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0. INTRODUCCION

I- Alergia

I-1 Introduccion histérica

El término alergia, introducido por von Pirquet (von Pirquet, 1963) se refiere a
todas las formas de reactividad diferente ante una estimulacién antigénica, sin importar
si esta resulta en una respuesta protectora o en una reaccién adversa ante un antigeno.
Sin embargo la definicién mas general de alergia es la de reactividad alterada del sistema
inmune ante un estimulo antigénico.

John Bostock, en 1828 describié los sintomas de fiebre de heno en él y otras 27
personas de Londres. Mas tarde, en 1862, Philip Phoebus, realizé una descripcién
basada en 300 pacientes, sobre factores geogréficos, hereditarios y sociales. En 1873,
Charles Blackley, dio evidencia del polen como agente causal de la enfermedad. Y
ademas, realizé6 la primer asociacién con el estilo de vida: “con el avance de la
educacién y civilizacién, se producira un aumento de la enfermedad”.

La presencia de un anticuerpo presente en el suero que producia reaccién
alérgica fue demostrada por primera vez por Prausnitz. Este se sensibilizé6 pasivamente
inyectdndose en la piel suero de su paciente Kustner, que era alérgico al pescado.
Posteriormente, desafi6é a esa porcién de piel con el alergeno, y le aparecié una reaccién
de habén y eritema (Prausnitz, 1921). Esta reaccién se denominé de “Prausnitz-
Kustner”. Ese anticuerpo se llamé "reagina", pero no podia ser clasificado dentro de las
clases de anticuerpos conocidos hasta el momento.

Cuarenta anos mas tarde, dos grupos de investigacién separados encuentran una
nueva clase de inmunoglobulina: la inmunoglobulina E (IgE).

El grupo de Johansson (Johansson, 1967) detecté un paciente con un mieloma,
cuya inmunoglobulina no tenia los determinantes antigénicos de las inmunoglobulinas
conocidas hasta el momento (IgG, IgM, IgA ni IgD) y la llamaron proteina ND. Esta
proteina seria una nueva subclase o un nuevo isotipo de inmunoglobulina.

El grupo de Ishizaka e Ishizaka (Ishizaka, 1968) analizan sueros de pacientes
atépicos y aislaron la fracciéon con actividad reaginica. Esa inmunoglobulina tampoco es

detectada por antisueros contra los otros 4 isotipos (1gG, IgM, IgA ni IgD), y la llamaron
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IgE. Su concentracién en sueros de pacientes normales estd en el orden de 0,1 a 0,7
ug/ml, y su nivel estd aumentado en atépicos.

Estos dos grupos compararon sus inmunoglobulinas, y llegaron a la conclusién
que se trataba de la misma, y que era un nuevo isotipo, el que se denominé
definitivamente IgE.

A partir de ese momento en que se aislé y purific6 la IgE, se produjeron
anticuerpos especificos para la cadena pesada &. Esto permitié el surgimiento y
desarrollo de métodos inmunoquimicos de cuantificaciéon por radioinmunoensayo de IgE
total e IgE especifica en discos de papel de celulosa, desarrollados por Ceska (Ceska,
1981).

Uno de los alergenos predominantes en distintas regiones del mundo es el polvo
doméstico. En 1964, Voorhorst (Voorhorst, 1964) descubre que el &caro

Dermatophagoides pteronyssinus es el alergeno del polvo.

1-2 Definicién y mecanismos de las reacciones alérgicas

En ciertos individuos se generan respuestas inmunes adaptativas contra antigenos
inocuos que pueden ocasionar patologias graves. Si ese antigeno es una proteina
extrana inocua del medio ambiente, la respuesta se llama alergia o hipersensibilidad y a
dicha proteina se la denomina alergeno; si es un antigeno de un tejido propio, se
denomina autoinmunidad; la respuesta contra érganos trasplantados se llama rechazo de
trasplante.

Las reacciones alérgicas pueden ser producidas por cualquiera de las 4 reacciones
de hipersensibilidad (tipos I a IV), definidas por Coombs y Gell (Coombs, 1975), que son
reacciones que pueden ser deletéreas para los tejidos o causar dano al organismo. No
obstante, a veces, se producen combinaciones de respuestas y miltiples mecanismos

efectores. La clasificacién es la siguiente:

Reaccién de hipersensibilidad de tipo |

También se la llama reaccién de hipersensibilidad inmediata. El alergeno (una

particula soluble) reacciona con células de un tejido, principalmente mastocitos. Estas
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células han sido sensibilizadas pasivamente con anticuerpos especificos, de isotipo IgE,
que fueron generados en un contacto anterior con el alergeno, resultando en la
liberacién de mediadores que producen inflamacién. En este caso particular, la alergia se
denomina alergia atépica o atopia. Los sintomas se desarrollan en sequndos o minutos,

e incluyen anafilaxis, angioedema, urticaria, asma, eccema atdpico, rinitis alérgica.

Reaccidén de hipersensibilidad tipo Il

Las reacciones tipo II son producidas por anticuerpos, IgG o IgM, que se unen a
antigenos en células o a matrices extracelulares. Causan enfermedades que afectan
especificamente a las células o tejidos en los que estdn presentes esos antigenos, y a
menudo no son sistémicas. En la mayoria de los casos, estos anticuerpos son
autoanticuerpos o en ocasiones pueden ser anticuerpos contra antigenos extranos que
presentan inmunoreactividad cruzada con un componente de los tejidos propios.

Se dividen a su vez en dos subclases, a y b. Las primeras son reacciones
citotéxicas, en la cual el anticuerpo reacciona con una superficie celular o con un
antigeno o hapteno asociado a la superficie de una célula propia. Los mecanismos
mediante los cuales causan enfermedad pueden ser opsonizacién y fagocitosis de las
células o inflamacién y lesién tisular mediada por el complemento y por fagocitos que
presentan el receptor FcyR. Ejemplos de este tipo de reacciones son las transfusiones de
sangre incompatibles, anemia hemolitica autoinmune, purpura trombocitopénica
autoinmune.

