCION “CUM LAUDE”

Alcald de Henares, 24 de junio de 2019
EL VICERRECTOR DE INVESTIGACION Y TRANSFERENCIA
F. Javier de la Mata de la Mata

Copia por e-mail &

Doctorando: CASTILLO FERNANDEZ, MIRIAM

Secretario del Tribunal: ALICIA ARMENTIA MEDINA

Directores de Tesis: FERNANDO PINEDA DE LA 1L.OSA // BENITO FRAILE LAIZ

ﬁﬁﬂigdz'SEQﬁm:DeVeﬁﬁt%sicibn': Mf0pgEEDYMNGURQbJIApeyAs= “Eslade ] Fechayhomi
i7iif Firmedo Por | Francisco Javier De La Mata De La Mata - Vicerrector de Investigacisn Y Firmiado 26/06/2019 09:09:42
LR Transferencia
+Observaclones S Paginais 14

5477 On'De Verificaclen =1 https://vEirma.uvah,es/vEirma/code/MfOpqEEDYMNGUNQbIAPCY A==

iy







£28 Universidad

ESCUELA DE DOCTORADO
Servicio de Estudios Oficiales de
Posgrado

DILIGENCIA DE DEPOSITO DE TESIS.

Comprobado que el expediente académico de D./pa Miriam Castillo Fernandez

reune los requisitos exigidos para la presentacion de la Tesis, de acuerdo a la normativa vigente, y habiendo

presentado la misma en formato: [ ] soporte electronico [X] impreso en papel, para el depésito de la
misma, en el Servicio de Estudios Oficiales de Posgrado, con el n° de paginas: 249 se procede, con
fecha de hoy a registrar el depdésito de la tesis.

Alcala de Henares a_11 e abril de 2019

Aurora Juarez Abril

Fdo. El Funcionario



vega.lopez
Sello


M Universidad

de Alcald

Programa de Doctorado en Biologia funcional y biotecnologia

Aislamiento y purificacion de proteinas
de la fraccion lipidica de la especie
Arachis hypogaea. Implicacion en la
hipersensibilidad tipo |.

Tesis Doctoral presentada por

MIRIAM CASTILLO FERNANDEZ

Director/a:
DR. FERNANDO PINEDA DE LA LOSA
DR. BENITO FRAILE LAIZ

Alcalad de Henares, 25 febrero de 2019






A

Informe del Director de Tesis

D. Fernando Pineda de la Losa, Doctor en Farmacia. por la Universidad Complutense
de Madrid y Responsable del Laboratorio de Aplicaciones en DIATER Laboratorios,
como Director de Tesis,

CERTIFICA QUE

Dofia Miriam Castillo Fernandez, Graduada en Biologia Sanitaria por la Universidad de
Alcala, ha realizado bajo mi direccion la presente memoria de tesis “Aislamiento y
purificacion de proteinas de la fraccion lipidica de la especie Arachis hypogaea.
Implicacién en la hipersensibilidad tipo I”.

Tras examinar y revisar dicho trabajo, considero que reune los criterios de originalidad,
rigor cientifico y calidad, por lo que doy mi aceptacion para su defensa y aprobacion.

Para que asi conste, a los efectos oportunos, firmo el presente certificado en Madrid, a
05 de marzo de 2019.

Dr. Fernando Pineda de la Losa

Avda. Gregorio Peces Barba, 2 - Parque Tecnologico de Leganés - 28918 Leganés - MADRID
Teif.: (34) 91 496 60 13 - Fax: (34) 91 496 60 12
E-mail: diater@diater.com






UNIVERSIDAD DE ALCALA, PATRIMONIO DE LA HUMANIDAD

; . . DEPARTAMENTO DE
% Umvermdad BIOMEDICINA Y
' 5 BIOTECNOLOGIA
:‘.‘.‘:““u‘- de Alcali Campus Universitario
Ctra. Madrid-Barcelona, km. 33,600
28871 - Alcald de Henares (Madrid)
Teléfono: 91 885 46 73/ 47 51
Fax: 91 88546 63 /47 99
dpto.biomechiotec@uah.es

saas
frrvey

BENITO FRAILE LAIZ, Catedrdtico de Biologia Celular del Departamento de
Biomedicina y Biotecnologia de la Universidad de Alcala

INFORMA que Dfia. Miriam Castillo Fernandez, ha realizado bajo su codireccién
el trabajo correspondiente a la Tesis Doctoral, que lleva por titulo: “Aislamiento
y purificacién de proteinas de la fraccién lipidica de la especie Arachis
hypogaea. Implicacién en la hipersensibilidad tipo 1”, cumpliéndose todos los
requisitos necesarios para proceder a su defensa y aprobacién

Para que asi conste y surta los efectos oportunos, se firma el presente informe
en Alcaléd de Henares, a 26 de febrero de 2019

Fdo.: Benito Fraile Laiz






LEDNARDD CASAND MAZZA, Catedritico de Fisiologia Vegetal v Coordinador
del Programa de Doctorade en Biologla Funcional ¥ Biotecnologia de Ia
Universidad de Alcald
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adenosin monofosfato ciclico.
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ITSC/SCIT:
ITSL/SLIT:
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kcal:

KCI:

Kaq:

kDa:

KH2P04Z
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yodo-125.
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molécula de adhesion intercelular 1.

interferbn gamma.

inmunoglobulina.

inmunoglobulina A.

inmunoglobulina D.

inmunoglobulina E.

inmunoglobulina G.

inmunoglobulina M.

interleuquina.
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Estudio Internacional de Asma y Alergias pediétricas.
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inmunoterapia especifica con alérgeno por via epicutanea.
inmunoterapia especifica con alérgeno por via oral.
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Union Internacional de Sociedades Inmunolégicas.
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cloruro potasico.

constante de disociacion.
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fosfato potésico.
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KIT:
kU:
L:

LEAP:

LTA4,B4,C4,D4,E4:

LTc:
LTP:
M:
mA:
mBar:
MBP:
MCr:
MCrc:
mg:
MIP-1a:
mL:
mm:

mM:

NacCl:
NADPH:
NaHCO:s:
NalOg:
NaOH:
ng:

nm:

NO:

ne:

receptor transmembrana con actividad tirosina quinasa.
kilo unidades.

litro.

estudio de Aprendizaje Temprano de la Alergia al cacahuete.
leucotrienos de clases A4, B4, C4, D4, E4.
linfocitos T CD8+.

proteinas de transferencia de lipidos.
molaridad.

miliamperio.

milibar.

proteina basica mayor.

mastocitos T.

mastocitos TC.

miligramo.

proteina inflamatoria macrofagica 1a.
mililitro.

milimetro.

milimolar.

milimetro cuadrado.

milivoltio.

normalidad.

cloruro sodico.

nicotinamida adenina dinucleétido fosfato.
bicarbonato soédico.
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hidroxido de sodio.
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nanémetro.

mondxido de nitrégeno.

ndmero.
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LA ENFERMEDAD ALERGICA

PERSPECTIVA HISTORICA

Las enfermedades alérgicas se conocen desde la antigliedad, pudiéndose encontrar
referencias a su diagnéstico y tratamiento en textos de las culturas hebrea y greco-
romana, incluso en escritos de la antigua China, Mesopotamia e India (Tabla 1).

El médico arabe Rhazes (865-932) realiz6 en su obra “Una disertacién sobre la causa
del coriza que ocurre en la primavera, cuando las rosas liberan su perfume” [Lain
Entralgo, 1982] la primera descripcion en la historia de la medicina de la rinitis alérgica
estacional producida por el polen. Esta misma relacion entre floracion, primavera y
sintomas fue descrita por Lusitanus en el afio 1556, el cual atribuy6 la presencia de
estornudos en algunos individuos al hecho de oler el perfume de las rosas.

En el afio 1565, Botallus acufia el término catarro o mal de las rosas, para designar
los sintomas que presentaban sus pacientes al oler determinadas flores, como las

rosas: cefalea, prurito nasal y estornudos.

En el afio 1819, el médico inglés Bostock introdujo en la literatura médica el término
fiebre del heno, que desbancd al término catarro de las rosas, para definir una afeccién
periddica de los ojos y los bronquios que presentaban sus pacientes, atribuyendo
errbneamente la génesis del proceso a la exposicion al calor y a la luz del sol [Bostock,
1828; Olaguibel Rivera, 2006].

Las primeras sospechas del polen como causa de la fiebre del heno fueron
documentadas por Wyman en el afio 1.872 [Wyman, 1872], pero fue Blackley
un afio mas tarde [Blackley, 1873] el que relacion6 directamente la intensidad de sus
sintomas, ya que era alérgico, con el recuento de polen atmosférico que él

mismo realizaba.

La palabra “alergia” deriva del griego y significa capacidad de reaccion modificada. El
empleo de este término tal y como se conoce hoy en dia se debe a Clemens
von Pirquet, que lo utilizé por primera vez en 1906 en el Miinchener Medizinische
Wochenshrift [Pirquet, 1906] como una ‘reactividad especificamente alterada

del organismo”.
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Tabla 1

Hitos histéricos en el conocimiento de la alergia.

Afio Autor/es Avances/Descripcién
~3000 a.C Egipto Muerte del farabn Menes por la picadura de una avispa
~900d.C Rhazes Primera descripcion me<_j|ca de la rinitis alérgica
estacional
1556 Lusitanus Descripcién de estornudos al inhalar el perfume de las
rosas
1565 Botallus Descripcion del catarro o mal de las rosas
1828 Bostock Introduccién del término fiebre del heno
1872 Wyman El polen como posible causa de la fiebre del heno
1873 Blackley Relacion directa entre sintomatologia alérgica y
recuento de polen
1906 Von Pirquet Introduccién del término alergia
1921 Prausnitz & Kiistner Transferenm_a pasiva de la ser_15|l_3|I_|dad a personas
sanas mediante el suero de individuos alérgicos
1923 Ferndndez-Coca Introduccién del término atopia
1966 Ishizaka et al. Identificacion de los anticuerpos IgE

Johansson y Bennich

Von Pirquet propone el término alergia para definir las alteraciones clinicas temporales
(cuantitativas o cualitativas) de la capacidad de reaccién del organismo y asi hacer una
distincion entre los diferentes fendmenos inmunolégicos, como pueden ser la inmunidad
frente a trasplantes o la anafilaxia, descrita por Richet y Portier unos afios antes [Portier
y Richet, 1902]. Los conceptos de hipersensibilidad e inmunidad definidos por von

Pirquet siguen en vigor.

En 1921, Prausnitz y Kistner observaron que la sensibilidad a determinados alérgenos
podia ser transferida a una persona sana mediante la inyeccion del suero de un individuo
alérgico [Prausnitz y Kistner, 1921]. A este factor sérico, capaz de ocasionar
hipersensibilidad, se le dio el nombre de reagina y durante mucho tiempo la reaccion de
Prausnitz-Kustner fue el Unico método para detectar y medir la actividad reaginica del
suero. Mas tarde, hacia finales de la década de los 60, los trabajos pioneros de Ishizaka
y colaboradores, junto con Johansson y Bennich identificaron este factor reaginico como
un nuevo tipo de inmunoglobulina: la IgE (E, de eritema) [Ishizaka, et al., 1966;

Johansson y Bennich, 1967].
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El descubrimiento de la IgE permitid el desarrollo de técnicas in vitro para medir la
respuesta inmune en pacientes con alergia, cayendo en desuso la reaccion de
Prausnitz-Kistner debido al riesgo de transmisién de infecciones, como la hepatitis viral

o el virus de la inmunodeficiencia humana.

En Espafia, el gran impulsor del estudio de las enfermedades alérgicas fue Jiménez
Diaz, que publicé en 1932 el tratado “El asma y otras enfermedades alérgicas”[Jiménez-
Diaz, 1932]. En el afio 1948 funda la Sociedad Espafiola de Alergia, predecesora
de la actual Sociedad Espafiola de Alergologia e Inmunologia Clinica (SEAIC,

http://www.seaic.org) junto a los Doctores Lahoz Marqués y Farrerons Co.

DEFINICION

La funcién basica del sistema inmunitario es el reconocimiento y produccion de
defensas frente a moléculas o sustancias extrafias con capacidad para provocar
dafio al organismo. Asi mismo, debe ser capaz de reconocer sustancias propias
(autotolerancia) frente a las que no debe reaccionar. Existe un equilibrio constante
entre estas dos respuestas. Cuando la autotolerancia se pierde se producen
respuestas inmunitarias inadecuadas o deletéreas para el propio organismo, con la

consiguiente aparicion de enfermedades (autoinmunidad, alergia).

Existen varias definiciones para el término alergia y éstas han ido evolucionando a lo
largo de los afios. Tras la primera definicion por parte de von Pirquet, tal y como se ha
mencionado anteriormente, en el tercer Congreso de Alergologia en Paris en 1958,
Lund recoge el término de alergia como una capacidad adquirida, cualitativamente

alterada del tejido vivo para reaccionar frente a un alérgeno especifico.

Afos mas tarde, un consenso entre la mayoria de los autores definié la alergia como
una alteracién especifica de la respuesta inmune que conduce a una

hipersensibilidad patégena [Van Cauwenberge, et al., 2000].

Finalmente, en 2004 y para garantizar una comunicacion clara entre los
profesionales de la salud, la Academia Europea de Alergologia e Inmunologia
Clinica (EAACI) junto con la Organizaciéon Mundial de la Alergia (WAQ) proponen

como definicion:

“La alergia es una reaccion de hipersensibilidad iniciada por mecanismos

inmunolégicos” [Johansson, et al., 2001, 2004].
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Existen una serie de términos que se han utilizado a lo largo de los afios para describir
el fenbmeno alérgico y que al igual que ocurrié con la alergia han sido estandarizados

para su correcto uso (Tabla 2).

Tabla 2
Definicion de algunos términos utilizados en alergia. Modificada de Akdis, et al., 2014.

Concepto Definicién

Sensibilidad Respuesta normal frente a un estimulo.

Hipersensibilidad Fuerte respuesta anormal frente a un estimulo.

Sensibilizacién Desarrollo de sensibilidad exagerada tras repetidos
contactos.

Anafilaxia Reaccion de hipersensibilidad grave sistémica o

generalizada que pone en peligro la vida.

Atopia Tendencia a producir anticuerpos IgE contra sustancias

ambientales que conducen a sintomas clinicos.

En general, los alérgenos son proteinas o glicoproteinas de baja masa molecular
(5-200 kDa) con una elevada estabilidad y solubilidad en los fluidos corporales. Se
encuentran presentes en diversas fuentes biolégicas, como los pdlenes, epitelios de
animales, acaros del polvo, venenos de insectos, alimentos, hongos o latex [Kay, 2008].
Los diferentes sintomas clinicos y tipos de alergias vienen determinados por la via de
acceso del alérgeno al organismo: el tracto respiratorio, el tracto gastrointestinal, la piel

y/o mediante la picadura de un insecto o la inyeccién de un farmaco [Kay, 2008].

Las manifestaciones clinicas, que se pueden presentar aisladas o en combinacion,
incluyen reacciones locales, asma, rinoconjuntivitis, sinusitis, trastornos
gastrointestinales, dermatitis atOpica, urticaria y angioedema, asi como reacciones
sistémicas severas como el shock anafilactico, que puede comprometer la vida

del paciente.

Si bien el término alergia engloba los cuatro tipos de reacciones de hipersensibilidad
gue inicialmente describieron y propusieron Gell y Coombs [Gelly Coombs, 1963; Doan,
et al., 2007], cuando se utiliza dicho término se hace habitualmente para referirse a las

reacciones de hipersensibilidad de tipo | y IV (Tabla 3).
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Tabla 3

Tipos de hipersensibilidad - clasificacion Gell y Coombs. Modificada de Doan, et al., 2007.

Tipo Sinébnimos Enfermedad Mediadores
| Atopia, anafilaxia, Reacciones alérgicas, anafilaxia, Anticuerpos
alergia. asma. IgE

Anemia hemolitica autoinmune,
trombocitopenia, eritroblastosis IgM 0 1gG +
fetal, sindrome de Goodpasture y complemento
miastenia Gravis.

Il Citotoxica.

Enfermedad del suero, reaccion de

. +
" cEnmfelr?g?narSu?r?é Arthus, lupus eritematoso comlgl(e;nTento
Pi€] ' sistémico. P
Hipersensibilidad Dermatitis de contacto, Células,
v me dri)a da por células tuberculosis, rechazo crénico de anticuerpo-
P ' injerto. independiente.

La hipersensibilidad de tipo | también denominada hipersensibilidad inmediata
(Figura 1) ocurre rapidamente, minutos después de la exposicion al antigeno y
siempre involucra una degranulacion IgE mediada de baséfilos y mastocitos. El
resultado es una contraccion del muasculo liso, hipovolemia, vasodilatacion de
capilares y activacion de leucocitos. Requiere la sensibilizacién previa a un alérgeno,
es decir, la produccion de anticuerpos IgE especificos frente a dicho alérgeno tras

un contacto previo.

Las manifestaciones clinicas dependen del lugar donde se haya producido el
contacto entre el alérgeno y el mastocito sensibilizado y sera en ese tejido donde se
liberen los mediadores y se manifieste la enfermedad, siendo las mas frecuentes

las siguientes:

e Rinitis: el contacto entre el alérgeno y el mastocito tiene lugar en las vias
respiratorias superiores, induciendo edema en la mucosa, rinorrea, estornudos y
conjuntivitis con o sin prurito ocular. EI mediador mas importante que actia es la

histamina [Bousquet, et al., 2001].

e Conjuntivitis: habitualmente asociada a la rinitis, por lo que el término mas
correcto es rinoconjuntivitis y se caracteriza por lagrimeo, prurito, enrojecimiento,

dolor, edema y escozor de los ojos [Bielory, 2000].


https://es.wikipedia.org/wiki/Anemia_hemol%C3%ADtica_autoinmune
https://es.wikipedia.org/wiki/Trombocitopenia
https://es.wikipedia.org/wiki/Eritroblastosis_fetal
https://es.wikipedia.org/wiki/Eritroblastosis_fetal
https://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADndrome_de_Goodpasture
https://es.wikipedia.org/wiki/Miastenia_Gravis
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e Asma: consiste en inflamacion y broncoconstriccion reversible de las vias
respiratorias inferiores con sibilancias, disnea, dificultad respiratoria y tos. Su
causa es la hipersecrecion de moco, la hipertrofia de la musculatura lisa
bronquial y la secrecidn de citoquinas que producen infiltracion de linfocitos Th2

y eosindfilos en la submucosa [Aas, 1973; Global Initiative for Asthma, 2018].

o Dermatitis: engloba una serie de enfermedades relacionadas con la inflamacion
de la piel. En este caso, la que esta mediada por IgE se conoce como eczema
atopico o dermatitis atdpica, aunque este Ultimo término no es el correcto. El
mecanismo inmunoldgico implicado no se encuentra totalmente definido
[Schmid, et al., 2001; Darsow y Ring, 2002; Johansson y Bieber, 2002].

e Alergia alimentaria: se produce por alérgenos ingeridos que interaccionan con
los mastocitos de la mucosa y la submucosa intestinal, liberando mediadores e
incrementando el peristaltismo y la secrecion de moco por las células
caliciformes. Se manifiesta con vomitos, diarreas, edema de la mucosa e incluso

reacciones sistémicas [Ortolani, et al., 1999; Sampson, 2015].

e Urticaria: se produce por contacto directo de la piel con el alérgeno, por su
ingestion y por inyeccion. El alérgeno entra en contacto con los mastocitos
y se degranulan en el tejido conjuntivo produciendo habones o ronchas
[Greaves, 2000].

o Alergia a medicamentos: este tipo de alergia mediada por IgE representa un
bajo porcentaje del total de reacciones relacionadas con medicamentos, siendo
las no alérgicas las mas frecuentes. EI mecanismo inmunolégico es a menudo
dificil de identificar dado que el alérgeno puede ser un producto de degradacion

de bajo peso molecular que actiia como un hapteno [Demoly, et al., 2014].

e Reaccién sistémica: también denominada anafilaxia. Se produce cuando el
alérgeno contacta con los mastocitos de manera sistémica, es decir, en varios
tejidos. Su degranulaciéon provoca vasodilatacién generalizada y edema con
hipotension arterial (shock anafilactico). Para revertir esta situacion, que puede

llegar a ser mortal, se administra adrenalina [Ring y Behrendt, 1999].

e Alergia por picadura o mordedura de insectos: la gran cantidad de alérgenos
presentes en el veneno inoculado tras una picadura es comparable a afios de polen
inhalado, lo que explica la gravedad de los sintomas, que pueden ser locales (lesiones

dolorosas y a veces pruriginosas) o sistémicos [Tankersley y Ledford, 2015].
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En la hipersensibilidad de tipo IV, el sistema inmunitario compromete a las células
propias sin necesidad de anticuerpos. Estas reacciones incluyen dermatitis de
contacto (Figura 2.A), reacciones tardias (Figura 2.B) y en ocasiones respuestas de
los linfocitos T CD8+ (Figura 2.C). El resultado es destruccion de tejido y la lisis de
células que estan modificadas quimicamente o que presentan diferentes moléculas

del complejo mayor de histocompatibilidad.

En la dermatitis de contacto, las sustancias quimicamente reactivas pueden ser

absorbidas a través de la epidermis, donde se unen a las proteinas. Como
potenciales sensibilizadores de contacto se pueden incluir productos quimicos
sintéticos, productos vegetales y ciertos metales. En general, por si mismos son
demasiado pequefios (<10.000 Da) para ser reconocidos por el sistema inmune, por
lo que suelen interactuar con proteinas del propio organismo para formar
neoantigenos en estas proteinas. La primera exposicién aguda a un sensibilizador
de contacto a menudo ocurre sin incidente aparente. Después de siete 0 mas
dias, la reexposicibn o exposicién cronica provoca una inflamacién localizada

de la dermis.

Las respuestas de hipersensibilidad tardia (DTH por sus siglas en inglés) ocurren

en personas sensibilizadas en un reencuentro no tépico con el antigeno. En general,
son estimuladas por parasitos intracelulares como bacterias, hongos y virus. La
respuesta de hipersensibilidad ocurre tras una nueva exposicién al antigeno
estimulante. La reexposicion generalmente debe ocurrir mas de 1 semana
después del primer encuentro antigénico. Al igual que las respuestas en la dermatitis
de contacto, las respuestas ocurren 24-72 horas después de la re-estimulacion. Las
respuestas DTH no son limitadas a la dermis, pueden ocurrir en el resto

del cuerpo.

Las reacciones de hipersensibilidad de tipo IV estan mediadas por linfocitos T
CD8+. Estos LTc responden frente a agentes quimicos reactivos (haptenos)
gue pasan a través de la membrana celular y se unen a proteinas citoplasmicas
para producir neoantigenos. Los péptidos derivados de las proteinas
“haptenadas” son presentados por moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) de clase | para sensibilizar y provocar una respuesta de

los linfocitos T citotéxicos.
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Contacto inicial con el alérgeno Inhalado,
ingerido,
inyectado o
por contacto.

Respuesta inmune adaptativa de
las células B que maduran en
células plasmaticas para producir
IgE frente al alérgeno.

La IgE entra en circulacion y

se une rapidamente por la FcRe
(CD23) a los mastocitos presentes
en los tejidos.

Contacto posterior con el alérgeno

-
La unién provoca la degranulacion
de los mastocitos que a su vez
producen la liberacion de:
Aminas vasoactivas
Citoquinas / quimioquinas
Lipidos
Quimiotaxis y
Contraccion del et
ntraccion Ao leucocitos
misculo liso vascular  Vasodilatacion
endotelial
Musculo liso

A Compuesto quimicamente Segunda exposicion
activo (hapteno) aplicado

ala piel

Introduccion
subcutanea de una
sustancia "extrafia”

Las células dendriticas
y los macrofagos

liberan
quimioatractantes

g

Compuesto quimicamente
activo (hapteno) aplicado
ala piel

Las células T
CD4 + llegan al
sitio, reconocen
la sustancia
extrafia y liberan
moléculas
bioactivas

Los haptenos se
unen al CMH de
caselenla

producen sefiaies
qQuimicas.

Los macrofagos y
otros fagocitos

llegan al sitio para
causar inflamacion

Macrofagos y otros
fagocitos llegan al
sitio para causar
inflamacion

Las células T CD8+,
llamadas linfocitos T
citotéxicos (LTCs)
destruyen las células
conjugadas con hapteno,
liberan mediadores y
permiten la entrada de
fagocitos

Figura 2. Hipersensibilidad tipo IV. (A) Dermatitis de contacto, (B) Reaccion tardia
y (C) Respuesta de linfocitos T citotoxicos. Modificada de Doan, et al., 2007.
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INMUNOGLOBULINA E. CARACTERISTICAS Y FUNCION

La inmunoglobulina E es un tipo de anticuerpo presente exclusivamente en
mamiferos [Aveskogh y Hellman, 1998; Vernersson, et al., 2002; Hellman, et al.,
2017], circula como un anticuerpo bivalente y normalmente estd presente en
concentraciones inferiores a 1 pg/mL (representa el 0,002% del total de las

inmunoglobulinas circulantes).

En condiciones patoldgicas, como en las infecciones por helmintos y en la atopia
grave, esta concentracion puede aumentar por encima de 1000 pg/mL. Es uno de los
principales componentes de la hipersensibilidad inmediata [Abbas, et al., 2014].

La IgE sérica tiene una vida media muy corta, entre 2 y 3 dias, sin embargo, una vez
que se fija a los mastocitos, basoéfilos o a las células de Langerhans, su vida media
aumenta hasta varias semanas. La capacidad de fijacién del complemento a la IgE es

muy limitada y, si se realiza, se hace mayoritariamente por la via clasica.

La IgE en humanos se asocia a las superficies mucosas y en particular al tracto
respiratorio, aunque se desconoce la existencia de un mecanismo de transporte activo
de la inmunoglobulina hacia las superficies mucosas. Sin embargo, los datos de
Johansson [Johansson y Deuschl, 1976] son muy significativos, revelando mayores
concentraciones de IgE e IgG en muestras de exudados de lavados nasales que en

muestra séricas.

La IgE tiene una estructura monomeérica y, al igual que todas las inmunoglobulinas,
estd compuesta por cuatro caderas glicoprotéicas idénticas dos a dos. Las cadenas
pesadas o “H” con un peso molecular aproximado de entre 50 y 75 kDa y las cadenas

ligeras o “L” con un peso molecular de unos 25 kDa.

La IgE es el isotipo de anticuerpos que contiene la cadena pesada €, en contraposicion
al resto de inmunoglobulinas, IgA, 1gG, IgD e IgM cuyas cadenas pesadas son q, y, 0
y U respectivamente. Hay dos isotipos de cadena ligera, A y k, que con independencia

de clases y subclases solo presentan un 30% de homologia.

Cada una de las cadenas H o L esta subdividida en una region amino-terminal variable
(V) y una region carboxi-terminal constante (C). Los dominios V, tanto de la cadena
pesada como de la ligera, presentan regiones con secuencias relativamente
conservadas, denominadas regiones marco (FR) y regiones hipervariables,
denominadas regiones determinantes de complementareidad (CDR). Las regiones FR

y CDR estan intercaladas a lo largo de la region V [Poljak, 1991].
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En resumen, se puede decir que los determinantes isotipicos, que se localizan en las
regiones carboxi-terminal constantes de las cadenas H y L, clasifican a las
inmunoglobulinas en clases y subclases, segun los diferentes tipos de cadena H

encontrados en humanos.

La asociacion entre las cadenas ligera y pesada implica tanto interacciones covalentes
como no covalentes. Las interacciones covalentes son puentes disulfuro formados entre
residuos de cisteinas del extremo carboxi-terminal de la cadena ligera y del dominio Cx1
de la cadena pesada. Las interacciones no covalentes constan principalmente de
interacciones hidrofobas entre los dominios V. y Vu y entre el dominio C. y Cul (Figura 3).
Esta asociacion de los dominios V. y V4 produce una posicién espacial tal que cada uno

de los dominios V yuxtapuestos pueden contribuir a la unién del antigeno.

Cada molécula de IgE posee dos regiones de unién al antigeno, llamados Fab
(Fragment antigen-binding), que corresponden a los fragmentos de inmunoglobulina
formados por una cadena L completa y una porcién V4-Cnl de una cadena H. El otro
fragmento de inmunoglobulina es el llamado Fc (Fragment crystallizable), al que se le
atribuyen las funciones efectoras de las inmunoglobulinas ya que presenta uno o varios
sitios que se enlazan a proteinas del complemento y que es expuesto cuando ocurre la

interaccion antigeno-anticuerpo [Padlan, 1994; Han, et al., 1995].

sitio de union
a antigenos
v, Vy anticuerpo
Extremo Region Fab
amino variable

enlaces
disulfuro sitio de unidn
a antigenos

l_|_|

Regidn
constante

V, Ve
receptor
C Co de células T

[id

Extremo carboxilo

Figura 3. Estructura de la IgE. Modificada de Kenneth, 2016.
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La IgE existe, tanto asociada a la membrana de las células B, como de manera libre
en el plasma (IgE sérica). La principal funciéon de la IgE es la fijaciobn a sus
receptores especificos. Los receptores han sido identificados y clasificados en tres

tipos: FceRI; FceRIl'y ¢éBP, cuya distribucion es heterogénea (Tabla 4).

El receptor de la IgE mejor estudiado es el FceRIl, receptor de alta afinidad,
gue se expresa constitutivamente en la superficie de los mastocitos y basdéfilos.
La constante de disociacion (Kq) del FceRI para la IgE es aproximadamente de 1x101°M,
esta unibn es mucho mas fuerte que la de cualquier otro receptor Fc

para su ligando.

Por lo tanto, la concentracién de IgE sérica, aungue bastante baja si se compara
con otros isotipos de inmunoglobulinas en sujetos normales, es suficientemente alta
para permitir la unién a los receptores FceRI. Se estima que el nUmero de receptores

FceRI de la superficie de los mastocitos puede llegar a los 100.000.

Tabla 4
Receptores de la IgE.

Molécula Denominacion Composicion Naturaleza de Tipos
P la union celulares
Mastocitos
FceRlI Receptor de Cuatro cadenas La cadena se B
o ] o Basofilos
alta afinidad polipeptidicas une a eCn3

C. Langerhans

FceRIl: oo 0 B CDh23 Proteina de Se une a Cu2-4 CD23aen
membrana de 30 células B
kDa relacionada CD23b en
con la familia de monocitos
las lectinas C de Eosindfilos

mamiferos
eBP Galectina 3 Lectina de 35 kDa Seuneala Mastocitos
cadena ¢ por Macréfagos
los restos de Neutrofilos
los Eosindfilos

carbohidratos C. Langerhans
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Cada molécula de FceRI contiene cuatro polipéptidos separados, uno o, uno f y dos
cadenas y idénticas. Las tres subunidades deben estar presentes para que el receptor se
exprese en la superficie celular. La cadena o, que media la unién con la IgE, tiene un

tamarfio de 25 kDa.

Cada cadena a del FceRI posee una secuencia hidr6foba de 20 aminoacidos, que se estima
gue atraviesa una vez la membrana celular, y aproximadamente unos 20 aminoacidos en

el extremo carboxiterminal que forman un dominio citoplasmatico [Al-Lazikani, et al., 2000].

La cadena B del FceRI es un polipéptido de 26 KDa cuya estructura atraviesa la
membrana cuatro veces. Ambos, tanto el extremo aminoterminal como el
carboxiterminal se localizan en el citoplasma. El extremo carboxiterminal contiene un
anico motivo de activacion del inmunoreceptor via tirosina (ITAM). Las dos cadenas
polipeptidicas y idénticas tienen sé6lo 7 kDa. Cada cadena atraviesa la membrana una

sola vez, y cada una contiene un motivo ITAM (Figura 4).

IgE oL

unida ll N

\ /
ITAMs

Figura 4. Estructura del receptor FceRI. Modificada de
Abbas, et al., 2014.

El receptor FceRIl 0 CD23 se le conoce como receptor de baja afinidad. Es una proteina
de 30 kDa relacionada con las lectinas de tipo C de los mamiferos. En humanos existen
dos formas, la ay la b, debido al procesamiento alternativo del ARNm a partir del mismo
gen. El receptor CD23a es especifico de las células B y se expresa constitutivamente.
El receptor CD23b es inducido por la IL-4 en una gran variedad de células
hematopoyéticas y en las células epiteliales. El CD23b media la fagocitosis dependiente
de los anticuerpos IgE en los macréfagos. Tanto el CD23a como el CD23b pueden

funcionar como moléculas de adherencia en el trafico celular.
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El tercer tipo de receptor eBP o0 Galectina 3 es otro receptor de baja afinidad. Es una
lectina de 35 kDa. No es un receptor transmembrana, sino que se encuentra presente
en el citoplasma de los fagocitos mononucleares y de otras células, y puede participar

en la muerte mediada por macrofagos.

COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (CMH)

El complejo mayor de histocompatibilidad (CMH o MHC por sus siglas en inglés) es una
region de diferentes genes polimérficos cuyos productos, a los cuales se les denomina
HLA por sus siglas en inglés (Human Leukocyte Antigens), se expresan en la superficie
de varias células. Esta region se encuentra situada en el cromosoma 6p21.317 [Dunham,
et al., 1987]. Los genes del CMH desempefian un papel central en la respuesta inmunitaria
frente a antigenos proteicos, ya que los linfocitos T especificos para un antigeno no lo
reconocen en su forma libre ni en la soluble, sino que reconocen diferentes péptidos del

antigeno que estan unidos de forma no covalente a productos génicos del CMH.

Hay dos tipos diferentes de productos de los genes del CMH denominados moléculas de
clase | y de clase Il (Tabla 5). Las moléculas de clase | estdn formadas por una cadena a
(o pesada) unida de forma no covalente a un polipéptido no polimérfico denominado
microglobulina B.. Las moléculas de clase Il contienen dos cadenas polimérficas
codificadas por el CMH, una cadena a y una cadena 3. Ambas clases de moléculas tienen
una estructura similar y estan constituidas por una hendidura de unién al péptidos, una
regiébn no polimorfica tipo inmunoglobulina, una regién transmembrana y una region
citoplasmica [Penn y Potts, 1999; Marsh, et al., 2010].

La hendidura de unién al péptido de las moléculas del CMH esta formada por hélices a
laterales y por una lamina de ocho hebras antiparalelas plegadas en forma . La
hendidura de unién al péptido de las moléculas de clase | est4 formada por los
segmentos a1y a2 de la cadena pesada, mientras que la hendidura de las moléculas
de clase |l esta formada por los segmentos a1 y B1 de las dos cadenas. Los dominios
tipo Ig de las moléculas de clase | y clase Il contienen los sitios de unién para los

correceptores CD8 y CD4 de las células T, respectivamente (Figura 5).

Las moléculas del CMH se unen a un Unico péptido cada vez, y todos los péptidos que se
unen a una molécula del CMH concreta comparten motivos estructurales comunes. La
unién al péptido es de baja afinidad (K¢ ~ 10° M) y la velocidad de disociacién es muy
lenta, de manera que los complejos, una vez formados, persisten el tiempo suficiente para

ser reconocidos por las células T [Buslepp, et al., 2001].
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Las moléculas de clase | se expresan en todas las células nucleadas, mientras que las

moléculas de clase Il se expresan principalmente en células presentadoras de antigenos

especializadas, tales como células dendriticas, macréfagos y linfocitos B, y en algunos

otros tipos celulares tales como las células endoteliales y las células epiteliales del timo.

Tabla b

Caracteristicas de las moléculas de clase | y clase Il del CMH.

Caracteristica

Clase | del CMH

Clase Il del CMH

Cadenas polipeptidicas
Localizacién de los residuos
polimorficos
Sitio de union para el

correceptor de las células T

Tamario de la hendidura de

unién al péptido

Nomenclatura en el ser

humano

Raton

a (44-47 kDa)
Microglobulina B2 (12 kDa)

Dominios a1y a2

La region a3 se une a CD8

Encajan péptidos de 8-11

residuos

HLA-A, HLA-B, HLA-C

H-2K, H-2D, H-2L

a (32-34 kDa)
B (29-32 kDay)

Dominios a1y p1

La region B2 se une a CD4

Encajan péptidos de 10-30

residuos o mas

HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP

I-A, I-E

CMH Clase |

Hendidura de unién al péptido

at I o2

o

xW

P2- i
microglobulina || Region
c / transmembrana

00000000000§000000

Cc

Peptido

- @“2 (:1’\“
Q% ]

a3
02

c

[)0()()[]{)()[)(]()()(]l%l)[l[l()()

CMH Clase Il

Hendidura de union al péptido Peptido

a2

Q-g“‘_ %

Region
/transmembrana

é

Figura 5. Estructura de una molécula de clase | y clase Il del CMH. Modificada de Abbas,

et al., 2014.
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Otros genes incluidos dentro del CMH codifican componentes del complemento (por
ejemplo, C2, C4 y factor B) y citoquinas (por ejemplo, el TNF-a y TNF-B), con funciones
importantes en la inmunidad. Estos genes se localizan en la llamada regién del CMH de
“clase IlI” [Alper, et al., 2006; Kenneth, 2016].