En las reacciones tipo b el anticuerpo se une a un receptor de una superficie
celular, e interfiere en su funcién celular normal. La patologia depende de las
caracteristicas de la unién del anticuerpo al receptor, la cual puede producir aumento o
disminucién de funcién de dicho receptor. Un ejemplo lo constituye la Miastenia gravis,

en la cual el anticuerpo especifico es un antagonista del receptor de acetilcolina.
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Reaccién de hipersensibilidad tipo 11

Las tipo Ill son las reacciones debidas a la formacién de inmunocomplejos, donde
el anticuerpo IgG o IgM se une a un antigeno soluble. Este antigeno puede ser un
autoantigeno o un antigeno extrano. Las caracteristicas anatomopatolégicas de las
enfermedades por inmunocomplejos reflejan el o los sitios de depésito de los complejos
antigeno-anticuerpo, y no estdn determinadas por la fuente del antigeno. Por
consiguiente, tienden a ser enfermedades sistémicas, con una especificidad escasa o nula
por un antigeno particular localizado en un tejido u érgano determinado.

Estos complejos causan enfermedad cuando se producen en cantidades
excesivas, no se eliminan de forma eficiente o se depositan sobre ciertos tejidos. El grado
de depésito de inmunocomplejos en los tejidos estd determinado por las caracteristicas
de los vasos sanguineos y por la naturaleza de los complejos. Los capilares de los
glomérulos renales y la membrana sinovial son vasos en los que el plasma se somete a
una ultrafiltracién (formando la orina y el liquido sinovial, respectivamente), y estas
localizaciones son dos de los lugares mas habituales de depésito de complejos inmunes,
siendo las manifestaciones clinicas wvasculitis, nefritis y artritis. Las propiedades
fisicoquimicas de los antigenos y los anticuerpos, como la carga, la valencia y el isotipo
de inmunoglobulina pueden influir en la formacién y el depésito.

El depésito de los complejos en las paredes vasculares provoca la activacién del
complemento. Esto produce el reclutamiento y activacién de las células inflamatorias,
principalmente neutréfilos para que secreten citoquinas y mediadores vasoactivos que
provocan un aumento de la adhesién de los leucocitos al endotelio, un aumento de la
permeabilidad vascular y un mayor depdsito de complejos en las paredes vasculares

agrandando los espacios interendoteliales. Ej. enfermedad del suero, reaccién de Arthus.

Reaccién de hipersensibilidad tipo IV

Las reacciones de tipo IV son las reacciones mediadas por células T, que pueden
ser CD4 Thl o CDB8. Las reacciones producidas por linfocitos T CD4 producen una
inflamacién crénica, que aparece lentamente, en horas o dias, y persiste durante largos

periodos. Estas células secretan citoquinas que activan a los macréfagos. La lesion tisular
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se debe a los productos de los macréfagos activados como enzimas hidroliticas,
intermediarios reactivos de oxigeno, éxido nitrico y citoquinas proinflamatorias. Las
células del endotelio vascular en las lesiones pueden expresar un nivel aumentado de
moléculas de adhesiéon y de clase 11 del MHC. A menudo producen fibrosis a
consecuencia de la secrecién de citoquinas y factores de crecimiento por los macréfagos.
Ej. diabetes mellitus insulinodependiente, artritis reumatoide.

En las reacciones mediadas por CD8, estas células lisan directamente a las células
que son portadoras de antigenos asociados a moléculas de clase 1 del complejo mayor
de histocompatibilidad. Las células CD8 principalmente eliminan células infectadas por
virus, aunque dicho virus carezca de efectos citopaticos y producen lesién tisular aunque

la infeccién no sea danina para el huésped.

Las reacciones alérgicas ocumren cuando un organismo ya sensibilizado es
reexpuesto al mismo alergeno. La sensibilizacién implica la entrada del mismo a través
de alguna de las mucosas (vias aéreas, tracto gastrointestinal o piel) y posterior
generacién de una respuesta inmune alterada contra ese alergeno particular. Luego de la
sensibilizacién, las sucesivas exposiciones de alguna de las mucosas al mismo alergeno,

desencadenara una reaccién alérgica.

I1I- Alergia atopica

II-1 Introduccién

La alergia atépica o reaccién de hipersensibilidad de tipo [ es mediada por la
inmunoglobulina E (IgE). La principal via de ingreso de los alergenos al organismo se
produce a través de las mucosas, en especial las mucosas gastrointestinal y respiratoria.
Estas mucosas estan provistas de un sistema especializado de células, el sistema inmune
de mucosas, que se encarga de montar la respuesta inmune localizada frente a la entrada
de una sustancia extrana. Ante la primer entrada del alergeno, éste es captado por
células dendriticas de la mucosa y es llevado a los ganglios linfaticos, donde se
desarrollard una respuesta inmune. Mediante la colaboracién de células presentadoras

de antigenos, linfocitos T y linfocitos B, se produce una respuesta alterada que
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desencadena la sintesis y secrecién de IgE por parte de los linfocitos B. La IgE secretada
pasa a circulacién y se une a receptores especificos presentes en la membrana de distinto
tipo de células (baséfilos, mastocitos, eosinéfilos activados) donde cumplird su rol
efector. Este proceso se denomina sensibilizacién (Figura A). Ante la subsiguiente
entrada del alergeno, este se unira a la IgE presente en la superficie de dichas células, las
cuales se activaran y desencadenaran la respuesta efectora.

En la figura A se muestra un esquema general de los eventos que conducen a la
aparicién de una reaccién alérgica. En adelante, se describe cada uno de los pasos

implicados.

11-2 Sistema inmune: Th1-Th2

Los linfocitos T CD8" virgenes, al dejar el timo, estdn predestinados a convertirse
en células citotéxicas. En cambio, los linfocitos T CD4" pueden diferenciarse en 2
subtipos: Thl 6 Th2, los cuales difieren en las citoquinas que producen. La
diferenciacién entre esos 2 destinos se produce en el primer encuentro del linfocito T
CD4 virgen con su antigeno especifico, siendo muy importantes las citoquinas que son
producidas por las células de la respuesta innata y las interacciones con las células
presentadoras de antigenos. La produccién de Thl lleva principalmente a una
inmunidad mediada por células fagociticas, mientras que la de Th2, a inmunidad
humoral. Los Th1 estan especializados para activar macréfagos, y producen IL-2 e IFN-y.
La funcién principal de los Th2 consiste en activar células B, y secretar interleuquinas,
como IL-4. Esta citoquina junto a la IL-13 media el cambio de isotipo de
inmunoglobulina a IgE.

Hay 2 componentes principales del sistema inmune que llevan a la produccién de
IgE. El primero favorece la diferenciacién de linfocitos T CD4* virgenes (o ThO) a Th2.
La exposicién a IL-4 favorece la diferenciacién a Th2. Ese Th2 va a producir y secretar
un grupo especifico de citoquinas: IL-3, 4, 5, 6, 9, 10 y 13. El sequndo componente
involucra la accién de citoquinas y senales coestimulatorias provenientes de linfocitos

Th2 que estimulan a los linfocitos B al cambio de isotipo a IgE (ver mas adelante).
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Figura A: Esquema de los eventos que conducen a |a aparicion de una reaccion alérgica
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No se conoce atin la procedencia de la IL-4 temprana necesaria para dicha
diferenciacién a Th2. En ratones se observé que las células dendriticas activan, via CD1,
un grupo especializado de linfocitos T CD4*, las células NK*'*' que producen IL-4 en
forma temprana y abundante (Figura B) (Chen, 1997). No se sabe si esta via es también
importante en humanos. Otra fuente potencial serian mastocitos, baséfilos y/o eosinéfilos

(Paul, 1993).

p

IL-4

Figura B: Produccién de IgE mediada por linfocitos Th2, que se desarrollaron en presencia
de IL-4 proveniente de células DC4 NK1.1". A: Secrecién de IL-4 por células CD4 NK''* que
interactGa con una célula presentadora que expresa CD1. B: Los linfocitos T virgenes se
diferencian a Th2. C: interaccién entre el linfocito Th2 y un linfocito B. (De:
“Immunobiology. The immune system in health and disease.”, Janeway, Travers, Walport,
Sclomchik, 2001).

Las enfermedades atépicas estan caracterizadas por un desbalance entre las
citoquinas Thl (IFN-y, entre otras) y Th2 (principalmente IL-4, 5, 13) (Romagnani,
1997), de modo que se producen cantidades anormalmente mayores de citoquinas tipo
II respecto a las tipo I (Bacharier, 1998). Este desbalance puede llevar a la produccién
elevada de IgE.

Una capacidad disminuida de los linfocitos de sangre de cordén para producir
IFN-y se correlaciona con tendencia aumentada a atopia (Tang, 1994).

La prostaglandina E, (PGE,) afecta el balance de citoquinas tipo I/II, suprimiendo
la secreciéon de IFN-y (Demeure 1997). La sintesis y liberacién de PGE, depende, en

parte, de factores ambientales tales como la dieta y agentes infecciosos.

11
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11-3 IgE

I1-3.a Caracteristicas estructurales

La molécula de la IgE, al igual que los demas isotipos consiste de dos cadenas
pesadas idénticas y dos cadenas livianas idénticas. A diferencia de las cadenas y (IgG)
que poseen tres dominios en su regién constante, la cadena ¢ (IgE), al igual que la p
presenta cuatro dominios constantes. Ese dominio de mas, el Ce2 reemplaza a la regién
bisagra, la cual estd ausente. Sin embargo esto no indica que no tenga flexibilidad, sino
que podria estar indicando un grado evolutivo inferior. Los dominios Ce2 de ambas
cadenas pesadas estdn unidos por un puente disulfuro. La estructura es curvada y
asimétrica en la regién de los dominios Ce2 y Ce3 (Wan, 2002). La IgE tiene un
porcentaje de hidratos de carbono (13%) similar a la IgM (10%) v mayor al del resto de
los isotipos (3-9%). No atraviesa la placenta ya que este tejido no posse los receptores
para Cg, ni tiene la capacidad de fijar complemento ya que no es reconocida por Clqg. A
diferencia del resto de los isotipos, la IgE se une a sus receptores para la porcién Fc en

ausencia de antigeno.

1I-3.b Cambio de isotipo a IgE

La induccién de la sintesis de IgE requiere la unién del alergeno a la
inmunoglobulina de superficie de membrana (IgM) de células B especificas de ese
alergeno. Luego, el complejo inmunoglobulina-alergeno se internaliza, se procesa y se
presenta en superficie a través de las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase II (MHC II). El complejo MHC lI-péptido es reconocido por
el receptor de linfocitos T (TCR) del Th2. Este Th2 le va a proveer 2 senales al linfocito B
para inducir la sintesis de IgE. Una de ellas es principalmente dependiente de las
citoquinas IL-4 e IL-13. Esto resulta en la activacién de la transcripcién en una regién
especifica del locus de cadena pesada de inmunoglobulinas. La otra sefial involucra la
unién entre CD40 del linfocito B y el ligando de CD40 (CD40L) del linfocito Th2; la cual

activa la maquinaria de recombinacién de DNA.

12
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La unién del MHC-II de la célula B con el TCR produce en el linfocito T la
expresion del CD40L, que se une al CD40 en el linfocito B, el que es expresado en
forma constitutiva. Esto produce en la célula B la expresién de B7.2 (CD 86), el cual se
une a CD28, induciendo la secrecién de IL-4. Ademas existen estudios que indican que
los mastocitos activados podrian inducir la sintesis local de IgE en las células B
(Pawankar, 1997).

La unién de IL-4 e IL-13 a sus receptores en las células B lleva a la activacién de
STAT-6 (factor de transcripcién) (Kaplan, 1996) e induce la transcripcién de la forma de
linea germinal de cadena pesada ¢ (Del Prete, 1988). Alli va a actuar la maquinaria de
recombinacién, que produce la unién entre la zona upstream al Ce y downstream los

exones VDJ, dando un gen intacto para cadena pesada ¢ (Lorenz, 1995).

[I-3.c Localizacion de IgE

La IgE en plasma se presenta como monémero y su concentracién es muy baja
(comparada con los otros isotipos). Los valores de IgE total son menores de 500 ng/ml
en personas no atépicas. Las concentraciones en personas parasitadas o atépicas puede
ser 100-1000 veces mayores (Merrett, 1997). La IgE se encuentra principalmente en los
tejidos, unida a la membrana de células, tales como mastocitos, a través de receptores
para la porcién Fc de IgE. En circulacién tiene una vida media corta (2,5 dias), sin

embargo en los tejidos es del orden de semanas.