TIPOS CELULARES

Tal y como se ha descrito anteriormente, los receptores de alta afinidad para la IgE

(FceRI) se encuentran en la membrana de mastocitos, basofilos y eosindfilos.

Los mastocitos derivan de células madre pluripotenciales de la médula 6sea, circulan
por la sangre como precursores inmaduros y se diferencian en los diferentes tejidos
periféricos por la accién de distintos factores de crecimiento locales. Estan distribuidos
por todo el organismo, fundamentalmente en lugares que tienen contacto con el exterior
(piel y mucosas conjuntival, respiratoria y digestiva), adyacentes a los vasos sanguineos

y linfaticos y cerca de los nervios [Puxeddu, et al., 2003].

Los mastocitos contienen histamina y heparina en sus granulos y ademas se clasifican
segun las proteasas que contienen: los mastocitos T (MCT), que contienen
exclusivamente triptasa y se encuentran en superficies mucosas, y los mastocitos TC
(MCTC), que expresan triptasa, quimasa y carboxipeptidasa A (CPA) y se sitlan en

tejido conjuntivo de la piel y submucosa intestinal [Galli, et al., 1993; Pejler, et al., 2007].

Los basdfilos son granulocitos sanguineos que presentan semejanzas estructurales y
funcionales con los mastocitos. Al igual que los mastocitos, derivan de células madre
pluripotenciales de la médula 6sea pero, a diferencia de los primeros, los basdfilos
maduran y se diferencian en la propia médula 6sea para después entrar al sistema
circulatorio. En condiciones normales no estan presenten en los tejidos periféricos, pero
son capaces de infiltrarse donde ocurra un proceso inflamatorio o inmunolégico,

contribuyendo a las reacciones de hipersensibilidad inmediata [Stone, et al., 2010].

También secretan histaminay, a diferencia de los mastocitos, contienen menos heparina
y triptasa. La expresion de citoquinas también es diferente, ya que los basofilos
expresan fundamentalmente IL-4 (secretada rapidamente tras la activacion del basdfilo,
lo que sugiere un papel amplificador de la respuesta Th2), IL-13 y GM-CSF
[Schroeder, 2009].
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Los eosindfilos son granulocitos procedentes de la médula désea que, tras su
maduracion, circulan en el torrente sanguineo y se infiltran en los focos de inflamacién
de manera tardia. Contienen proteinas cationicas en el interior de sus granulos que
contribuyen a mantener el fenémeno inflamatorio y a la produccién de dafio tisular. En
condiciones normales se encuentran en los tejidos periféricos, sobre todo en las
mucosas de los aparatos respiratorio, digestivo y urinario, y su nimero puede aumentar

en un contexto inflamatorio [Uhm, et al., 2012; Lacy, 2017].

Las proteinas liberadas de los granulos de los eosindfilos son téxicas para los parasitos
y pueden dafar los tejidos normales. Dentro de los mediadores producidos por los
eosinodfilos se encuentran: la sintesis de mediadores lipidicos (PAF, prostaglandinas y
leucotrienos) y citoquinas, ademas, dentro de sus granulos especificos, contienen
hidrolasas lisosbmicas como la proteina basica mayor (MBP), la proteina cationica del
eosindfilo (ECP), la neurotoxina derivada del eosinofilo (EDN) y la peroxidasa del
eosindfilo (EPO). La MBP es la mas abundante y toxica para helmintos, células
tumorales y células del huésped. EDN y ECP son téxicas para virus respiratorios
incluyendo el sincitial y para parasitos. La EPO cataliza reacciones oxidativas que son

toxicas tanto para microorganismos como para células propias.

Otro mecanismo efector de los eosindfilos consiste en la liberacion de las denominadas
trampas extracelulares de ADN (EET por sus siglas en inglés), formadas por ADN
mitocondrial liberado junto con proteinas de los granulos citoplasmaticos, como la ECP
y la MBP, en los espacios extracelulares. Si bien su papel en las enfermedades alérgicas
sigue siendo incierto, se cree que las EET podrian regular la inflamacion y ser

estructuras protectoras en los tejidos de los pacientes alérgicos [Simon, et al., 2011].

Este mecanismo no es exclusivo de los eosindfilos, sino que también se lleva a cabo
por neutréfilos (NET) e incluso por monocitos y mastocitos. En el caso de los neutréfilos
se ha demostrado que pueden iniciar o potenciar enfermedades autoinmunes
[Dworski, et al., 2011].

Es importante hablar también de los linfocitos ya que son las células protagonistas del
sistema inmunitario. Son células pequefias que se encuentran tanto alojadas en los
tejidos linfoides como circulando por la sangre. Hay dos poblaciones de linfocitos: los
linfocitos B y los linfocitos T. Ambas tienen funciones de reconocimiento, pero,
fundamentalmente, de defensa contra las enfermedades infecciosas producidas por
bacterias y virus respectivamente. Asi, los linfocitos B se involucran en la produccién de

anticuerpos, y los linfocitos T en la secrecion de linfoquinas.
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Los linfocitos B producen las diferentes clases de anticuerpos y entre ellos la IgE,
mientras que los linfocitos T, dependiendo de la subpoblacién implicada, participan
en enfermedades como la dermatitis de contacto al niquel (linfocitos Thl) o
colaboran con los linfocitos B en las enfermedades alérgicas IgE mediadas (linfocitos
Th2). Existe un tercer tipo de linfocitos T, muy importante, que es el de los
reguladores del sistema inmunitario (linfocitos T reguladores) [Bohle, 2004]. Estos
linfocitos amplifican o suprimen la respuesta inmunolégica global, regulando los otros
componentes del sistema inmunitario, a través del contacto celular y de la secrecién

de una gran variedad de linfoquinas.

Mediadores inflamatorios

Las sustancias liberadas por las células que intervienen en las reacciones alérgicas

son las responsables ultimas de los sintomas que sufre el paciente alérgico.

La histamina es uno de los principales mediadores de la inflamacién alérgica. Es una
amina de bajo peso molecular sintetizada exclusivamente por la histidina
descarboxilasa a partir de la L-histidina. Su nombre quimico es 2-(4-imidazolil)
etilamina. Es el producto mas abundante, puesto que se encuentra en los granulos de

mastocitos (5 ug/106 células) y de basdéfilos (1 ug/106 células).

En la respuesta inmediata, tras la estimulacion alergénica, produce picor cutaneo
(prurito) por estimulacion de los nervios; rubor y eritema en piel y mucosas por la
dilataciéon y aumento de la permeabilidad de los vasos sanguineos; edema por la
extravasacion de liquido de los tejidos colindantes y disnea e hipersecrecién de moco
en las vias respiratorias por la contraccién de la musculatura de los bronquios
[Jutel, et al., 2009].

Sin embargo, también interviene modulando la fase crénica de la inflamacién
induciendo quimiotaxis de eosindéfilos y neutréfilos a través del receptor HRy,
incrementando la expresion de moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1, p-selectina)
en las células endoteliales, suprimiendo la quimiotaxis de eosindéfilos y neutréfilos a
través del receptor HR; e induciendo la quimiotaxis de eosindfilos a través del receptor
HR4 [Akdis y Blaser, 2003].
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Existen 4 tipos de receptores de histamina, todos pertenecientes a la familia de

receptores acoplados a proteina G y distribuidos ampliamente por el organismo:

a) HRi2: se encuentran en células nerviosas, musculo liso, endotelio,
hepatocitos, condrocitos, células epiteliales, neutrofilos, eosindfilos,
monocitos, macréfagos, células dendriticas, linfocitos T y B.

b) HRs: localizados en neuronas histaminérgicas de los tubérculos mamilares
del hipotalamo posterior, eosindéfilos, células dendriticas, monocitos, con
escasa expresion en tejidos periféricos.

¢) HR4 situados en médula 6sea y células periféricas hematopoyéticas,
eosinofilos, neutrofilos, células dendriticas, células T, basofilos, mastocitos,
y con escasa expresion en células nerviosas, hepatocitos, bazo, timo,

pulmén, intestino delgado, colon y corazén.

Es muy importante destacar que la histamina juega un papel importante en el equilibrio
entre las poblaciones linfocitarias Thl, Th2 y Treg y, por lo tanto, también se implica en
la regulacion de la producciéon de anticuerpos. Los distintos patrones de receptores
presentes en cada célula determinaran los distintos tipos de respuesta. Los linfocitos
Th1 expresan fundamentalmente HR1, mientras que los Th2 expresan HR». La histamina
a través del HR:incrementa las respuestas de tipo Th1l, mientras que el HR; infrarregula
tanto la respuesta de tipo Th1l como la Th2 [Jutel, et al., 2001].

La triptasa es una proteasa de la familia de las serin-proteasas. Tiene un peso molecular
de 134 kDa. Es una sustancia sintetizada por los mastocitos y basofilos, en éstos ultimos
en cantidades muy inferiores (300-700 veces menos), que se libera durante las
reacciones alérgicas. Su determinacién en la sangre u orina es utilizada para establecer

la existencia de reacciones alérgicas debidas a la activacion de estas células.

El mastocito humano contiene dos tipos de proteasas: a y B-triptasa. La concentracion
de a-triptasa en sangre es una medida del nimero de mastocitos, mientras que la
B-triptasa es una medida de activacibn mastocitaria. Los valores normales de triptasa
sérica oscilan entre 1-10 ng/mL. Si la B-triptasa se eleva por encima de 1 ng/mL indica
activacion de mastocitos. La presencia en suero tras una reacciéon es limitada en el
tiempo, por lo que el intervalo idoneo para tomar una muestra sanguinea tras una
reaccion sistémica es de 30 minutos a 4 horas tras la misma. También puede medirse

en lavado broncoalveolar, lavado nasal y en lagrimas [Hamilton, 2010].
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Sus principales sustratos son el fibrindgeno, el péptido intestinal vasoactivo (VIP), la
fibronectina, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), la
lipoproteina de alta densidad (HDL), el colageno tipo IV, el regulador de la activacion
de células T normalmente expresadas y secretadas (RANTES) y la eotaxina
[Pejler, et al., 2007].

La guimasa es una serin-proteasa de 30 kDa que se encuentra unida a
proteoglicanos en el interior de los granulos mastocitarios. Tras su liberacion puede
permanecer unida a los proteoglicanos heparinicos, o separarse y volverse a unir
con otros, presentes en la matriz extracelular y la membrana basal. Esta union le
confiere proteccion frente a la degradacion por parte de inhibidores circulantes

endogenos como la a1-antitripsina, a1-antiquimotripsina y a2-macroglobulina.

Tiene la capacidad de convertir la angiotensina | en angiotensina Il con
independencia de la enzima convertidora de angiotensina, contribuyendo
adicionalmente a los fenbmenos de ateromatosis, hipertension, fibrosis cutanea
en esclerosis sistémicas, degradacion de la matriz extracelular junto a angiogénesis,
adherencias peritoneales postoperatorias, reclutamiento de células inflamatorias
(eosindfilos, neutrofilos, monocitos) y apoptosis de células musculares lisas [Pejler,
et al., 2007].

La carboxipeptidasa A3 (CPA3) es una metalo-exopeptidasa practicamente

especifica de los mastocitos. Se expresa en los mismos granulos en los que se
expresan la triptasa y la quimasa, que actdan a nivel del carbono terminal de
polipéptidos para liberar aminoacidos. Tiene preferencia por el carbono terminal
fenilalanina o leucina. Colabora con la quimasa en la degradacién de la
apolipoproteina B y en la formacion de angiotensina Il. Mediante hidrdlisis, inactiva
los péptidos endbégenos potencialmente letales como la neurotensina y la endotelina.
Se ha descrito un papel detoxificador de venenos de serpiente del tipo sarafotoxinas
[Pejler, et al., 2007; Trivedi and Caughey, 2010].

Los proteoglicanos son macromoléculas compuestas por un nucleo proteico

(serglicina) al que se unen covalentemente cadenas laterales de
glucosaminoglicanos (heparina y condroitin sulfato). Son un componente importante
de los granulos mastocitarios y les confieren algunas de sus caracteristicas
especiales de tincion. Son claves en el almacenamiento y la estabilidad de
algunas proteasas, histamina, serotonina y granzima B dentro del granulo a la vez
que regulan la morfologia del mismo [Braga, et al., 2007; Kolset y Tveit, 2008; Pejler,
et al., 2009].
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El factor activador de plaguetas (PAF) es un mediador inflamatorio fosfolipidico

implicado en enfermedades inflamatorias, alérgicas, cardiovasculares, neoplasicas,
diabetes, renales, periodontales o SIDA. El PAF puede actuar como factor quimiotactico
de forma directa o indirecta a través de la liberacién de otros mediadores inflamatorios.
Es liberado por una amplia variedad de células: eosindfilos, mastocitos, baséfilos,
neutrdéfilos, monocitos, macréfagos y células endoteliales. Ejerce su accion mediante
receptores transmembrana e intracelulares acoplados a proteina G y es regulado a

través de acetilhidrolasas PAF especificas.

Estos receptores se encuentran en plaguetas, monocitos, neutréfilos y eosindfilos. Los
pacientes asmaticos presentan niveles mas elevados de ARNm del receptor del PAF

en sus pulmones.

Entre sus funciones esta la induccion de la liberacién de histamina por parte de los
basdfilos, induccion de la activacion mastocitaria, induccién de la broncoconstriccion no
mediada por la liberacién de histamina, quimiotaxis de eosindfilos, activacion de la
degranulacion de eosindéfilos y neutréfilos, induccién de la adhesiéon leucocitaria a las
células endoteliales, asi como un incremento de la metaloproteinasa 9 de la matriz
extracelular y la activacion de linfocitos T para la produccién de IL-4 [Kasperska-Zajac,
et al., 2008; Tsoupras, et al., 2009; Yost, et al., 2010].

Los leucotrienos son mediadores inflamatorios lipidicos sintetizados a partir del
acido araquidénico por una amplia variedad de células incluyendo mastocitos,
basdéfilos, eosindéfilos y macrofagos. Pertenecen a una familia de moléculas llamada
eicosanoides. Se originan en los leucocitos a partir de un precursor inestable que
es el LTaq4, el cual mediante la LTas hidrolasa que esta presente en mastocitos,
neutrofilos y macréfagos se transforma en LTss, que €s un potente agente

quimiotactico para los neutroéfilos.

Por otro lado, también partiendo desde el LT a4, mediante la LTc4 Sintetasa, se sintetiza
LTc4, perteneciente a la familia de los cisteinil leucotrienos (cys-LT). Las fuentes mas
importantes de cys-LT son los eosindfilos, basoéfilos, mastocitos y macréfagos. LTcs se
convierte extracelularmente a LTp4 tras disgregarse el acido glutdmico mediante la
gamma-glutamil-transpeptidasa o por la gamma-glutamil-leucotrienasa. Tras esto, una
dipeptidasa es la encargada de formar LTes a partir de LTp4 tras disgregar la glicina de
la molécula. El LTes es el cys-LT més estable y es un agonista débil de los receptores
cys-LT1y LT, (Figura 6).
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Los cys-LT y el LTss4, cOmo acciones comunes, tienen la capacidad de incrementar
la hiperreactividad bronquial, la secrecion de moco y la permeabilidad capilar. Los
cys-LT ademas incrementan el depdsito de colageno en la via aérea, son
quimiotacticos y activadores de los eosindfilos, participan en el remodelado de la via
aérea mediante el acumulo de miofibroblastos y la hiperplasia muscular lisa
[Hallstrand y Henderson, 2010; Singh, et al., 2010; Takasugi, et al., 2017].

Membrana celular

ﬂ Fosfolipasa (PLA,, PLC, PLD)

Acido araquidénico

5-LO ﬂ FLAP

S HPETE

LTA, ﬂ

|\ Leucotrieno B, }ﬁ Leucotrieno A,

Glutation + LTC, sintasa

r N
Recaptares BLE Y BLY, Leucotrieno C, Receptores CysLT,y CysLT,

Hiperreactividad de las vias respiratorias @ Transpeptidasa Hiperreactividad de las vias respiratorias

Aumento de la permeabilidad vascular Aumento de la permeabilidad vascular

Leucotrieno D,

Aumento de la secrecion de mucosidad y : Broncoconstriccion
ﬂ Dipeptidasa

Quimiotaxis de neutrofilos Incremento del deposito de colageno

Leucotrieno E, Activacion de eosinofilos

. ~
@ Acumulacion de miofibroblastos

Aumento de la secrecion de mucosidad

CysLT;R 2?7  CysLTgR 72?7

Figura 6. Biosintesis de leucotrienos. Modificado de Singh, et al., 2013.

La prostaglandina D2 (PGD,) es el prostanoide mas importante liberado por los

mastocitos tras la activacion mediada por IgE. En el caso de los mastocitos esta
sintetizada por la PGD. sintetasa hematopoyética. Esta enzima se expresa
fundamentalmente en placenta, pulmén, tejido adiposo e higado fetal, asi como en
mastocitos, linfocitos T CD4+ Th2, CD8+ Tc2, histiocitos, megacariocitos, células

de Kupffer y células dendriticas.
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Este mediador inflamatorio actia mediante receptores transmembrana llamados DP; y
DP; (también CRTh2).

e DP; se expresa en células caliciformes de mucosas nasal y colonica,
glandulas serosas nasales, endotelio vascular, células Th2, células
dendriticas y eosinofilos. Su estimulacion activa la adenilciclasa y con ello se
produce un incremento del AMPc. Sus funciones son: incrementar la
supervivencia de los eosindfilos, secrecion de moco, vasodilatacion y

aumento de permeabilidad vascular y reduccién en la secrecién de citosinas.

o DP, estad expresado en linfocitos T fundamentalmente en CD4+ Th2, asi
como en CD8+ Tc2, basodfilos y eosinéfilos. Su estimulacion reduce la
concentracion de AMPc intracelular. Sus diversas funciones incluyen:
guimiotaxis y activacién de linfocitos T CD4+ Th2, CD8+ Tc2, basbfilos y
eosinofilos, liberacion de eosinoéfilos desde la médula 6sea incrementando su
respuesta a otras quimiocinas como la eotaxina favoreciendo su
degranulacion, incremento de la permeabilidad microvascular, reduccion de
células caliciformes y vasoconstriccion coronaria [Pérez-Novo, et al., 2010;
Pettipher y Hansel, 2010].

Las linfoquinas, interleuguinas o citoguinas son unos productos solubles, de tiempo

de accidn corto, responsables de la comunicacién intercelular. Son las responsables

de la regulacién de la respuesta inmunolégica general y de la alérgica, en particular.

Las linfoquinas son producidas por diferentes tipos de células que participan en la
respuesta inmune, principalmente por los linfocitos T. Se han identificado un gran
numero de citoquinas (Tabla 6). Muchas de ellas son cruciales para el desarrollo de
los linfocitos y del tipo de respuesta inmune. Asi, los individuos atopicos presentan
una alteracion del equilibrio de los linfocitos Th1/Th2 a favor de una respuesta de
tipo Th2, produciéndose un incremento de Interleuquina-4 (IL-4), que va a favorecer
el desarrollo de la respuesta alérgica. Por el contrario, los linfocitos Thl producen
principalmente interferon gamma (IFN-y) que neutraliza la respuesta de la IL-4 y de

los linfocitos Th2 [Romagnani, 2004].

Los productos toxicos que se encuentran dentro de los granulos de los mastocitos y
basdfilos, y que se liberan en las reacciones de hipersensibilidad, tienen como

principal funcion producir inflamacién (Tabla 7).
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Caracteristicas y efectos de las interleuquinas mas importantes.

Interleuquina

Célula productora

Funciones

IL-1

IL-2

IL-3

IL-4

IL-5

IL-6

IL-9

IL-10

IL-11

IL-12

IL-13

IL-18

Monocitos
Células endoteliales
Epitelios y fibroblastos

Linfocitos T activados

Linfocitos T
Mastocitos

Linfocitos Th2/ThO
Mastocitos y basofilos
Linfocitos B

Linfocitos T
Fibroblastos
Endotelio

Linfocitos T
Fibroblastos
Endotelio

Linfocitos Th2/ThO

Linfocitos T
Algunos linfocitos B
Monocitos

Células dendriticas

Fibroblastos
Estromade médula 6sea

Células dendriticas
Linfocitos B
Macréfagos

Linfocitos T
Mastocitos

Basofilos

Fagocitos

Activacion de linfocitos T.

Sintesis de prostaglandinas por el endotelio.
Proliferacion y diferenciacion de linfocitos B.
Sintesis de GM-CSF e IL-4 por linfocitos T.

Proliferacion y diferenciacion de linfocitos Ty B.
Sintesis de inmunoglobulinas.
Estimulos para linfocitos T citotdxicos.

Hematopoyesis de células mieloides.

Diferenciacién de linfocitos T a Th2.
Crecimiento y diferenciacion de linfocitos B.
Induccién de sintesis de IgE.

Estimulo de endotelio y fibroblastos.

Crecimiento y diferenciacién de eosindfilos.
Quimiotaxis y activacion de eosindfilos.
Proliferacion de linfocitos B.

Desarrollo de megacariocitos.
Diferenciacion de linfocitos B a plasmacitos.
Sintesis hepética de proteinas de fase aguda.

Estimulo de mastocitos y linfocitos T.

Inhibicion de la presentacion del antigeno.
Activacion de linfocitos B.

Inhibiciébn de la secrecion de citosinas
proinflamatorias.

Sinergia para hematopoyesis.
Sintesis de proteinas en fase aguda.
Estimulacion de los fibroblastos y de la fibrosis.

Estimulacion de la diferenciacion a Thi.
Induccién de la sintesis de IFN-gamma.
Activacion de las células NK.

Produccion de 19G4 e IgE.
Crecimiento y diferenciacion de linfocitos B.
Inhibicion de citosinas proinflamatorias.

Aumento de la sintesis de IFN-gamma
sinérgicamente con IL-12.
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Tabla 7

Productos liberados por mastocitos y basofilos.

Mastocitos Basofilos  Efecto bioldgico

Beta-

. No Si Degradacion de glucurénidos.
glucuronidasa
Carboxipeptidasa Si No Degradacion de proteinas.
Catepsina Si Si Degradacion de proteinas.
Condroitin S S Anticoagulacion, estabilizacion de
sulfato granulos, efecto anticomplemento.
Elastasa No Si Degradacion de elastina
Hidrolasa acida Si No Deg,radauon lisosémica de
particulas.
. . . Anticoagulacion, estabilizacién de
Heparina Si Si . .
granulos, efecto anticomplemento.
Proteasas S S Fibrinogenolisis, activacion de
neutras colagenasas.
Triptasa S No ActlvaC|or.1, de colaggngsas y
degradacion de neuropéptidos.
Factores
atrayentes de Si Si Quimiotacticos de eosindfilos.
neutrofilos

Agregacion de las plaquetas,
Si Si vasodilatacion, aumento de la
permeabilidad, broncoconstriccion.

Factor activador
de plaquetas

MECANISMOS

En la hipersensibilidad tipo |, las moléculas de IgE especifica se fijan en la superficie
externa de la membrana de los mastocitos tisulares y de los basoéfilos circulantes
mediante su unién a receptores de alta afinidad (FceRI). Cuando el paciente
vuelve a exponerse al alérgeno, éste se une a las moléculas de IgE de superficie
[Akdis, 2006].

La union (cross-linking) de dos moléculas de IgE provoca la agregacion de los receptores
de alta afinidad y mudltiples tirosina-quinasas, incluyendo Lyn, Syk y Fyn, que se
activan y ejercen regulacion tanto positiva como negativa sobre la cascada de traduccion

de la sefal.
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Para la degranulacion mastocitaria también es necesaria la entrada de calcio a la célula,
controlada tanto positiva como negativamente mediante los canales de calcio [Peavy y
Metcalfe, 2008; Metcalfe, et al., 2009]. Estos acontecimientos conducen a la activacion

y degranulacién celular y a la liberacidén de sus mediadores citoplasmaticos.

Si bien este es el mecanismo clasico, recientes estudios demuestran que existen otros
mecanismos capaces de inducir la activacion y la degranulacién, y que son diferentes a
la unién tradicional de alérgeno — FceRI, en los que los mastocitos expresan en su
superficie celular multitud de receptores adicionales al FceRl que pueden actuar

sinérgicamente en la degranulacion. Estos receptores se pueden dividir en tres tipos:

e Receptores acoplados a proteina G (GPCRs): adenosina (A3R), proteina
inflamatoria la macrofagica (MIP-1a), componente C3a del complemento
(C3aR), esfingosina 1-fosfatasa (S1PR) y prostaglandina E2.

e Toll-like receptores (TLRs): TLR 2, 3y 4.

o Receptores para factores de crecimiento: stem cell factor (SCF) receptor y el

receptor transmembrana con actividad tirosina quinasa (KIT).

Por tanto, debe tenerse en cuenta que, por ejemplo, C3a y S1P pueden inducir
activacion y degranulacién independientemente de la presencia de un alérgeno
[Gilfillan, et al., 2009; Simons, 2010]. Una vez activada, la respuesta mastocitaria se
regulara mediante el balance entre los eventos intracelulares que favorecen y
suprimen la misma, que incluird todo lo anteriormente referido y que va mas alla de

los mecanismos clasicos.

La degranulaciéon mastocitaria producira la liberacion inmediata de los mediadores
preformados que son la histamina, las proteasas como triptasa, quimasa,
carboxipeptidasa A3 y proteoglicanos (heparina, condroitin sulfato), la liberacion
temprana (entre 5-30 minutos tras la exposicion antigénica) de mediadores lipidicos
sintetizados de novo como el factor activador de plaquetas (PAF), prostaglandinas
(PGD2) y leucotrienos (LTcs), y por ultimo, la sintesis y secrecién de citoquinas y
guimiocinas en la fase tardia (2-6 horas tras la exposicion antigénica), como son IL-5,
IL-6, IL-13, IL-33 y, en menor medida IL-4, asi como el factor de necrosis tumoral a
(TNF-a), siendo éste ultimo también un mediador preformado [Hitomi, et al., 2010;
Simons, 2010].

La activacién de esta cadena de reacciones celulares y moleculares es la responsable

de las manifestaciones clinicas que conforman la enfermedad alérgica.
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GENETICA DE LAS ENFERMEDADES ALERGICAS

A menudo se observan en familias niveles anormalmente elevados de sintesis de IgE y
atopia asociada. Aunque el patron completo de herencia probamente sea multigénico,
los estudios de familias han demostrado que hay una clara transmision autosémica de
la atopia. Diversos estudios de poblacion con técnicas de clonacién posicional y
cartografia genética han identificado genes o locus candidatos para la alergia (Tabla 8).

Tabla 8
Cromosomas involucrados en la alergia. Modificado de Mufioz-Lépez, 2011.

Cromosoma Mediadores de atopia

1923 IgE total

2012 Eosindfilos

2933 CD28: actividad células T

3p24.2p22 Receptor de quimiocinas

4935 Factor regulador de interferon

5023.033 IL-4, |L-_13, II-3: |L-5,_ IL-Q,_factor esti_mulador de colonias,
CD14 (ligando lipopolisacaridos bacterianos)

6p21.1-p23 TNF-a

7p15.2 Ag HLA clase Il

9924 Eosinofilia. IL-33, ligando IL-1

11913 Receptor de células T, IL-6

12q14-024.23

Cadena B del receptor IgE de alta afinidad (FceRI-3)

13g14.3 Factor de células madre IFN-y
14932 Cadena pesada IgG
16pl2.1 Receptor de células a /o

17p11.1-q11.2
179-12, 17¢21
19913

20p13
X(g28-Xg28-q29

Receptor IL-4

Proteina transmembrana ligada al reticulo endoplasmico
Receptor de quimiocinas

Metaloproteasa

CD22 (células B maduras). Receptor de IL-9
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Uno de estos posibles locus para la atopia est4 en el cromosoma 5q, cerca de la regién
del grupo de genes que codifican las citoquinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 y el receptor
para IL-4. Esta region es de gran interés debido a la conexién entre varios de los genes
localizados en ella, los mecanismos de regulacién de la IgE, y el crecimiento y

diferenciacion de mastocitos y eosindfilos.

Ademas, los polimorfismos del gen de la IL-9 se han asociado al asma bronquial
humana, y esta citoquina induce inflamacion de las vias respiratorias en modelos
experimentales de asma. Por otro lado, la regién cromosémica homéloga en los ratones,
se ha relacionado en modelos in vitro con una mayor diferenciacién de las células T
CD4+ de algunas cepas endogamicas de ratones a células Th2 en respuesta frente a

antigenos proteicos.

La base genética de la predisposicion a sintetizar IgE, se encuentra influenciada por
varios genes [Potaczek y Kabesch, 2012], mediante un probable patrén multigénico, de
transmisién claramente autosémica. Otro locus asociado a atopia/asma esta localizado
en el cromosoma 12q14, region en la que esta situado el gen que codifica la cadena 3
del receptor de alta afinidad para la IgE. Se ha demostrado que la genética subyacente
a la propension al desarrollo de enfermedades alérgicas es muy compleja y que podrian

estar implicados numerosos genes.

Dentro de la misma familia, el 6rgano diana de la enfermedad atdpica es variable. Asi,
la fiebre del heno, el asmay el eccema pueden presentarse en diferentes grados en los
distintos miembros de una misma familia. Sin embargo, todos estos individuos
mostraran niveles plasmaticos de IgE mas elevados que la media normal. Ademas de
esta tendencia general a sintetizar IgE, también se hereda la capacidad para sintetizar
anticuerpos IgE especificos frente a ciertos antigenos, como el polen de ambrosia,
la cual puede estar ligada a determinados alelos del CMH de clase Il [Costa, et al., 1997,
Kinet, 1999].

En resumen, la enfermedad alérgica se caracteriza por una herencia multifactorial muy
compleja unida a una exposicion medioambiental siempre necesaria, determinando todo
ello un fenotipo alérgico que también puede mostrar distintas particularidades en cada
paciente concreto: forma de presentacion clinica, severidad, edad de aparicion o

respuesta al tratamiento.
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PREVALENCIA

Las enfermedades alérgicas, tales como la rinitis/conjuntivitis, asma bronquial, alergia
alimentaria, urticaria y eccema se encuentran entre las causas mas frecuentes
de enfermedades crénicas en el mundo y en el primer lugar del ranking en Europa
[WHO, 2007].

La prevalencia crece a un ritmo constante y la tendencia indica que aproximadamente
el 50% de la poblacion europea sufrird una enfermedad alérgica en el 2020 [De la Hoz,
et al., 2012]. Los ultimos estudios realizados muestran que la enfermedad alérgica
alcanza una prevalencia de entre el 20 y el 35% en la poblacién europea en edad laboral
[Bousquet, et al., 2009], con elevados costes directos e indirectos. Las posibles causas

de este aumento son muy variadas:

e Existen factores genéticos predisponentes.

¢ El modo de vida occidental (tabaquismo, sedentarismo, obesidad, cambios en
los habitos alimenticios...).

e Inviernos mas suaves.

e El efecto invernadero.

e La contaminacion ambiental.

e Lateoria de la higiene, segun la cual los nifios viven en ambientes mas limpios,
con medidas higiénicas adecuadas, estdn vacunados de numerosas
enfermedades, utilizan antibidticos y estan libres de enfermedades parasitarias
[Maizels, 2005].

A su vez, los pacientes alérgicos sufren algun tipo de impacto en su calidad de vida,
tanto laboral como escolar, asi como en su tiempo de ocio y en muchos casos

encontrando dificultad para dormir [Bousquet, et al., 2001; Mullol, et al., 2008].

Sin embargo, segun el ultimo informe de Alergoldgica 2015 [Sastre, et al., 2017], en el
que se utiliza el cuestionario de salud EQ-5D-5L, un cuestionario genérico de calidad de
vida validado en poblacion espafiola y en el que se tienen en cuenta movilidad, auto-
cuidado, actividades cotidianas, dolor/malestar, ansiedad/depresiéon y escala visual
analogica (EVA) se encuentra que los sujetos de este estudio presentan un mejor perfil
de movilidad, auto-cuidado y la media de la EVA que la poblacion general mientras que

tienen un peor perfil en actividades cotidianas, dolor o malestar y ansiedad o depresion.

Lo més importante y la conclusion de este estudio, fue confirmar que la enfermedad
alérgica, aunque no limitante como otras enfermedades cronicas, supone una

importante carga de molestias, alteraciones de la vida diaria y afectan a la salud mental.
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La enfermedad alérgica con mayor prevalencia en la consulta de alergologia en Espafa

es la rinitis/conjuntivitis suponiendo un 62%, seguida del asma bronquial con un 23,4%

[Sastre, et al., 2017]. La rinitis tiene una prevalencia en la poblacion mundial que varia
entre un 2-25% en nifios y entre un 17-28,5% en adultos, estando frecuentemente
asociada al asma en un 15-38% en los pacientes con rinitis alérgica [Brozek, et al.,
2017]. De acuerdo con los datos de la encuesta European Community Health Survey
[Janson, et al., 2001], realizada a principios de los noventa, un 4,5% de la poblacién de
20 a 44 afios tenia asma (con valores extremos entre el 2% y el 11,9%), mientras que
el asma en nifios oscila entre un 3-21% segun diferentes paises en el estudio ISAAC
[Mallol, et al., 2013; Asher y Pearce, 2014].

La alergia alimentaria tiene una prevalencia algo confusa segun los datos globales que

existen actualmente, con tasas que varian desde el 0,5 hasta el 15% en poblacién
infantil [Dunlop y Keet, 2018] y del 0,1 al 1% en adultos [Woods, et al., 2002; Patriarca,
et al., 2009] Esta variacion es mayor dependiendo de la poblacion estudiada. Hay
indicios de que los paises menos industrializados (u "occidentalizados") como Tailandia
y Turquia pueden tener tasas mas bajas de alergia a alimentos pero, en muchos de
estos estudios, solo se examind un conjunto muy concreto de alimentos, y podrian tener
algun tipo de sesgo metodoldgico [Osborne, et al., 2011; Prescott, et al., 2013]. Es
necesario un examen mas exhaustivo de las tendencias de prevalencia para poder

comprender mejor las diferencias que existen a nivel geografico.

La dermatitis atépica tiene una prevalencia del 7,2% en adultos residentes en Estados
Unidos (EE. UU.) [Dinulos, et al., 2017], 3% en Canad4, 4% en Europay 1,7% en Japon.

La prevalencia es generalmente mas baja en hombres frente a mujeres y se va

reduciendo con la edad [Barbarot, et al., 2018].

La urticaria cronica es una enfermedad que afecta del 0,5 al 1% de la poblacién [Dias,

et al., 2016], con lesiones eritematosas y papulosas que persisten durante mas de
6 semanas provocando una reduccion en la calidad de vida de quien la padece similar

a la producida por una enfermedad coronaria de tres vasos [Ferrer y Kaplan, 2007] .

Las reacciones adversas a medicamentos con frecuencia ocurren en pacientes infantiles

hospitalizados (10,2%) y pacientes ambulatorios (1,5%). En los nifios, existe una
sobreestimacion de la hipersensibilidad a medicamentos y, en comparacion con los
adultos, es 1,5 veces menos probable que se confirme, siendo particularmente mas baja

en aquellos con exantema maculopapular [Fernandez, et al., 2014].
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En un estudio [Zambonino, et al., 2014] que evalué una gran poblacién de nifios con
reacciones de hipersensibilidad a los farmacos, los méas frecuentes fueron los
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) (44,53%), los betalactdmicos (42,97%) y los
macrolidos (1,56%). Estos datos son similares a los encontrados en adultos de la misma
poblacion, aunque en adultos las reacciones inmediatas a betalactamas fueron mas

frecuentes [Dofia, et al., 2012].

La alergia al veneno de himendpteros hace referencia a la reaccion alérgica que se

produce después de la picadura de una abeja, avispa u hormiga. El riesgo es mayor en
adultos que en los nifios debido al aumento de la exposicién, las comorbilidades y el uso
concomitante de medicamentos. Se han notificado hasta un 3% de reacciones

sistémicas en adultos y menos de 1% para los nifios [Golden, 2015; Dhami, et al., 2017].

Todos estos datos descritos anteriormente demuestran la importancia y las
consecuencias de la enfermedad alérgica, no sélo en términos de elevada prevalencia,
sino del impacto en la calidad de vida de los pacientes alérgicos y sus familiares,
asi como del riesgo de sufrir reacciones graves que, en Ultima instancia pueden

resultar mortales.

Impacto en la sociedad

El incremento de la prevalencia a nivel mundial de la rinitis, el asma y la dermatitis
atopica, ha sido definido como “epidemia alérgica”. Las alergias respiratorias
aparecieron primero entre los mas ricos, luego dentro de la clase media y, finalmente,
también afectaron a la poblacién con mas necesidades. En los ultimos afios, las alergias
alimentarias estan volviéndose mas prevalentes en las poblaciones con estilo de vida
occidental. Esta “segunda ola” [Prescott y Allen, 2011] de alergia epidémica esta
generando una pesada carga en los sistemas de salud que no estan bien preparados

para afrontar este desafio.

Las autoridades sanitarias de los paises desarrollados empiezan a concienciarse del
gran impacto econdémico y social que tienen las enfermedades alérgicas en la
actualidad, y estan facilitando el desarrollo de programas e iniciativas para
mejorar su diagndéstico y tratamiento. Sin embargo, apenas existen estrategias
comunes. La mas notable es la Ga?LEN (Global Allergy and Asthma European
Network) que se ha planteado como red de investigacion y esté financiada por la

Comunidad Europea.
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La financiacién publica también ha apostado fuerte por el estudio de la historia
natural del asma y de los factores que pueden favorecer o dificultar el
desarrollo de esta enfermedad. Especialmente notorio es el estudio ISAAC
(International Study of Asthma and Allergies in Chilhood), que estudia la
prevalencia de las enfermedades alérgicas en la infancia, con la participacién de
mas de cien paises y unos dos millones de nifios en todo el mundo, a lo largo de

los ultimos 20 afos.

En Espafia, existen diferentes asociaciones de pacientes alérgicos (Tabla 9)
gue potencian la investigacién y el apoyo a dichos pacientes y a sus familiares
[Chivato, et al., 2012].

Tabla 9
Algunas de las asociaciones de pacientes mas activas en Espafia.

Nombre Pagina web

Asociacion Espafiola de Alérgicos a Alimentos y Latex
(AEPNAA)

www.aepnaa.org
Asociacion Gallega de Asmaticos y Alérgicos (ASGA) www.accesible.org/asga

Asociacion de Familiares y Pacientes de Dermatitis
www.adeaweb.org

Atépica (ADEA)
Asociacion de Asmaticos Madrilefios www.asmamadrid.org
Asociacion Espafiola de Alérgicos al Latex www.alergialatex.com
Asociacion Asmatolégica Catalana www.asmatics.org

Asociacion de Alérgicos a las Picaduras de
Himendpteros (ADAPHI)

www.scaic.cat/scaic/adaphi.htm

Asociacion Madrilefia de Alergias Alimentarias www.histasan.com

Asociacion de Alérgicos y Asmaticos de Jaén

www.alerja.es
(ALERJA)

Las barreras para la implementacion de programas de prevencion y control
parecen ser similares para muchas enfermedades, y la alergia no es una excepcion
(Figura 7).
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Figura 7. Barreras potenciales para la implementacion de programas de prevenciéon y

control de enfermedades. Modificada de Global Atlas of Allergy, 2014.

Como ejemplos de estas estrategias, el Programa Finlandés de Alergia 2008-2018,
liderado por el Dr. Tari Haatela, que esta logrando una reduccién de la carga
de la alergia con medios relativamente simples [Haahtela, et al., 2008, 2012]. Este
programa esta dirigido a reducir la carga de las alergias tanto a nivel individual como
social. Se hace mediante el aumento de la tolerancia tanto inmunolégica como
psicologica, y cambiando actitudes para apoyar la salud en lugar del
sobretratamiento de sintomas de alergia leves y comunes. Las formas graves de
alergia tienen una atencion especial, por ejemplo, los ataques de asma se previenen

proactivamente mejorando el control de la enfermedad de manera supervisada.

En conclusion, cada vez hay mas conciencia y evidencia de los efectos psicoldgicos y
sociales de la alergia en los pacientes y sus familias [Cummings, et al., 2010].
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DIAGNOSTICO

El diagnéstico de las enfermedades alérgicas se lleva a cabo con los diferentes extractos
alergénicos, in vivo mediante la exposicion del alérgeno al paciente, e in vitro mediante

la union de los anticuerpos IgE especificos del paciente al alérgeno [Crameri, 2013].

Las pruebas in vivo son herramientas fundamentales en el diagnéstico de alergias
mediadas por IgE (tipo 1) y, dentro de ellas, las pruebas cutaneas tipo prick test son las
mas utilizadas debido a que son faciles de realizar, econémicas y de rapida lectura
[Hoffmann-Sommergruber, et al., 2015].

Las pruebas intradérmicas, también llamadas intracutaneas, son mas exigentes, pero
permiten, por titulacion de varias concentraciones de alérgenos, una obtencién muy
exacta de los niveles de sensibilizacion. Las pruebas epicutaneas son utilizadas en
pacientes con sospecha de dermatitis por contacto (alergias tipo V) o hipersensibilidad
tardia para medicamentos. Debido a su potencial capacidad de producir cicatrices, las
pruebas cutédneas por escarificacion estan limitadas a algunos tipos especiales de
medicamentos o alérgenos ocupacionales (Tabla 10).

Tabla 10

Pruebas cutaneas en el diagnéstico de la alergia. Modificada de Global Atlas of Allergy, 2014.

, Prueba Parches Parches
Prick test . e o -
intradérmica epicutaneos atopicos
Raramente Algunas formas
Alergiaa +++ Gtiles, pocos 9 I
. . i N.A de dermatitis
inhalantes Estandar alérgenos .
. i atopica
disponibles
++ ¢ Esofagitis
inofilica?
Alergia comerciaes NA Agunas formas
alimentaria : . Titulacion : 9 ”
disponibles y de dermatitis
comida fresca atépica
Alergiaa N +++
gt Sensibilidad T N.A N.A
venenos . Titulacion
reducida
+++
. L Con algunas ++
Hipersensibilidad + hasta ++ drogas Hipersensibilidad N.A
adrogas . P
solubles; tardia a drogas
Titulacién
+
Alérgenos de Dermfatltls NA .t NA
contacto a proteina de
contacto

N.A: no aplica.
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También es importante mencionar las pruebas de exposicion/provocacion, ya sea a nivel
bronquial, conjuntival, nasal, con alimentos y con farmacos, ya que estas pruebas
asemejan la situacion natural y son Utiles para entender los mecanismos que estan

interviniendo en la reaccion.

Dentro de las pruebas in vitro el prototipo para la determinacion de IgE (Radioallergobent
test, RAST) fue descrito por primera vez en 1967 [Wide, et al., 1967]. Esta técnica
utilizaba un disco de papel como fase sélida donde se inmovilizaba de manera covalente
el alérgeno para después administrar el suero del paciente. Tras subsecuentes lavados
para eliminar proteinas y anticuerpos no adheridos, la IgE unida se detectaba con una

anti-IlgE humana policlonal marcada con I*%.

En 1989 se lanz6é un nuevo inmunoensayo con una fase soélida hidrofilica, totalmente
automatizado que permitia una mejor union covalente entre el antigeno y la interaccion
de éste con los anticuerpos especificos, en el que la IgE especifica unida se detectaba
con una anti-Ilgg humana monoclonal marcada con un fluorocromo. Los resultados se
expresan en kilounidades por litro (kU/L) y estan armonizados con el estandar de IgE de
la Organizacion Mundial de la Salud (1 kU/L = 2,42 ng/mL) [Bousquet, et al., 1990].

Actualmente, el sistema mas comun para detectar IgE especifica es el denominado
ImmunoCAP (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.), considerado el "estandar de
oro" para el diagndstico in vitro de las enfermedades alérgicas.

En los ultimos afios, la investigacion se ha dirigido a la obtencién de alérgenos
purificados con mayor relevancia clinica [Hiller, et al., 2002]. La disponibilidad de estos
alérgenos abre nuevas oportunidades diagndsticas mediante la aplicacion de los
llamados microarrays, capaces de detectar un elevado nimero de posibles agentes

causantes de alergia con cantidades muy pequefias de material biolégico.

La mayor parte de las moléculas alergénicas disponibles se han obtenido mediante el
uso de la tecnologia del ADN recombinante, lo que ha permitido la clonacion y la
produccion de alérgenos a gran escala [Mari, 2008]. Este conocimiento estéd depositado
en diferentes bases de datos (Tabla 11).

Por dltimo, dentro de las técnicas in vitro se encuentran las pruebas celulares en las que
se induce la respuesta alérgica dentro de un tubo de ensayo. Como
cualquier prueba in vitro tiene la ventaja de cuantificar la respuesta alérgica sin ningun

riesgo para el paciente.
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Entre las técnicas celulares mas comunes estan el test de liberacidon de histamina (HRT
por sus siglas en inglés) [Siraganian, 1974; Stahl Skov, etal.,, 1985] y el test de
activacion de basofilos (TAB) [Knol, et al., 1991] que exploran la reactividad del baséfilo
tras un estimulo antigeno especifico, valorando tanto la liberacion de mediadores (HRT)
como la presencia de marcadores especiales o0 moléculas, que sélo se expresan en la
membrana de esta célula tras su activacion por parte del antigeno responsable de la
reaccion (TAB), y que no se encuentran presentes en la membrana celular cuando ésta

Se encuentra en reposo.

Estas técnicas se usan cuando la historia del paciente, la IgE especifica o los test
cutaneos son discordantes, cuando no hay una IgE especifica o una prueba cutanea
confiable, o si la historia del paciente indica que la prueba cutanea puede provocar una

respuesta sistémica.

Con base en el conocimiento actual, es importante tener en cuenta no solamente la
determinacion de niveles séricos de IgE, sino permitir que éstos, junto con la historia
clinica y las pruebas de provocacion, conduzcan hacia un diagnéstico completo y

preciso antes de considerar intervenciones inmunoterapéuticas.

Tabla 11
Bases de datos de alérgenos/proteinas. Modificada de Global Atlas of Allergy, 2014.

Bases de

d URL Objetivo / Funcidn
atos

Responsable de mantener y desarrollar
WHO/IUIS http://www.allergen.org/ una nomenclatura Unica, no ambigua y
sistematica, para las proteinas alergénicas.

Sitio web disefiado para proveer informacion,
ALLERGOME  http://www.allergome.org/ en moléculas alergénicas (alérgenos), para
médicos clinicos e investigadores.

Provee acceso a la lista de alérgenos
AllergenOnline  http://www.allergenonline.org/ calificadamente revisados, y una base de
datos para busqueda de secuencias.

http://www.meduniwien.ac.at/ La base de datos AllFam es un recurso

AllFam para clasificar los alérgenos en familias de
allergens/allfam/ :
proteinas (basado en Allergome).
Uniprot http://www.uniprot.org/ Es una base de datos mas general, no

so6lo contiene proteinas alergénicas.
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TRATAMIENTO

El tratamiento de las enfermedades alérgicas se sustenta en tres pilares fundamentales:
el control ambiental y del entorno, mediante la identificacion y evitacién del alérgeno
causante de la enfermedad, el tratamiento farmacolégico preventivo o sintomético y la

inmunoterapia especifica.

Las personas alérgicas deben ser informadas sobre donde se pueden encontrar los
alérgenos a los que estan sensibilizados y qué medidas deben seguir para evitarlos
[Holgate y Polosa, 2008]. Las fuentes alergénicas que se pueden evitar son las

derivadas de pdlenes, acaros, epitelios de animales, hongos y alimentos. En el caso de
las alergias alimentarias, este tipo de medidas requiere una supervision y monitorizacion
continuada por parte del médico, sobre todo en los nifios 0 en casos de alergias
multiples, ya que se corre el riesgo de provocar deficiencias alimentarias [Koletzko y
Koletzko, 2009].

En el mercado, hay disponibles numerosos medicamentos Utiles en la prevencién y

tratamiento de las enfermedades alérgicas. En general, reducen temporalmente los
sintomas al neutralizar tanto las células implicadas en la inflamacion alérgica como los
mediadores y otros factores producidos por éstas. La problemética asociada con este tipo
de terapias es que todas son paliativas, es decir, reducen los sintomas asociados con la
enfermedad sin modificar el curso natural de la misma (Tabla 12).

La inmunoterapia especifica con alérgeno (ITS/SIT, por sus siglas en inglés) representa,

hoy en dia, segun el informe emitido en 1998 por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), “el unico tratamiento que puede alterar el curso natural de las enfermedades
alérgicas y que también puede impedir el desarrollo del asma en los pacientes con rinitis
alérgica”[Bousquet, et al., 1998] cuando la administracién es por via subcutanea (SCIT).
Ademas de ser especifica de antigeno y modificar el curso natural de la enfermedad
alérgica, sus beneficios clinicos perduran después de suspender el tratamiento [Larché,
et al., 2006]. Sin embargo, la SIT presenta algunos inconvenientes, como el riesgo de
que se produzcan reacciones sistémicas graves que pueden llegar a comprometer la
vida del paciente [Williams, et al., 2004]. En 2009 la WAO amplia a la via sublingual
(SLIT) la eficacia y seguridad de la SCIT [Canonica, et al., 2009].

Las vias anteriormente descritas (subcutanea y sublingual) son las mas frecuentes
y estudiadas, pero no las Unicas, y cabe destacar la existencia de inmunoterapia
por otras vias como la oral, intradérmica, nasal, intraganglionar y bronquial
[Casale y Stokes, 2011].



Tabla 12
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Farmacos empleados para el tratamiento de las enfermedades alérgicas.

Farmaco

Mecanismo de accién

Sintomas a tratar / Efectos

Antihistaminicos de 12
generacion (clasicos o
sedantes)

Antihistaminicos de 22
generacion (no sedantes)

Glucocorticoides
(sistémicos, inhalados,
nasales o topicos)

Simpaticomiméticos
(naturales y B2-miméticos)

Antileucotrienos

Cromonas

Anticolinérgicos

Xantinas

Inmunomoduladores

Anticuerpo monoclonal
anti-lgE

Antagonistas del receptor HR1
de histamina

Antagonista del receptor H de
histamina

Inhibidores de la expresion de
citoquinas, quimioquinas y
moléculas de adhesion en
células Th2

Antagonistas de los
receptores a y B adrenérgicos

Agonistas de leucotrienos

Inhibidores de la
degranulacion de mastocitos

Inhibidores de receptores
muscarinicos

Inhibidores de las
fosfodiesterasas de AMPg,
antagonistas de los receptores
de adenosina

Inhibidores de la calcineurina
(inhibicion de la activacion de
células T)

Bloqueo de los anticuerpos
IgE

e Disminucién de los
sintomas de la respuesta
inmediata

¢ Disminucién de los
sintomas de la respuesta
inmediata

¢ Reagudizaciones asmaticas
¢ Asma persistente

« Rinitis alérgica
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En 1935, mas de 30 afios antes del descubrimiento de la IgE, Robert A. Cooke
documento su experiencia acerca de los mecanismos de inmunoterapia inyectada.
La transfusiébn de sangre de un paciente tratado con inmunoterapia sobre un

paciente que padecia fiebre de heno, le proporcion6é una mejoria considerable.

Este procedimiento de inmunizacién pasiva, reveld que el factor transferido a través
de la sangre era la inmunoglobulina IgG (IgG4 en humanos), que tenia la capacidad
de inhibir las reacciones inmediatas que eran provocadas por el alérgeno causante
[Cooke, et al., 1935]. Este hecho hizo que dicha inmunoglobulina se denominara

como una inmunoglobulina bloqueadora [Loveless, 1940].

Los primeros ensayos clinicos empleando extractos alergénicos resultaron ser
poco eficaces, ademas de tener efectos adversos sobre la salud de los pacientes
(reacciones alérgicas locales, urticaria, asma y, en algunos casos, anafilaxia). Asi,
los primeros intentos para solventar estos problemas se centraron en el uso de
adyuvantes, como el hidréxido de aluminio [Zoss, A, et al., 1937]. De esta forma,
los alérgenos se adsorben al adyuvante, y una vez que el preparado es
administrado, se genera una liberacién sostenida de los mismos, lo que reduce la

aparicion de reacciones anafilacticas.

Afos mas tarde, se realizaron los primeros intentos para disminuir la actividad
alergénica de los extractos, bien mediante hidrélisis para generar un complejo de
péptidos cortos (haptenos) [Malley y Perlman, 1969], o bien por modificacion
quimica, mediante el uso de formaldehido o glutaraldehido [Marsh, et al., 1970]. La
modificacién quimica genera los denominados alergoides, capaces de inducir IgG
blogueantes (mantienen la inmunogenicidad) y de reducir la capacidad fijadora de

IgE (alergenicidad).

En la década de los 80, con el desarrollo de las técnicas del ADN recombinante y
la caracterizacion molecular de las proteinas, se asentaron las bases necesarias
para el conocimiento de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de los
alérgenos [Chua, etal.,, 1988]. Estas técnicas permitieron la produccion
recombinante a gran escala de los principales alérgenos, asi como el disefio de
derivados hipoalergénicos, cuya actividad alergénica se encuentra disminuida
mientras que mantienen su capacidad inmunogénica [Pauli, et al., 1999; Van Hage-
Hamsten, et al., 1999].
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Estas moléculas parecia que solventarian parte de la problemética asociada con el
uso de extractos alergénicos naturales en inmunoterapia, tales como sensibilizacién
de novo debido a la presencia de contaminantes, inestabilidad del extracto, o falta

de estandarizacion del mismo [Valenta, et al., 2010].

La primera vacuna basada en alérgenos recombinantes fue administrada en
pacientes alérgicos empleando dos derivados hipoalergénicos de Bet v 1, alérgeno
principal del polen de abedul [Niederberger, et al., 2004].

En este sentido también se desarrollaron técnicas de purificacion de alérgenos
naturales nativos, con la ventaja de obviar las posibles modificaciones post-
traduccionales, que podrian afectar a la estructura y funcion de la proteina
recombinante. El primer tratamiento basado en alérgenos naturales nativos
purificados fue administrado empleando Alt a 1, alérgeno mayor del hongo Alternaria
alternata [Prieto, et al., 2010; Pineda, 2017].

Los mecanismos por los cuales la ITS ejerce su funcionamiento en las enfermedades
alérgicas son complejos, no se conocen con exactitud y continGan siendo materia de
estudio [Larché, etal., 2006; Casale y Stokes, 2011]. La farmacodinamia de la

inmunoterapia ha mostrado diferentes mecanismos (Figura 8):

e Efectos tempranos que se relacionan con la desensibilizacion de los
mastocitos y basdfilos, que conlleva a una reduccion de los sintomas clinicos
que caracterizan la respuesta inmediata de la reaccion alérgica [Eberlein-
Konig, et al., 1995; Jutel, et al., 1996; Plewako, et al., 2006].

e Efectos a medio plazo por modificaciéon de la respuesta mediada por las
células Th2, ya sea por anergia, delecién clonal o activacién de las células T
reguladoras (Treg), que producen IL-10 y/o TGF-B. Estos eventos van
acompafados de una disminucion de la secrecion de citoquinas de tipo Thl
y de la proliferacion de las células Th2 [Akdis, et al., 1996, 1998; Jutel,
et al., 2003].

e Efectos tardios, asociados con la actividad de las células B. Tras el
incremento transitorio de los niveles séricos de los anticuerpos IgE
especificos [Gleich, etal., 1982; Van Ree, et al., 1997], éstos disminuyen
gradualmente, a la vez que se incrementan los niveles de IgG,

particularmente de IgG4 [Jutel, et al., 2005; Reisinger, et al., 2005].
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Inmunoterapia con alérgenos

Desviacion inmunitaria
_afavordela
diferenciacionde Th1

¥ Células efectoras\/

¥ Citoquinas Th2

. Induccién de
células T reguladoras

Células Th2

Inhibicion de la
liberacion de histamina
IgE-dependiente

~,Inhibicién de la
" presentacion de antigenos
1) facilitada por lg

Gt Células presentadoras
Mastocitos de antigeno

Figura 8. Efectos de la inmunoterapia con alérgenos. Modificada de Casale, et al., 2011.
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ALERGIA ALIMENTARIA

“El diagnéstico de alergia a alimentos en un nifio es una situacion que tiene un
impacto sobre cada minuto y sobre cada dia de la vida del nifio, de su familia y

como extension de toda la trama social”.
Anne Mufioz-Furlong [Mufioz-Furlong, 2003].

Fundadora - The Food Allergy & Anaphylaxis Network (FAAN), actual FARE.

Los alimentos presentan gran capacidad para provocar respuestas en el sistema
inmunolégico. Son sustancias altamente complejas, constituidas por dos tipos de
compuestos: nutrientes (hidratos de carbono, lipidos, proteinas, vitaminas y minerales)
Yy no nutrientes (sustancias naturales, aditivos, contaminantes y productos derivados de

los procesos a los que se someten los alimentos).

Un alimento puede estar constituido por cientos de compuestos no nutrientes,
lo que explica la complejidad del estudio etiolégico de las reacciones

alimentarias adversas.

Las reacciones adversas que se producen en relaciébn con alimentos ingeridos se
conocen desde la antigtiedad. Asi, Hipdcrates de Cos (460-437 a.C) relato los primeros
problemas gastrointestinales y habones inducidos por la ingestién de leche en el
“Corpus Hipocraticum”. Estas observaciones llevaron a escribir a Tito Lucrecio Caro
(98-55 a.C) en “de Rerum Natura” que lo que es alimento para algunos, es veneno para
otros [Panzani, 1985].

La primera reaccion anafilactica al huevo fue aportada a la literatura médica por Marcello
Donati en el siglo XVI y, posteriormente, al pescado, en el siglo XVII por Philipp Sachs.
En 1912 el pediatra Oscar Menderson Schloss fue el primero en diagnosticar alergia
alimentaria por pruebas cutaneas [Schloss, 1912] y demostr6 un caso de alergia a huevo

con una prueba de escarificacién (scratch test) [Cohen, 2008; Sampson, 2015].

En 1921, dos médicos austriacos, Prausnitz y Kistner [Prausnitz y Kistner, 1921]
publicaron los resultados de la transferencia pasiva local, inyectando el suero de Kiistner
(alérgico a pescado) en la piel de Prausnitz que no era alérgico. Tras inyectar
localmente, por via intradérmica, el extracto de pescado sobre los puntos de

transferencia, se obtuvo a los 15 minutos una prueba positiva.
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En 1950, Loveless utiliz6 por primera vez provocaciones orales administrando de
manera enmascarada los alimentos, para determinar la veracidad de la clinica
referida por el paciente [Loveless, 1950] y en 1976, May introdujo el uso de
provocaciones orales doble ciego controladas con placebo (PODCCP),
estableciéndola como prueba definitiva o gold standard para el diagnostico de las

reacciones adversas a alimentos [May, 1976].

Las alergias alimentarias mediadas por IgE se manifiestan tras la exposiciéon
al alérgeno alimentario, habitualmente por ingestion, en un individuo que se
encuentra previamente asintomatico y que continla estandolo una vez que se
resuelve el episodio. Estos alimentos son bien tolerados por los individuos no
alérgicos, e incluso son considerados alimentos saludables y convenientes para una

buena alimentacion.

Las reacciones mediadas por IgE ocurren dentro de las dos horas siguientes a
ingestion del alimento e involucran la piel, el tracto gastrointestinal, el tracto
respiratorio y, con menor frecuencia, el sistema cardiovascular [Berin y Sampson,
2013]. En el caso mas grave de anafilaxia, los sistemas de 6rganos multiples estan

involucrados y pueden incluir colapso cardiovascular.

Existen varios mecanismos por los cuales las personas desarrollan reacciones
adversas a los alimentos. Estas reacciones pueden considerarse toxicas o no toxicas
(Figura 9) y entre las reacciones no téxicas estan aquellas que no son
inmuno-mediadas, como las que involucran defectos enzimaticos o reacciones a
ciertas sustancias, y son mucho mas comunes que las reacciones inmunitarias
[Spergel, 2006; Gultekin y Doguc, 2013].

Las formas mas comunes de reacciones adversas a los alimentos mediadas
por factores inmunes (reacciones de tipo I), siempre se caracterizan por el desarrollo
de IgE frente a los alérgenos alimentarios. Puede ir acompafiado de inflamacion,
inducida por componentes celulares, y mediada por células T y eosinéfilos [Longo,
et al., 2013].

Hay estudios que barajan la hipétesis de la existencia de antigenos alimentarios IgG
especificos, que pueden causar reacciones adversas a través de anticuerpos
diferentes a la IgE o hipersensibilidad tipo Il o tipo Ill, aunque no existe evidencia
experimental sélida que respalde la relevancia de estas reacciones, por ello existen
varios documentos de posicionamiento de la EAACI que recomiendan no analizar la

IgG en el diagnostico de alergia a alimentos [Stapel, et al., 2008; Bock, 2010].
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La hipersensibilidad tipo IV principalmente involucra respuestas de células T y puede
dafiar el intestino de la mucosa. Se asocia con trastornos como la enfermedad celiaca,
que se caracteriza por una reacciéon de hipersensibilidad contra la fraccion de gluten de

trigo que comprende gliadinas y gluteninas [Green, et al., 2015].

Reacciones adversas a alimentos

A v

Téxicas No téxicas
|
No inmuno mediadas Inmuno mediadas
Enzimaticas Respuestas inmunes adaptativas:
(P. ej. intolerancia a la lactosa) Tipo I: IgE y/o celulas T
(Alergia alimentaria asociada a IgE)
Farmacoldgicas Tipo Il, Tipo lll: ?
(P. ej. aminas vasoactivas, )

metilxantinas, Tipo IV: Celulas T (p. ej. enfermedad

capsaicina, etanol) celiaca, enterocolitis inducida

por proteinas de alimentos)

Respuestas inmunes innatas:
Complemento, receptores tipo Toll,
células inmuntiarias innatas

Figura 9. Reacciones adversas a alimentos. Modificada de Valenta, et al., 2015.

PREVALENCIA

Estimar la tasa de alergia a los alimentos en una poblacion es un desafio, porque
establecer la alergia a los alimentos a gran escala es dificil. La verdadera alergia a los
alimentos se define por una respuesta clinica especifica, reproducible e
inmunolégicamente mediada, tras la exposicion al alérgeno. Soélo la provocacion
alimentaria evalGa directamente la respuesta clinica ante la exposicion alérgica, pero el
riesgo inherente para los pacientes de la provocaciéon, combinado con el hecho de que
requiere mucho tiempo y personal, lo hace insostenible para estudios a gran escala de

prevalencia [Dunlop y Keet, 2018].
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La subjetividad de la informacién suministrada por parte del propio paciente (“auto-
informe”) o por parte de los padres, es mas facil de obtener en amplias encuestas de
poblacion pero, en general, tienden a sobreestimar la prevalencia porque es facil
confundir las intolerancias, como la intolerancia a la lactosa, u otras condiciones con la

alergia alimentaria [McGowan, et al., 2016].

La prevalencia de la alergia alimentaria estéa creciendo a un ritmo alarmante, y no es
sencillo conocer con precision las razones de este crecimiento. Factores como un
ambiente estéril libre de patdégenos, cambios en los habitos alimenticios, deficiencia de
vitamina D, composicién de la microbiota intestinal, propiedades de estabilidad de
ciertos alérgenos, o el consumo de alcohol pueden jugar un papel en este aumento
[Sicherer y Sampson, 2014; Benedé, et al., 2017] (Figura 10).

gl
s
Alérgenos

Huevos, leche, frutos secos
Procesamiento de los alimentos
Estabilidad estructural

Dieta ” s,/ Factores genéticos

e = Microbioma

Introduccion de los alimentos ANAFILAXIA Trastornios o6 lis chlitis mastocitarias
Lactancia materna Dermatitis atopica
Probiéticos Antigenos leucocitarios humanos
Alcohol g Filagrina

~__

-
Ambiente

Alergia ocupacional
Alérgenos inhalados
Ejercicio
Antibidticos

Figura 10. Habitos genéticos, ambientales, dietéticos y los factores de riesgo relacionados

con los alérgenos para la alergia alimentaria. Modificada de Benedé, et al., 2017.
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En EE.UU. la alergia alimentaria afecta a 15 millones de americanos, incluyendo a
5,9 millones de nifios de menos de 18 afos [Stallings y Oria, 2016], en Europa
afecta al 6% de la poblacién [Nwaru, et al., 2014] y en Asia los trabajos realizados
muestran una baja prevalencia [Arakali, etal.,, 2017]. Todos los estudios
epidemioldgicos llevados a cabo, y referenciados anteriormente, demuestran un

incremento de la prevalencia en las dos ultimas décadas.

Las alergias mas prevalentes son debidas al cacahuete, leche de vaca, huevo
de gallina, marisco, frutos secos, trigo, pescados y soja, y se estima que suman
mas del 90% de las alergias alimentarias [Allen y Koplin, 2012; Nwaru, et al., 2014;
Verrill, etal.,, 2015]. Es evidente que el perfil alergénico es diferente
dependiendo de la edad de la poblacion estudiada y, en el caso de los alérgenos
mas prevalentes, tendria una distribucion similar a la observada en la

Figura 11.

50%+

10%4 | ===<Leche
= - Trigo
—— Otros cereales

30%
—— Legumbres

== Cacahuete

= = Frutos secos
20%

=+ = Frutas
— Verduras

=+ =Pescados
10%

= = Mariscos
= . Anisakis

0%
0-2 afios 3-6 afios 7-10 afios 11-14 afios =14 afios

Figura 11. Variacion de la frecuencia de alergia alimentaria por edades y alérgenos mas
frecuentes. Modificado de Sanchez-L6pez, et al., 2017.
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MECANISMOS

El término sensibilizacién alérgica describe la primera induccién de una respuesta
alérgica tras el contacto con un alérgeno. Existen dos rutas de sensibilizacion alérgica
bien establecidas (Figura 12). Los alérgenos alimentarios de clase 1 (como la leche, el

huevo o el cacahuete) que son alérgenos orales y causan sensibilizacion a través del

tracto gastrointestinal [Han, et al., 2012], y los alérgenos alimentarios de clase 2 que son

aero-alérgenos (como el alérgeno principal del polen de abedul Bet v 1) que causan
sensibilizacién a través del tracto respiratorio, y cuyas respuestas inmunes contra estos
alérgenos pueden reaccionar de forma cruzada con alérgenos alimentarios homélogos
(por ejemplo con el principal alérgeno de manzana Mal d 1) [Ortolani, et al., 1988; Ebner,
et al., 1991; Valenta y Kraft, 1996].

Entre los factores determinantes para la sensibilizacién, existen caracteristicas de la
barrera epitelial, el alérgeno en si mismo (estabilidad o degradacion por el ambiente
y/o tracto gastrointestinal), componentes no alergénicos de la matriz alimentaria y
sustancias que actian como adyuvantes [Astwood, et al., 1996; Breiteneder y Mills,
2005]. Se pueden clasificar en factores intrinsecos (genéticos, como mutaciones en el
gen de filagrina) y factores exégenos (alcohol, farmacos antiinflamatorios, patégenos o
estrés) y se han propuesto como factores que reducen la funcion de barrera del epitelio
intestinal y facilitan la sensibilizacion. Por otro lado, los anticuerpos secretores,
particularmente la IgA secretora (slgA), tienen papeles importantes en el refuerzo
de la barrera epitelial [Groschwitz y Hogan, 2009; Irvine, etal.,, 2011; Perrier y
Corthésy, 2011].

Los alérgenos alimentarios ingresan a la sangre a través del tracto gastrointestinal por
lo que los sintomas pueden desarrollarse directamente en los sitios de contacto como
por ejemplo en la boca, es6fago y/o intestino, 0 en otros drganos. Las reacciones
sistémicas ocurren cuando los alérgenos pasan la barrera de la mucosa a la circulacion.
La absorcion de alérgenos también puede afectar los sistemas circulatorio y nervioso.
Entre los factores que contribuyen al tipo y a la gravedad de las reacciones
se pueden incluir la cantidad de alérgeno ingerido, la estabilidad de éste frente a la

digestion, y la permeabilidad de la barrera epitelial.

Es importante tener en cuenta los alérgenos que pueden pasar a través de la leche
materna durante la lactancia. Aunque sus resultados son controvertidos todavia, hay
estudios que demuestran el factor protector que ejerce sobre la posibilidad de desarrollar
alergias en el futuro [Oddy, 2017; Pitt, et al., 2017; van Ginkel, et al., 2018].
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Figura 12. Patogénesis y manifestaciones de la alergia alimentaria. Modificado de

2015.

Valenta, et al.,
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DIAGNOSTICO

Siempre que haya sospecha de reaccion grave a un alimento, la evaluacion
diagnostica debe realizarse inmediatamente. El diagndstico de alergia alimentaria
integra historia clinica, sintomas clinicos, deteccion de IgE especifica, endoscopia
con biopsia y, cuando sea necesario, dieta de eliminacion y provocacion oral con

el alimento sospechoso (Figura 13) [Jutel, et al., 2014].

Dieta de
eliminacion

Mejora de
los sintomas

1 Sintomas persisten

Otras causas

Provocacion

abierta supervisada

Sospecha no
IgE-mediada: observar
durante 4 horas

Sospecha
IgE-mediada

v : v

Positiva ] [ Negativa j [ Positiva Equivoco Negativa

v v v v

. ) g L i Provocacion doble o .
Restringir comida | | Continuar con el Restringir comida ciago contiolado Afiadir a la dieta
alimento 5 dias con placebo
I [

[Sintomasrecunent% [No sintomasj [ Negativo j [ Positivo ]
[Restringirdieta] [No sintomas HAﬁadirala dieta] EQestringircomida]

Figura 13. Algoritmo de diagndstico y manejo de las alergias alimentarias. Modificado
de Jutel, et al., 2014.

La historia clinica es el pilar del diagnéstico, definiendo los alimentos involucrados,
el tiempo de reaccioén, los cofactores (aspirina, ejercicio y alcohol) y los umbrales
gue definen la cantidad necesaria para producir la reaccion [Hoffmann-

Sommergruber, et al., 2015].
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La produccién de los extractos comerciales, mediante procesos térmicos o enzimaticos,
puede destruir proteinas labiles que contribuyen a la alergenicidad de los alimentos,
produciendo falsos negativos [Carrard, et al., 2015], por lo que, en ocasiones, es importante

gue la prueba cutanea emplee alimentos frescos, especialmente en frutas y verduras.

La endoscopia y/o biopsia se deben realizar ante sintomas gastrointestinales sugestivos
de alergia alimentaria cuando hay ausencia de IgE especifica frente a alimentos, con el
objetivo de diagnosticar esofagitis eosinofilica [Chehade y Aceves, 2010].

TRATAMIENTO

El actual tratamiento estandar es la evitacion estricta del alimento o alimentos
implicados. Hasta la fecha no hay ningun tratamiento regulado y aprobado para la
alergia alimentaria. El tratamiento de las ingestiones accidentales implica el uso de un
auto-inyector de adrenalina que, por su complejidad en el manejo, produce ansiedad y
afecta significativamente a la calidad de vida de los pacientes [Primeau, et al., 2000;
Chad, et al., 2013; Pajno, et al., 2018]. Es importante conocer los términos que hacen

referencia a las diferentes etapas del tratamiento (Tabla 13).

Tabla 13
Definiciones de desensibilizacion, falta de respuesta sostenida, remision y tolerancia
oral. Modificada de Burks, et al., 2018.

Concepto Definicion

Desensibilizacién Se define como un aumento en el umbral de reaccién a un alérgeno
alimentario mientras recibe terapia activa, y podria servir como
proteccion ante la ingestion accidental. La desensibilizacién puede
lograrse después de meses de terapia y, lo que es mas importante,
solo contintia durante la terapia.

Falta de respuesta Se define como la falta de reaccion clinica a un alérgeno alimentario,

sostenida después de suspender el tratamiento activo durante un periodo de
tiempo. Actualmente, se cree que se requiere algun nivel de exposicion
continuada a alérgenos para mantener la falta de respuesta.

Remisién Definido como un estado temporal de falta de respuesta después de la
inmunoterapia. La pérdida de reacciones clinicas, después de varias
formas de inmunoterapia, ocurre en la inmunoterapia de alergia a los
alimentos de la misma manera que en la inmunoterapia frente a
alérgenos ambientales.

Tolerancia oral Se define como una falta completa de reactividad clinica ante un
alérgeno alimentario ingerido, generalmente ocurre de manera natural.
No se cree que este estado de tolerancia clinica dependa de la
exposicion continua a alérgenos alimentarios.
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En la actualidad muchos tipos de inmunoterapia que incluyen la oral y la sublingual (ver
pagina 38) estan bajo investigacion para el tratamiento de la alergia alimentaria [Pfaar,
et al., 2018].

La inmunoterapia oral ha sido una de las méas estudiadas con varios alimentos,

centrdndose sobre todo en cacahuete, leche y huevo [Blumchen, et al., 2010; Varshney,
et al., 2011; Burks, et al., 2012; Keet, et al., 2013; Vickery, et al., 2014, 2017; Jones,
et al., 2016]. Esta forma de inmunoterapia requiere la ingestion diaria de dosis crecientes

del alérgeno con la esperanza de inducir lentamente la desensibilizacion.

El mecanismo del tratamiento implica la modificacion de la respuesta inmune,
incluyendo el cambio en la produccion de IgE especifica de alérgeno a IgG4 y la
activacion reducida de baséfilos con un aumento en el nimero de células T reguladoras

[Kulis, et al., 2011; Thyagarajan, et al., 2012; Fuentes-Aparicio, et al., 2014].

Es importante mencionar las terapias que combinan la inmunoterapia oral con
tratamientos anti-IgE. En este sentido, se utiliza el omalizumab para permitir dosis de
escalado mas rapidas y con menos efectos alérgicos secundarios. El omalizumab es un
anticuerpo monoclonal humanizado de tipo IgG1 que se une de forma especifica a la
inmunoglobulina IgE, bloqueando su accién e impidiendo su union con el receptor de
alta afinidad (FceRlI) de la superficie del mastocito y del basofilo. Por lo tanto, disminuye
la cantidad circulante de IgE e interrumpe la cascada de fenébmenos bioquimicos que
desencadenan los sintomas alérgicos [Hofmann, et al., 2009; Schneider, et al., 2013;
MacGinnitie, et al., 2017].