11-4 Receptores de superficie para IgE

Hay 2 tipos de receptor de IgE (Figura C)

FceRI o Receptor de alta afinidad

Se une a IgE monomérica, a través del dominio Ce3 (Nissim, 1992) con una
afinidad (Ka) de 10° (McDonell, 2001) a 10'° M! (Ishizaka, 1986) y una constante de
disociacién de 10° M! (Kulczycki, 1974) . Estad formado por 4 cadenas polipeptidicas,
ofy,. La cadena o tiene una porcién extracelular, con dos dominios tipo

inmunoglobulina, que forman el sitio de unién para la IgE. La cadena  atraviesa 4 veces
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la membrana plasmatica, vy los extremos amino y carboxilo terminal estdn expuestos
hacia el citoplasma. Tiene en su porcién citoplasmatica un motivo de activacién del
inmunorreceptor via tirosina (ITAM). Participa de la senalizacién e incrementa la
estabilidad del receptor. Las dos cadenas y, unidas por un puente disulfuro, son las
responsables del transporte del receptor desde el aparato de Golgi a la membrana y
participan en la transduccién de senales, para lo cual tienen cada una un motivo ITAM.
Esté presente en la membrana de mastocitos, baséfilos y eosinéfilos activados (Ishizaka,
1970). La expresién en superficie esta regulada positivamente por la concentracién de
IgE (Yamaguchi, 1999), lo cual proporciona un mecanismo para la amplificacién de las
funciones efectoras mediadas por la IgE, o en otras palabras les permite a las células
responder en mayor medida ante menores cantidades de alergeno. Su funcién principal
es participar en la activacién de las células que poseen este receptor. La activacién
ocurre cuando un alergeno se une a varias (por lo menos 2) moléculas de IgE unidas al
receptor en la membrana plasmatica, produciendo el entrecruzamiento de estos
receptores. Asi, se inicia la cascada de transduccién de senales (Metzger, 1992). Con el
puenteo de unos 100 pares de moléculas es suficiente para iniciar la degranulacién de
los mastocitos (Dembo, 1979).

Se ha encontrado la expresién de este receptor de alta afinidad en otros tipos
celulares, por ejemplo en neutréfilos de personas asméticas, a través del cual se inducia
la liberacién de IL-8 (Gounni, 2001).

Recientemente se observé en monocitos, células de Langerhans y células
dendriticas la expresién de una forma trimérica (ay,) del receptor de alta afinidad, que

participaria en la modulacién de la diferenciacién de estos tipos celulares (Novak, 2001).

FceRIl o CD23 o Receptor de baja afinidad

Tiene una Ka= 10°-10® M (Kulczycki, 1974). Es una glicoproteina de 45 kDa,
que es miembro de la familia de las lectinas. Hay 2 formas de CD23: a y b (Yokota,
1988). La forma a se encuentra en linfocitos B poco diferenciados, mientras que la forma
b se encuentra en linfocitos B, linfocitos T activados, monocitos, eosindfilos, plaquetas,
células dendriticas foliculares, algunas células timicas epiteliales (Delespesse, 1992). Las

funciones propuestas de este receptor consisten en mediar la presentacién de antigeno a
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linfocitos T, regulacién de la sintesis de IgE, fagocitosis dependiente de IgE, activacién de

linfocitos B, homing de linfocitos B a centros germinales, adhesién celular (Conrad,
1994).

FceRI FceRIl

Figura C: Estructura de los receptores para Fc de IgE. (Barclay, 1997)

II-5 Células efectoras

Las principales células efectoras en los procesos alérgicos son los mastocitos,
basdfilos y eosindfilos. Ademas en las reacciones tardias y crénicas aparecen en los

infiltrados tisulares linfocitos T, mastocitos, monocitos, macréfagos y neutrdfilos.
I1-5.a Mastocitos y basofilos

Los mastocitos y baséfilos presentan varias similitudes, aunque se diferencian en
ciertos aspectos. Ambos derivan de células hematopoyéticas CD34*. Mientras que los

baséfilos completan su maduracién en médula ésea y luego pasan a circulacién

periférica (Galli, 2000), los mastocitos completan su diferenciacién en tejidos
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vascularizados y no circulan en sangre. Los baséfilos tienen una vida media corta, de
unos dias, mientras que los mastocitos tienen una vida media més larga.
Hay dos subpoblaciones de mastocitos (Kitamura, 1989):

Mastocitos de tejido conectivo: se encuentran en el tejido conectivo subendotelial,

alrededor de los vasos sanguineos pequenos y vénulas poscapilares, vasos linfaticos y
nervios. Tienen una gran cantidad de receptores de IgE y de histamina almacenada en
granulos. La proliferacién a partir de médula ésea no se induce por interleuquinas de
linfocitos T.

Mastocitos de mucosas: se encuentran en mucosas y tejidos epiteliales, especialmente de

los tractos respiratorio y gastrointestinal. Tienen una menor cantidad de receptores para
IgE v menor cantidad de histamina. La proliferacién en médula ésea depende de
interleuquinas secretadas de linfocitos T, como IL-3, IL-5 y GM-CSF.

El mastocito es el tipo celular principal en mediar la reaccién inflamatoria ante la
entrada del alergeno. Tanto el mastocito como el baséfilo expresan el FceRI en forma
constitutiva (Rottem, 1992). La principal forma de activacién ante la entrada del
alergeno ocurre cuando éste se une a las moéleculas de IgE, produciendo el
entrecruzamiento de las moléculas de IgE, e iniciando la cascada de activacién. Durante
la activacién se inician dos procesos diferentes: la liberacién de mediadores preformados

contenidos en granulos y la sintesis y liberacién de nuevas sustancias (Figura D y E).