La inmunoterapia sublingual requiere diariamente la aplicacion de un extracto alergénico

en el espacio sublingual (sostenido debajo de la lengua durante 2-3 minutos y después
tragado), durante el tiempo que dure el tratamiento. Esta inmunoterapia es bien tolerada,
con efectos secundarios minimos que tipicamente estan limitados a picor u hormigueo
orofaringeo [Enrique, et al., 2005, 2008; De Boissieu y Dupont, 2006; Fernandez-Rivas,
et al., 2009].

En cuanto a la prevencion, dado que una barrera cutanea alterada puede contribuir a la
sensibilizacion y al posterior desarrollo de alergia alimentaria, también es importante
prevenir la dermatitis atépica como un medio para prevenir la alergia alimentaria, aunque
este vinculo no se ha demostrado directamente. Otras estrategias que incluirian pro y
prebidticos, dietas de restriccion materna, lactancia materna y el uso de férmulas
especificas, han mostrado resultados variables, por lo que necesitan mas investigacion
[Meng, et al., 2018].
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ALERGIA A LOS FRUTOS SECOS

Los frutos secos son una fuente de alérgenos importante y frecuente, que inducen
reacciones alérgicas mediadas por IgE, que pueden causar reacciones graves
y, a veces incluso fatales. La alergia a los frutos secos se ha reportado en todo el
mundo con una prevalencia de hasta el 4,9% de la poblacion general [McWilliam,
et al., 2015]. Los frutos secos, como grupo, son una de las ocho alergias
mas comunes, y las reacciones que producen pueden ser fatales [Sicherer y
Sampson, 2018].

Entre lo que se considera fruto seco esta el anacardo, la nuez, el pistacho, la
almendra, la nuez de Brasil, la nuez de pino, la avellana y la nhuez de macadamia
[McWilliam, etal., 2015]. Los frutos secos que mas comunmente causan
reacciones alérgicas son la nuez, la avellana, el anacardo y la almendra [Sicherer,
et al.,, 2001]. Aunque los cacahuetes a menudo se consideran frutos secos
(presentan entre un 20 y un 68% de reactividad cruzada), crecen bajo tierra y, por

tanto, pertenecen a la familia de las leguminosas.

A los efectos de las leyes de etiquetado, la Administracion de Alimentos y Farmacos
(FDA) de los EE. UU. considera adicionalmente las siguientes sustancias dentro
del grupo de los frutos secos: hayuco, nuez moscada, castafia, coco, nuez de
ginkgo, nuez de lichi, nuez o almendra de pili y nuez de karité [US Food and Drug
Administration (FDA), 2004].

Botanicamente, un fruto seco se compone de una cascara seca dura que protege
la semilla. La definicibn botanica estricta no siempre esta en linea con lo que
generalmente se acepta como un fruto seco: “una semilla comestible que se
origina de un arbol”. Por lo general, estas semillas contienen una gran cantidad
de nutrientes esenciales para proporcionarlas energia para germinar, sobrevivir

y proliferar.

Los frutos secos se pueden consumir solos, mezclados entre ellos, o como
ingredientes de una gran variedad de platos. Ademas, estdn presentes en
diferentes productos alimentarios, como el chocolate, el turrén, el mazapan, los
cereales, los productos horneados, las cervezas y las ensaladas. La exposicion a
los frutos secos también puede ocurrir mediante el uso de cosméticos y el manejo

de alimentos para mascotas.



54 | INTRODUCCION

El procesado de los alimentos como la coccidn, el tostado o el tratamiento enziméatico
puede afectar la alergenicidad de las proteinas alimentarias. Se ha demostrado que
la coccién y tostado de avellanas y nueces puede destruir algunas fracciones
alergénicas, mientras que otras proteinas permanecen estables y mantienen su
capacidad de unién a IgE, [Mdller, etal., 2000; Hansen, etal.,, 2003; Downs,
et al., 2016].

Las proteinas implicadas en la alergia a los frutos secos se pueden clasificar en siete

grandes familias:

e 2S albuminas: junto con las LTPs pertenecen a la superfamilia de las
prolaminas. Estas proteinas tienen una estructura alfa-hélice global y
comparten 6-8 residuos de cisteina conservados, que forman puentes
disulfuro y facilitan una estructura compacta. Ademas de estos determinantes
estructurales conservados, las similitudes de secuencia son bastante bajas
entre los miembros de esta familia de proteinas. La mayoria de ellas se
dividen en una gran subunidad de aproximadamente 9 kDa y una pequefia
subunidad de aproximadamente 4 kDa [Moreno y Clemente, 2008]. Las
modificaciones postraduccionales contribuyen a la heterogeneidad de las
fracciones de estas proteinas. Su estructura compacta presenta una alta

resistencia cuando se somete a un tratamiento térmico y enzimatico.

e Proteinas transportadoras de lipidos no especificas (nsLTPs): se cree que

estas proteinas transportan fosfolipidos a través de las membranas, y se
regulan positivamente durante la defensa de la planta frente a hongos e
infecciones bacterianas [De Lucca, et al., 2005]. Se caracterizan por una
estructura basada en 4 puentes disulfuro, que forman una cavidad interna,
que permite transportar diferentes ligandos como acidos grasos, acil CoA,
fosfolipidos, glicolipidos, acidos grasos hidroxilados y prostaglandina B2
[Zachowski, et al., 1998; Carvalho y Gomes, 2007]. Estas proteinas estan
presentes en el polen, las frutas, los frutos secos y las semillas. Se
consideran verdaderos alérgenos alimentarios, lo que indica que la
sensibilizacion se produce a través del tracto gastrointestinal. Estos
alérgenos se acumulan en las capas externas de frutas y semillas, muestran
una notable estabilidad contra el tratamiento térmico y la degradacion

enzimatica y, sin embargo, tienen una estabilidad pH-dependiente.
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Vicilinas: también conocidas como globulinas 7S. Junto con las leguminas (11S
globulinas), pertenecen a la superfamilia de cupinas caracterizada por una
estructura en barril-B. Generalmente, estas glicoproteinas se procesan
proteoliticamente proporcionando asi una gama de isoformas. En su forma
nativa, las vicilinas aparecen como trimeros con una masa molecular total de
aproximadamente 150-190 kDa. Muestran una estabilidad intermedia cuando se

someten a calor y tratamiento enzimatico.

Leguminas: son proteinas de alto peso molecular (aproximadamente 350 kDa)
gue constan de seis subunidades. La proteina precursora se procesa para formar
trimeros en el reticulo endoplasmatico y luego se transfiere a las vacuolas de
almacenamiento de proteinas. Alli, cada subunidad se escinde en un polipéptido
acido (40 kDa) y basico (20 kDa). Estas subunidades permanecen unidas por un
puente disulfuro y finalmente forman una estructura hexamérica [Shewry, 1995].

Oleosinas: se expresan mayoritariamente en semillas, nueces y cacahuetes, son
proteinas estructurales de los cuerpos oleosos. Estos cuerpos consisten en
lipidos neutros (92-98%), predominantemente triacilgliceroles, una monocapa
externa de fosfolipidos (1-4%) y proteinas (1-4%), principalmente oleosinas
[Alexander, etal.,, 2002]. Las proteinas de aproximadamente 15-26 kDa
comparten estructuras similares, con un dominio hidrofébico central bien
conservado de aproximadamente 68-74 residuos de aminodacidos, que se inserta
en la matriz de triacilglicerol, flanqueada por dominios hidréfilos N y C terminal
de longitud variable (50-70 y 55-98 residuos). Ademas de su papel como
proteinas estructurales en los cuerpos oleosos, existe una evidencia creciente
de que también pueden ayudar en la biosintesis y en la movilizacion de aceites
[Parthibane, et al., 2012]. Aunqgue las oleosinas se han empezado a identificar
como alérgenos, falta informacién adicional debido a su baja solubilidad
en soluciones acuosas [Akkerdaas, et al., 2006; Leduc, et al., 2006; Schwager,
etal., 2017].

Proteinas _homélogas de Bet v 1: estas proteinas no estan glicosiladas,

comparten una alta similitud de secuencia y, generalmente, estan codificadas
por una familia de multiples genes. La estructura general también esta muy
conservada, formada por siete hojas 3 antiparalelas que se curvan alrededor de
una larga hélice C-terminal y dos hélices adicionales, proporcionando asi una

gran bolsa hidr6foba que puede unir ligandos tales como esteroides vegetales.



56 | INTRODUCCION

Se expresan en una gran variedad de 6rganos de plantas, predominantemente
en polen maduro, frutas y semillas. Junto con los homdlogos de arboles
estrechamente relacionados, estos alérgenos causan alergia por inhalacion.
Tras la sensibilizacién primaria al alérgeno del polen, la mayoria de los pacientes
desarrollan sintomas alérgicos por la ingestion de proteinas relacionadas con
Bet v 1 de los alimentos. Por lo general, los sintomas de esta alergia alimentaria,
relacionada con el polen, tienden a restringirse a la cavidad oral y rara vez
inducen sintomas generalizados severos. Estas proteinas se degradan

rapidamente cuando se someten a calentamiento o tratamiento enzimatico.

e Prdfilinas: son pequefias proteinas citosélicas no glicosiladas (12-15 kDa) que
se expresan en todas las células eucariotas y cumplen una serie de funciones
clave, como la regulacion del transporte intracelular, el movimiento celular y la
sefializacion [Witke, 2004]. Estas proteinas tienen una estructura globular con
una lamina B antiparalela central de siete cadenas. Tienen estabilidad intermedia
cuando se las somete a calentamiento, presion elevada y tratamiento enzimatico.
Su elevada conservacion en las secuencias explica la reactividad cruzada
que producen (panalergeno); sin embargo, no siempre se relaciona con la

relevancia clinica.

Hasta ahora, se han identificado varios alérgenos alimentarios a partir de frutos
secos (Tabla 14), algunos estan disponibles como proteinas naturales purificadas,
mientras que otros son productos recombinantes derivados de sistemas de expresion
procariotas y eucariotas. Su caracterizacion fisico-quimica abarca, desde el analisis
de secuencias primarias hasta el analisis estructural detallado, determinacion de
epitopos IgE y evaluacion de la estabilidad como alérgenos en el procesamiento de

los alimentos.

Actualmente, los extractos de alérgenos completos, utilizados para las pruebas de
diagndéstico in vivo e in vitro no contienen todos los componentes alergénicos
clinicamente relevantes [Aalberse, et al., 2013; Zuidmeer-Jongejan, et al., 2014;
Jappe, et al., 2016; Teodorowicz, et al., 2016], raz6n por la cual los resultados son a

veces negativos, incluso si la historia del paciente es positiva.

Aunque no se han identificado todos los componentes alergénicos individuales de
las fuentes de alérgenos, se ha demostrado que, durante el proceso de extraccion,
algunos alérgenos pueden obviarse y, por lo tanto, no formar parte de las pruebas

de diagndstico disponibles comercialmente [Alonzi, et al., 2011].



Tabla 14

Alérgenos de los principales frutos secos.
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Fruto seco Proteina Tipo de proteina Relevancia clinica PM (kDa)
Avellana Coral PR-10 Homoéloga Bet v 1. SPA 17
Cora? Profilina Homdloga Bet v 2. SPA 14
Corab Isoflavona reductasa 35
Coras8 LTP Reaccion sistémica 9
Cora9 11S globulina Reaccion sistémica 40
Cora 10 De unién luminal 70
Corall 7S globulina 48
Coral2 Oleosina Reaccidn sistémica 17
Corail3 Oleosina Reaccidn sistémica 14-16
Coral4 2S albdmina Reaccidn sistémica 10
Anacardo Anaol Vicilina 50
Anao 2 11S globulina 55
Anao 3 2S albimina Reaccion sistémica 14
Pistacho Pisv1 2S albimina Homoéloga Ana o 3. RS 7
Pisv 2 11S globulina Homologa Ana o 2. RS 32
Pisv 3 Vicilina 55
Pisv 4 Superéxido dismutasa 25,7
Pisv5 11S globulina Homdloga Anao 1 36
Nuez Jugrl 2S albimina Reaccion sistémica 15-16
Jugr?2 7S globulina Reaccion sistémica 44
Jugr3 LTP Reaccion sistémica 9
Jugr4 11S globulina Reaccion sistémica -
Jugr5 PR-10 20
Jugr6 Vicilina a7
Jugr7 Profilina 13
Jugr8 LTP Reaccion sistémica 9
Almendra Prudu3 LTP Reaccion sistémica 9
Pru du 4 Profilina 14
Pru du 5 Proteina ribosomal 10
Pru du 6 11S globulina Reaccion sistémica 63

SPA: sindrome polen-alimento. RS: reaccion sistémica

Los cuerpos oleosos, de los que ya se ha hablado brevemente, también conocidos como

oleosomas, cuerpos lipidicos o esferosomas, son organulos esféricos discretos que se

encuentran en semillas de plantas oleaginosas, pero también en algas, musgos y

helechos [Jayaram y Bal, 1991; Huang, et al., 2009; Huang y Huang, 2015].
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Estos cuerpos oleosos son organulos de almacenamiento de lipidos (triglicéridos)
que se utilizan como recurso energético para la germinacion de las semillas.
Consisten en un nuacleo de lipidos, rodeado por una sola capa de fosfolipidos y
proteinas integrales, llamadas oleosinas (15-24 kDa), caleosinas (aproximadamente
30 kDa) y esteroleosinas (aproximadamente 40 kDa) (Figura 14). Las oleosinas son,
con mucho, las proteinas mas abundantes de los cuerpos oleosos que representan
el 80-90% de la proteina total [Chen, et al., 2004].
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Figura 14. Esquema de un cuerpo oleoso con sus componentes (izquierda) y

determinacion de la masa molecular de las proteinas mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida (derecha). Modificada de Jappe y Schwager, 2017.

Las oleosinas fueron nombradas en 1990, tomando su significado de “oil (oleo-) protein
(-sin)” [Murphy, etal., 1991], las caleosinas en 1999, tomando su significado de
“calcium-binding (cal-) oil protein (leosin)” [Chen, et al., 1999] y las esteroleosinas en

2002, tomando su significado de “sterol-regulatory (sterol-) oil protein (-leosin)
[Lin, et al., 2002].

Una oleosina comprende tres dominios estructurales: un dominio anfipatico N-
terminal, un dominio de anclaje hidrofébico del cuerpo oleoso central y un dominio

a-hélice anfipatico C-terminal (Figura 15.A).

El extremo N-terminal de la oleosina se bloquea por acetilacion tras la eliminacién
de la primera metionina, una modificacién presumiblemente relacionada con la
mejora de la estabilidad estructural de la proteina, para cumplir con el

almacenamiento a largo plazo de estos cuerpos lipidicos dentro de la semilla.
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Los dominios N y C terminales no se conservan entre las oleosinas de diversas
especies, e incluso sus longitudes son bastante variables en las diferentes
isoformas. Por el contrario, el dominio de anclaje central esta altamente conservado
entre diversas especies, particularmente un motivo de nudo de prolina
relativamente hidréfilo en el medio de la secuencia [Abell, et al.,, 2004; Peng,
et al., 2007].

Una caleosina también comprende tres dominios estructurales: un dominio de
union a calcio hidrofilico N-terminal, un dominio de anclaje hidrofébico central y un
dominio de fosforilacion hidréfilo C-terminal (Figura 15.B). El N-terminal de la
caleosina también se bloquea con acetilacion después de la eliminacién de la
primera metionina, presumiblemente por el mismo mecanismo encontrado en

la oleosina.

El dominio hidrofilico N-terminal consiste en un motivo EF de unién a calcio de 28
residuos, que incluye un residuo de glicina invariable como punto de inflexién
estructural y cinco residuos conservados que contienen oxigeno como ligandos de
unién a calcio [Chen, et al., 1999; Frandsen, et al., 2001]. El dominio hidrofébico
central de la caleosina es relativamente corto en comparacion con el de la oleosina,

y comprende una a-hélice anfipatica y una region de anclaje.

Una esteroleosina comprende un dominio de anclaje N-terminal relativamente
pequefio y un dominio deshidrogenasa de unién a esterol relativamente grande
(Figura 15.C). El extremo N-terminal queda libre en contraste con los extremos de
oleosinas y caleosinas bloqueados por acetilacion [Lin, et al., 2002, 2005]. Hasta
ahora, se han realizado menos investigaciones sobre la estructura de la

esteroleosina en comparacién con la de la oleosina o la caleosina.

El segmento de anclaje N-terminal comprende dos a-hélices anfipaticas
(12 residuos en cada hélice), conectadas por una secuencia hidrofobica de
14 residuos bordeados por 1-2 residuos de prolina en cada extremo. El dominio de
deshidrogenasa de union a esterol contiene un subdominio de unién a NADPH, una

region de sitio activo y un subdominio de unién a esterol.
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Figura 15. Estructura tridimensional de oleosinas, caleosinas y esteroleosinas.
Modificado de Tzen, 2012.
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En 1998, el grupo de Olszewski describié por primera vez una proteina alergénica
presente en el aceite de cacahuete [Olszewski, et al., 1998]. Después de su
purificacién y caracterizacion, pudieron demostrar unidon a IgE en sueros de
3 pacientes alérgicos al cacahuete en 2002 [Pons, et al., 2002]. Ademas, este
grupo proporciond los primeros indicios de una mayor alergenicidad de las

oleosinas de los cacahuetes tostados.

Hasta ahora, las oleosinas registradas como alérgenos en la WHO/IUIS
(http://allergen.org) derivan de tres fuentes vegetales: avellana, cacahuete y

sésamo (Tabla 15).

Tabla 15
Oleosinas registradas en la WHO/IUIS.

Fruto seco Proteina PM (kDa)
Coral2 17
Avellana
Coral3 14-16
Ara h 10 16
Ara h 11 14
Cacahuete
Ara h 14 17,5
Ara h 15 17
Sesi4 17
Sésamo

Sesib 15
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ALERGIA AL CACAHUETE

El cacahuete es una semilla de una planta leguminosa (Arachis hypogaea) de la familia
Leguminosae. Es una hierba, anual, erecta o con tallo ascendente de 30-80 cm de
altura, con tallos pubescentes de color amarillento. Presenta flores de 8 a 10 mm con
tubo del caliz estrecho, corola de color amarillo dorado; estandarte abierto y diferentes
alas desde oblongas a ovadas. El fruto es una legumbre, pero considerada un fruto seco
de desarrollo subterraneo, que puede presentar de una a cuatro semillas. Estas ultimas
tienen un tegumento de color rojizo oscuro, son oblongas y de unos 5-10 mm de

didmetro (Figura 16).

Ausliandische  Kulturpflanzen in  farbigen Wandtafeln. sl
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Figura 16. A la izquierda inflorescencia, partes y secciones de Arachis hypogaea.
Modificado de Zippel, Hermann (serie 'Ausléandische Kulturpflanzen in farbigen
Wandtafeln') - Kennis als kunst: botanische onderwijsplaten 1870-1960. A la derecha
fotografias de diferentes partes del cacahuete.
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Es una planta prehistorica cuyo origen estd en Ameérica del Sur. Su cultivo se extendio
a Europa y Africa y, en el siglo XIX, se introdujo en EE. UU., que sigue siendo uno
de los cinco principales paises productores de cacahuete en el mundo, ademas del

mayor consumidor.

Valencia fue el primer punto de Europa donde se cultivd esta planta a finales del siglo
XVIII, por iniciativa del canénigo Francisco Tabares de Ulloa que, en 1800, publicé los
resultados de su plantacion [Ulloa, 1800]. De alli fue llevada a Argelia y norte de Africa
por agricultores valencianos emigrados a las plazas de soberania espafiola del

Oranesado (Figura 17).
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Figura 17. A la izquierda portada del libro de Francisco Tabares de Ulloa y a la derecha

familia valenciana tamizando cacahuetes.

Su etimologia es amerindia, de la voz nahuatl tlalkakawat, compuesta de tlalli= tierra +
kakawatl= cacao. En su primer uso escrito se decia ‘cacaguate’, en la obra del religioso
Bernabé Cobo - Historia del Nuevo Mundo (1653).

En el Diccionario castellano, con las voces de ciencias y artes de Esteban Terreros, a
mediados del XVIII se lee ya el término en su morfologia actual. En Cuba y en América
del Sur sigue en vigor el término mani, de la lengua taina hablada en Haiti en tiempos

de la conquista.

El cacahuete tiene un alto valor nutricional debido a su alto contenido en grasa y
proteinas (Tabla 16). Se comen frescos, tostados, hervidos y también se usan en la
cocinay en la confiteria. El aceite de cacahuete se usa para cocinar, para la fabricacion

de margarina, de jabon y con fines industriales.
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Tabla 16

Nutrientes del cacahuete. Departamento de Agricultura de Estados Unidos.

Nutriente Unidad Valor por 100 g
Agua g 6,39
Energia Kcal 570
Proteina g 26,15
Lipidos totales (grasa) g 49,60
Calcio mg 106
Hierro mg 3,91
Magnesio mg 188
Fosforo mg 388
Minerales Potasio mg 744
Sodio mg 22
Cinc mg 2,12
Cobre mg 0,900
Manganeso mg 2,640
Selenio Mg 7,2
Tiamina mg 0,675
Riboflavina mg 0,135
Vitaminas Niacina mg 15,925
Acido pantoténico mg 1,769
Vitamina B-6 mg 0,348
Folato total Vle} 240
Acidos grasos saturados g 7,098
Lipidos Acidos grasos monoinsaturados g 22,325
Acidos grasos poliinsaturados g 17,238
Triptéfano g 0,254
Treonina g 0,896
Isoleucina g 0,920
Leucina g 1,696
Lisina g 0,939
Metionina g 0,321
Cistina g 0,335
Fenilalanina g 1,356
Aminoacidos Tirosina g 1,063
Valina g 1,097
Arginina g 3,128
Histidina g 0,661
Alanina g 1,039
Acido aspartico g 3,190
Acido glutamico g 5,465
Glicina g 1,576
Prolina g 1,154
Serina g 1,289
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Existen multiples vias de exposicion al cacahuete. Dichas vias incluyen la
ingestion, la inhalacién y el contacto con la mucosa o la piel y pueden provocar
reacciones clinicas. La exposicion oral, ya sea directa o indirecta, es mas probable que
cause reacciones severas, incluso con pequefas cantidades [Hourihane, et al., 1997,
Sicherer, et al., 2001].

La primera inmunoterapia oral al cacahuete descrita fue en EE. UU. en 2009 [Jones,
et al., 2009]. Estudios mas recientes han demostrado la seguridad, la eficacia y la
viabilidad de una inmunoterapia oral temprana en el tratamiento de la alergia al
cacahuete [Vickery, et al., 2017], asi como nuevos marcadores predictivos de efectos

adversos durante el tratamiento [Virkud, et al., 2017].

La inmunoterapia sublingual ha sido evaluada mediante ensayos clinicos [Kim, et al.,
2011; Fleischer, etal., 2013; Burks, etal., 2015; Burk, etal., 2016] encontrandose
cambios menos significativos en los niveles de IgE especifica e IgG4 con respecto a la

inmunoterapia oral.

PREVALENCIA

La alergia al cacahuete suele presentarse durante los primeros afios de vida, pero
la mayoria de los nifios alérgicos no la superan al llegar a la fase adulta [Skolnick,
et al., 2001]. La prevalencia, por informe del propio paciente en EE. UU., varia de
aproximadamente 1,2% a 2% en los nifios, y de 0,6% a 0,8% en los adultos. Existen
tasas similares de alergia al cacahuete por “auto-informe” en Europa occidental y en
Canada, aunque, en general, las tasas de alergia al cacahuete son mas altas en el
norte de Europa [Nwaru, et al., 2014], y mas bajas en Oriente Medio y Asia [Chen,
et al., 2011; Ho, et al., 2012; Kaya, et al., 2013].

En Europa, un meta-analisis de la prevalencia obtuvo una tasa de alergia al
cacahuete mucho mas baja (0,2%), pero esta cifra aumenté al 1,6% cuando se
combinaron la provocacion alimentaria y la historia clinica [Nwaru, et al., 2014]. La
baja prevalencia en lIsrael llevdé a la hipotesis de que la introduccion temprana
previene la alergia al cacahuete, un hallazgo ahora confirmado en un ensayo
aleatorizado y controlado [Du Toit, et al., 2015]. Esta baja prevalencia en los paises
de Asia oriental y central probablemente se deba a la dieta o al medio ambiente,
particularmente a la forma en que consumen el cacahuete (hervido vs. tostado)
[Arakali, et al., 2017].
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Por tanto, parece que la exposicion temprana no es la causa del aumento de la
alergia al cacahuete. De hecho, estd demostrado que la exposicién oral, durante los
primeros 5 afios, puede ser protectora [Du Toit, et al., 2008, 2013, 2015], aunque si
la exposicién en el Utero también puede ser protectora sigue sin estar constatada
[Sicherer, et al., 2010; Bunyavanich, et al., 2014].

ALERGENOS DEL CACAHUETE

El cacahuete es la legumbre mejor caracterizada en cuanto a su contenido
alergénico, con 16 alérgenos (Figura 18) y mdultiples isoformas registradas por el
Subcomité de Nomenclatura de Alérgenos de la Unidn Internacional de Sociedades
Inmunolégicas (WHO/IUIS). Inicialmente habia un alérgeno mas reconocido,
Ara h 4, que posteriormente ha pasado a denominarse Ara h 3.02 y, por tanto, se

considera una isoforma de Ara h 3 (Tabla 17).

Defensina

Arah10

_ 11S-Globulina ekl .
17 Legumina i) Betv1 -
"'/',/_(f. ) Arah 14

-

Arah 15

Arah9

v, Ara h 16
A Arah 17

e

Figura 18. Proteinas de cacahuete. Modificado de Lange, et al., 2014.

Seis alérgenos pertenecen a la super-familia de prolaminas, entre los cuales estan
Arah 2, Arah 6y Arah 7 (albiminas 2S) y Ara h 9, Ara h 16 y Ara h 17 (ns-LTPs).
La importancia de la IgE especifica frente a Ara h 2, como predictor de la reactividad
clinica al cacahuete ha sido demostrada ampliamente [Dang, et al., 2012; Klemans,
et al., 2013; Beyer, et al., 2015].
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Tabla 17

Lista de alérgenos del cacahuete registrados en la WHO/IUIS.

Super-familia de Familia de Otros Peso
proteinas proteinas nombres molecular (kDa)

Arah1 Cupinas 7S globulina Vicilina 64
Arah 2 Prolaminas 2S albamina Conglutinina 17, 19
Arah 3 Cupinas 11S globulina Legumina 61
Ara h 4**

Arahb Profilinas Profilina 14
Arah 6 Prolaminas 2S albdmina Conglutinina 15
Arah?7 Prolaminas 2S albimina Conglutinina 16
Arah 8 Homdloga Bet v 1 FamiliaBetv 1 17
Arah9 Prolaminas ns-LTP 9
Ara h 10 Oleosina 16
Arah 11 Oleosina 14
Ara h 12 Defensina 5
Ara h 13 Defensina 5
Ara h 14 Oleosina 17,5
Ara h 15 Oleosina 17
Ara h 16 Prolaminas ns-LTP 8,5
Ara h 17 Prolaminas ns-LTP 11

Debido a la importancia de Ara h 2, medir la IgE especifica de los pacientes frente al
mismo, podria reducir el nimero de provocaciones orales para el diagnostico de alergia

al cacahuete en el futuro, reduciendo costes, tiempo y aumentando la seguridad.

Dos alérgenos pertenecen a la super-familia de las cupinas, Ara h 1 (globulina 7S) y
Ara h 3 (globulina 11S). Recientemente, se ha demostrado que Ara h 1 puede interactuar
con los componentes lipidicos. Esa interaccidén podria contribuir a la potencia alergénica
de Ara h 1 al conferirle resistencia frente a las enzimas digestivas e interactuar con las
células dendriticas de manera que se favorezca la generacion de respuestas Th2
[Angelina, et al., 2016].
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Ara h 5 es una profilina y Ara h 8 es una proteina homadloga del alérgeno mayor del
abedul Bet v 1. Ambos alérgenos comparten la estructura denominada “bolsillo
hidréfobo” que los permite asociarse con los lipidos y les otorga resistencia frente a

la digestion y el calor [Bar-El Dadon, et al., 2013].

Ara h 12 y Ara h 13 son defensinas y reaccionan particularmente con la IgE
de pacientes con alergia severa al cacahuete [Treudler, etal.,, 2017]. Ara h 10,
Ara h 11, Ara h 14 y Ara h 15 son oleosinas y recientemente han sido relacionadas

con reacciones alérgicas severas [Schwager, et al., 2015, 2017].

Los alérgenos mayores de un extracto son los reconocidos por mas del 50% de la
poblacién alérgica a dicha fuente y en el caso del cacahuete son Arah 1, Arah 2y
Ara h 8. Por esta razén, se ha obtenido una notable informacion estructural, biofisica
y bioinformatica sobre estos alérgenos.

Ara h 1 (Figura 19.A) pertenece a la super-familia de las cupinas, una
7S globulina o vicilina. Es una proteina de 65 kDa que forma un trimero simétrico.
Cada monoémero estd compuesto por dos dominios de cupina (conocido como
bicupina) con pequefas cavidades flanqueadas por a-hélices. Estas formas
oligoméricas son estabilizadas covalentemente cuando los cacahuetes son
cocinados, lo que puede estar relacionado con su alergenicidad [Cabanos, et al.,
2011; Chruszcz, et al., 2011].

Ara h 2 (Figura 19.B) estd compuesto por un paquete de cinco hélices con
cuatro enlaces disulfuro interconectando las hélices. Falta parte de la estructura que
conecta las hélices dos y tres. Ara h 2 ha sido frecuentemente citado como el
alérgeno mas potente del cacahuete, pero se ha demostrado que Ara h 6 tiene
una actividad alergénica similar [Maleki, et al., 2003; Mueller, et al.,, 2011; Chen,
et al., 2013].

Ara h 8 (Figura 19.C) es una proteina de 17 kDa perteneciente a la super-familia de
las proteinas homoélogas de Bet v 1. Su estructura consiste en una hoja-p antiparalela
de siete cadenas flanqueada por tres a-hélices que crean una cavidad con la
capacidad de unir ligandos hidrofébicos entre los que se encuentran los flavonoides
[Hurlburt, et al., 2013; Petersen, et al., 2014].
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Figura 19. Estructura tridimensional de (A) Arah 1, (B) Ara h 2y (C) Ara h 8. Modificado
de Mueller, et al., 2014.

En el caso del cacahuete, ocurre lo mismo que lo descrito para los frutos secos. Las
oleosinas (Arah 10, Arah 11, Ara h 14y Ara h 15), son proteinas que no estan presentes
en los extractos comerciales disponibles para el diagnéstico de los pacientes, debido a
sus propiedades fisico-quimicas que las hacen insolubles en soluciones acuosas. Aun
asi, son proteinas que han sido relacionadas con reacciones severas en estudios

recientes [Schwager, et al., 2015, 2017; Jappe y Schwager, 2017].

Los patrones de sensibilizacion frente a los alérgenos del cacahuete difieren
clinica e inmunoldgicamente en diferentes areas del mundo, probablemente debido a
las diferencias en la exposicion a las fuentes alergénicas y a las diferentes

tradiciones culinarias.

Ara h 8y Ara h 9 han demostrado ser alérgenos principales en Europa central-occidental
y meridional, respectivamente [Ballmer-Weber, et al., 2015], mientras que pacientes
alérgicos de Nueva York, estaban sensibilizados a Ara h 1, Ara h 2, y Ara h 3y
presentaban sintomas mas severos. Los pacientes alérgicos suecos, sin embargo, se
sensibilizaron a estos alérgenos en una proporcibn menor que los pacientes
norteamericanos, pero en una proporcién mayor que los espafioles, que mostraron una
alta sensibilizacion a Ara h 9. Los pacientes espafoles desarrollaron alergia al
cacahuete después de volverse alérgicos a otros alimentos derivados de plantas como
el melocotén [Vereda, et al., 2011; Javaloyes, et al., 2012]. La tasa de sensibilizacion
més alta para Ara h 8, el homologo de Bet v 1, se encontrg en pacientes suecos, lo que

refleja la alta exposicion al polen de abedul en ese pais.
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Se ha demostrado que el patrén de sensibilizacion a los alérgenos del cacahuete no
solo depende del area geografica sino también de la edad. Varios estudios
demuestran que la sensibilizacién a las principales proteinas de almacenamiento
del cacahuete es mayor en los nifios, en comparacion con los adultos [Valcour, et al.,
2017; Leickly, et al., 2018]. En concreto, un estudio espafiol reciente mostré que la
IgE especifica frente Ara h 2, disminuia con el aumento de la edad, mientras que se

encontré lo contrario para Ara h 9 [Garcia-Blanca, et al., 2015].

De acuerdo con esta observacion, un estudio multicéntrico europeo evidencié que la
sensibilizacion a Ara h 1, Ara h 2 y Ara h 3 se adquiria con frecuencia en la infancia
y raramente en la adolescencia y la edad adulta. Sin embargo, la sensibilizacion a
Ara h 8 y Ara h 9 parece estar vinculada con la alergia al cacahuete de inicio tardio
[Ballmer-Weber, etal., 2015]. Estos resultados han sido confirmados en una

poblacién noruega de pacientes sensibilizados [Namork y Stensby, 2015].

ALERGENICIDAD DEL CACAHUETE

Las legumbres y frutos secos son sometidas a diferentes tratamientos térmicos
(coccion, tostado o fritura) dependiendo de los habitos de consumo en las

diferentes partes del mundo.

Los cacahuetes se consumen de forma hervida Unicamente en algunos paises
como China, mientras que el tostado o la fritura son los tratamientos térmicos
utilizados en EE. UU. o Europa. Esta diferencia en el procesamiento del cacahuete
puede dar como resultado modificaciones quimicas y funcionales en las proteinas

con un impacto directo en sus propiedades alergénicas.

A pesar del hecho de que el consumo de cacahuete es similar en China y
EE. UU., la prevalencia parece ser significativamente mayor en los Ultimos [Beyer,
et al., 2001]. En contraste, la prevalencia de la alergia al cacahuete en la poblacién
chino-estadounidense parece ser similar a la prevalencia de la poblacién general
de EE. UU. Por lo tanto, las diferencias en la genética de las poblaciones, no
parecen ser un factor clave para las discrepancias observadas en la prevalencia

de la alergia al cacahuete.
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Con respecto al proceso de coccién de los cacahuetes, estudios realizados en 2001

mostraron que este método podria disminuir la alergenicidad del cacahuete debido a
que algunos alérgenos, de bajo peso molecular como Ara h 2, Arah 6 y Ara h 7, se
transfieren al agua de coccidn [Beyer, et al., 2001; Mondoulet, et al., 2005; Turner, et al.,
2014]. Diferentes estudios en modelos murinos han demostrado que Ara h 2 pierde
alergenicidad debido a modificaciones estructurales que afectan a los epitopos de union
a lgE [Cal, et al., 2016].

Otros alérgenos, como Ara h 1, parece que también se ven afectados por la coccién, ya
gque forma complejos agregados ramificados que tienen una capacidad de unién del

cacahuete a la IgE mucho mas reducida [Blanc, et al., 2011].

Recientemente se ha descubierto que una ebullicion prolongada, de al menos 12 horas,
disminuye en casi un 20% la capacidad de unién a IgE del cacahuete. Sin embargo, se
ha observado que mantiene su capacidad para estimular las células T, lo que convierte
al cacahuete cocido en un candidato interesante para la inmunoterapia oral [Cabanillas,
et al., 2012; Tao, et al., 2016].

Los estudios sobre el tueste (torrefaccion) han demostrado que tiene la capacidad de

aumentar hasta en un 90% las propiedades de unién a IgE de los alérgenos del
cacahuete [Maleki, et al., 2000; Beyer, et al., 2001; Mondoulet, et al., 2005].

De manera in vitro, con alérgenos purificados como Ara h 1y Ara h 2, sometidos a la
reaccion de Maillard (reaccién quimica durante la torrefaccion, que causa modificaciones
quimicas de los grupos amino de la proteina mediante la reduccién de azucares), se

demostré este aumento de la union de la IgE [Maleki, et al., 2000; Nesbit, et al., 2012].

También se produce el aumento de la funcién del inhibidor de la tripsina de Ara h 2 que,
a su vez, aumenta la proteccion contra las enzimas digestivas y por lo tanto aumenta
las propiedades alergénicas del cacahuete tostado [Maleki, et al., 2003]. Durante el
tueste, también se puede producir la oxidacion de lipidos que Ara h 8 puede unir. Dicha
interaccion parece ser un factor clave para una disminucion de la digestibilidad gastrica

y pancreatica [Petersen, et al., 2014].

Ademas, se ha encontrado que el tostado progresivo disminuye la solubilidad de la
proteina. Las proteinas insolubles sobreviven a las fases iniciales de la digestion en el
estdbmago proporcionando alérgenos a la mucosa gastrointestinal que, se volveran a
solubilizar progresivamente mediante una combinacién de pH acido y actividad
enzimatica de amilasa y pepsina en un tramo posterior del tubo digestivo
[Kopper, et al., 2005].
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En modelos murinos se comprobd la formacion de complejos proteicos de alto peso
molecular, que indujeron la union IgE especifica frente a Ara h 6 [Guillon, et al., 2016].
Mas recientemente, se demostrd que la IgE se unia considerablemente menos a las
oleosinas obtenidas de los cacahuetes crudos que frente a las obtenidas de los

cacahuetes tostados [Schwager, et al., 2017].

Los efectos de freir sobre el cacahuete se han analizado con menos profundidad. Los
informes iniciales sugirieron que la fritura fue capaz de disminuir la capacidad de fijacién
de IgE frente a las proteinas del cacahuete [Beyer, et al., 2001]. Sin embargo, otros
estudios no han confirmado una disminucién en la alergenicidad después de freir tanto

in vitro como in vivo [Schmitt, et al., 2010; Verhoeckx, et al., 2015].

En conclusién, los diferentes efectos de hervir, tostar y freir sobre la alergenicidad del
cacahuete pueden explicarse, en parte, por las diferencias en las condiciones de
tratamiento. El tostado puede alcanzar temperaturas de 170°C, mientras que la fritura y
la ebullicién alcanzan temperaturas de 140°C y 100°C, respectivamente. Ademas, el
tostado se produce en condiciones secas, mientras que la coccion y la fritura se

producen en condiciones liquidas [Comstock, et al., 2016].

Estudios recientes han demostrado que la hidratacion de los cacahuetes antes de
autoclavarlos (134°C y 2 atmosferas de presién) aumenta la eficacia del tratamiento
térmico en cuanto a la disminucion de la inmunoreactividad, sin embargo, es necesaria
mas investigacién para desarrollar nuevas técnicas de procesamiento que permitan
obtener alimentos Utiles para la induccién a la tolerancia o incluso hipoalergénicos
[Bavaro, et al., 2018].

TRATAMIENTO. ESTUDIOS EN MARCHA

Actualmente no hay ninguna opcién terapéutica de aplicacion rutinaria en referencia al
cacahuete. La evitacién de la fuente alergénica es la Unica opcién. Algunas de las
posibles acciones referidas a este campo son la modulacion de la respuesta inmune y

la induccién a la tolerancia frente a los alérgenos del cacahuete.

Uno de los principales problemas a la hora de tratar las alergias alimentarias son las
reacciones adversas mediadas por IgE [Jones, etal., 2014], que podrian intentar
evitarse mediante el uso alternativo de recombinantes de alérgenos hipoalergénicos

[Tscheppe y Breiteneder, 2017; Satitsuksanoa, et al., 2018].
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En el campo de la modulacién de la respuesta inmune, se estan llevando a cabo una
serie de ensayos clinicos durante los Ultimos afios (Tabla 18). El ensayo pionero en este
campo de la alergia alimentaria al cacahuete fue el de Oppenheimer en 1992, mediante
una pauta rapida con un extracto acuoso desengrasado de cacahuete [Oppenheimer,
etal., 1992], sin embargo, una alta tasa de reacciones adversas graves limitd su

aplicacion clinica [Anagnostou y Clark, 2014].

Estudio LEAP

Este ensayo requiere una mencién especial ya que, dentro de los ensayos realizados

en los ultimos afios, es el Unico que no esta basado en inmunoterapia.

El estudio Learning Early About Peanut Allergy (LEAP) es un estudio controlado
aleatorizado para bebés, que tiene como objetivo determinar cuél es la mejor
estrategia para la prevencién de la alergia al cacahuete: introducciéon del cacahuete
en la dieta de los bebés o evitacion completa [Du Toit, et al., 2013, 2018; Feeney,
et al., 2016].

Este estudio busco bebés con alto riesgo de desarrollar alergia al cacahuete. Una
revision de la literatura sugirié que la gravedad del eccema, el inicio temprano del
eccema y el uso frecuente de corticosteroides topicos, podrian ser factores de
alto riesgo. También hay datos que demuestran una asociacién entre la alergia al

huevo y la alergia al cacahuete.

Se reclutaron seiscientos cuarenta nifios atépicos con eccema o alergia al huevo, no
menores de 4 meses y no mayores de 11 meses, fueron asignados de manera
aleatoria al grupo de evitacion o al grupo de consumo de cacahuete. En el grupo de
consumo, solo el 1,9% de los nifios desarrollaron alergia al cacahuete
con 60 meses, mientras que el 13,7% desarroll6 alergia al cacahuete en el grupo

de evitacion.

En resumen, aunque los resultados del estudio LEAP, con respecto a la eficacia dela
introduccion temprana del cacahuete fueron consistentes, hay una serie de
limitaciones que deberian considerarse y tener en cuenta en estudios futuros, como
por ejemplo, que mas del 70% de los nifios eran blancos, por lo que estos resultados
pueden no reflejar con precision el riesgo en los nifios de diferente etnia y origen
racial [Rabinovitch, et al., 2015].
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Tabla 18

Ensayos clinicos con cacahuete. Modificada de Palladino, et al., 2018.
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Teniendo en cuenta los antecedentes acerca del estudio de los extractos
alergénicos de Arachis hypogaea, se puede comprobar que los alérgenos de la

fraccion hidrosoluble se encuentran bien caracterizados.

El avance y desarrollo de nuevas técnicas de investigacion ha permitido que, tras
el empleo de éstas, se puedan obtener de manera satisfactoria las proteinas
contenidas dentro de los cuerpos lipidicos de frutos secos y semillas.

Si estas proteinas, contenidas en los cuerpos lipidicos de los cacahuetes, son
reconocidas por las IgE del paciente alérgico a los mismos, se podria aseverar que
éstas tienen propiedades alergénicas y que, por tanto, son igual de relevantes que

las proteinas actualmente descritas.

En conclusion, una mejora del perfil alergénico del extracto de cacahuete, que
incorpore al mismo todas sus proteinas de origen glico y lipoproteico, conducira a
poder establecer mejoras cuantitativas y cualitativas del diagnéstico etiolégico, asi

como posibles redefiniciones del empleo de sus componentes en inmunoterapia.
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OBJETIVOS PRINCIPALES

1. Demostrar la alergenicidad de la fraccion liposoluble de los cacahuetes.

2. Extraer las proteinas contenidas en los cuerpos lipidicos de la fuente
sensibilizante (Arachis hypogaea), mediante el uso de un protocolo adaptado a
las caracteristicas de estas proteinas.

3. Estudiar la alergenicidad de las proteinas contenidas en los cuerpos lipidicos en
una poblacion infantil sensibilizada y alérgica al cacahuete.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

4. Caracterizar fisico-quimicamente las proteinas aisladas teniendo cuenta el
contenido total proteico, el perfil antigénico y alergénico mediante el uso de

sueros de pacientes sensibilizados a la fuente causante de la sintomatologia.

5. Formular las proteinas obtenidas para su aplicacion diagnostica in vivo, mediante
el uso de prueba cutanea (prick test). Acoplamiento de éstas a soportes de
diagndstico in vitro para determinar los niveles de IgE especificas y su uso como
agente estimulador de la liberacion de histamina en los basoéfilos de los

pacientes sensibilizados.

6. Estudiar el perfil alergénico de las proteinas contenidas (fraccion liposoluble) y
no contenidas (fraccion hidrosoluble) en los cuerpos lipidicos, en una poblacion

infantil alérgica al cacahuete.

7. Establecer la relacion entre la sensibilizacion a las proteinas liposolubles del

cacahuete y la gravedad de las reacciones alérgicas presentadas.
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OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LA FUENTE
ALERGENICA

EXTRACCION COMPLETA DE PROTEINAS

A los cacahuetes se les retir6 la cascara y la piel que recubria los frutos. Estos se
suspendieron en un tampén fosfato salino (PBS [NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM,
KH.PO4 1,5 mM, Na:HPO4 8,1 mM, pH 7,2-7,4]) en una proporciéon 1:4 (p/v). Se
trituraron con un homogeneizador eléctrico hasta la obtencién de una suspension
homogénea, la cual se sometié a extraccion hidrosoluble en dicho PBS mediante
agitaciéon magnética a una temperatura de 2-8°C durante 2 horas.

El pH se mantuvo durante todo el proceso entre 6 y 7,5 ajustandose cuando fue
necesario con NaOH 1N o HCI 1IN. Tras las 2 horas, el homogenizado se
centrifugé 30 minutos a 8.400 g en la centrifuga ROTANTA 460 RS (Hettich Lab,
Tuttlingen, Alemania). Se descartd el sedimento y a continuacién se siguieron
diferentes protocolos:

e Protocolo 1: se separé cuidadosamente la parte superior de grasa y se

eliminé, manteniéndose Unicamente la parte liquida (sobrenadante).

e Protocolo 2: la parte superior de grasa y la parte liquida (sobrenadante) se

juntaron y homogenizaron.

Ambos extractos se filtraron aplicando vacio, mediante un embudo Buchner y un
matraz Kittasato, a través de filtros de profundidad Millipore AP (Merck Millipore,

Darmstadt, Alemania) con un tamafio de poro de 2 um.

Por altimo, se sometieron a dialisis y estabilizacion mediante liofilizacion para el
posterior analisis de sus parametros analiticos, tal y como esta descrito en este

mismo capitulo mas adelante (ver paginas 87-88).
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SELECCION DE LA FUENTE SENSIBILIZANTE

Con el fin de obtener un extracto que presentara el perfil alergénico mas adecuado, se

adquirieron diferentes materias primas de cacahuete.

Las fuentes alergénicas estudiadas procedian de distintos puntos geograficos y
presentaban distintos procesamientos: crudo y tostado (Tabla 19 y Figura 20), siempre

lo menos manipuladas posible, es decir sin aromatizantes, saborizantes, etc.

Tabla 19

Caracteristicas de las materias primas a estudiar.

Materia prima Procedencia
(1) China.
Cacahuete tostado
(2) EE. UU.
(3) EE. UU.
Cacahuete crudo
(4) Brasil.

Figura 20. Fotografia de las materias primas escogidas.
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EXTRACCION DE PROTEINAS EN AMBAS FRACCIONES:
HIDROSOLUBLE Y LIPOSOLUBLE

Los cacahuetes con la céscara y la piel retirada se suspendieron en PBS en una
proporcion 1:4 (p/v). Se trituraron con un homogeneizador eléctrico hasta la obtencién
de una suspension homogénea, tras la cual se llevé a cabo la extraccion hidrosoluble
en dicho PBS, mediante agitacibn magnética a una temperatura de 2-8°C durante
2 horas. El pH se mantuvo durante todo el proceso entre 6 y 7,5, ajustandolo cuando
fue necesario con NaOH 1N o HCI 1N.

Tras las 2 horas, el homogenizado se centrifugé 30 minutos a 8.400 g en la centrifuga
ROTANTA 460 RS (Hettich Lab, Tuttlingen, Alemania). Se descarté el sedimento y se
separé cuidadosamente la parte superior de grasa, por un lado, y la parte liquida

(sobrenadante) por otro.

e El sobrenadante (fraccion hidrosoluble) fue sometido a filtrado mediante vacio,
por medio de un embudo Buchner y un matraz Kittasato, a través de filtros de
profundidad Millipore AP (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) con un tamafio

de poro de 2 pm.

e Laparte grasa se resuspendié y homogenizé nuevamente en PBS. Se centrifug6
a 8.400 g durante 10 minutos. Se recogio la parte superior de grasa y se repitio
este paso tres veces mas para retirar posibles impurezas de la grasa. Tras la
dltima centrifugacion, se resuspendié y homogeniz6 toda la grasa obtenida
en PBS-Tween 0,5% (Tween 20 al 0,5% (v/v) en PBS), en una proporcién
1:1,5 (p/v). Se filtré del mismo modo que la fraccion hidrosoluble.

DIALISIS

El filtrado obtenido, procedente de ambas fracciones (hidrosoluble y liposoluble), se
sometié a didlisis para retirar las sales del PBS utilizado durante la extracciéon. Al
sistema de didlisis, mediante ultrafiltracion tangencial en sistema Cogent M1 de
Millipore (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania), se le acoplé un casete de limite de
exclusion molecular de 5.000 Da. La didlisis se realiz6 por adicién, de al menos 5
volimenes de agua para inyeccion (WFI) respecto al volumen concentrado, hasta

que la conductividad fue inferior a 1.000 pS.
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A la fraccion liposoluble dializada se le afiadid manitol (Sigma-Aldrich, Merck Millipore,
Darmstadt, Alemania), a razén de 40 mg/mL, y se agité suavemente hasta su completa
disolucion. Finalmente, ambos extractos (hidrosoluble y liposoluble) fueron alicuotados

y taponados a razén de 30 mL/vial bajo flujo laminar para proceder a su liofilizacién.

ESTABILIZACION

La estabilizacion se realizd6, mediante un proceso de liofilizacion, en una planta
Liogamma Telstar 20/40 (Azbil Telstar, Madrid, Espafia) segun un protocolo

especificamente disefiado, cuyas caracteristicas estan expresadas en la Tabla 20.

Tabla 20

Protocolo de liofilizacion.

Descripcion Temperatura (°C) Vacio (mBar) H:MIN

Preparacion bandejas -30

Congelacion -40 0:30
Congelacion -40 3:00
Preparacion condensador -50 0:10
Vacio camara 0,200

Secado primario -5 0,200 5:00
Secado primario 10 0,200 8:00
Secado primario 30 0,300 8:15
Secado primario 30 0,300 7:0
Test final secado primario 30 0,300 0:5
Secado secundario 30 4:00
Secado secundario 30 5:0
Test final secado secundario 30 0:5

Finalizado el ciclo de liofilizacion, se pes6 el contenido de un vial para calcular el
rendimiento del proceso, finalmente expresado en gramos de sustancia activa liofilizada

por 100 gramos de materia prima.
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DETERMINACION DE PARAMETROS ANALITICOS

EXTRACTO ALERGENICO
Humedad relativa

La determinaciéon del contenido de humedad de las muestras realizadas, se realiz6
mediante un método termocoulométrico con el equipo Easy H»O (Berghof,
Eningen, Alemania).

El sistema de deteccién de agua Easy H,O combina la evaporacion térmica de agua
con un sensor electroquimico selectivo para el agua. El agua se evapora de la
muestra de ensayo en un horno programable y pasa por el sensor gracias a una
corriente de gas portador. Este gas portador es aire ambiental aspirado y secado
por el horno. Ademas, esta técnica, basada en la evaporacién del agua, es capaz
de discriminar la humedad superficial y capilar de la muestra, de la humedad

inherente a la propia muestra.

El sistema posee un sensor higroscépico de pentoxido de fésforo (P2Os). La superficie
de este sensor se une al agua transportada por la corriente de aire. El agua se
descompone electroliticamente en hidrégeno y oxigeno. La carga requerida para esto
es proporcional a la cantidad de agua y se determina por la Ley de Faraday (Figura 21).

Q M 1 QM
m=—.,—= — =

gn Ny q Ny T

1 QM 1 QM _ It M
F' n

96485 < n 96485 " n

m es la masa de la sustancia producida en el electrodo (en gramos),

Q es la carga eléctrica total que pasé por la solucién (en columbios),

g es la carga del electron = 1,602 x 10-*° culombios por electron,

n es el nimero de valencia de la sustancia como ion en la solucion (electrones por ion),
F = qNa = 96485 C.mol* es la Constante de Faraday,

M es la masa molar de la sustancia (en gramos por mol),

Na es el nimero de Avogradro = 6,022 x 10 iones por mol,

| es la corriente eléctrica (en amperios),

t es el tiempo transcurrido (en segundos).

Figura 21. Ley de Faraday.

El sensor se auto-regenera mediante la renovacion de la capa de P,Os que se produce
durante la medicién. De esta forma, el sensor estara siempre operativo para la medicién

de la siguiente muestra (Figura 22).
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Acondicionamiento del horno: 200°C - 250°C

\ 4

Tarado del dispensador de las muestras

\ 4

Calibracion del equipo con el patron 1% H.O: FACTOR 0,8 - 1,2

'

Pesado de la muestra

\4

Introduccién en el equipo y medida de la muestra
(tiempo de medicién 10 minutos)

1

Obtencion del resultado

Figura 22. Resumen del analisis de la humedad — Easy H-O.

Contenido proteico

El contenido proteico fue valorado mediante la técnica de Bradford [Bradford, 1976]. Su
fundamento, es el desplazamiento de la longitud de onda de maxima absorcién que

sufre el azul de Coomassie de 465 a 595 nm, cuando se une a las proteinas.

Para ello se empled el kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, California, EE. UU.) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se emplea como recta patrén albumina
sérica bovina (Sigma-Aldrich, Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) a diferentes
concentraciones (0; 4; 6; 8; 10; 12; 14 y 16 pg/mL) cuyas lecturas de absorbancia se
realizaron a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotbmetro para microplacas
PowerWave HT (BioTek, Vermont, EE. UU.).

A continuacion, las absorbancias de la muestra problema resuspendida en agua se
interpolaron en la recta patron de BSA. De manera general, el flujo del método analitico

empleado para determinar el contenido proteico fue el descrito en la Figura 23.
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Determinacion proteica de la curva estandar (BSA)

'

Pesado de la muestra

l

Analisis de la muestra

1

Obtencidn del resultado por interpolacion en la curva

estandar

Figura 23. Resumen del analisis del contenido proteico — Bradford.

Solubilidad

La solubilidad de las fuentes alergénicas, establece la maxima cantidad de sustancia

activa que se disuelve en una determinada cantidad de agua [Henry, 1803]. De

manera general el protocolo fue el siguiente:

Pesar 50 mg del extracto alergénico liofilizado y afiadir 50 pL de agua. Agitar
durante 1 minuto y mantener durante 15 minutos a 25°C en bafio termostatico
VWB2 12 (VWR, Pensilvania, EE. UU.). Si la solucion es completa, la

sustancia es muy soluble.

Si la solucién es incompleta, afiadir 0,95 mL de agua. Agitar durante 1 minuto
y mantener durante 15 minutos a 25°C en bafio termostéatico. Si la solucién

es completa, la sustancia es facilmente soluble.

Si la solucién es incompleta, afladir 2 mL de agua. Agitar durante 1 minuto y
mantener durante 15 minutos a 25°C en bafio termostatico. Si la solucién es

completa, la sustancia es soluble.

Si la solucion es incompleta, afiadir 7 mL de agua. Agitar durante 1 minuto y
mantener durante 15 minutos a 25°C en bafio termostatico. Si la solucion es

completa, la sustancia es bastante soluble.
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e Si la solucion es incompleta, pesar 10 mg de producto y afiadir 10 mL de
agua. Agitar durante 1 minuto y mantener durante 15 minutos a 25°C en

bafo termostatico. Si la solucién es completa, la sustancia es poco soluble.

e Si la solucion es incompleta, pesar 1 mg de producto y afiadir 10 mL de
agua. Agitar durante 1 minuto y mantener durante 15 minutos a 25°C en
bafio termostatico. Si la solucion es completa, la sustancia es muy poco

soluble.

pH

Para analizar el grado de acidez o de alcalinidad de las muestras [S6rensen, 1909] se
utilizé el pH-metro Crison GPL 21 (Barcelona, Espafa). Previamente a la realizacion del
ensayo se calibro el medidor con las soluciones de calibracion correspondientes.

A continuaciéon, se reconstituyé la muestra (5 mg) con 10 mL de H;O agitando
suavemente para favorecer la disolucion, después se sumergieron los electrodos en la

disolucion y se realiz6 la lectura del pH de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Es necesario limpiar el electrodo con H>O antes y después de realizar las
mediciones de pH. De manera general, el flujo del método analitico empleado para

determinar el pH fue el siguiente (Figura 24):

Calibracion del pH-metro

!

Andlisis de la muestra

!

Limpieza del pH-metro

Figura 24. Resumen del analisis de pH.
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Determinacion del perfil electroforético. SDS-PAGE

Fundamento tedrico

Cualquier molécula cargada se desplaza al ser expuesta en un campo eléctrico.
Dado que las proteinas son moléculas con carga neta a cualquier pH distinto del
punto isoeléctrico, estas migran en un campo eléctrico dependiendo de su densidad
de carga (relacion entre carga y masa). De este modo, se utiliza esta caracteristica

de las proteinas para llevar a cabo su separacion.

Actualmente, los soportes mas utilizados son los que participan activamente en el
proceso de separacion al interaccionar fisicamente con las particulas de migracion
(almidoén, agarosa, poliacrilamida), cuyo tamafio de poro es del orden del tamafio de
las moléculas a separar, y que proporcionan, por tanto, la posibilidad de separar
proteinas segun su carga y tamafio. Entre ellos, el soporte de acrilamida es el que
mayores ventajas ofrece: elevada pureza de sus reactivos constituyentes,
guimicamente inerte, estable en amplios rangos de pH, temperatura y fuerza iénica,

transparente y, ademas, permite la formacion de gradientes precisos.

Los geles de poliacrilamida reaccionan con los grupos funcionales libres de las
cadenas terminales. El compuesto TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamina)
cataliza la formacién de los radicales libres del persulfato, necesario para que se

inicie el proceso de polimerizacion.

La mayoria de los estudios que emplean electroforesis zonal de proteinas lo
hacen mediante el empleo de condiciones desnaturalizantes, de modo que las
proteinas son disociadas y analizadas en sus unidades polipeptidicas individuales.
Estos métodos, conocidos como SDS-PAGE son ampliamente utilizados y se

encuentran muy estandarizados.

Tampones y soluciones

Basicamente, se empleé el método originalmente propuesto por Laemmli
[Laemmli, 1970] con ligeras modificaciones introducidas por los fabricantes de los
equipos de electroforesis horizontal utilizados para Mini-Protean Il (Bio-Rad,

Hércules, California).
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1,5 M Tris-HCI; pH 8,8 (separador)

Tris base 27,23 g (18,15/ 100 mL)
Agua destilada 150 mL
Ajuste a pH 8,8 con HCI 1N

Almacenamiento a 4°C

0,5 M Tris-HCI; pH 6.8 (apilador)

Tris base 6g
Agua destilada 100 mL
Ajuste a pH 6,8 con HCI 1 N

Almacenamiento a 4°C

SDS (docecilsulfatosodico) al 10%

SDS 109
Agua destilada 100 mL
Tampon de muestra (“Sample buffer”)

Agua destilada® 4 mL
0,5 Tris-HCI; pH: 6,8 1mL
Glicerol 0,8 mL
SDS 10% 1,6 mL
2-B-mercaptoetanol 0,4 mL
Azul de bromofenol 0,5% 0,2 mL

Se almacena a 4°C y se calienta a 37°C si se produce precipitacion.

Tampon de electroforesis pH: 8,3 (5X)

Tris base
Glicina

SDS 10%
Agua destilada

99 (15g/L)
43,2 g (72 g/L)
3g(glL)
600 mL

Se diluyen 60 mL de tampdn stock 5X con 240 mL de agua destilada.
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Solucion de azul Coomassie (Tincién)*

Azul de Coomassie R-250 1lg
Metanol 400 mL
Acido acético 100 mL
Agua destilada 500 mL

Tiempo de tincién: 60 minutos a 50°C o 12 horas a TA.

Soluciéon decolorante

Metanol 400 mL
Acido acético 100 mL
Agua destilada 500 mL

Tiempo de decoloracion: entre 1y 3 horas.

Montaje de las placas

De acuerdo con las instrucciones del fabricante del equipo Mini-Protean Il dual slab cell
(Bio-Rad, Hércules, California).

Preparacion de los geles - Sistema discontinuo

Gel separador “running gel” (porcentaje de acrilamida 15%) - cantidad para

2 geles de 0,75 mm.

Acrilamida (40%) 29:1 2,8 mL

Tris HCI 1,5M pH: 8,8 1,7 mL

Agua destilada 2mL

SDS 10% 66 pL

Persulfato aménico 70 pL (30 mg/mL) > 3%
Tetrametiletilendiamina (TEMED) 14 pyL

Cantidad por placa 3,2mL

Tiempo de polimerizacién 10 min

INTERFASE 200 pL de butanol
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El porcentaje de acrilamida se establece en funcién del peso molecular de la muestra
gue se quiere estudiar. Se utiliza un porcentaje de acrilamida del 15% cuando la
muestra tiene un peso molecular relativo que oscila entre los 15 y los 95 kDa. En el
caso de gue la muestra tenga un peso molecular mas elevado se reduce el
porcentaje de acrilamida, superando siempre el porcentaje establecido para el gel
concentrador. Si el peso molecular es inferior al anteriormente sefialado se aumenta

dicho porcentaje.

El grosor del gel se ajusta en proporcion a la cantidad de proteina que se ponga,

utilizando para este fin cristales disefiados para este uso.

Gel apilador o concentrador “stacking gel” (porcentaje de acrilamida 4%) - cantidad

para 2 geles de 0,75 mm.

Acrilamida (40%) 29:1 0,7 mL

Tris HCI 0,5M pH: 6,8 1,7 mL

Agua destilada 4,2 mL

SDS 10% 66 pL

Persulfato amoénico 70 pL (30 mg/mL) = 3%
Tetrametiletilendiamina (TEMED) 14 pyL

Preparacion de las muestras

Las muestras se prepararon en el tampon de muestra, a una concentracién de
0,5 - 2 mg/mL de proteina calculada segun el método Bradford [Bradford, 1976]. Se
llevaron a una temperatura de 100°C durante 5 minutos. Tras su enfriamiento, los restos
insolubles se eliminaron por centrifugacién a 16.100 g, en una centrifuga Micro 5415R

(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) durante 5 minutos, descartdndose el precipitado.

Condiciones electroforéticas

Tras rellenar la cubeta interior con el tampon de electroforesis y afiadir el resto a la
cubeta, se dispensé el patron y las muestras en las diferentes calles en un volumen de
10 pL. La electroforesis se desarroll6 con un voltaje constante de 200 V durante
30-45 minutos, en funcion del frente de migracion. En ese momento se desconecto la

fuente y se extrajo el gel de entre las dos placas.
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Tincion
El gel se coloco en una placa de Petri y se afladié la solucion colorante de Coomassie
(Bio-Rad, Hércules, California), siguiendo dos protocolos:

e Répido: 1 hora a 60°C.

e Lento: 24 horas a temperatura ambiente.

El exceso de colorante se retir6 mediante la adicién de la solucién decolorante hasta
gue el fondo del gel quedo casi transparente (1-3 horas) y se pudieron visualizar

adecuadamente las bandas del patron y de las muestras.

Determinacion de pesos moleculares

Se realiz6 de acuerdo al método propuesto por Weber y Osborn [Weber y Osborn,
1969], construyendo una recta de calibrado que representa la movilidad (en mm) de
una serie de proteinas frente al logaritmo de su peso molecular conocido. La
movilidad se midi6 desde el comienzo del gel separador hasta el punto medio

de la banda.

Una vez demostrada la correlacién entre ambas variables (r >0,90), el peso molecular
de las proteinas de la muestra problema se determiné a partir de sus movilidades.

Las proteinas empleadas como patron en los geles de acrilamida fueron adquiridas

a Bio-Rad (Hércules, California), presentando el siguiente patrén (Figura 25).

Precision
Plus
Protein™

Standards

Dual Color

Single Unit

Catalog #161-0374
. 7 o
Catalog #161-0304
Sampie from

Paew 25 representatve oL,
un on 4-20%

e Criterion™ TGX™ gel.

-— 15 BIORAD
- 10

4110029 Rev B

Figura 25. Precision Plus Protein Standars (Bio-Rad).
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Determinacion del perfil electroforético. 2D-PAGE

Fundamento tedrico

La electroforesis bidimensional se basa en separar las proteinas de una mezcla
segun sus dos propiedades moleculares, una en cada dimensién. El procedimiento
mas usado se basa en la separacion, en una primera dimension, mediante
isoelectroenfoque y en una segunda dimension segun peso molecular, mediante

electroforesis en gel de poliacrilamida.

Se realiz6 segun el método originalmente propuesto por Klose y O’Farrell [Klose,
1975; O’Farrell, 1975] con ligeras modificaciones introducidas por los fabricantes de
los equipos utilizados, Protean IEF cell para la primera dimension y Mini-Protean Il
para la segunda dimension (Bio-Rad, Hércules, California).

Preparacion de la muestra y primera dimension

Las muestras se resuspendieron en agua ultra pura, en un volumen de 150 uL. La
masa en proteina depende del tipo de muestra, siendo 150-300 g de proteina total
en los extractos complejos que se van a tefiir con azul de Coomassie y un total de
3-6 ug de proteina purificada. Las muestras se agitaron durante 10 minutos y se
centrifugaron durante 10 minutos a 16.100 g.

Las muestras se precipitaron con acido tricloroacético (TCA) al 20% y acetona
afiadiendo el mismo volumen de TCA que de muestra. La mezcla se incubé

15 minutos a -20°C y se centrifug6 a continuaciéon a 5+3°C y 16.100 g.

Posteriormente, se quité cuidadosamente el sobrenadante con la punta de una pipeta
evitando coger precipitado. Se afiadieron 300 pL de acetona fria y se volvié a
centrifugar a 5+3°C durante 5 minutos a 16.100 g. Se eliminé el sobrenadante y se

seco el precipitado.

Una vez precipitadas las muestras, éstas se solubilizaron en 150 pyL de tampén

de rehidratacion.
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Tampon de rehidratacion

Urea 8M 489
DTT 50 mM (ditiotreitol) 0,076 g
2% CHAPS (p/v) (Bio-Rad) 0,2g
0,2% (p/v) Byolite 3/10 (Bio-Rad) 100 pL
0,5% azul de bromofenol 20 uL
Agua destilada 5,6 mL

Se afadieron 125 pL de muestra para las tiras de pH de gradiente inmovilizado
(IPG) de 7 cm [(tiras de 3-10 (Bio-Rad, Hércules, California)], en la bandeja de la
12 dimensién, y se dejé incubando 20 minutos. Se afiadieron 1,5-2 mL de aceite
mineral (Bio-Rad, Hércules, California) sobre la tira para que no se produjera la
deshidratacion de la misma, ya que la separacién duré 18 horas aproximadamente.

El protocolo utilizado para la primera dimension se introdujo manualmente en el
aparato (Tabla 21). Cuando termind la primera dimensién se aplicaron 50 mV de

manera constante para que las proteinas no se desenfocaran.

Tabla 21

Protocolo Primera Dimension 2D-PAGE.

Protocolo primera dimensién

Voltaje slope: Rapid AV

Rehydration: Yes / Gel length: 07 / Focus temp: 20°C
Rehydration: active@50V

Enter time: 15:00

Insert pause after rehydration? NO

S1 250V 00:15

S2 HRS:MIN / 4000V 2:00

S3 VHOURS /4000 V / 10000

S4 500V/ HOLD yes

Limit /gel: 50 pA

Enter n° of gels
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Separacion de la segunda dimension

Los geles de acrilamida al 15% se prepararon de acuerdo con el protocolo descrito
anteriormente en el apartado de SDS-PAGE (ver pagina 93) utilizando cristales de
1 mm. Estos geles solamente tenian la parte separadora o “running gel”. El peine

gue se utilizé en el gel es de tipo continuo para acoplar la tira IPG.

Una vez terminada la separacion de la primera dimensién, se afiadi6 1 mL de
tampén de equilibrado | en la bandeja de lavado a la tira de IPG. Se incub6 durante

10-15 minutos en agitacion rotacional suave.

A continuacion, se afiadié tampoén de equilibrado Il a la bandeja de lavado, y se
incubd durante 10-15 minutos en agitacion rotacional suave. Tras equilibrar con el
segundo tampon, se introdujo la tira de IPG en tampodn de electroforesis para que
se equilibrara y pudiera conducir la corriente. Se introdujo la tira IPG con unas

pinzas hasta que entr6 en contacto con la acrilamida del gel de la 22 dimensién.

TAMPON DE EQUILIBRADO |

Urea 6M 189
2% SDS 1lg
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 12,5 mL
20% glicerol 10 mL
DTT 50 mM (ditiotreitol) 19
Agua destilada 27 mL

TAMPON DE EQUILIBRADO I

Urea 6M 18,01 g
2% SDS 1g
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 12,5 mL
20% glicerol 10 mL
lodocetamida 1,259

Agua destilada 27 mL
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Posteriormente, se afiadié agarosa para sellar la unién de los dos geles de acrilamida
(de la 12 y 22 dimension). Es necesario que la agarosa gelifique antes de empezar la

electroforesis bajo las siguientes condiciones:

Electroforesis Sequnda Dimension

Paso 1

Voltaje: 120 V
Tiempo: 20 minutos
Paso 2

Voltaje: 150 V
Tiempo: 20 minutos
Paso 3

Voltaje: 200 V

Tiempo: Hasta que el frente del gel se encuentre al final

Para visualizar las proteinas migradas del gel se utilizé el mismo protocolo descrito en
el apartado anterior, SDS-PAGE (ver pagina 97).

Transferencia de proteinas a un soporte sélido. Western blot

Fundamento teérico

El proceso se define como la transferencia de las proteinas del gel de poliacrilamida a
un filtro (matriz o0 membrana de inmovilizacién), que puede ser sometido a los
tratamientos necesarios para la identificacion de las bandas. Esto lleva consigo las

siguientes ventajas [Gershoni y Palade, 1983]:

e Los filtros son mas manejables y flexibles.

e Las proteinas inmovilizadas son facilmente, y por igual, accesibles a varios
ligandos, ya que se obvian las limitaciones introducidas por la porosidad de

los geles de gradiente.
o Generalmente se requieren menores cantidades de reactivos.
e Los tiempos de las incubaciones y lavados se reducen significativamente.
e Se pueden hacer mdltiples réplicas del mismo gel.

e Las transferencias se pueden guardar durante mucho tiempo.
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¢ La misma transferencia se puede utilizar para mdltiples analisis sucesivos.

e Por ultimo, la transferencia es susceptible de andlisis posteriores que, de otra

forma, serian muy dificiles o imposibles de efectuar en los geles.

Las membranas tienen un tamafio de poro de 0,22 um. Cuanto mas pequefio es el
poro, mas retencién de proteina se produce, que es conveniente cuando se trabaja
con moléculas de bajo peso molecular, pero que dificulta o limita la interaccion de

los anticuerpos.

La unién proteica a la membrana no es covalente, por lo tanto, es probable que con los
sucesivos pasos del protocolo (bloqueo, lavados) se pierda una proporcion significativa

de la proteina retenida a la membrana.

Algunos materiales parecen presentar ventajas sobre otros por lo que, si esto presenta
un problema en los experimentos, se puede probar con membranas de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) como, por ejemplo, Trans-Blot Turbo Mini PVDF Transfer Packs
(Bio-Rad, Hércules, California) que presentan una mayor capacidad de adsorcién y

fijacion de proteinas que las convencionales de nitrocelulosa y/o nylon.

Descripcion de la inmunotransferencia

Se basa en la electroelucién de las proteinas del gel debido a que las proteinas (en
contraste con el ADN) se adsorben a la membrana, incluso en tampones de baja fuerza
iGnica. Por lo tanto, se pueden electroeluir las proteinas fuera del gel hacia los filtros en

condiciones gue no necesitan corrientes eléctricas impracticablemente altas.

Hay que hacer constar que la electroelucibn de macromoléculas para la
inmunotransferencia fue usada por primera vez por Arnheim y Southern en 1977
[Arnheim y Southern, 1977].

El tampdn de transferencia mas tradicional es el descrito por Towbin y colaboradores
[Towbin, et al., 1979]: Tris 24,8 mM, glicina 192 mM y metanol al 20%. El metanol inhibe
el inflado del gel y mejora la resolucibn de la inmunotransferencia, pero estos
porcentajes pueden producir que se elimine el SDS de las proteinas llegando a precipitar
en el gel. Esto no es problema en el caso de las proteinas pequefias, pero en el caso
de que se quieran transferir proteinas con un punto isoeléctrico alcalino, o un peso
molecular de méas de 100 kDa, se recomienda reducir el contenido en metanol (a menos

de 10%). También se puede afiadir SDS a la solucion de transferencia.
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Las proteinas pequefias (<20 kDa) normalmente se transfieren correctamente con
independencia de los porcentajes de metanol. Sin embargo, se deben tener en cuenta

las siguientes precauciones:

e Limitar el tiempo en el tampon de transferencia (menos de 10 minutos)

porque pueden migrar rapidamente sin fuerza iénica.

e FEvitar la pérdida a travées de la membrana (Blow-through): tampén de
transferencia con 20% de metanol que aumenta el tabicamiento (partitioning)

de la proteina a la membrana.

¢ Reducir la intensidad de corriente a la mitad para que haya mas tiempo para

interaccionar con la membrana.

En resumen, cuando la proteina a transferir es grande se deberia migrar la muestra en
geles de acrilamida de bajo porcentaje, reducir la cantidad de metanol, aumentar la
intensidad de corriente y transferir durante mas tiempo. Cuando la proteina es pequenia,

metanol al 20%, menos carga y menos tiempo de transferencia.

Para proteinas grandes y bésicas se puede utilizar un tampoén de transferencia
compuesto de CAPS (acido 3-[ciclohexilamino]-1-propansulfonico) 10 mM y metanol
5%-10% pH 10,5-11.

El protocolo empleado en este trabajo fue el método descrito por Towbin [Towbin, et al.,
1979], en un equipo de transferencia Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad,
Hércules, California) y con unas membranas Trans-Blot Turbo Mini PVDF Transfer
Packs (Bio-Rad, Hércules, California) constituidas por un preparado de membrana de

transferencia, filtro de papel y tampo6n listos para su uso en el transferidor.