Liberacién de mediadores preformados

La transduccién de senales se produce a través de la activacién de una tirosina
quinasa que fosforila los motivos ITAM de las cadenas 3 y ydel FceRI, que lleva a la
activacién de la proteina quinasa C. Esta separa los complejos de actina-miosina
situados debajo de la membrana plasmética permitiendo que los granulos entren en

contacto con la misma.
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Membrana plasmatica
del mastocito
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;

Foslorilacion de la
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Mediadores lrpldicos] [Comenido del gmnuinl

Figura D: Transduccidon de seniales en el mastocito. (De: “Inmunologia Celular y Molecular”,
de Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS, 2000)

Syk y Lyn: tirosina quinasas, MAP: proteina quinasa activada por mitégenos, PI-PLCy:
fosfolipasa Cy especifica de fosfatidilinositol, IP;: inositol trifosfato, DAG: giacilglicerol, PIP,:
fosfoinacsitol difosfato, PKC: proteina quinasa C, PLA,: fosfolipasa A,, LTC,: leucotrieno C,,
PGD,: prostaglandina D,, TNF: factor de necrosis tumoral.

Los granulos preformados contienen histamina, heparina, proteoglicanos, y las
enzimas quimasa, triptasa, carboxipeptidasa A y serin-esterasas (Costa, 1996). La
histamina es una amina vasoactiva que produce incremento local en el flujo sanguineo,
mayor permeabilidad vascular y contraccién del musculo liso de bronquios e intestino.
Las funciones in vivo de las enzimas triptasa y quimasa no se conocen, sin embargo

existen varias acciones demostradas in vitro que sugieren que sus efectos biolégicos son

importantes. La triptasa escinde el fibrindgeno y activa la colagenasa, contribuyendo a la
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lesién tisular. La quimasa puede convertir la angiotensina I en II, degradar la membrana
basal epidérmica y estimular la secrecién de mucus. Los proteoglicanos como la
heparina y el condroitinsulfato actian como matrices de almacenamiento de las otras
sustancias y controlan el ritmo de liberacién tras la exocitosis de los granulos. También se
encuentra en los granulos TNF-a preformado que causa activacién endotelial, con
sobreexpresiéon de moléculas de adhesién que genera un infilrado en el foco

inflamatorio constituido por eosinéfilos, mastocitos, neutréfilos, macréfagos y linfocitos.

Liberacién de mediadores sintetizados de novo

Se sintetizan de novo y liberan mediadores lipidicos derivados del &cido
araquidénico, como leucotrienos, prostaglandinas, tromboxanos y factor activador
plaquetario (PAF). Esta sintesis esta controlada por la fosfolipasa A2 que hidroliza los
fosfolipidos de membrana para liberar sustancias que son convertidas por otras enzimas
en los mediadores definitivos. Las enzimas que actian luego son la ciclooxigenasa y la
lipooxigenasa. A partir de la primera se produce prostaglandina D2, que actia como
vasodilatador y broncoconstrictor, induce la quimiotaxis y acumulacién de neutréfilos en
el foco de la inflamacién. Por la via de la lipooxigenasa se producen los leucotrienos,
produciendo broncoconstriccién, aumento de permeabilidad vascular y secrecién de
mucus. El PAF atrae leucocitos, amplifica la produccién de mediadores lipidicos y activa
neutréfilos, eosindfilos y plaquetas. Los mastocitos también liberan una gran cantidad de
citoquinas como IL-1, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 16, TNF-a, TGF-, GM-CSF y quimoquinas;
mientras que los basdfilos liberan un espectro mas limitado que incluye IL-4 y IL-13
(Brunner, 1993). Las interleuquinas amplifican la respuesta Th2, promueven la
produccién y activacién de eosindfilos, favorecen la inflamacién y la produccién de
citoquinas por varios tipos celulares. Las quimoquinas, como el MIP-la, atraen
leucocitos.

Los mastocitos son cruciales para la reaccién inmediata que se produce como
consecuencia de la entrada del alergeno (Williams, 2000). En cambio, la reaccién tardia
y crénica reflejan las acciones de los leucocitos reclutados en el sitio de la inflamacién
(Church, 1994), que aparecen alli gracias a las sustancias liberadas durante la activacién

de los mastocitos (Wershil, 1991).
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Figura E: activacién del mastocito mediante el entrecruzamiento de las moléculas de IgE. A y
B: esquemas. C y D: mastocito antes y después de la activacién, respectivamente, observado
por microscopia 6ptica. E y F: idem C y D, pero con microscopio electrénico. (De:
“Inmunoclogia Celular y Molecular”, de Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS, 2000)

Los mastocitos y basétilos pueden activarse también en forma independiente del
entrecruzamiento de los receptores de IgE, a través de diversas sustancias, como
compuestos polibasicos, péptidos, citoquinas vy anafilotoxinas derivadas del
complemento. Estos modos adicionales de activacién podrian ser importantes en las

reacciones de hipersensibilidad inmediata no mediadas inmunolégicamente.

19



Q. — S S INTRODUCCION

11-5.b Eosinéfilos

Son granulocitos derivados de médula ésea, que se encuentran tanto en
circulacién como en tejidos, predominantemente en tejido conectivo de sistema
respiratorio, gastrointestinal y urogenital. Su caracteristica distintiva es la presencia de
granulos en el citoplasma que contienen proteinas catidnicas. Los eosindfilos pueden
destruir microorganismos via ADCC por medio del FcyR y FceRI. Al igual que los
mastocitos la activacién tiene dos fases: liberaciéon de gréanulos preformados y sintesis de
mediadores lipidicos.

Las proteinas que se encuentran en los grédnulos son la proteina catiénica del
eosindfilo (proteasa y ribonucleasa toxicas para los parasitos), proteina basica de
membrana (dafia membranas), hidrolasa, proteina neurotéxica del eosindfilo (una
neurotoxina), colagenasa del eosinéfilo (remodelacién del tejido conectivo), peroxidasa
del eosindfilo (genera radicales libres de oxigeno, produce halogenacién y liberacién de
histamina por los mastocitos) (Gleich, 1993). Ademas, los eosinéfilos presentan otros
granulos que contienen arilsulfatasa y otras enzimas (Weller, 1994). Todas estas
sustancias tienen actividad citotéxica, de modo de favorecer la eliminacién de parasitos.

Por otro lado, sintetizan moléculas derivadas del acido araquidénico como
prostaglandinas, leucotrienos y citoquinas como GM-CSF, IL-3, IL-5 e IL-8. Los
leucotrienos C4, D4 y E4 causan contraccién del miuisculo liso, aumentan la
permeabilidad vascular y secrecién de mucus. Las citoquinas GM-CSF, IL-3, IL-5
amplifican la produccién y activacién de los eosindfilos, y la IL-8 promueve el influjo de
leucocitos. También se observé que son capaces de actuar como células presentadoras

de antigeno para estimular la funcién de linfocitos T CD4" (Shi, 2000).