Método de transferencia semi-seco

a) Tras concluir la electroforesis, el gel se usa directamente, sin equilibrar.

b) Abrir el pack Trans-Blot Turbo y colocar la almohadilla de papel Whatman con la

membrana sobre la placa del casete del transferidor.

c) Situar el gel o los geles de manera que se aproveche al maximo la superficie de

la membrana (Midi format, para dos geles y Mini format, para un tnico gel).

d) Colocar la otra almohadilla de papel Whatman, que viene dentro del pack,

encima del gel.
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e) Una vez montado, asegurarse de que no queden burbujas, pasando rodillo por

encima del “sandwich” (Figura 26).

f) Establecer un valor constante de amperaje, que dependera del tamafio de la
membrana (1,3 A para Mini formaty 2,5 A para Midi Format). El tiempo necesario

para llevar a cabo la transferencia es de 7 minutos.

g) Una vez finalizado el proceso de transferencia, se retira la membrana de PVDF,
bien para ser tefiida o procesada para inmunodeteccion.

]’ Almohadilla Papel Whatman

—> Gel de electroforesis
Membrana de PVDF

} Almohadilla Papel Whatman

Figura 26. Disposicion de los diferentes elementos de la transferencia.

Tincion de membranas de PVDF transferidas: reversible

Las membranas pueden tefiirse con la solucion de Ponceau para detectar la presencia
de proteinas en la membrana. Es una tinciobn de baja sensibilidad (del orden de
microgramos de proteinas) y para realizarla se sumerge en una solucion al 0,5% de rojo
Ponceau, 1% de &cido acético durante un minuto y ulterior destefiido con agua destilada
hasta conseguir un contraste 6ptimo. La tincion puede retirarse completamente con una

solucion de hidroxido sédico 0,1 N.

Inmunodeteccidn de proteinas transferidas a membranas

Se procedi6 tal y como esta descrito en el protocolo de Shen [Shen, et al., 1988], con

ligeras modificaciones:

a) Una vez transferidas las proteinas a la membrana de PVDF, ésta se corta en

las diversas calles que van a ser incubadas individualmente.

b) A continuacién, se satura/bloquea la membrana para evitar las uniones
inespecificas de las inmunoglobulinas o de los conjugados inmunoglobulina —
enzima. Para ello, la membrana de PVDF se incuba con tampén PBS-Tween

0,5%, durante 1 hora, en agitacion suave y a temperatura ambiente.



c)

d)

f)
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La incubacion de las membranas de PVDF, con el suero de los pacientes, se
realiza durante un periodo de 12-16 horas, en agitacion constante y a una
temperatura de 4°C. Los sueros de los pacientes pueden emplearse
individualmente o agrupados como un pool. A nivel de IgE individualizados, los
sueros se emplean con una dilucién 1:10 (sueros de clase > 3 en InmunoCAP o

equivalente). Cuando se emplean agrupados, se procede con la misma dilucién.

Tras la incubacion con el suero, los anticuerpos no fijjados se eliminan mediante
4 lavados de 5 minutos con PBS-Tween 0,05%, en condiciones de agitacion
constante y a temperatura ambiente.

Se aflade conjugado anti-lgE humana marcada con peroxidasa de rabano
(Mouse Anti-Human IgE Fc-HRP, SouthernBiotech, Birmingham, EE. UU.),
diluida previamente 1:1000 en tampén PBS-Tween 0,5%; en un volumen
suficiente que cubra la membrana de PVDF. Se realiza manteniéndose durante
2 horas en agitacién a temperatura ambiente.

Los conjugados no fijados se eliminan, mediante 4 lavados con tampén PBS-
Tween 0,05%, de 5 minutos de duracion, en agitacién a temperatura ambiente.

El revelado del inmunocomplejo se realiz6 empleando el sistema ECL + Plus, Western

Blotting detection reagents de Perkin Elmer (Perkin Elmer Life Sciences,

Boston, EE. UU.) mediante el siguiente protocolo:

a)

b)

d)

Extraer los reactivos de la cadmara fria y mantenerlos a temperatura ambiente

unos minutos antes de su utilizacion.

Mezclar las soluciones etiquetadas como A y B, inmediatamente antes de su
uso, en una proporciéon de 1:1. La cantidad es la necesaria para cubrir toda la

superficie de la membrana. Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Retirar el exceso de la mezcla de deteccion. Es recomendable realizarlo
sosteniendo la membrana en posicién vertical y dejando asi que escurra el
liguido. El extremo inferior de la membrana debera estar en contacto con un

papel secante, con el fin de eliminar el liquido acumulado en el borde inferior.

La membrana debe colocarse inmediatamente después sobre un pliego de
plastico transparente; con la cara que lleva las proteinas adsorbidas hacia arriba,
cuidando de retirar muy suavemente las burbujas de aire, que se puedan

producir entre el plastico y la membrana, y evitandose la presion sobre la misma.
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e) La membrana envuelta en el plastico con el lado que porta las proteinas
adsorbidas hacia arriba se coloca sobre la bandeja del transiluminador (Bio-Rad,

Hércules, California).

f) Analizar la membrana con el programa Image Lab (Bio-Rad, Hércules,
California), ajustando el tiempo de exposicidon y el nimero de imagenes que se
desee obtener. Si el tiempo de exposicion necesario es menor de 5 segundos,
se recomienda diluir los anticuerpos, dada la dificultad de controlar tiempos de

exposicion tan cortos.

Procedimiento de evaluacién de bandas en SDS-PAGE e

Inmunodeteccion

El peso molecular y la intensidad de las distintas bandas pueden ser evaluadas
mediante un sistema de tratamiento de imagen, en base al empleo de un densitémetro
Bio-Rad, Calibrated Imaging Densitometer GS 710; equipado con un sistema especifico
de andlisis de imagen Bio-Rad Diversity Data Base.

Mediante éste equipo, se pueden obtener las imagenes de los geles de electroforesis
de poliacrilamida o de las membranas de PVDF, y su “escaneo” e integracion de datos,
permite conocer los pesos moleculares de cada banda en funcion de sus movilidades,
comparadas respecto del patrén o estandar empleado, haciendo un andlisis de
regresion lineal entre las variables logaritmo del peso molecular vy
logaritmo de la movilidad, medido en “pixeles”, exigiéndose una correlacion r >0,90 entre

ambas variables.

En un aspecto semi-cuantitativo, la intensidad de cada calle o banda puede ser
representada como expresion del resultado en intensidad integrada de imagen

(densidad 6ptica por cm?).

Transferencia de proteinas a un soporte sdélido. Dot blot

Es una técnica que representa una simplificacion del método de Western Blot. Las
proteinas no sufren ningun tipo de separacion, por lo tanto, no ofrece informacién sobre
el tamafio de la proteina de interés y si dos proteinas de diferentes tamafios son
detectadas, se seguird viendo como un solo punto. Resumiendo, el Dot blot sélo puede
confirmar la presencia o ausencia de una proteina o proteinas que pueden ser

detectadas por un anticuerpo especifico.
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La técnica se desarrollo en el aparato Bio-Dot (Bio-Rad, Hércules, California) que consta
de 96 pocillos (Figura 27). Se siguieron las instrucciones del fabricante con alguna

modificacion:

1. Tratar la membrana de nitrocelulosa de 0,22 um y el papel de filtro con metanol
(30 segundos), a continuacion, con agua destilada (1 minuto) y por Gltimo con
PBS (2 minutos).

2.  El papel de filtro se coloca sobre el molde de plastico sellador que esta situado
entre los bloques que forman el aparato. Los pocillos que no se vayan a utilizar

se tapan con cinta adhesiva. La membrana se coloca encima del papel de filtro.

3. Se cierra el aparato montando los bloques y ajustando los tornillos,

enfrentandolos diagonalmente.

4. Una vez ajustado el dispositivo, éste se conecta a una bomba de vacio por el
tubo que tiene en un extremo. La valvula acoplada a la entrada del tubo debe

estar en posicion de atmésfera.

5. Se afaden 100 pL de PBS en cada uno de los pocillos que vayan a ser utilizados
en el ensayo para humectar la membrana y se espera a que se filtre todo el PBS.

6. A continuacion, se dosifican las muestras del ensayo a razén de 100 pL por

pocillo y se dejan que filtren (1 hora aproximadamente).

7.  Se retira la membrana del aparato y los pasos siguientes se haran de acuerdo
con el protocolo de la técnica de Western blot. (ver paginas 130-133).

Membrana de nitrocelulosa

Papel de filtro

Molde de plastico sellador

Carcasa de soporie

Colector de vacio

: 7 Valwuay tubo de vacio
T

Figura 27. Esquema de montaje del aparato Bio-Dot. Modificada de Bio-Rad.
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Determinacion de la actividad enziméatica

El sistema APl ZYM de bioMérieux (Marcy-I'Etoile, Francia) es un método semi-
cuantitativo de investigacion de actividades enzimaticas (Tabla 22) aplicable a
diferentes tipos de muestras. El sistema permite estudiar rpidamente 19 actividades
enzimaticas a partir de pequefias cantidades de muestra. Estas deben estar a una

concentracion de 5 mg/mL.

Se dosificaron 65 pL de la suspension en cada pocillo y después se dejé incubando
durante 4 horas a 37°C. Tras la incubacion se afiadié una gota del reactivo ZYM A y
una gota del reactivo ZYM B a cada uno de los pocillos. Se dejo que se desarrollara

el color durante un minimo de 5 minutos.

Tabla 22

Relacién de aspecto tras una reaccion enzimatica positiva.

Enzima Reaccion +
Control
Fosfatasa alcalina Violeta
Esterasa (C4) Violeta
Esterasa Lipasa (C8) Violeta
Lipasa (C14) Violeta
Leucina arilamidasa Naranja
Valina arilamidasa Naranja
Cistina arilamidasa Naranja
Tripsina Naranja
a-quimiotripsina Naranja
Fosfatasa acida Violeta
Naftol-AS-BI-fosfohidrolasa Azul
a-galactosidasa Violeta
B-galactosidasa Violeta
B-glucuronidasa Azul
a-glucosidasa Violeta
B- glucosidasa Violeta
N-acetil-B-glucosaminidasa Marrén
a-mannosidasa Violeta

a-fucosidasa Violeta
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ELISA inhibicién

El ELISA es un tipo de enzimo-inmunoensayo que se basa en la interaccion de una
enzima conjugada a un anticuerpo que reconoce e interacciona con un complejo
antigeno-anticuerpo especifico. En este trabajo se utilizé la peroxidasa de rabano
picante (HRP) conjugada a un anticuerpo que reconocia IgE humana.

Es un método que nos permite conocer la potencia alergénica (Ag50) de un extracto, es
decir, la cantidad de extracto necesario para inhibir el 50% de la reactividad IgE
especifica de un suero de un paciente alérgico a dicho extracto.

El protocolo empleado en este trabajo fue el método descrito por Engvall, van Weemen
y colaboradores [Engvall y Perlmann, 1971; Van Weemen y Schuurs, 1971]

con modificaciones:

a) El alérgeno en fase sélida lo constituyen los componentes de la sustancia activa
del cacahuete, que se encuentran acoplados a placas de microtitulacién de
96 pocillos de poliestireno (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.) a una

concentracion de 250 pg/mL.

b) Tras la incubacion se elimina el contenido y se realizan 3 lavados con PBS-
Tween 0,05%.

c) Los alérgenos inhibidores en fase liquida lo constituyen los componentes de la
sustancia activa del cacahuete (la misma y diferentes a la utilizada en la fase
sélida para poder comparar). Como control negativo se utiliza un tampén de BSA
1% en PBS-Tween 0,05%.

d) El suero empleado se corresponde a una mezcla de sueros de diferentes

pacientes con una IgE especifica al cacahuete >0,7 KUA/L.

e) Se prepara una bateria con diferentes concentraciones del alérgeno inhibidor en
el tampo6n de BSA 1% (200 pL) y se afiade a cada tubo 200 uL de suero (dilucién
previa 1:25 en el tampdn de BSA), exceptuando uno de los tubos que soélo llevara

suero y BSA y que se corresponde con el 100% de unién (0% inhibicién).

f) Los tubos se pre-incuban a temperatura ambiente durante 2 horas en
agitacion orbital.
g) A cada pocillo se le afladen 100 pL del tampén de BSA y se mantiene 1 hora a

temperatura ambiente.

h) Se lava la placa 3 veces con PBS-Tween 0,05% en el lavador ELx50 Automated
Strip Washer (Winooski, Vermont).
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i) Traslas 2 horas de pre-incubacion, las muestras de los tubos se pasan a la placa

de microtitulacion y se mantiene 1 hora a temperatura ambiente.

i) Se lava la placa 3 veces con PBS-Tween 0,05% en el lavador ELx50 Automated
Strip Washer (Winooski, Vermont). Se afiaden 50 UL por pocillo de un anticuerpo
de ratébn monoclonal anti-lgE humana de Operon (Zaragoza, Espafia) a una
dilucién 1:1000 en tampon de BSA durante 30 minutos a temperatura ambiente.

k) Tras 3 nuevos lavados con PBS-Tween 0,05% se procede a la adicion de 50 uL
de un anticuerpo de raton policlonal anti-lgG de Sigma-Aldrich (Merck Millipore,
Darmstadt, Alemania) a una dilucion 1:1000 en tampén de BSA durante

30 minutos a temperatura ambiente.

[) Tras 3 nuevos lavados con PBS-Tween 0,05% se procede a la adicion de 50 pL
de estreptavidina-peroxidasa de Sigma-Aldrich (Merck Millipore, Darmstadt,
Alemania) a una concentracion de 1 mg/mL diluida 1:1000 en el tampén de BSA

durante 30 minutos a temperatura ambiente.

m) Finalmente se lava la placa 3 veces con tampon PBS-Tween 0,05% y se afiaden
50 pL por pocillo de H.0, + ABTS (1 mM ABTS en tampén 70 mM citrato fosfato
pH 4,2) en una proporciéon 1:1000 a temperatura ambiente durante un tiempo

que no debe exceder de 1 hora.

n) La placa se lee en un espectrofotometro para microplacas PowerWave HT
(BioTek, Vermont, EE. UU.) a 405 nm. Se termina de leer cuando la medida del

100% de unién alcanza una absorbancia de 0,6.

0) Los resultados obtenidos se extrapolan sobre la recta obtenida con los
porcentajes de inhibicibn de las diferentes concentraciones y se obtiene la

concentracion de alérgeno inhibidor que produce un 50% de inhibicién (Ag50).

PRUEBA CUTANEA

Es el método de eleccion para demostrar una sensibilizacion mediada por IgE en un
paciente frente a un alérgeno determinado. Para su realizacion se siguen las normas

aceptadas internacionalmente [Pastorello, 1993; Asero, et al., 2007].

En general, es una prueba de una alta sensibilidad. Un resultado negativo excluye
practicamente la posibilidad de aparicién de sintomas en la prueba de provocaciéon
[Bock, et al., 1978; Sampson y Albergo, 1984], pero una prueba cutanea positiva, es
sélo sugestiva de una respuesta IgE frente a ese alimento, y su interpretacién debe

supeditarse a la historia clinica y al resultado de la provocacion oral.



MATERIALES Y METODOS | 111

En los casos de una reaccion anafilactica tras la ingestién de un alimento aislado, o de
reacciones recientes y repetidas con un mismo alimento, una prueba cutanea positiva

se considera de valor diagnéstico definitivo [Bock, et al., 1978, 1988].

Preparacién de las pruebas cutaneas

Se pesé la fuente alergénica elegida y ya caracterizada, tal y como se ha descrito
previamente en el apartado “Determinacion de los parametros analiticos — Extracto
alergénico” en la balanza GF-300 (A&D Weighing, Tokio, Japon). En el célculo de la

cantidad necesaria se tuvo en cuenta la concentracion final de la prueba cuténea.

A continuacioén, se afiadi6 la cantidad necesaria de solucidn salina fisiolégica fenolada
al 0,2% vy glicerinada al 50% para alcanzar la concentracion final deseada, en funcion
de la cantidad de la sustancia activa que se pesd. Se agité hasta su completa disolucion

y se cogié muestra para analizar posteriormente la carga microbiana.

Por dltimo, se realizd6 una filtracion esterilizante mediante filtros estériles de
poliétersulfuna (PES) de 0,22 um (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania), la cual se

alicuotd en los viales correspondientes.

Analisis de las pruebas cutaneas

Contenido de glicerol

El glicerol, en presencia de peryodato sédico (NalOa) y etilenglicol (C2HeO3), produce la

siguiente reaccion:
H>COH-HCOH-H2COH + 21074 = HCOOH + 2H>CO + 21073 H.0

El exceso de peryodato reacciona con el etilenglicol y se forma formaldehido. El acido
férmico (HCOOH) producido en la reaccion se valora con hidroxido de sodio. Es una

medida indirecta de la cantidad de glicerol consumido para su formacion.

El contenido de &cido formico se midid en el valorador T50 de Mettler-Toledo
(Greifensee, Suiza) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. De manera general,
el flujo del método analitico empleado para determinar el glicerol fue el descrito en

la Figura 28.
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Pesar entre 0,09 y 0,110 gramos de la muestra

A 4

Afadir 45 mL de agua WFIy 25 mL de NalO4

15 minutos en oscuridad

Y

Afadir 5 mL de una solucién 500 g/L de etilenglicol

20 minutos en oscuridad

Y

Obtencion del resultado

Figura 28. Resumen del analisis del contenido de glicerol.

Contenido de fenol

Los compuestos fendlicos reaccionan con la 4-aminopirazolona (C11H13N3O) a pH basico
y en presencia de ferricianuro potasico (CsNesFeKs) para formar un compuesto coloreado
de pirazolona, susceptible de medirse espectrofotométricamente a 510 nm.

Como recta patrén, se empleé fenol a 1 mg/mL (AppliChem Panreac, Barcelona,
Espafa), a partir del cual se prepararon diferentes concentraciones (5; 10; 15; 20;
30 ug/mL) sobre las que se compard la muestra y cuyas lecturas se realizaron a una
longitud de onda de 510 nm en un espectrofotdmetro para microplacas PowerWave HT
(BioTek, Vermont, EE. UU.). De manera general, el flujo del método analitico empleado

para determinar el contenido de fenol esta representado en la Figura 29.

Determinacion de fenol de la curva estandar

\ 4

Preparacion de las muestras problema

\4

Andlisis de la muestra

A 4

Obtencién del resultado por interpolacion en la curva estandar

Figura 29. Resumen del andlisis del contenido de fenol.
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Contenido de proteina

Se realiza tal y como esta descrito en el apartado de analisis del Extracto Alergénico

(ver pagina 90).

pH

Se realizé tal y como esta descrito en el apartado de analisis del Extracto Alergénico

(ver pagina 92).

Carga microbiana en proceso

También se denomina Bioburden. Es un ensayo utilizado como parte de la
monitorizacién del proceso, el cual estima la poblacién microbiana de una muestra antes
de la esterilizacion. La contaminacién puede provenir de los componentes comprados

o fabricados, del operario, del ambiente de fabricacion y de fuentes externas.

Se tomaron 2 mL de muestra antes de realizar la filtracién esterilizante con una jeringa
estéril. Se colocd una bomba Milliflex Plus (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) dentro
de una cabina de flujo laminar sobre la que se colocé una membrana de filtracion de
0,45 pm. Se humedecié la membrana con 10 mL de Fluid A (bioMérieux, Marcy-I'Etoile,
Francia) y, finalmente, se afiadieron los 2 mL de la muestra a analizar. Se completo

hasta un volumen total de 100 mL con Fluid A.

Una vez terminada la filtracién se coloc6 la membrana sobre una placa de agar triptona
de soja (TSA) (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). Las placas se incubaron a 35°C
en la estufa BE300 de Memmert (Schwabach, Alemania) durante 4 dias. Transcurrido

este tiempo se procedié a la lectura de éstas.

¢ Sino hay crecimiento se considera negativo.

e Si existe crecimiento se procede al contaje e identificacion del niumero de
colonias presentes en la placa. Los limites de aceptacion se fijaron en
<2,1 x10® unidades formadoras de colonias (UFC), debido al limite establecido
por el fabricante del filtro utilizado posteriormente para la esterilizacién de los

productos (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania).
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Esterilidad

Se realiz6 un muestreo del producto que tuvo en cuenta el nimero total de viales
fabricados, de este modo se analizaron 5 viales del total fabricado que fue de 50. Dentro
de camara estéril, y bajo una campana de flujo laminar, utilizando una jeringa estéril se
introdujo la mitad del volumen muestreado en una botella de caldo de triptona de soja y

la otra mitad del volumen en una botella de caldo tioglicolato.

e La botella de triptona de soja (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia) se incubo a
22,5°C en una estufa Selecta Incudigit (JP Selecta, Barcelona, Espafia) durante
14 dias.

e Labotella de tioglicolato (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia) se incub6 a 32,5°C

en una estufa Selecta Incudigit (JP Selecta, Barcelona, Espafia) durante 14 dias.

Transcurridos los 14 dias de incubacion se examinaron los medios de cultivo para
observar macroscépicamente la presencia de crecimiento microbiano. ElI medio

completamente cristalino se considera estéril.

Determinacién de endotoxinas

Se utilizé el test de LAL (Limulus amebocyte lysate, Charles River, Massachusetts,
EE. UU.), un ensayo cromogénico cinético que se basa en la coagulacién de los

amebocitos del cangrejo Limulus polyphemus debido a las endotoxinas bacterianas.

En el ensayo, como consecuencia de la coagulacion de los amebocitos del cangrejo, se
produce la hidrélisis de un sustrato incoloro y se libera p-nitroanilina, de color amarillo,
cuya formacion se puede detectar a 405 nm. Los niveles de endotoxinas, en las
muestras problema, se determinaron por comparacién de éstas con una curva estandar

de concentraciones conocidas de endotoxinas.

El vial de estandar de endotoxina se reconstituyé segun las instrucciones del fabricante,
gquedando a una concentracion de endotoxina de 50 UE/mL, por lo que se preparé una
curva estandar con las siguientes concentraciones: 5; 0,5; 0,05, incluyendo un control

negativo constituido por agua apirégena.

Se afiadieron 100 pL por pocillo de la curva estandar y de las muestras problema e
inmediatamente se introdujo la placa en el lector ELx808 (BioTek, Vermont, EE. UU.) a
37°C y 405 nm. El lector termina las lecturas automaticamente una vez que no detecta

diferencias de densidad éptica a lo largo del tiempo.
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ESTUDIO CON PACIENTES

POBLACION ESTUDIADA

Se seleccionaron de forma prospectiva y de acuerdo con la practica clinica
habitual, 30 pacientes con sospecha de alergia al cacahuete, de entre los pacientes
que acudian a la consulta de Alergia Infantil del Servicio de Alergia del Hospital

Severo Ochoa.

El Hospital Universitario Severo Ochoa da servicio a Leganés, en la zona sur de
Madrid, atendiendo a una poblacién de 189.929 habitantes, siendo el rango de edad
més numeroso el comprendido entre los 14 y los 64 afios (Memoria Anual Hospital
Severo Ochoa, afio 2016).

Para los analisis de los resultados, se tuvieron en cuenta la historia clinica de los
pacientes y los antecedentes personales. Ademas, se estudié la gravedad de las
reacciones de acuerdo a la escala modificada de Clark [Clark y Ewan, 2003],

quedando ésta de la siguiente manera:
1. Eritema cutaneo localizado, urticaria, angioedema, prurito bucal.
2. Eritema general, urticaria general, angioedema.
3. Sintomas digestivos, rinoconjuntivitis.
4. Leve edema laringeo (cambio de voz), asma leve, dolor abdominal.

5. Disnea moderada, hipotension, pérdida de conciencia.

PRUEBAS CUTANEAS

Las pruebas cutaneas se realizaron siempre por el mismo personal de enfermeria
entrenado en la técnica y en el manejo de reacciones sistémicas graves. La

valoracion del resultado fue llevada a cabo por el médico responsable.

Se llevaron a cabo en el servicio de Alergia del Hospital Severo Ochoa,
disponiéndose, no solamente del material y la medicacién necesarios para el
tratamiento de una reaccion sistémica, sino también del material para poder
realizar una reanimacion en el caso de que fuera preciso (adrenalina, beta-
adrenérgicos, vasoconstrictores, teofilinas, antihistaminicos, oxigeno y sistema

de fluidoterapia).
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Antes de su realizacion se tuvieron en cuenta los siguientes aspectos:

e Paciente sin sintomas alérgicos agudos en ese momento, fundamentalmente

asma bronquial.

e Paciente sin tratamiento con farmacos que pudieran enmascarar el
resultado de las pruebas: farmacos con efecto antihistaminico
(antihistaminicos, antidepresivos, etc.), farmacos beta-adrenérgicos (via
sistémica) ni corticoides topicos.

¢ Evaluacion de las condiciones de la piel sobre la que se iban a realizar las
pruebas para evitar posibles errores en la interpretacion del resultado, por

ejemplo, la presencia de una placa de dermatitis atopica en la zona.

e Revisién de los extractos para confirmar que estaban en condiciones

adecuadas (fecha de caducidad, conservacion en frio).

Se realizaron pruebas cutaneas mediante la técnica de prick con lancetas estériles,
segun lo descrito por Drebog y Foucard en 1983 [Dreborg y Foucard, 1983], con los
extractos de cacahuete fraccion hidrosoluble y cacahuete fraccién liposoluble
preparados y analizados anteriormente. Como control positivo se utiliz6 histamina a
una concentracién de 10 mg/mL (DIATER Laboratorios, Madrid, Espafia) y como

control negativo, solucién salina.

Se identificé la zona de aplicacion de cada uno de los alérgenos haciendo una marca
con un rotulador en la piel del antebrazo, entre la fosa antecubital y la mufieca,
respetando una distancia minima entre cada marca de 2 6 3 cm. Se aplic6 una gota,
de cada uno de los alérgenos a testar, en cada una de las marcas, y se realizdé una
puncién con la lanceta, en direccién perpendicular a la piel, atravesandola. Se utilizé

una lanceta distinta para cada extracto.

Por ultimo, se seco el extracto sobrante con papel secante sin friccionar. La lectura
se efectud a los 10-15 minutos, midiéndose el diAmetro mayor y el ortogonal obtenido
en su punto medio, en milimetros. Se realizaron por duplicado, en los dos antebrazos

del paciente. La media de estas dos medidas fue el valor utilizado.
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PROVOCACION ORAL CONTROLADA

La prueba de provocacioén oral controlada (P.O.C) con el alimento implicado en la
reaccion, y al que el paciente esté sensibilizado, es el procedimiento definitivo para

confirmar o descartar el diagnéstico de alergia a un alimento.

Previo a su realizacion, siempre es necesario que el paciente firme un
consentimiento informado. EI Comité de Reacciones Alérgicas a Alimentos de la
SEAIC, propuso algunas directrices sobre la metodologia y aplicacion de las
pruebas de provocacion. Mas tarde, la Academia Europea de Alergologia e
Inmunologia clinica publicé un documento con las guias para la realizacion de las
provocaciones en pacientes con reacciones preferentemente mediadas por IgE
[Bindslev-Jensen, et al., 2004]. Las indicaciones y contraindicaciones se recogen
en la Tabla 23.

En algunos casos la prueba de provocacién no es necesaria para el diagndéstico:

e En los casos de clinica anafilactica o sistémica grave, con clara relacion

con el/los alimentos y estudio alérgico positivo y concordante.

e Si la clinica es sugestiva, repetida y reciente (12-18 meses desde el
altimo episodio en nifios) [Sampson, 1999; Niggemann, et al., 2005], con

estudio alérgico positivo y concordante.

El paciente estaba en ayunas y el alimento se administré6 comenzando por una
cantidad inferior a la que supuestamente originé la reaccién. Se recomienda
comenzar por debajo de la “dosis umbral” con la que reaccionan la mayoria de los
pacientes, referida en la literatura. Los incrementos de dosis se realizaron

aumentando las cantidades de forma logaritmica.

Los intervalos entre las dosis fueron superiores al periodo de latencia con que
aparecio la reaccion. El resultado se consideré positivo si el paciente present6 una
clinica compatible con alergia. Una provocacion positiva debe ser tratada
precozmente, con adrenalina intramuscular o subcutanea y reposicion de
volumen, acompafado de otras medidas comunes en el tratamiento de la
anafilaxia, sin esperar a que desarrolle el cuadro clinico completo. Si el paciente
no presentd clinica, se completo la provocacion con cantidades adecuadas para la

edad del paciente.
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Tabla 23

Indicaciones y contraindicaciones de la P.O.C.

Indicaciones de la P.O.C

Contraindicaciones de la P.O.C

Pacientes de cualquier edad con una
historia de reacciéon adversa frente a

un alimento.

Establecer o excluir el diagnéstico
de hipersensibilidad a alimentos
antes de instaurar una dieta de

exclusién prolongada.

Valorar la aparicion de tolerancia a lo
largo de la evolucién de la enfermedad.
Hay que tener en cuenta que, al menos
en nifios, es frecuente la evolucién a
la tolerancia en el tiempo vy, por
lo tanto, el diagnostico deberia

reconsiderarse periddicamente.

Después de dietas de exclusion
insuficientemente documentadas del
alimento, pero del cual se sospecha
que puede ser causante de una

reaccion adversa.

Si se detecta sensibilizacion a un
alimento y se desconoce la tolerancia

por parte del paciente.

Si se sospecha que un sintoma crénico

puede estar relacionado con un alimento.
Pacientes sin historia clinica especifica
de reaccion adversa previa para un

alimento determinado.

Investigacion.

Paciente que no pueda recibir tratamiento
con adrenalina, incluidos los pacientes que

requieran tratamiento con beta-bloqueantes.

Embarazo.

Anafilaxia:

e Adultos con una clinica clara de
anafilaxia, o reaccion sistémica grave con
uno o mas alimentos con estudios alérgicos

positivos y concordantes.

e Nifios pequefios si la historia de
anafilaxia es reciente. Teniendo en cuenta
que la evolucion natural de alergia a la
mayoria de los alimentos, en nifios, es hacia
la tolerancia, la contraindicacion seria

durante un periodo variable de tiempo.

En casos seleccionados en los que los
resultados de la determinacion de IgE
especifica hacen innecesaria la provocacion.
Segun se ha indicado anteriormente, los
puntos de corte del prick o la IgE especifica,
que puede predecir una provocacion
positiva, son muy variables y dependen de
diversos factores como del alimento
implicado, edad del paciente, momento

evolutivo, manifestacion clinica, etc.
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DETERMINACION DE IgE

La determinacion de IgE (Radioallergobent test, RAST) fue descrita por primera vez
en 1967 [Wide, et al., 1967]. Esta técnica utilizaba un disco de papel como fase sélida
donde se inmovilizaba de manera covalente el alérgeno para después administrar el
suero del paciente. Actualmente, el sistema mas comun para detectar IgE especifica
es el denominado ImmunoCAP (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.).

La determinacion de los niveles séricos de IgE total y de IgE especificos, frente a la
fraccion hidrosoluble y liposoluble del cacahuete y las proteinas recombinantes
rAra h 1, rAra h 2, rAra h 3, rAra h 6, rAra h 8 y rAra h 9, se llevd cabo mediante el
sistema de detecciébn InmunoCAP 100 (Phadia, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, EE. UU.).

Determinacion de IgE total

Para la deteccién de la IgE total se utilizé una anti-lgE (monoclonal) en lugar del
alérgeno. Para calcular los resultados, se construydé una curva de referencia
colocando la media de fluorescencia de cada estandar frente a la concentracion de
IgE. Posteriormente, la media de fluorescencia de cada suero problema se llevo a la
curva estandar y se ley6 la concentracion de IgE que le corresponde. Los valores se

expresan en kU/L.

El sistema comienza dispensando cada uno de los sueros problema, los estandares
y los controles. Esta fase de reacciéon antigeno/anticuerpo se incubd durante
30 minutos. La anti-IgE reacciona con la IgE total del suero del paciente. Tras lavar,
para eliminar la parte que no se une, se afiade un anticuerpo anti-lgE marcado con
una enzima (beta-galactosidasa). Posteriormente se incuba el complejo anti-IgE

problema + IgE + anti-IgE [enzima] durante 30 minutos.

Finalmente se lava y se afiade una solucion de revelado durante 10 minutos. Tras
parar la reaccion, se aflade una sustancia reductora que libera la enzima y reacciona
con un sustrato cromégeno para formar un compuesto coloreado. La fluorescencia
se mide con un fluorimetro. EI cambio de coloracion de la muestra es directamente
proporcional a la cantidad de IgE presente en el suero del paciente. El rango de

medida del sistema es de 2 a 5.000 kU/L. El método emplea 50 pL de suero.
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Determinacion de IgE especifica

El sistema comienza dispensando cada uno de los sueros problema, los estdndares y
los controles. El alérgeno de interés, unido covalentemente al disco de celulosa,
reacciona con la IgE especifica del suero. Tras lavarlo y retirar la IgE no especifica, se
aflade un anticuerpo anti-lgg (anticuerpo monoclonal de ratén) marcado
enzimaticamente (beta-galactosidasa) para formar un inmunocomplejo (alérgeno + IgE
problema + anti-IgE [enzimal]).

Después de la incubacion, se lava para eliminar la anti-lgE marcada no unida y se afiade
una solucion de desarrollo (4-metil-umbeliferil beta-D galactosidasa) que forma un
compuesto coloreado. Finalmente, la reaccion fluorescente se interrumpe con una

solucién de carbonato calcico.

La fluorescencia es medida por un fluorimetro que sitla los valores obtenidos en cada
suero problema sobre la curva de calibracion expresando los resultados en kU/L. El
cambio de coloracion de la muestra es directamente proporcional a la cantidad de IgE
presente en el suero del paciente. El método emplea 50 yL de suero y el tiempo total

necesario para la realizacion de la técnica son 2 horas y media.

Tradicionalmente, los valores de este sistema se clasifican en 6 clases y se consideran

resultados negativos los inferiores a 0,35 kU/L (Tabla 24).

Tabla 24

Clasificacion de las clases de los sueros.

Clases de los sueros

Clase 0 <0,35 kU/L
Clase 1 0,35 - 0,69 kU/L
Clase 2 0,7 - 3,49 kU/L
Clase 3 3,5-17,49 kU/L
Clase 4 17,5 - 49,9 kU/L
Clase 5 50 - 99,9 kU/L

Clase 6 =100 kU/L
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Biotinilizacion de extractos alergénicos

Las proteinas contenidas dentro de la fraccion liposoluble de los cacahuetes no estan
disponibles comercialmente para realizar las mediciones de IgE especifica, por lo que
fue necesario biotinilar dichas proteinas del extracto alergénico de acuerdo al protocolo

de Sander con modificaciones [Sander, et al., 2005].

Se llevé a cabo mediante el uso del kit Biotin Protein Labeling (Roche Applied Science,

Penzberg, Alemania). El kit contiene los siguientes elementos:

e Solucion de bloqueo: sirve para saturar la columna de Sephadex G-25 y

evitar por tanto las uniones inespecificas de las proteinas a la columna.

e Tampodn fosfato salino: sirve para equilibrar la columna de Sephadex G-25
después del bloqueo, para disolver y diluir las proteinas, asi como para

eluirlas una vez que han sido marcadas.

e Biotin-7-NHS: la Biotin-7-NHS reacciona con los grupos amino libres de las

proteinas formando enlaces amida estables.

¢ Dimetilsulfoxido (DMSO): se utiliza como solvente para la Biotin-7-NHS.

La solucién de bloqueo se disolvié en 300 mL de agua ultrapura, el contenido de la
botella de PBS en 1L de agua ultrapura y para preparar la columna de Sephadex G-25
fue necesario fijarla en un soporte adecuado, cortar la parte protectora inferior y quitar

la tapa superior.

En primer lugar, se dej6 fluir la solucion de empaquetamiento y se afadieron a
continuacién 5 mL de la solucién de bloqueo. Se dejo fluir y se equilibré a continuacion
con 30 mL de tamp6n PBS (6 x 5 mL). Es importante evitar que la columna se seque, Si
no se va a utlizar en el momento volver a colocar las tapas inferior y superior

hasta su utilizacion.

Se afadieron 250 pL de DMSO al vial que contenia 5 mg de D-biotinoyl-e-acido
aminocaproico-N-hidroxisuccinimida éster (Biotin-7-NHS), obteniéndose una concentracion

final de 20 mg/mL.

Se diluyeron las proteinas a marcar (fraccion liposoluble) en un volumen maximo de
1 mL (con volumenes de entre 0,1 y 0,3 mL se favorece el encuentro entre moléculas
de tampon PBS) a una concentracion final de entre 5 y 15 mg/mL. Se afiadi6 a la

muestra el volumen adecuado de Biotin-7-NHS-DMSO (20 mg/mL) segun la Tabla 25.
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Tabla 25

Mezcla de reaccion molecular de la biotina-7-NHS.