I1-5.c Quimoquinas

Las quimoquinas son moléculas de importancia fundamental en el reclutamiento
de leucocitos en los tejidos donde ocurre una inflamacién alérgica, lo cual es
caracteristico de la reaccién tardia. Las células que participan en el proceso inflamatorio

son activadas por citoquinas, interactian con el endotelio vascular y migran a través del
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mismo para alcanzar el sitio inflamatorio. En la figura F se representan los pasos

involucrados en el reclutamiento de células en el sitio de inflamacién.

Rolling

Adhesioén firme

Endotelio activado: expresa
moléculas de adhesion y secreta
quimoquinas, como eotaxinas 1, 2y
3, RANTES.

Gradiente de quimoquinas
(eotaxinas 1, 2y 3, RANTES,
MCP-3, MCP-4) que pemmite

la llegada de leucocitos al sitio de
la inflamacién

Leucocitos que producen
citoquinas proinflamatorias
y quimoquinas

Figura F: esquema de los pasos que median el reclutamiento de células efectoras en el sitio

de inflamacién (Krensky. 1999)

Las quimoquinas pueden clasificarse en 4 grupos, de acuerdo a la disposicién en la
estructura primaria de los dos primeros residuos de cisteina. Las CXC quimoquinas,
cuyos 2 primeros residuos de cisteina estan separados por un tnico aminoéacido, son
quimiotacticas para neutréfilos y no tienen (o es muy débil) el efecto sobre eosinéfilos y
basdfilos. Las C-C quimoquinas, que tienen ambos residuos adyacentes, atraen todos los
leucocitos excepto neutréfilos. Una tercer familia de quimoquinas, las C-quimoquinas,
que no tienen la primera de las cisteinas de la estructura primaria, incluye a la
linfotactina y atrae linfocitos inactivados. El dltimo grupo contiene a la fractalquina, que
se encuentra Gnicamente unida a la superficie celular, y tiene 3 aminoacidos entre los 2
primeros residuos de cisteina (CXXXC). En la tabla [ se muestran quimoquinas y sus

receptores que son importantes en la patogenia de la inflamacién alérgica.
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Tabla 1.- Nomenclatura sistematica y comuin de quimoquinas y sus receptores que

intervienen en la patogenia de la inflamacién alérgica.

Nombre sistematico = Nombre comiin Receptor
CC-quimoquinas
CCL1 1-309 CCRS8
CCL2 MCP-1 CCR2
CCL3 MIP-1at CCR1, CCR5
CCL4 MIP-1p CCR5
CCLS RANTES CCR1, CCR3, CCR5
CCL7 MCP-3 CCR1, CCR2, CCR3
CCL8 MCP-2 CCR2, CCR3
CCL11 Eotaxina 1 CCR3
CCL13 MCP-4 CCR2, CCR3
CClL22 MDC CCR4
CCL24 Eotaxina 2 CCR3
CCL26 Eotaxina 3 CCR3
CXC-quimoquinas
CXCLS Mig CXCR3
CXCL10 IP-10 CXCR3
CXCL12 SDF-1 o CXCR4

La IL-5 producida por linfocitos Th2 (Bagley, 1997) induce la produccién y

liberacién a circulacién de eosinéfilos por la médula 6sea, promueve su maduracién y la

eosinofilia en presencia de un alergeno, pero es débil como factor quimiotactico. Las

quimoquinas, tales como las eotaxinas, son las sustancias que principalmente median la

migracién transendotelial y el reclutamiento en los tejidos de los eosindfilos (Broide,

2001). En la tabla II se muestra las quimoquinas involucradas en el reclutamiento de

células en el foco inflamatorio, y su receptor expresado por dichas células (Siveke, 1998;

Jinquan, 1999; Jinquan, 2000; Nagase, 2000). Dicho reclutamiento ocurre gracias a la

formacién de un gradiente de quimoquinas en el tejido desde el vaso sanguineo hasta el

sitio de inflamacién. Una vez que las células alcanzan la zona de méaxima concentracién,

dejan de moverse para ser activadas por factores locales.
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Tabla I1.- Quimoquinas involucradas en el reclutamiento de células en una respuesta

alérgica®.

Quimoquina Célula Receptor
Eotaxinas, MCP-3, MCP-4, RANTES CCR3
SDF-1 Eosindfilos CXCR3
[P-10, Mig CXCR4
Eotaxinas CCR3
MDC Linfocitos Th2 CCR4
1-309 CCRS8
MCP-1, MCP-3, MCP-4 Basoéfilos CCR2
RANTES, eotaxinas CCR3

I ) ' 1 . - 1-1 1 1 - - P

Ln la iabia se muesitan las quimoyuinas iberadas por ¢l iegjido inflamado, las células que resultan
atraidas, y el receptor expresado en dichas células, por medio de los cuales se unen a las sustancias
quimioatractantes.

Las células epiteliales liberan eotaxina después de la estimulacién con TNF-o
(Lilly, 1997), y los fibroblastos secretan eotaxina y RANTES en respuesta a IL-4 y TNF-
o (Teran, 1999). Ademas, la IL-5, las eotaxinas, y otras citoquinas Th2 (IL-4, IL-13, IL-
9, TNF-a) (Richard, 2000) regulan la produccién local de IL-5 y eotaxina por las células
epiteliales y la expresién de moléculas de adhesion como VCAM-1 y PSGL-1 (P-selectin
glycoprotein ligand 1) (Woltmann, 2000). Las quimoquinas producidas por las células
epiteliales activadas de la zona de la inflamacién y las moléculas de adhesién que
expresan permiten la migracién o extravasacion de las células que las reconocen a través
del endotelio activado.

Los eosindfilos expresan las integrinas a4p1 y a4p7 y PSGL-1 lo cual les permite

el “rolling” y la adhesion firme a los endotelios que expresan P-selectina (Edwards,

2000) y VCAM-1 o MadCAM-1 (Sriramarao, 2000).

11-6 Respuestas efectoras

Existen 3 tipos de respuesta efectora debidas al contacto con el alergeno
(Charlesworth, 1997; Liu, 1991):

-reaccién inmediata: comienza en segundos, y se debe a la activaciéon inmediata de los

mastocitos via el receptor de IgE y otras células efectoras que se encuentran en el sitio de
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entrada del alergeno. Ocurre principalmente a través de la liberacién de histamina, la
cual produce aumento de permeabilidad vascular (por contraer las células endoteliales
de vénulas poscapilares), deposicién de fibrina, aumento del flujo de sangre cuténea,
prurito, contraccién del musculo liso de bronquios e intestino y aumento de la
produccién de mucus (Holgate, 1993). Una reaccién inmediata puede demostrarse
mediante la reaccién de habén y eritema que se produce luego de la inyeccién
intradérmica de un alergeno. El sitio de inyeccién se vuelve rojo y se edematiza por la
dilatacién local de los vasos sanguineos. Los vasos sanguineos del margen del habén se
dilatan y se llenan de eritrocitos formando un borde rojo conocido como eritema. La
reaccién aparece entre 5 a 10 minutos después de la inyeccién del alergeno.

La reaccién inmediata puede bloquearse mediante la inyeccién de adrenalina o

de antihistaminicos.

-reaccién tardia: es causada por la sintesis inducida de sustancias que median el

reclutamiento de linfocitos, neutréfilos y macréfagos, los cuales contribuyen a la
reapariciéon de algunos signos y sintomas luego de horas de la exposicién al alergeno,
tales como broncoconstriccion, aumento de permeabilidad vascular y secrecién de
mucus. Un ejemplo muy frecuente es el asma alérgico, donde més del 50% de pacientes
expresan reacciones tardias. El patrén tipico de reactividad bronquial es el desarrollo de
una respuesta asmatica aguda, a los 10 minutos de la exposicién y que se resuelve a las
1-3 horas. Luego exhiben una segunda fase, la respuesta tardia, de broncoconstriccién
entre las 6-12 horas, que se resuelve a las 24 horas. Los signos (enrojecimiento e
hinchamiento de la piel, broncoconstriccién) y sintomas (estornudos, respiracién sibilante
y tos) caracteristicos de este tipo de respuestas estan asociados al reclutamiento de
leucocitos circulantes en el sitio de las reacciones, dado que los tratamientos con
corticoides que disminuyen dicho reclutamiento consiguen una reduccién de la respuesta
tardia (Peebles, 1997).

La reaccién tardia no se bloquea con antihistaminicos, pero puede ser bloqueada

con corticoides, ya que inhiben la sintesis de prostaglandinas, leucotrienos y citoquinas.

-inflamacién_alérgica crénica: los tejidos afectados por reacciones alérgicas repetidas

exhiben cambios estructurales crénicos y alteracién en las funciones de los érganos, con
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infiltrados de eosindfilos y células Th2. Se cree que estas alteraciones crénicas son

consecuencias mismas de la inflamacién (Hogg, 1997).

I1-7 Tipos de enfermedades atépicas

Las enfermedades atépicas son variadas, y pueden comprometer varios sistemas:
piel, tracto respiratorio, tracto gastrointestinal y hasta reacciones generalizadas o

sistémicas.

Anafilaxis: reaccién inmediata sistémica, que involucra miltiples érganos, y si no se trata
puede producir rapidamente la muerte (Bochner, 1991). Suele implicar la presencia
sistémica del antigeno introducido por inyeccién, picadura de insecto o absorcién a
través de la piel o la mucosa intestinal. El aumento brusco de la permeabilidad vascular y
la disminucién del tono vascular producen un descenso rapido de la presién arterial o
shock, denominado shock anafilactico. Estos efectos se acompanian también de
constriccién de las vias respiratorias, hipersensibilidad del intestino, produccién de moco
en el intestino y arbol respiratorio y urticaria.

El término anafilaxia se utiliza para las reacciones que son mediadas por IgE, sin
embargo pueden haber manifestaciones similares que no son mediadas por IgE,
llamadas reacciones anafilactoideas. Estas otras reacciones pueden ser producidas por
complejos inmunes, activacién del complemento, agentes capaces de activar mastocitos
(como soluciones hiperosmolares o material de contraste radiolégico).

Rinitis alérgica: también se denomina fiebre de heno, en la cual se afecta principalmente

el tracto respiratorio superior. Es la forma maés frecuente de enfermedad alérgica,
afectando al 22% de la poblacién de Estados Unidos. Las manifestaciones son edema de
las mucosas, infiltracién leucocitaria con abundantes eosindéfilos, secrecién de moco,
congestién nasal, tos, estornudos, rinorrea y dificultad para respirar.

Asma: es un sindrome crénico de las vias aéreas que se produce por sucesivas
activaciones de células proinflamatorias, principalmente eosinéfilos y mastocitos. Este
proceso lleva a una obstruccion de las vias aéreas intermitente y reversible,

hiperrespuesta de las vias aéreas reflejada en una broncoconstriccién y sensibilidad -
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aumentada a estimulos no especificos como el aire frio. La gravedad de los episodios
asmaticos depende de la hiperreactividad de cada individuo. Afecta al 5-10 % de la
poblacién, principalmente chicos, aunque en los dltimos 20 anos se ha duplicado su
prevalencia en paises desarrollados

Los procesos asmaticos mediados por IgE son causados generalmente por
aeroalergenos domiciliarios. Pero también pueden ser procesos no atdpicos originados
por infecciones virales (adenovirus, rinovirus, parainfluenza, etc), ejercicio fisico, drogas
anti-inflamatorias no esteroideas, etc.
Urticaria: inflamacién y enrojecimiento localizado v transitorio (habén y eritema) de la
piel producidos por los mastocitos del tejido conectivo que contienen abundante
histamina. Puede ocurrir en respuesta al contacto directo con el alergeno o después de
que un alergeno entre en la circulacién a través del aparato intestinal o por inyeccién.

Conijuntivitis alérgica: es una respuesta inflamatoria en la mucosa ocular.

Alergia alimentaria: se produce por la liberacién de mediadores de los mastocitos de la

mucosa y submucosa intestinales. Las manifestaciones clinicas son aumento del
peristaltismo, incremento de la secrecién de liquido, vémitos y diarrea. Muchas veces se
acompana también de urticaria y angioedema.