Mezcla de reaccién molar (moléculas de proteina : moléculas de biotina-7-NHS)

mg biotina-7-NHS / mg proteina

M
proteina 15 1110 1:20 1:30 1:40 1:50 1:60 170 1:80 1:90 1:100 1:110

10000 0,227 0455 0909 1,364 1,818 2273 2,727 3182 3,838 4,091 4545 5,000
20000 0,114 0,227 0455 0,682 0909 1,136 1364 1591 1,818 2,045 2273 2,500
30000 0,076 0,152 0,303 0488 0806 0,758 0909 1,081 1,212 1,383 1818 1,667
40000 0,057 0,114 0,227 0341 0455 0568 0682 0,759 0909 1,023 1136 1,250
50000 0,045 0,091 0,182 0,273 07364 0455 0445 0636 0,727 0818 0,909 1,000
60000 0,038 0,076 0,152 0,227 0303 0379 0455 0530 0606 0,682 0,758 0,833
70000 0,032 0,065 0,130 0195 0,260 0325 039 0455 0519 0584 0650 0,714
80000 0,028 0,057 0114 0,170 0,227 0284 0341 0398 0455 0511 0568 0,625
90000 0,025 0,051 0,101 0,152 0,202 0,252 0,303 0354 0404 0455 0505 0,556
100000 0,023 0,045 0,091 0,136 0182 0,227 0273 0318 0364 0409 0455 0,500
110000 0,021 0,041 0,083 0,124 0,165 0207 0248 0289 0331 0372 0413 0455
120000 0,019 0,038 0,076 0114 07152 0189 0,227 0265 0303 0,341 0379 0417
130000 0,017 0035 0,070 0,105 0,140 0175 0210 0245 0,280 0315 0350 0,385
140000 0,016 0,033 0065 0,097 0130 0162 0,195 0,227 0260 0,292 0325 0,357
150000 0,015 0,030 0061 0091 07121 0152 0,182 0,212 0,242 0,273 0303 0,333

Dado gue el extracto alergénico tenia un rango de pesos moleculares de entre los
10 y los 100 kDa, se escogi6 el de 30 kDa como punto medio. La mezcla de reaccién
molecular se puso a 1:5, por lo tanto, se cogié 0,076 mg de biotina por mg de

proteina de extracto.

Se mezclé durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitacion fuerte. Una vez
blogueada y equilibrada la columna de Sephadex G-25, se procedi6é a la elucion
de las proteinas marcadas con biotina, de forma que se puso 1 mL de la muestra
marcada y se dejé fluir. A continuacion, se afadieron 2,5 mL de tamp6n PBS y

se dejo fluir.

Se eluyeron las proteinas marcadas afiadiendo a la columna 3,5 mL de PBS. Se
recogieron fracciones de 0,5 mL (aproximadamente 10 gotas) y se midieron las
fracciones recogidas a una longitud de onda de 280 nm, reservando las fracciones

con mayor absorbancia.
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Unién de proteinas marcadas con biotina a fases sélidas de estreptavidina
- InmunoCAP v determinaciéon de la IgE especifica mediante sistema
automatizado UniCAP 100

Se realiz6 segun protocolo de uso del sistema UniCAP 100 (Phadia, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EE. UU.). El acoplamiento de la proteina marcada con biotina a
los CAPs de estreptavidina (Phadia, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU ),
se realizé una vez que estos Ultimos se colocaron en el carrusel del sistema. Se
afladieron 50 pL del extracto biotinilado a cada CAP y se dej6 incubar a 37°C durante

30 minutos.

La lectura de los niveles de IgE especifica se realiz6 conforme a los valores de

referencia definidos por el fabricante y descritos anteriormente (ver pagina 120).

PRUEBA DE LIBERACION DE HISTAMINA

El test de liberacién de histamina (HRT, por sus siglas en inglés) es una técnica analitica
gue detecta la histamina liberada por los basdfilos tras la exposiciébn a un alérgeno
utilizando un método de fibra de vidrio. Los materiales que proporciona el kit de Reflab
(Copenhague, Dinamarca) son los siguientes:

e Tampo6n de lavado (solucién de SDS en agua al 0,4%).

e Reactivo de acoplamiento [phtaldialdehido (OPA)].

e Diluyente para el reactivo de acoplamiento (0,05 mol/L de hidroxido sodico
(NaOH).
e Solucion de parada [0,59% é&cido perclérico (HCIO4)].

e Stripping Buffer (solucién de acido lactico, NaCl, KCI).
e Placas con pocillos recubiertos de fibra de vidrio.
e Tampon Pipes (acido 1,4-Piperazin-2-dietanosulfénico).

e Viales de IL-3.
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Recoleccién y almacenaje de las muestras

La prueba se desarrollé para basofilos humanos y solo puede usarse con sangre
heparinizada. Después de la extraccion de sangre, esta Ultima debe ser testada en
36 horas como méximo. Las muestras pueden almacenarse a temperatura ambiente

(20-25°C) hasta que sean utilizadas.

Las muestras de sangre se pueden usar directamente como sangre completa
(método directo) o lavada como se explica a continuacion (método pasivo con sangre

de un donante sano).

Preparacidon de las muestras de sangre para método pasivo

a) Se centrifuga la muestra de sangre completa heparinizada, se retira el suero

y se reemplaza por solucién salina fisioldgica.

b) Se centrifuga la muestra de sangre con solucién salina fisiolégica y se
reemplaza la misma por solucion de stripping para retirar las posibles IgE

presentes en la sangre del donante sano.

c) Se centrifuga la muestra con stripping buffer y se reemplaza el mismo con
tampoén Pipes.

d) Se centrifuga la muestra y se reemplaza el Pipes buffer nuevamente con
Pipes buffer. A continuacién, se homogeneiza la muestra invirtiendo el tubo
cuidadosamente varias veces. Se transfirieron 3 mL de sangre lavada al
vial de IL-3.

Preparacion de los reactivos

Se afiadio el contenido del bote de diluyente para reactivo de acoplamiento (DIL) en la
botella del reactivo de acoplamiento (OPA). Se disolvié durante 30 (x10 minutos) y se

invirti6 antes de usarse.

El disco de la botella del reactivo de acoplamiento esta recubierto de Phthaldehido, no

esta disefiado para disolverse.
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Concentracion 6ptima del extracto alergénico

Algunos compuestos alergénicos interfieren con el andlisis de histamina, por ello se
realizaron dos pruebas antes de llevar a cabo el experimento con el suero de

los pacientes.

e Prueba de interferencia: se utilizaron diferentes concentraciones del extracto

alergénico de cacahuete fraccion hidrosoluble y cacahuete fraccion liposoluble,
utilizando tampon Pipes en lugar del suero del paciente.

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 Concl Conc7 Concl Conc7
0 Conc2 Conc8 Conc2 Conc8

50 Conc3 Conc9 Conc3 Conc9

50 Conc4 Concl0 Conc4 Concl0

50 Conc5 Concll Conch Concll

50 Conc6 Concl2 Conc6 Concl2

HISTstd 1 2

50 pL

Pip 25 pL ConcX + 25 pL Pipes buffer

e Prueba de inespecificidad: se utilizaron diferentes concentraciones del extracto

alergénico de cacahuete fraccion hidrosoluble y cacahuete fraccion liposoluble,
utilizando el suero de 10 pacientes no alérgicos. Si la liberacién de histamina fue
mayor de 10 ng/mL se consider6 inespecifica y dicha concentracion no se utilizo

para el ensayo.

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 Concl Conc7 Concl Conc7 Concl Conc7
0 Conc2 Conc8 Conc2 Conc8 Conc2 Conc8
50 Conc3 Conc9 Conc3 Conc9 Conc3 Conc9
50 Conc4 | Concl0 | Conc4 | ConclO | Conc4 | ConclO
50 Conc5 | Concll | Conc5 | Concll | Conc5 | Concll
50 Conc6 | Concl2 | Conc6 | Concl2 | Conc6 | Concl2
Ii?pilg 25 pL ConcX 25 pL ConcX 25 pL ConcX
25 pL suero 1 25 pL suero 2 25 pL suero 3
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Procedimiento de la prueba

Las placas se incubaron con los extractos alergénicos y la sangre heparinizada, de
acuerdo con el procedimiento del método pasivo mencionado anteriormente (ver

pagina 124). A continuacion, se llevaron a cabo los pasos siguientes:
a) Se lavan los pocillos con agua destilada 3 veces. Si el lavado es manual, se
sacude cuidadosamente la placa bocabajo después de cada lavado.
b) Se afiaden 150 pL de tampdn de lavado en cada pocillo.
c) Se incuba durante 30 (£10 minutos) a 37°C.
d) Se vacia el tampo6n de lavado dentro del sumidero de residuos.

e) Se lavan las tiras con agua destilada 3 veces. Si el lavado es manual, se sacude
cuidadosamente la placa bocabajo después de cada lavado.

f) Se pipetean 75 pL de reactivo de acoplamiento (OPA) dentro de cada pocillo.
g) Tiempo de reaccién: 10 minutos. Este tiempo debe ser atendido con precision.
h) Se para la reaccién con 75 pL de solucién de parada en cada pocillo.

i) Se leen los resultados en el lector de placas Histareader (Reflab,

Copenhague, Dinamarca).

Control de calidad

Se realiz6 una fase de calibracion simultaneamente al procedimiento de la prueba para
supervisar los niveles minimos y maximos de la histamina, asi como la linealidad. Los

limites estan definidos por el fabricante.

Resultados

Los resultados estan basados en un sistema de clasificacion que usa clase 0,1, 2y 3y
cubre el sistema de clasificaciébn usado por los estandares de alérgenos de Reflab
(Copenhague, Dinamarca). La clasificacion esta basada en la minima concentracion de

alérgeno capaz de inducir una liberacion de histamina significante.
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Clasificacion

Una liberacion significante es definida como una respuesta mayor que el valor de corte
(cut off). El cut off es definido como el valor de fondo +28%. FUactual = (FUO +28% de
FUO) donde FU son unidades de fluorescencia y FUO es el FU de uno de los pocillos

con 0 ng/mL de histamina.

FUO + 28% es el valor de corte y el minimo valor sera (FUO + 20). Se debe poner
atencion a posibles outliers (en estadistica un outlier es una observacién que
numéricamente dista del resto de los datos) en el pocillo D que afectaria al calculo del

valor de corte sobre el que esta basado el sistema.

Una correccion de datos puede ser necesaria. Cuando el cut off es calculado, el nUmero
de concentraciones con una reaccidn positiva puede ser visto en base
a una clasificacion determinada. Una respuesta positiva sobre dos
concentraciones de alérgeno consecutiva se hace necesaria para dar con una
clasificacién positiva.
¢ HR-Clase 0: Respuesta anti-IgE positiva y respuesta de alérgenos negativa.
e HR-Clase 1: Las dos respuestas (anti-IgE y alérgeno) son positivas (All 2).

o HR-Clase 2: Respuesta positiva sobre All2, All3 o All2, All3, All4 o AlI3, All4.

¢ HR Clase 3: Respuesta positiva sobre All2, All3, All4, All5 o All3, All4, AlI5.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el célculo de la estadistica descriptiva se utiliz6 el programa Excel 2016. Las
comparaciones entre poblaciones para estudiar su correlacién, el céalculo de la
sensibilidad, especificidad y las curvas ROC (operador-respuesta) se efectuaron con el

programa GraphPad, en su version Prism 8.

Las curvas ROC son por definicion, una representacion grafica de la sensibilidad
frente a la especificidad para un sistema clasificador binario segun se varia el umbral

de discriminacion.
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Para las estadisticas descriptivas se utilizaron los valores de la mediana y rango
intercuartilico. Se realizé la prueba t de Student para la comparacion de los diferentes
grupos, cuyos datos seguian una distribucién normal, y la prueba de suma de rangos de
Mann-Whitney para los grupos cuyos datos no seguian una distribucién normal. Un valor

de p<0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

De acuerdo a la APA (American Psychological Association) y a la NEJM (New England
Journal of Medicine), la significacion estadistica se represento de la siguiente manera:

e * p=<0,05
o ** p=<0,01
e * p<0,001

indices de validez

El resultado de una prueba puede ser positivo 0 negativo. Para evaluar la validez de
esta prueba hay que aplicarla sobre una muestra de individuos que se sepa que tienen

la enfermedad y sobre otra que se sepa que no la presentan.

La provocacion oral controlada fue considerada como test de referencia o gold standard,
es decir, se consideraron pacientes realmente alérgicos al cacahuete aquellos que

presentaron una provocacién oral positiva.

Por una parte, la sensibilidad indica la capacidad de la prueba para detectar a un sujeto
enfermo. Se expresa en términos de probabilidad condicional, es decir, la sensibilidad
es la probabilidad de que la prueba identifique como enfermo a aquel que

efectivamente lo esta.
Sensibilidad = Verdaderos positivos/total de enfermos

Por otra parte, la especificidad es la probabilidad de clasificar correctamente a un
individuo sano, es decir, la probabilidad de que para un sujeto sano se obtenga un

resultado negativo.

Especificidad = Verdaderos negativos/total de enfermos
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ALERGENICIDAD DE LA FRACCION GRASA

Cumpliendo con el primer punto de los objetivos principales, se procedié a la
demostracion de la alergenicidad de la fraccién liposoluble de los cacahuetes. Para
ello se elaboraron dos extractos alergénicos, uno desengrasado y otro no
desengrasado (completo) con dos fuentes de materia prima con diferente
procesamiento: tostado y crudo, ambos procedentes de EE. UU. (ver pagina 86:

cacahuete tostado 2 y cacahuete crudo 3).

La Figura 30 muestra los antigenogramas y alergogramas realizados mediante

electroforesis SDS-PAGE y Western blot de los extractos alergénicos obtenidos.
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Figura 30. (A) SDS-PAGE. 1 — Desengrasado; 2 — No desengrasado. (B) WESTERN
BLOT. 1 — Desengrasado; 2 — No desengrasado.

SELECCION DE LA FUENTE ALERGENICA

A continuacion, se seleccionaron cuatro materias primas diferentes, dos tostadas
y dos crudas, con diferente procedencia, para escoger la que presentara un
reconocimiento alergénico mas completo y con mayor capacidad fijadora de IgE

por parte del pool de sueros.

La eleccién de dicha materia prima para llevar a cabo el estudio se realiz6 mediante
SDS-PAGE (Figura 31), Dot blot (Figura 32), Western blot (Figura 33) y ELISA

inhibicién (Figura 34) de las diferentes fuentes.
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SDS-PAGE

La Figura 31 muestra los antigenogramas realizados mediante electroforesis SDS- PAGE
de los diferentes extractos alergénicos seleccionados.
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Figura 31. Perfil proteico de las diferentes materias primas testadas. (A) Cacahuete
tostado 1; (B) Cacahuete tostado 2; (C) Cacahuete crudo 3; (D) Cacahuete crudo 4.

H: Fraccion hidrosoluble; L: Fraccién liposoluble.

DOT BLOT

La capacidad fijadora de IgE especifica de los extractos se analiz6 mediante
Western blot. Para ello, primero se ajustaron las concentraciones de proteina no
interferentes mediante la técnica de Dot blot con las diferentes fracciones. Se
utilizaron dos tipos de controles, uno con PBS-Tween 0,5% (tampdn de bloqueo) y

otro con un pool de sueros de pacientes no alérgicos al cacahuete.

La Figura 32 muestra el Dot blot en el que se revelan las cantidades no
interferentes, siendo de 0,1 ug de proteina para la fraccién liposoluble y de 1 ug de

proteina para la fraccion hidrosoluble.
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[mcg Proteina)

Cacahuete 100 10 1 0,1 0,01 0,001

Fraccion liposoluble

Pool de sueros

Fraccién hidrosoluble negativos a cacahuete

Fraccion liposoluble

PBS-Tween 0,5%
Fraccion hidrosoluble

Figura 32. Dot blot de las diferentes fracciones del cacahuete, incubadas con un

pool de sueros de pacientes no alérgicos al cacahuete y con PBS-Tween 0,5%.

WESTERN BLOT

La Figura 33 muestra los alergogramas realizados mediante Western blot con las
cantidades de proteinas optimizadas anteriormente.

Las fracciones hidrosolubles y liposolubles de las fuentes tostadas y crudas se
incubaron con un pool de sueros de pacientes alérgicos al cacahuete con un elevado
titulo de IgE especifica frente a los mismos. Se puede observar una mayor capacidad
fijadora de IgE especifica para las fuentes de cacahuete tostado en general y, mas

concretamente, para el nimero 2.
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Figura 33. Perfil alergénico de las diferentes materias primas testadas. (A) Cacahuete
tostado 1; (B) Cacahuete tostado 2; (C) Cacahuete crudo 3; (D) Cacahuete crudo 4.
H: Fraccion hidrosoluble; L: Fraccion liposoluble.
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ELISA INHIBICION

Con los cacahuetes que presentaron mayor alergenicidad en el Western blot
(tostados) se decidio realizar un ELISA inhibicion que pusiera de manifiesto la
potencia alergénica de dichos extractos, presentando el cacahuete tostado 2 una
potencia 2,29 veces mayor para la fraccién hidrosoluble y 1,40 veces mayor para
la fraccién liposoluble tal y como se observa en la Figura 34.

80,000
70,000
A Cacahuete tostado 1.
60,000 Fraccion Hidrosoluble
[
.‘8 50,000 X Cacahuete tostado 2.
3 Fraccion Hidrosoluble
‘= 40,000
E Cacahuete tostado 1.
S 30,000 Fraccion Liposoluble
20,000 ¢ Cacahuete tostado 2.
Fraccién Liposoluble
10,000
0,000 LV % VA ‘ |
-1,000 -0,500 0,000 0,500 1,000 1,500
Logaritmo concentracion

Figura 34. ELISA inhibiciéon cacahuete tostado fraccion hidrosoluble 1 vs. cacahuete
tostado fraccién hidrosoluble 2 y cacahuete tostado fraccién liposoluble 1 vs. cacahuete

tostado fraccién liposoluble 2.

Las Ag50 de cada uno de los extractos para la fraccién hidrosoluble fue de 1 pg/mL
y 0,46 ug/mL, para el cacahuete tostado 1 y 2 respectivamente, y para la fraccion
liposoluble de 4,20 pg/mL y 3 upg/mL, para el cacahuete tostado 1 y 2
respectivamente, datos obtenidos por regresiéon lineal al interpolar el 50% de

inhibicién sobre la concentracién que origina dicha inhibicion.

Tras el analisis de todos los resultados, la materia prima seleccionada para
llevar a cabo el resto del estudio fueron los cacahuetes tostados 2, procedentes
de EE. UU.
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CARACTERISTICAS DE LA FUENTE SELECCIONADA

Las siguientes figuras muestran de forma detallada el aspecto macroscépico (Figura 35)
y microscépico (Figura 36) que presento el extracto elegido, para seguir con el estudio
(cacahuetes tostados 2) durante su procesamiento Yy posterior diferenciacion

en ambas fracciones.

Figura 35. Una foto de los cuerpos oleosos del cacahuete que, purificados, flotan en la

parte superior y forman una capa después de la centrifugacion.

Figura 36. Microscopia de luz de los cuerpos oleosos aislados de los cacahuetes. (A)
40x; (B) 120x.
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EXTRACTO ALERGENICO: FRACCION HIDROSOLUBLE

Entre las propiedades fisico-quimicas que se analizaron se encuentran la
concentracién de proteina, la solubilidad y el pH (Tabla 26). La humedad se
determin0 para asegurar una correcta estabilizacion por liofilizacion y, por tanto, un
correcto secado de la muestra. Por esta razén, el limite permitido para la humedad
relativa se establecié en £ 10%.

Asi mismo, se calculé el rendimiento del proceso, expresado como porcentaje, que
indica los gramos de sustancia liofilizada por cada 100 gramos de materia

prima utilizada.

Tabla 26

Propiedades fisico-quimicas de la fraccion hidrosoluble.

Resultado
Concentracién de proteina 406,79 mg/g
Humedad 5,81%
Solubilidad Facilmente soluble
pH 8,65
Rendimiento 4,35%

SDS-PAGE y 2D-PAGE

Para la caracterizaciéon de la fraccion hidrosoluble se realizé6 una electroforesis
en una y dos dimensiones con tincion azul de Coomassie, tal y como muestra la

Figura 37.

Se pueden observar las proteinas separadas por su peso molecular y su punto
isoeléctrico. Ambos perfiles antigénicos presentaron proteinas compatibles con
lo descrito en la base de datos de la IUIS: Ara h 1 (64 kDa), Ara h 2 (17 kDa),
Ara h 3 (60 kDa), Ara h 5 (15 kDa), Ara h 6 (15 kDa), Ara h 7 (15 kDa), Ara h 8
(17 kDa), Ara h 9 (9,8 kDa), Ara h 12 (8 kDa), Ara h 13 (9 kDa), Ara h 16 (8,5 kDa)
y Ara h 17 (11 kDa).
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Figura 37. Perfil proteico de la fraccion hidrosoluble. (A) SDS-PAGE y (B) 2D-PAGE.

Western blot 1D y 2D con pool de sueros

El perfil alergénico de la fraccion hidrosoluble se estudié mediante Western blot en una
y dos dimensiones. Se utilizd el mismo pool de sueros de pacientes alérgicos al
cacahuete, que presentaban un elevado titulo de IgE especifica, y que se utilizé en la

comparativa de diferentes materias primas previamente (ver pagina 133).

Se puede observar un amplio reconocimiento en la regién comprendida entre los 15y
los 75 kDa (Figura 38) y una mayor fijacion de IgE en 60-70 kDa, compatible con el
alérgeno Ara h 1 (64 kDa).
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Figura 38. Antigenograma de la fraccién hidrosoluble. (A) 1 dimensién y (B) 2 dimensiones.
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Actividad enzimatica

En la Figura 39 se pueden observar los resultados que se obtuvieron con

las tiras apiZYM, siendo positivo para la actividad fosfatasa alcalina y la

esterasa (C4), y ligeramente positivo para la fosfatasa acida y la Naftol-AS-
Bl-fosfohidrolasa.

iopi ZYM

Figura 39 . Actividad enzimatica fraccion hidrosoluble.

EXTRACTO ALERGENICO: FRACCION LIPOSOLUBLE

Se analizaron una serie de propiedades fisico-quimicas de la fraccion liposoluble de la

fuente alergénica elegida (Tabla 27) siguiendo el mismo protocolo que para la fraccién

hidrosoluble (ver pagina 136).

Tabla 27

Propiedades fisico-quimicas de la fraccion liposoluble.

Resultado
Concentracion de proteina 18,03 mg/g
Humedad 2,19%
Solubilidad Facilmente soluble
pH 8,38

Rendimiento 6,98%
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SDS-PAGE y 2D-PAGE

Para la caracterizacion de la fraccion liposoluble se realiz6 una electroforesis en una 'y
dos dimensiones con tincién azul de Coomassie, tal y como muestra la Figura 40, del
mismo modo que se realiz6 para la fraccion hidrosoluble.

Se pueden observar las proteinas separadas por su peso molecular y su punto
isoeléctrico. Ambos perfiles antigénicos presentaron proteinas compatibles con lo
descrito en la base de datos de la IUIS: Ara h 10 (16 kDa), Ara h 11 (14 kDa), Ara h 14
(17,5 kDa) y Ara h 15 (17 kDa).
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Figura 40. Perfil proteico de la fraccion liposoluble. (A) SDS-PAGE y (B) 2D-PAGE.

Western blot 1D y 2D con pool de sueros

El perfil alergénico de la fraccion liposoluble se estudi6 mediante Western blot en
una y dos dimensiones. Se utilizd el mismo pool de sueros de pacientes alérgicos al
cacahuete, que presentaban un elevado titulo de IgE especifica, y que se utilizé en la

fraccién hidrosoluble.

Se puede observar un fuerte reconocimiento en la region correspondiente a los pesos
moleculares comprendidos entre 40 y 60 kDa (Figura 41) correspondientes a proteinas no
descritas alergénicamente hablando. En el entorno de los 15-20 kDa se puede observar
otro fuerte reconocimiento, esta vez, compatible con los alérgenos Ara h 10 (16 kDa),
Arah 14 (17,5 kDa) y Ara h 15 (17 kDa).
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Figura 41. Antigenograma de la fraccion liposoluble. (A) 1 dimension y (B) 2 dimensiones.

Actividad enzimatica

En la Figura 42 se pueden observar los resultados que se obtuvieron con las tiras
apiZYM, siendo positivo para la actividad fosfatasa &cida y ligeramente positivo para

la la Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa.

Qopl ZYM

Figura 42. Actividad enzimatica fraccion liposoluble.
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ANALISIS DE LA PRUEBA CUTANEA (PRICK TEST)

Cumpliendo con otro de los objetivos, se procedié a la formulacion de las proteinas
obtenidas en cada una de las fracciones estudiadas (hidrosoluble y liposoluble) para

su posterior aplicacién diagndstica in vivo mediante el uso de prick test.

PRICK TEST: fraccion hidrosoluble

Entre las caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas que se analizaron
para el control de calidad del prick test: fraccién hidrosoluble, se encuentran la
concentracién de proteina, la esterilidad, endotoxinas bacterianas, glicerol, pH,
fenol y la carga microbiana en proceso, tal y como se muestra en la Tabla 28.

Tabla 28
Caracteristicas fisico-quimicas y microbiol6gicas del diagnéstico para

prick test de la fraccion hidrosoluble.

Resultado
Concentracion de proteina 0,533 mg/mL
Esterilidad 0 UFC
Endotoxinas bacterianas <500 UE/mL
Glicerol 471,92 mg/g
pH 6,8
Fenol 0,8 g/L

Carga microbiana en proceso

A\

4980 UFC
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PRICK TEST: fraccién liposoluble

Se analizaron una serie de caracteristicas fisico-quimicas y microbiol6gicas para el
control de calidad del prick test: fraccion liposoluble (Tabla 29) siguiendo el mismo
protocolo que para la fraccion hidrosoluble (ver pagina 141).

Tabla 29
Caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas del diagndstico para

prick test de la fraccion liposoluble.

Resultado

Concentracion de proteina 0,471 mg/mL

Esterilidad 0 UFC
Endotoxinas bacterianas <500 UE/mL
Glicerol 476,84 mglg

pH 6,8
Fenol 0,8 g/L
#

Carga microbiana en proceso

1980 UFC
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APLICACION DEL DIAGNOSTICO POR FRACCIONES
DEL CACAHUETE

Caracteristicas de los pacientes

Para completar el Ultimo de los objetivos principales se seleccionaron de forma
prospectiva 30 pacientes diagnosticados con alergia al cacahuete. Las caracteristicas
demograficas y clinicas de dichos pacientes se muestran en la Tabla 30.

El rango de edad fue de 204 meses (17 afios), siendo el mas pequefio de 24 meses
(2 afos) y el mas mayor de 228 meses (19 afios). La media de edad fue de 77,33 meses

mientras que la mediana fue de 60 meses. El 70% de la muestra fueron varones.

Ademas del cacahuete, algunos pacientes presentaban sensibilizacion a otros frutos
secos. El 36,66% no presentaron otras sensibilizaciones, mientras que el resto present6
diferentes patrones, siendo la nuez la mas prevalente tal y como se muestra en la
Figura 43 - A. El 47% de los pacientes no toleraba el consumo de cacahuetes, mientras

que el 40% no los consumia (Figura 43 - B).
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Figura 43. (A) Histograma de sensibilizacion de los pacientes a otros frutos

secos. (B) Gréfico circular de tolerancia de los pacientes a los cacahuetes.
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Tabla 30

Caracteristicas de los pacientes.

S Jlo T © T ®© © © © © T © © ©
o | I R L R b7 D k7 0 I R k73 k7
S |19 Q QO [ ) (] () (] [ Q QO [} (]
O O ] (=] = Q! 0 .0 O o o 0 O © — = O
ez 2 Ez E s P a2 e 2 EEEe R Ed glaz £
Kl o O o O ] o] ] o] o O ] o
e Z 2 Zz Z z z z z Z Z z z
2
T
gV"Vv‘N‘—‘—‘—'V‘—‘—‘—LDNNV‘—(")(")‘—FFQ"—v‘—N(")FN‘—
o
(O]
N
S

S Z
o8- -0 - -0 - - - - -0 -00—-——=—=—=—==00 - — — — — —
28 S
o 2 &}
=
8
= 8 x x x x
e 8lo = e ¥ o g = == ¥ X o = =
EU\DOOOOO\O\\\\OOOMDDODDO\\\DOOO
OSO\ O 0 O 0 Q ~ =~ O B © == ==
* (@] (&) o o O
E_
7]

a

a

iz
4 o
3 a
n
212 Za Z % = z
Sl S =S =223 o« S @& @ e oxow B oa oo oo B2E 222 C
21z oz=2=z <2z < = <
E |= o z =z <
-4 >
o
5 =
o Z

<<

=3

<
8 |x @ @ © 4 @
g = = = o o a) 0 x - x ¥ o = =
sl <« oo« 0o = S ¥Xxo Q=+ <<~ -0<='==n0a< .
c 1= = = < < << < € -~ < o < - =
g 1< < < < < <
o
SIE2 L =255 L =555 SLue 532322 uwLs=sSegs28=2uLL:=
()
k=]
s o o o © © N N
Beg%g?%ﬁg%&&eﬁﬁﬁﬁgggggﬁgﬁsﬁﬁ&&?&
2
(-
l- o vononoo2 2T 228 YR IRENERS
©
o

Edad expresada en meses; Sexo, M: masculino, F: femenino; Sintomas, A: asma, D: dermatitis,

R: rinoconjuntivitis; Otros frutos secos, A: almendra, AN: anacardo, AV: avellana, C: castafia, N: nuez,

P: pistacho, PN: pifion, PP: pipa girasol. Sintomas tras la ingesta, C: cutaneos, D: digestivos,

R: respiratorios. Motivo de la reaccién, C: contacto, I: ingesta, IH: inhalacion.
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El 90% de los pacientes presentaron sintomas cuténeos tras la ingesta de los
cacahuetes tal y como se muestra en la Figura 44. El 43,3% como Unico sintoma 'y

el 46,6% combinados con sintomas digestivos y respiratorios respectivamente.
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Figura 44. Histograma que muestra los sintomas de los pacientes tras

la ingesta de cacahuetes.

El 73% de los pacientes presentaron los sintomas tras la ingesta de los cacahuetes, el
23% por contacto con los mismos y un 4% por contacto, ingesta e inhalacion, tal y como

se puede observar en la Figura 45.

M Ingesta

Contacto

m Contacto +
Ingesta +
Inhalacién

Figura 45. Gréfico circular que muestra el motivo de la reaccion de los
pacientes a los cacahuetes.
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Asi mismo, se seleccionaron 10 sujetos sanos, como grupo control, que previamente
habian consumido cacahuetes sin reacciones adversas, con prick test negativos y

niveles de IgE especificos negativos (Tabla 31).

Tabla 31
Caracteristicas de los sujetos del grupo control.

Paciente  Edad  Sexo Hisptrai;kma Prick Fr. Hidrosoluble Prick Fr. Liposoluble ~ P.0.C  IgE Total Hijr'gfo';'ble LI;&E}L e
(mm?)  Papula(mmy) Rato  Papula(mm?  Ratio kUL kUL kUL
o2 M 1330 103 01 017 0 - 0p 002 006
* 8B M 8% 105 01 213 03 - 0 0,04 003
¥ F 179 581 03 353 02 - 05 003 0
¥ M M 2B 382 02 172 o1 - o 002 003
B 05 F 1002 13 01 023 0 - 2 0 0
& 21 F M7 001 00 083 01 - 0 0,05 003
o M 1R 205 01 135 o1 - 113 0 0,04
& 0 M 27 803 03 744 03 - 105 003 0
¥ 18 M 1245 295 02 135 01 - 083 0 003
M F 206 6,11 02 314 01 - 22 0 0,04

Edad expresada en meses; Sexo, M: masculino, F: femenino; Prick test expresados en

milimetros cuadrados; P.O.C: provocacion oral controlada; IgE expresada en kU/L.

DIAGNOSTICO IN VIVO: PRICK TEST Y PROVOCACION ORAL

Los prick test de las fracciones hidrosoluble y liposoluble fueron testados en los
pacientes, junto con un control positivo de histamina. Las papulas se midieron en
milimetros cuadrados y se consideraron positivas cuando el ratio con la papula de
histamina fue = 0,5 (Tabla 32).

A los pacientes se les realiz6 una provocacion oral controlada (P.O.C), salvo
en 6 casos, debido a la gravedad de los sintomas presentados o porque los
pacientes presentaban tolerancia habitual a los mismos. Se consideraron positivas

cuando los pacientes presentaron una sintomatologia compatible con la alergia.
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Tabla 32
Resultado de los prick test con histamina, fraccion hidrosoluble y fraccién liposoluble y

resultado de la provocacion oral controlada.

Paciente  Histamina Fraccion Hidrosoluble  Fraccion Liposoluble pP.O.C
(mm?) F(’r?ﬁ#l? Ratio F(’r?ﬁ;';? Ratio

1 17,63 7,51 0,4 - 197,12 11,2 + +
2 19,11 6,54 0,3 - 47,98 2,5 + +
3 85,02 99,96 1,2 + 29,19 0,3 - +
4 46,87 103,07 2,2 + 19,53 0,4 - +
5 28,91 35,86 1,2 + 10,19 0,4 - +
6 65,52 84,97 1,3 + 75,13 11 + +
7 34,19 50,57 1,5 + 11,33 0,3 - -
8 48,18 68,96 1,4 + 96,22 2,0 + N.I
9 40,48 52,86 1,3 + 21,12 0,5 +

10 37,95 51,98 1,4 + 16,34 0,4 - +
11 78,89 100,26 1,3 + 33,54 0,4 - T
12 28,56 80,53 2,8 + 40,17 1,4 + N.I
13 30,01 44,73 1,5 + 18,98 0,6 + +
14 28,33 18,48 0,7 + 2,14 0,1 - +
15 25,61 40,06 1,6 + 89,60 3,5 + +
16 62,58 43,82 0,7 + 12,21 0,2 - +
17 15,07 23,97 1,6 + 11,84 0,8 + N.I
18 11,18 10,41 0,9 + 3,12 0,3 - +
19 18,84 46,17 2,5 + 28,60 15 + +
20 28,25 10,72 0,4 - 18,62 0,7 + +
21 41,36 29,88 0,7 + 15,57 0,4 - -
22 27,37 19,50 0,7 + 7,76 0,3 - +
23 15,92 5,02 0,3 - 13,18 0,8 + +
24 10,12 43,32 43 + 17,02 1,7 + +
25 16,80 11,85 0,7 + 5,14 0,3 - -
26 26,76 16,52 0,6 + 9,27 0,3 - -
27 19,81 57,38 2,9 + 18,82 1,0 + +
28 30,68 10,13 0,3 - 12,45 0,4 - T
29 19,61 8,23 0,4 - 20,05 1,0 + +
30 27,97 10,05 0,4 - 22,52 0,8 + +

N.I: no indicada por clinica/analitica; T: tolerancia.
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Las medianas del ratio para ambas fracciones fueron estadisticamente significativas
entre los pacientes y el grupo control (Figura 46), siendo éstas de 1,2 y 0,15 para los
pacientes y el grupo control respectivamente en la fraccion hidrosoluble, y de 0,55y 0,1

respectivamente para la fraccion liposoluble.
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Figura 46. En el eje de la izquierda, representacion de la mediana del ratio de
la papula obtenido con la prueba cutdnea para la fraccion hidrosoluble y
liposoluble en los pacientes seleccionados y los controles. En el eje de la

derecha, porcentaje de pacientes con prueba positiva para cada fraccion.

DIAGNOSTICO IN VITRO: DETERMINACION IgE ESPECIFICA

Los niveles de IgE total y especifica de los pacientes seleccionados fueron testados
frente a las fracciones hidrosoluble y liposoluble y los alérgenos recombinantes
Arahl, Arah2, Arah 3, Arah 6, Arah8y Arah9, taly como se muestra en la Tabla 33.

La Figura 47, muestra la mediana de IgE especifica para la fraccion hidrosoluble
que, fue superior a la obtenida con la fraccion liposoluble, 1,83 kUA/L frente a
0,77 kUA/L respectivamente (p= 0,008), siendo también mayor la diferencia de la
IgE especifica (p<0,05) de los pacientes frente a los controles, estos ultimos con
medianas préximas a cero. El limite inferior del InmunoCAP (20,35 kUA/L) esta

representado con una linea discontinua.
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Tabla 33

Determinacién de IgE total (kU/L) y de IgE especifica (kUA/L) de los diferentes

componentes del cacahuete.
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Figura 47. En el gje de la izquierda, representacion de la mediana de la IgE especifica de
la fraccién hidrosoluble y liposoluble en los pacientes seleccionados y los controles. En el

eje de la derecha, porcentaje de pacientes con IgE especifica positiva para cada fraccion.

La IgE especifica para los diferentes componentes del cacahuete disponibles
comercialmente (Phadia, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.) fueron medidos
en los 30 pacientes seleccionados para el estudio. Todos ellos (Ara h 1, Ara h 2,
Ara h 3, Ara h 6, Ara h 8 y Ara h 9) se encuentran en la fraccién hidrosoluble. La
representacion de la mediana de la IgE especifica se puede observar en la Figura 48,
siendo ésta de 0,04 kUA/L para Ara h 1, 0,78 kUA/L para Ara h 2, 0,02 kUA/L para Ara h 3,
0,53 kUA/L para Ara h 6, 0 kUA/L para Ara h 8 y 0,13 kUA/L para Ara h 9. El limite inferior

del InmunoCAP (20,35 kUA/L) estéa representado con una linea discontinua.

En la Tabla 34 se pueden observar las diferencias estadisticas entre los componentes,
siendo significativas (p<0,05) entre Arah 1y Arah 2, Arahl1ly Arah8 Arah2y
Arah 3, Arah2yArah 8 Arah2yArah9 Arah3yArah6, Arah6yArah 8,
Arah8yArah9.
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Figura 48. En el eje de la izquierda, representacion de la mediana de la IgE
especifica de los distintos componentes analizados del cacahuete en los pacientes
seleccionados. En el eje de la derecha, porcentaje de pacientes con IgE especifica

positiva para cada componente.

Tabla 34

Significacién estadistica entre las IgE especificas de los distintos componentes.

Arah 1 Arah 2 Arah 3 Arah 6 Arah 8 Arah 9

Arah 1 * 0,374 0,123 rE 0,714
Arah 2 * rx 0,500 Frx *
Arah 3 0,374 rx rE 0,101 0,067
Arah 6 0,123 0,500 rx Frx 0,101
Arah 8 *kk *kk 0,101 kk *kk
Arah 9 0,714 * 0,067 0,101 rE

En la Figura 49 se puede observar una representacion de la distribucion por edades, en
meses, de todas las muestras de suero que fueron positivas (20,35 kUa/L) para la IgE
especifica frente a Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3, Ara h 6, Ara h 8, Ara h 9, la fraccién

hidrosoluble y la fraccion liposoluble.
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Figura 49. En el eje de la izquierda, representaciéon de la sensibilizacién (kUA/L) por
edades frente a los componentes testados Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3, Ara h 6,
Ara h 8 y Ara h 9, la fraccién hidrosoluble y liposoluble. En el eje de la derecha,
representacion de los niveles de IgE total de dichos pacientes (KU/L).

Se puede observar que Arah 1, Ara h 2, Ara h 3, Ara h 6 y la fraccion hidrosoluble
llegan a su maximo nivel en el rango de edad comprendido entre los 73 y los
108 meses, mientras que para Ara h 9 y la fraccién liposoluble esto ocurre en el
ranto de 37-73 meses. Asi mismo, se observar que en el rango <109 todos los

niveles tienden a bajar salvo el de la fraccion liposoluble que parece mantenerse.

La Figura 50 muestra la posible relacién entre la gravedad de la reaccién que habian
presentado los pacientes y los niveles de IgE especifica para las fracciones
hidrosoluble y liposoluble, se agruparon los pacientes en gravedad 1, gravedad 2-3
y gravedad 4-5, con medianas de 1,34 kUa/L, 1,83 kUA/L y 3,57 kUA/L para la
fraccion hidrosoluble respectivamente, y 0,41 kUA/L, 0,04 kUa/L y 15,07 kUAa/L
para la fraccion liposoluble respectivamente. El limite inferior del InmunoCAP

(20,35 kUA/L) esta representado con una linea discontinua.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para las
medianas, entre la gravedad 1 y la 4-5 para la fraccion hidrosoluble, y entre la

gravedad 4-5 con respecto de la 1y la 2-3 para la fraccion liposoluble.
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Figura 50. Representacion de la mediana de los niveles de IgE especifica de la

fraccion hidrosoluble y liposoluble dependiendo de la gravedad de la reaccion.

DIAGNOSTICO IN VITRO: PERFIL DE SENSIBILIZACION

Las Figuras 51 y 52 muestran los perfiles de sensibilizacion de los diferentes pacientes

frente a las fracciones hidrosoluble y liposoluble de los cacahuetes respectivamente.

En la fraccion hidrosoluble se puede observar como cada paciente tiene un patrén de
reconocimiento caracteristico, sin embargo, existe un reconocimiento de una proteina

de aproximadamente 27 kDa en la mayoria de los pacientes.
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Figura 51. Western blot de todos los pacientes frente a la fraccion hidrosoluble del
cacahuete. Con un asterisco los pacientes que presentaron una reaccion grave (4-5).

En la fraccion liposoluble se puede observar una serie de cuatro proteinas,
comprendidas entre los 13 y los 20 kDa, que son reconocidas por la mayoria de los

pacientes que presentan sensibilizacion frente a esta fraccion.
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cacahuete. Con un asterisco los pacientes que presentaron una reaccion grave (4-5).

Respecto a la gravedad no se puede establecer una proteina como la
responsable de las reacciones en ninguna de las dos fracciones y a nivel cualitativo,
se puede observar que los pacientes que presentaron una reaccion del tipo 4-5
presentan una mayor fijacion de IgE que el resto ya sea en la fraccion

hidrosoluble o liposoluble.
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DIAGNOSTICO IN VITRO: LIBERACION DE HISTAMINA

La concentracion de proteina de la fraccién hidrosoluble y liposoluble elegida para
realizar los ensayos fue la méas alta que no produjo una liberacion inespecifica de
histamina (>10 ng/mL) en una curva dosis-respuesta. Esto se corresponde a la
media + 3 desviaciones estandar (SD) de los valores de liberacion de histamina

medidos en 10 pacientes no alérgicos sin un estimulo especifico.

Para ambas fracciones se establecié que la concentracion éptima de antigeno era
de 2,5 ng/mL de proteina (Figura 53).
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Figura 53. Inespecificidad de la técnica de liberacién de histamina.

(A) Fraccion hidrosoluble y (B) Fraccion liposoluble.
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Se realizé la técnica de liberacién de histamina pasiva, tanto con la fraccién hidrosoluble
como con la fraccién liposoluble de los cacahuetes a 2,5 ng/mL, obteniéndose una
liberacion especifica de histamina, en valores de ng/mL. Los resultados obtenidos se

observan en la Tabla 35.

Tabla 35
Liberacion de histamina con 2,5 ng/mL de alérgeno.

Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion
Paciente Hidrosoluble Liposoluble Paciente Hidrosoluble  Liposoluble
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 15 23 21 13 12
2 17 28 22 26 28
3 30 19 23 18 18
4 21 12 24 30 20
5 22 14 25 17 11
6 26 22 26 13 15
7 12 14 27 24 10
8 15 32 28 10 8
9 21 13 29 15 26
10 15 14 30 13 25
11 10 18 1* 10 9
12 33 34 2* 7 7
13 22 18 3* 6 9
14 14 20 4* 8 4
15 26 31 58 6 8
16 23 19 6* 8 9
17 25 20 7* 10 10
18 22 14 8* 6 4
19 28 20 o* 8 6
20 16 15 10* 5 7

Sombreados, los pacientes del grupo control.

En la Figura 54 se puede observar como con ambas fracciones se obtiene un
diagnostico discriminante entre los pacientes y los controles. En ambos casos, la
comparacion de la mediana de liberacion de histamina de los pacientes es claramente

superior a la de los controles, siendo estadisticamente significativa.
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La mediana de liberacion de histamina con la fraccion hidrosoluble es ligeramente
superior a la obtenida con la fraccion liposoluble, 19,5 frente a 18,5 respectivamente,
siendo también mayor la diferencia en la liberacion de histamina de los pacientes frente
a los controles, con una diferencia de 12 ng/mL en el caso de la fraccion hidrosoluble y

11 ng/ml en la fraccion liposoluble.
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Figura 54. Representacion de la mediana de la liberacién de histamina (ng/mL) de los

pacientes y los controles para la fraccion hidrosoluble y liposoluble.

Se realiz6 el analisis de las curvas ROC, para determinar el valor 6ptimo de punto
de corte para la técnica con cada una de las fracciones utilizadas. El resultado se
determin6 en 13,5 ng/mL de histamina liberada para la fraccion hidrosoluble, con
una sensibilidad y una especificidad de 95,83% y 93,75% respectivamente, y en
16,5 ng/mL de histamina liberada para la fraccion liposoluble, con una sensibilidad
y una especificidad de 93,75% y 70,83% respectivamente, tal y como se muestra
en la Figura 55 y Tabla 36.
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Figura 55. Curva ROC para las fracciones hidrosoluble y liposoluble entre los pacientes y el
grupo control.

Tabla 36
Datos de las curvas ROC de las fracciones hidrosoluble y liposoluble entre los pacientes

y el grupo control.

Fraccién Hidrosoluble Fraccion Liposoluble
Punto de corte g iiidad %  Especificidad % U0 € COMe o ciilidad % Especificidad %
(ng/mL) (ng/mL)
> 5,500 100,0 6,250 > 5,000 100,0 12,50
> 6.500 100,0 25,00 > 6.500 100,0 18,75
> 7.500 100,0 31,25 > 7.500 100,0 31,25
> 9,000 100,0 50,00 > 8.500 100,0 43,75
>11.00 100,0 75,00 > 9.500 100,0 62,50
> 12.50 100,0 81,25 > 10.50 95,83 68,75
> 13.50 95,83 93,75 >11.50 95,83 75,00
> 14.50 91,67 93,75 > 12.50 91,67 81,25
> 15.50 75,00 93,75 > 13.50 87,50 81,25
> 16.50 70,83 93,75 > 14.50 75,00 87,50
> 17.50 66,67 100,0 > 16.50 70,83 93,75
> 19.50 62,50 100,0 > 18.50 62,50 100,0
>21.50 54,17 100,0 > 19.50 54,17 100,0
> 22,50 41,67 100,0 >21.00 37,50 100,0
> 2350 37,50 100,0 > 22,50 33,33 100,0
> 24.50 33,33 100,0 > 24.00 29,17 100,0
> 25,50 29,17 100,0 > 25,50 25,00 100,0
> 27.00 16,67 100,0 > 27.00 20,83 100,0
>29.00 12,50 100,0 > 29.50 12,50 100,0
>31.50 4,167 100,0 > 31.50 8,333 100,0
>33.00 4,167 100,0

Sombreados los puntos de corte elegidos.
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Al estudiar la posible relacién entre la gravedad de la reaccion que habian
presentado los pacientes y la liberacion de histamina, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) tanto para la fraccion hidrosoluble como

para la liposoluble, entre la gravedad 1 y 2-3 frente a la 4-5 (Figura 56).
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Figura 56. Representacién de la mediana de liberacién de histamina de la

fraccién hidrosoluble y liposoluble, dependiendo de la gravedad de la reaccion.
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RESUMEN PRUEBAS DIAGNOSTICAS

En la Tabla 37, se puede observar un resumen con los resultados obtenidos mediante
las diferentes pruebas diagndsticas testadas en nuestro grupo de 30 pacientes con

sospecha de alergia alimentaria al cacahuete.

Tabla 37
Resumen de los resultados obtenidos con las diferentes pruebas diagndsticas realizadas.
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Sombreados los resultados de los pacientes que finalmente resultaron no presentar alergia a

los cacahuetes.
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Si s6lo se tiene en cuenta la fraccion hidrosoluble, el indice de validez es del 72,5% para
la prueba cutdnea, 82,5% para la IgE especifica y 95% para la prueba de liberaciéon de
histamina (Tabla 38). Del mismo modo, si s6lo se tiene en cuenta la fraccion liposoluble,
el indice de validez es del 79,49% para la prueba cutanea, 72,5% para la IgE especifica

y 80% para la prueba de liberacion de histamina (Tabla 39).

Finalmente, si se tienen en cuenta ambas fracciones para cada paciente, el indice de
validez aumenta al 87,5% para la prueba cutanea, al 85% para la IgE especifica y al

95% para la prueba de liberacién de histamina (Tabla 40).

Tabla 38
Validez y seguridad de las diferentes pruebas diagnésticas para la fracciéon hidrosoluble
del cacahuete.

Valor IC (95%)
PRICK FR. HIDROSOLUBLE
Sensibilidad (%) 75,00 55,59 94,41
Especificidad (%) 68,75 42,91 94,59
indice de validez (%) 72,50 57,41 87,59
slgE FR. HIDROSOLUBLE
Sensibilidad (%) 91,67 78,53 100,00
Especificidad (%) 68,75 42,91 94,59
indice de validez (%) 82,50 69,47 95,53
Histamina FR. HIDROSOLUBLE
Sensibilidad (%) 95,83 85,76 100,00
Especificidad (%) 93,75 78,76 100,00
indice de validez (%) 95,00 87,00 100,00
Tabla 39

Validez y seguridad de las diferentes pruebas diagndsticas para la fraccién liposoluble

del cacahuete.

Valor IC (95%)
PRICK FR. LIPOSOLUBLE
Sensibilidad (%) 65,22 43,58 86,86
Especificidad (%) 100,00 96,88 100,00
indice de validez (%) 79,49 65,53 93,44
slgE FR. LIPOSOLUBLE
Sensibilidad (%) 62,50 41,05 83,95
Especificidad (%) 87,50 68,17 100,00
indice de validez (%) 72,50 57,41 87,59
Histamina FR. LIPOSOLUBLE
Sensibilidad (%) 70,83 50,57 91,10
Especificidad (%) 93,75 78,76 100,00

indice de validez (%) 80,00 66,35 93,65
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Tabla 40
Validez y seguridad de las diferentes pruebas diagndsticas para la fraccion hidrosoluble y

liposoluble del cacahuete.

Valor IC (95%)
PRICK FR. HIDROSOLUBLE +
FR. LIPOSOLUBLE
Sensibilidad (%) 100,00 97,92 100,00
Especificidad (%) 68,75 42,91 94,59
indice de validez (%) 87,50 68,33 99,00
slgE FR. HIDROSOLUBLE +
FR. LIPOSOLUBLE
Sensibilidad (%) 95,83 85,76 100,00
Especificidad (%) 68,75 42,91 94,59
indice de validez (%) 85,00 72,68 97,32
Histamina FR. HIDROSOLUBLE +
FR. LIPOSOLUBLE
Sensibilidad (%) 100,00 97,92 100,00
Especificidad (%) 87,00 68,17 100,00

indice de validez (%) 95,00 87,00 100,00
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La alergia a alimentos es una reaccion de hipersensibilidad tipo | mediada por
IgE. En la poblacion pediatrica, los alimentos que mas a menudo suelen
desencadenar estas reacciones son los huevos, la leche de vaca, los frutos secos y
el trigo [Sicherer y Sampson, 2014]. En los adultos, esta lista se completa con

pescados y mariscos.

La ingestidn o contacto accidental de cacahuetes en un individuo sensibilizado a esta
fuente podria desencadenar reacciones que pongan en compromiso la vida, de
hecho, algunos directorios de anafilaxia por alimentos indican que la ingesta de éstos
podria ser la causante del 59% al 63% de los fallecimientos entre el 2001 y el 2007
[Bock, et al., 2007].

La obtencion de una historia detallada sobre los sintomas, el tiempo y el tratamiento
requerido después de la ingestion de los alimentos en cuestion, es critico en la

evaluacion y manejo de la alergia alimentaria [Savage, et al., 2016].

Se recopilaron el mayor nimero de datos disponibles relacionados con la poblacién
seleccionada para el desarrollo de este trabajo. A destacar, el rango de edad
(mediana: 60 meses), otras sensibilizaciones a frutos secos, siendo la méas
importante a la nuez (33,3%), seguida de la avellana y el pistacho (16,6% para
ambos), la ingesta de la fuente alergénica como el motivo mas frecuente de la
reaccion que presentaron con un 73,3% y las alteraciones cutaneas como el sintoma

mas habitual con un 43,3%.

La sensibilizacion a nuez y avellana probablemente fue debida a que éstas, junto
con el cacahuete, son los frutos secos que mas alergias causan en la poblacion
espafiola [Haroun-Diaz, et al., 2017]. En este estudio, los cacahuetes presentaron la
ingesta como via principal de entrada en el organismo, siguiendo el mismo patrén
gue el resto de los alimentos. En cuanto a las manifestaciones, los sintomas
descritos por los pacientes seleccionados fueron en su mayoria cutaneos (urticaria
y angioedema) que, a su vez, suelen ser los mas frecuentes cuando se habla de

alergia a alimentos [Ho, et al., 2014].

La prueba de referencia para el diagnostico de la alergia alimentaria es la
provocacion oral controlada. Sin embargo, en la practica clinica habitual, las pruebas
disponibles para diagnosticar la alergia alimentaria incluyen las pruebas cutaneasy

las pruebas de determinacién de IgE especifica.
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Tanto unas como otras son a veces sensibles pero no especificas, o viceversa, por
lo que la presencia de IgE especifica frente a estas fuentes alergénicas ha de estar
correlacionada con una historia clinica. Las altas tasas de falsos positivos y

negativos frente a estas fuentes ponen de manifiesto el objetivo de este trabajo.

Una de las posibles razones de estas altas tasas de falsos negativos podria deberse
al hecho de que algunas de las proteinas, que debian estar contenidas en los
extractos alergénicos destinados al diagnéstico, se retiran durante el procesado de

estas fuentes [Zuidmeer-Jongejan, et al., 2014].

La capacidad de provocar una respuesta mediada por IgE de la fraccién lipidica se
estudié en una primera aproximacién, eligiendo varios tipos de cacahuete de la
especie Arachis hypogaea, y separando de éstos aquellas proteinas vinculadas a los
cuerpos lipidicos.

Se demostré que los extractos que contenian la fraccion liposoluble eran mas
alergénicos que sus homologos sin dicha fraccién (desengrasados), aplicando la
metodologia convencional (protocolo 1) de extraccion de proteinas para este tipo de
fuentes, y una metodologia alternativa propuesta (protocolo 2) en la que no se retira

la fraccion lipidica durante la extraccion.

Estas diferencias observadas en los perfiles alergénicos con los diferentes
protocolos no fueron visibles en los perfiles antigénicos debido, probablemente, a la
diferente sensibilidad de ambas técnicas, pudiendo reconocerse 50-100 ng de
proteina en el SDS-PAGE tefiido con Coomassie y 1 pg de proteina en el Western
blot segun el protocolo utilizado, tal y como esta descrito en las paginas 130-133.

En este sentido, el grupo de Zuidmeer-Jongejan y colaboradores [Zuidmeer-
Jongejan, et al., 2014] describen en el 2014 un comportamiento similar con extracto
de avellana. En su estudio purifican la fraccién lipidica de este fruto seco y la
comparan con un extracto desengrasado y no desengrasado (completo), observando
un diferente reconocimiento alergénico basado, principalmente, en las proteinas

contenidas en los cuerpos lipidicos.

El extracto alergénico que se fabrica para diagnéstico de la alergia alimentaria,
deberia contener todas las proteinas presentes en la fuente natural causante de la
reaccion. De esta manera, extractos completos sin desengrasar, y que contuvieran
la fraccion lipidica, serian mas eficaces y evitarian un porcentaje de los falsos
negativos que se obtienen hoy en dia al realizar las pruebas cutaneas mediante prick
test [Gupta, et al., 2018]
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Existe una gran variabilidad en la utilidad clinica de los prick test en funcion de la
naturaleza del alimento y de la procedencia del extracto [Vieths, et al., 1998]. Su
rentabilidad diagnéstica es buena para alimentos como la leche, el huevo
y el pescado [Ngrgaard y Bindslev-Jensen, 1992; Caffarelli, et al., 1995; Hansen,
etal.,, 1996; Sampson y Ho, 1997] y mas baja para frutas frescas y vegetales
[Sampson, 1988].

Para elegir la materia prima con la que finalmente se realizaria todo el estudio se
tuvo en cuenta el estado de procesamiento de los cacahuetes (tostados y crudos),
ya que éste altera las propiedades alergénicas de las proteinas revelandose tasas
mas altas de reconocimiento de IgE tras el tueste de los cacahuetes a 170°C de
temperatura, tal y como estaba descrito en la bibliografia [Schmitt, et al., 2010].

En un estudio de Maleki y colaboradores [Maleki, et al., 2000] encontraron que los
extractos de cacahuete tostado se unian a la IgE especifica 90 veces mas que los
extractos de cacahuete crudo, demostrando que la reaccion de Maillard contribuia
al efecto observado.

Segun Schwager y colaboradores [Schwager, et al., 2017] la union de la IgE de los
pacientes a las oleosinas obtenidas de cacahuetes crudos esta notablemente
disminuida o0 es practicamente indetectable en comparacion con las oleosinas
obtenidas de cacahuetes tostados del mismo modo que se puede observar en la
Figura 33, donde los perfiles alergénicos de los cacahuetes crudos no muestran
diferencias entre las fracciones hidro y liposoluble siendo, a su vez, inexistente el
reconocimiento por parte de la IgE para la fraccion liposoluble de los cacahuetes

crudos procedentes de Brasil.

La optimizacién de un protocolo que permitiese la estabilizacion final de las proteinas
contenidas en los cuerpos lipidicos fue uno de los puntos clave de este trabajo. A
destacar, la utilizacion de un detergente como el Tween-20 que previno la agregacion
y mantuvo las oleosinas en solucion y el uso de un crioprotector/estabilizador como

el manitol en la liofilizacién de las proteinas.

La estructura antigénica (antigenograma) y alergénica (alergograma) de las
fracciones hidrosolubles y liposolubles obtenidas, se evaluaron mediante técnicas
electroforéticas cualitativas (SDS-PAGE e inmunotransferencia), asi como
semicuantitativas (ELISA y DOT blot) mostrandose perfiles antigénicos y alergénicos

diferentes entre las muestras evaluadas.
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Tras comparar mediante ELISA inhibicion la potencia biologica entre las dos fuentes
de cacahuetes tostados que se estudiaron, se reveld que las Ag50 de las fracciones
hidrosoluble y liposoluble de los cacahuetes procedentes de EE. UU. eran menores
gue las de los cacahuetes procedentes de China, es decir, con menos cantidad de
proteina se obtenia el 50% de inhibicién y, por tanto, los primeros fueron los elegidos

para realizar el resto del estudio.

En cuanto a la posible relacion entre la procedencia de la materia prima a nivel
geogréfico y la alergenicidad de la misma, no existe nada descrito en la literatura,
por lo que el hecho de que los cacahuetes procedentes de EE. UU. sean mas

alergénicos que los procedentes de China no parece ser debido a esta caracteristica.

La fuente finalmente seleccionada (cacahuetes tostados 2, procedentes de EE. UU.)
presentaba un perfil antigénico compatible con lo descrito en la base de datos
de la IUIS:

e Fraccion hidrosoluble: Ara h 1 (64 kDa), Ara h 2 (17 kDa), Ara h 3 (60 kDa),
Ara h 5 (15 kDa), Ara h 6 (15 kDa), Ara h 7 (15 kDa), Ara h 8 (17 kDa),
Ara h 9 (9,8 kDa), Ara h 12 (8 kDa), Ara h 13 (9 kDa), Ara h 16 (8,5 kDa) y
Ara h 17 (11 kDa).

e Fraccion liposoluble: Ara h 10 (16 kDa), Ara h 11 (14 kDa), Ara h 14
(17,5 kDa) y Ara h 15 (17 kDa).

De entre las diferentes caracteristicas que se analizaron, cabe destacar la actividad
enzimética, que se determiné a través del kit comercial APl ZYM, observandose que
existe una gran diferencia entre ambas fracciones, teniendo cada una de ellas un

patrén caracteristico.

Para complementar todo el trabajo in vitro realizado, se formularon las proteinas
obtenidas en la fraccion liposoluble, para su aplicacion diagnostica in vivo, mediante
el uso de prueba cutanea, y el posterior acoplamiento de éstas a soportes de
diagnoéstico in vitro, para determinar los niveles de IgE especifica y su uso
como agente estimulador de la liberacion de histamina en los basofilos de los

pacientes sensibilizados.
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En la bibliografia, todos los estudios relacionados con estas proteinas de los cuerpos
lipidicos se basan en su purificacién, caracterizacion y alergenicidad in vitro con
técnicas como Western blot o test de activacién de basdfilos, pero no hay nada
descrito acerca de su uso in vivo en pacientes alérgicos al cacahuete [Schwager,
et al., 2015, 2017; Jappe y Schwager, 2017].

Seria importante destacar a los pacientes numero 1, 2, 20, 23, 29 y 30, ya que
presentaron una prueba cutdnea negativa para la fraccion hidrosoluble y positiva
para la fraccion liposoluble, es decir, estos pacientes, a dia de hoy, quedarian sin
diagnosticar en un primer momento, ya que como se dijo anteriormente, la prueba
cutanea es una de las pruebas diagndsticas iniciales que se realiza en la practica

clinica habitual por su facilidad y rapidez de lectura.

Actualmente, no hay ninguna referencia sobre la cuantificacion de los niveles de IgE
especifica de las proteinas contenidas en la fraccién liposoluble ya que se requiere
que el alérgeno sospechoso esté inmovilizado en un soporte sélido que permita su

utilizacion en este sentido [Larsen, et al., 2018].

De este modo, tal y como esté descrito anteriormente (ver pagina 121) y, de acuerdo
al método de Sander [Sander, etal., 2005], se acoplé la fraccién liposoluble
purificada a los CAPs de estreptavidina (Phadia, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EE. UU.) y, se midi6 la IgE especifica de los pacientes frente a estas proteinas,
siendo ésta positiva en un 76,6% y 53,3% para la fraccion hidrosoluble y

liposoluble respectivamente.

Cabe destacar que los pacientes numero 2, 8 y 15 presentaron niveles de IgE
especifica considerablemente superiores para la fraccion liposoluble con respecto a
la hidrosoluble, siendo éstos de 1,4 KUA/L vs. 58,4 kUA/L; 3,18 kUA/L vs. 28,7 KUA/L;
3,56 KUA/L vs. 97,2 kUA/L respectivamente.

Ademas, se midi6 la IgE especifica frente a los alérgenos recombinantes Ara h 1,
Arah 2, Arah 3, Arah 6, Arah 8y Ara h 9, observandose un porcentaje de pacientes
positivos de 36,6%, 66,6%, 16,6%, 63,3%, 0% y 36,6% respectivamente.

Ara h 2 estd catalogado como el alérgeno con mas precision diagnéstica en
comparacién con otros componentes del cacahuete [Klemans, et al., 2015] y esto se
correlaciona con el porcentaje de pacientes que presentd una IgE especifica positiva

para el mismo (66,6%).
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Sobre el Ara h 6, el segundo componente mas prevalente en los pacientes (63,3%),
hay muy pocos estudios en la literatura. Sin embargo, comparte un 60% de
homologia con Ara h 2, siendo ambas proteinas comparables en tamafio molecular,

secuencia de aminodcidos y estructura [Chen, et al., 2013].

En el estudio de Kukkonen y colaboradores [Kukkonen, et al., 2015], establecen que
una combinacion de Ara h 2 y Ara h 6 es capaz de diagnosticar el 100% de las
reacciones moderadas-graves de los pacientes incluidos en su estudio. Van der Valk
y colaboradores [van der Valk, et al., 2016], establecen Ara h 6 como marcador de
gravedad de los sintomas y un alérgeno a tener en cuenta cuando Arah 1, 2,3y 9
son negativos y el grupo de Klemans otorga al Ara h 6 la misma importancia que al
Ara h 2 [Klemans, et al., 2014].

Conrespecto al alérgeno Ara h 9, se encontré que un 36,6% de los pacientes estaban
sensibilizados a este componente. Como miembro de la familia de las LTP, ha sido
descrito por tener una gran importancia en regiones mediterraneas, debido a su
reactividad cruzada con la LTP de frutas y verduras (Pru p 3 de melocotén, Pru av 3
de cereza, Mal d 3 de manzanay Cor a 8 de avellana) que tienen una alta prevalencia

en dichas regiones [Enrique, et al., 2006; Krause, et al., 2009; Lauer, et al., 2009].

El alérgeno Ara h 8 es importante en paises del centro de Europa, donde la
prevalencia al alérgeno mayor del abedul, Bet v 1 (homodlogo de Ara h 8) es muy
elevada [Mittag, et al., 2004; Asarnoj, et al., 2012]. La ausencia de sensibilizacién
observada frente a Ara h 8, probablemente fue debida a que este alérgeno no es

importante en paises del sur de Europa.

Es importante destacar el papel de los patrones de sensibilizacion alergénicos en
el prondstico de la enfermedad alérgica, en lugar de tener en cuenta Unicamente
la positividad de IgE frente a los distintos componentes. En el caso particular del
cacahuete, por ejemplo, la co-sensibilizacion a Ara h 2 y Ara h 6 se considera

potencialmente mas grave que la misma a Ara h 6 y Ara h 9 [Tontini, et al., 2017].

En relacion a la distribucién que presenta la sensibilizacion frente a los diferentes
componentes teniendo en cuenta la edad de los pacientes, no se encontr6 el
mismo patrén que el descrito por Valcour [Valcour, etal., 2017] para EE. UU.,
probablemente debido al origen de la poblacién (Espafia vs. EE. UU.), al rango de
edad que presentaron los pacientes (0-19 afios vs. 0->50 afios) y, en este caso, a
las diferencias en cuanto a los niveles de IgE total entre los diferentes grupos que

se establecieron.
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En este momento, existen 8 proteinas contenidas en los cuerpos lipidicos registradas
como alérgenos en la WHO/IUIS, tal y como se menciona en la Tabla 15, pertenecientes
a la avellana, al cacahuete (Ar h 10, Ara h 11, Ara h 14 y Ara h 15) y al sésamo. Sin
embargo, si la busqueda se hace extensiva a otras bases de datos de proteinas con
criterios de inclusibn menos estrictos, y sin ser proteinas necesariamente alergénicas,
como puede ser la base de Uniprot (http://www.uniprot.org), con el término “oleosin” se
pueden encontrar en su parte Swiss-Prot (proteinas revisadas) 33 proteinas, y 1.227 en

la parte TrEMBL (no revisada, analizada por métodos computacionales).

Esto hace alun mayor la necesidad de investigar este tipo de proteinas que,
alergénicamente todavia no estan descritas en su mayoria y que, cada vez
mas, marcan un diagnostico diferencial en los pacientes alérgicos a ciertos
alimentos [Barbarroja-Escudero, et al., 2015, 2018; Gonzalez Dominguez, et al., 2016;
In&cio, et al., 2018].

El grupo de pacientes seleccionados fue de edad pediatrica debido a que éstos
presentan mas sensibilizacion a las oleosinas que los adultos [Datema, et al., 2015].
Estos, reconocieron mediante Western blot una serie de proteinas de entre 13y 20 kDa,
tal y como muestra la Figura 52, que pueden ser compatibles con las ya descritas
(Arah 10-16 kDa, Arah 11 — 14 kDa, Arah 14— 17,5 kDay Ara h 15— 17 kDa), y otras

proteinas de mayor peso molecular que no estarian descritas hasta el momento.

En el estudio de Schwager y colaboradores [Schwager, et al., 2017] se realiza un
Western blot con 35 pacientes en el que reconocen Ara h 10, Ara h 11, Arah 14 y
Ara h 15 y una banda de peso molecular de 26-30 kDa aproximadamente que
denominan como “dimeros de oleosinas”. Los resultados obtenidos por Pons y
colaboradores (pioneros en el uso de oleosinas purificadas para realizar experimentos
de Western blot) revelaron resultados similares observando que las oleosinas tendian a

formar dimeros y oligbmeros IgE reactivos [Pons, et al., 1998, 2005].

Las oleosinas de diferentes fuentes alergénicas, incluidos los cacahuetes, se han
asociado con reacciones adversas graves [Leduc, et al., 2006; Zuidmeer-Jongejan,
et al., 2014; Datema, et al., 2015; Jappe y Schwager, 2017; Schwager, et al., 2017]. En
este sentido, se observé que los pacientes que presentaron reacciones mas graves
tenian mas IgE especifica y mayor liberacion de histamina para la fraccion liposoluble,
aunque la diferencia con la fraccion hidrosoluble no fue estadisticamente significativa
(Figura 50 y Figura 56).
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Asi mismo, no se observd ningun patrén caracteristico en la fraccién hidrosoluble ni
liposoluble a nivel cualitativo en el Western blot que nos permitiera discriminar la
gravedad de la reaccion (Figuras 51 y 52). Unicamente se revel6 una mayor intensidad
de fijacion de la IgE probablemente debida a la mayor titulacion de los sueros de estos

pacientes que presentaron reacciones mas graves.

Al hablar de gravedad en un contexto general, sin diferenciar por fracciones, se
observé que los pacientes que presentaron reacciones mas intensas mostraban

niveles de IgE especifica mas elevados.

En cuanto a la técnica de liberacién de histamina, se realizé una curva de receptor-
operador (ROC) para cada una de las fracciones utilizadas, eligiéndose como punto
de corte 13,5 ng/mL de histamina liberada para la fraccién hidrosoluble y 16,5 ng/mL
de histamina liberada para la fraccion liposoluble. Dicha liberacion, fue ligeramente
superior para la fraccion hidrosoluble con respecto de la liposoluble, pero sin

diferencias estadisticas significativas.

En cuanto a la gravedad, se observé que, en ambas fracciones, la liberacion de
histamina fue mucho mayor en los pacientes con reacciones 4-5, con respecto de los
que habian presentado reacciones 1y 2-3, ambas estadisticamente significativas. A
nivel de fracciones individuales, la liposoluble presenté una liberacién ligeramente

superior a la hidrosoluble en los pacientes con reacciones mas graves.

No existe un parametro establecido para evaluar la validez aceptable de un método
diagnéstico en todas las situaciones. La validez de un test depende de la patologia

estudiada y de las condiciones reales en el medio en el que se esté produciendo.

En general, las pruebas para confirmar un diagnéstico deben ser de alta
especificidad, para evitar falsos positivos [King, et al., 2009]. Con esta premisa, se
establecieron como puntos de corte aquellos con lo que se obtuvo al menos un

90% de especificidad.

Para la fraccién hidrosoluble se alcanz6 un 95,83% de sensibilidad y un 93,75%
de especificidad, sin embargo, para la fraccién liposoluble, alcanzando un 93,75% de

especificidad so6lo se llegé al 70,83% de sensibilidad.

Cabe destacar el 100% de especificidad alcanzado por la prueba cutanea de la
fraccion liposoluble, ya que es la Unica prueba de todas las testadas que llega a este

nivel, siendo capaz de discriminar a todos los individuos sanos de los enfermos.
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Los datos de validez y seguridad que muestran las Tablas 38, 39 y 40, ponen de
manifiesto que se obtendria un diagndstico mas preciso con extractos completos que
no estuvieran desengrasados, ya que es la suma de las dos fracciones la que aumenta
el indice de validez de las tres pruebas diagndsticas testadas (prueba cutanea, IgE

especifica e histamina liberada).

De acuerdo con los resultados obtenidos, pruebas cutdneas muy positivas, niveles
de IgE especifica y de liberacion de histamina muy elevados frente a ambas
fracciones del cacahuete, son predictivos de reacciones graves. Por esta razon, el
uso combinado de las dos fracciones reduciria las tasas de provocacion oral

controlada, disminuyendo el riesgo que esta prueba conlleva para los pacientes.

Un diagnoéstico preciso es vital, no solamente para asegurar que los pacientes
alérgicos con manifestaciones clinicas eviten totalmente la exposicion a cacahuete,
sino también, para no sobre-diagnosticar y producir una alerta y evitacion

innecesaria del consumo de cacahuetes por parte de la poblacion.

En el futuro, seria necesario ampliar la muestra de pacientes seleccionados a nivel
pediatrico y realizar un estudio de las mismas caracteristicas con poblacion adulta,
para dar robustez y consistencia a los datos obtenidos y demostrar la importancia
clinica de las oleosinas en la poblacién general (adultos y nifios).
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El aislamiento y la purificacion de las proteinas contenidas en los cuerpos
lipidicos de los diferentes tipos de cacahuete analizados, se consiguié mediante
la utilizacion de un protocolo adaptado al caracter hidrofébico que presentan

estas proteinas.

La estabilizacién de la fraccion lipidica de los cacahuetes, permitié estudiar
las caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas contenidas en dicha
fraccion, estableciendo asi su importancia en la respuesta alérgica en una

poblacién sensibilizada.

Las dos fracciones de proteinas obtenidas del cacahuete tostado seleccionado
se caracterizaron antigénica y alergenicamente mediante, el uso de técnicas
electroforéticas cualitativas como SDS-PAGE y Western blot y, de
técnicas semicuantitativas como el ELISA, mostrando perfiles y caracteristicas
diferentes en cada fraccion.

Las proteinas aisladas de la fraccién liposoluble se estabilizaron y formularon
para la realizacion de pruebas cutaneas, diagnosticando a 8 pacientes que
presentaron prueba negativa frente a la fraccién hidrosoluble y, siendo la Unica

prueba diagndstica que alcanz6 un 100% de especificidad.

En los pacientes seleccionados, se determinaron, por un lado, los niveles de IgE
especifica frente a las fracciones hidro y liposoluble de los cacahuetes y, por otro
lado, la liberacion de histamina frente a dichas fracciones. En ambos casos, los

niveles fueron ligeramente superiores para la fraccién hidrosoluble.

Los pacientes que presentaron reacciones mas graves tuvieron, una tasa de IgE
especifica mas alta y una mayor liberacion de histamina para la fracciéon
liposoluble, aunque, la diferencia con la fraccion hidrosoluble no fue

estadisticamente significativa.

El indice de validez de todas las pruebas diagnosticas testadas (prueba cutanea,
IgE especifica e histamina liberada) aumenté cuando se tuvieron en cuenta las

dos fracciones del cacahuete.
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