Dermatitis atépica: Es una enfermedad inflamatoria crénica de la piel, que involucra la

respuesta de células T contra el alergeno.

I1-8 Respuesta inmune dependiente de IgE: Defensa contra parasitos

Existe bastante evidencia experimental que sugiere que esta forma de respuesta
inmune se desarrollé como defensa del huésped contra parésitos, particularmente
helmintos (Bell, 1996), ya que las infecciones por estos parasitos presentan muchas
caracteristicas comunes a la atopia: se inducen respuestas mediadas por IgE, donde
parte de la IgE es especifica para antigenos derivados de esos parasitos, existen niveles
aumentados de eosindfilos en circulacion, los tejidos en el sitio de la infeccién tienen
infiltrados celulares similares a los de la inflamacién alérgica crénica, hay liberacién de
mediadores por parte de mastocitos y baséfilos (que promueven la expulsién del parasito
o disminuyen su viabilidad o reproduccién) y los eosinéfilos producen varias proteinas

que pueden ser toxicas para los helmintos (Galli, 1999).
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A pesar de todas estas similitudes, aun esta en discusién si la respuesta mediada
por IgE es realmente esencial para la defensa contra estos parasitos. En un estudio se
observé que la duracién de la infeccién con Strongyloides (Nawa, 1985) de ratones
deficientes en mastocitos fue mayor que en los ratones control, sin embargo los primeros
lograron resolver la infeccién. En ratones deficientes en IgE, se observaron leves
anormalidades en la respuesta contra Schistosoma mansoni (King, 1997). Por otro lado,
en ciertas infecciones las respuestas mediadas por IgE contribuyen a la patologia, como
es el caso de la infeccién experimental con Leishmania major, donde se observé que los
mastocitos aumentan y prolongan las lesiones (Wershil, 1994). En resumen, las
respuestas inmunes asociadas a IgE inducidas por parasitos pueden proteger o danar al

huésped, y esto depende del parasito y del huésped, entre otros.

I1-9 Etiologia: factores genéticos y ambientales

Las enfermedades que pueden atribuirse a un tnico gen responsable son
relativamente raras (prevalencias bajas), mientras que las enfermedades mas comunes
(prevalencias mayores al 1%), entre las cuales se encuentran las alergias (con
prevalencias de entre 20 y 40%) (Aberg, 1995), en general son multifactoriales, o sea,
estin controladas por factores genéticos y ambientales. Ademas existen miiltiples
variantes (polimorfismo) de miiltiples genes (poligenia) que controlan la alergia. La
expresién de estos genes varia de acuerdo al entorno ambiental.

Durante las tltimas 3 décadas, se observé un incremento al doble o triple en la
prevalencia de alergias, como asma bronquial, rinitis alérgica y dermatitis atépica
(Working Group Sardinia, 1993). Tanto factores genéticos como ambientales
contribuyen a la iniciacién y mantenimiento de la enfermedad alérgica. Dado que la
proporcién de mutaciones naturales es baja, el cambio en las condiciones ambientales,
de estilo de vida y principalmente el mejor control de enfermedades infecciosas durante
la ninez se cree que son los responsables del aumento de la incidencia de alergia. En la
actualidad, alrededor de un 40% de individuos en paises industrializados muestran una

tendencia a la produccién anormal o aumentada de IgE.
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11-9.a Factores genéticos

Pacientes con una historia familiar de alergia tienen un riesgo 2-3 veces mayor de
ser alérgicos que un paciente sin historia familiar de esta enfermedad (Kjellman, 1977). A
partir de estos estudios en familias atdpicas, surge el primer reporte de marcadores
polimérficos en el DNA asociados con atopia, en el cromosoma 11q (Cookson, 1989). A
partir de ese momento, surgen mas de 22 loci predisponentes a atopia, en distintos
cromosomas, por ejemplo en 5q (Marsh, 1994; Rosenwasser, 1995). Los mas
importantes son:

Cromosoma 11q13: Cookson propuso que el gen candidato en este cromosoma

era el de la subunidad B de FceRI dado que se encontraron ligamientos entre este gen y
varios fenotipos asociados con alergia, como ser asma (Daniels, 1996), IgE total y
especifica (Palmer, 1998), dermatitis atépica (Folster-Holst, 1998).

Cromosoma 5g31-33: es la zona para la cual la evidencia de ligamiento con

atopia es mas fuerte, y ha sido replicado por muchos grupos (Martinez, 1998; Ober,
1998). Esta regién contiene un cluster de genes formado por los de IL-3, 4, 5, 9, 13,
GM-CSF, receptor de glucocorticoides I (GRL1) y receptor (32-adrenérgico. En un
estudio se encontré que la mayor asociacién entre IgE total y dicho cluster correspondia
al gen de IL4 (Marsh, 1994). Hay evidencia de un polimorfismo en el promotor de IL-4
que se asocia en forma débil con IgE especifica para Dermatohagoides pteronyssimus
(Walley, 1996). El receptor B2-adrenérgico es el blanco de accién de los agonistas (32,
que son utilizados para tratar la broncoconstriccién en el asma. Se encontré una
mutacién en este gen que era mas frecuente en asmaticos esteroide-dependientes (Turki,
1995). En pacientes homocigotas, esta mutacién producia una mayor desregulacién del
receptor mediada por los agonistas 32 (Green, 1994).

Cromosoma 12q: la regién de interés es 12q15-24.1 (Barnes, 1999). En esta zona

se encuentra, entre otros, el gen de IFN-y, cuyos efectos se contraponen a los de IL4.
Cromosoma 6p21: los primeros estudios estuvieron dirigidos a asociacién con

HLA-DP, DQ y DR (Young, 1994a; Hizawa, 1998), los cuales estan relacionados con

respuestas a alergenos especificos, haciendo que ciertos complejos péptido-MHC

favorezcan respuestas Th2.
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Cromosoma 16: En este cromosoma se encuentra el gen que codifica para el
receptor de IL-4. Se ha informado una asociacién entre atopia y una mutacién en la cola
citoplasmatica de la cadena o de dicho receptor, la cual produce una activacién del
mismo (Hershey, 1997) en un grupo pequeno de pacientes. Se ha detectado otra
mutacién, en la parte extracelular de la cadena a del receptor, que también activa al
receptor (Mitsuyasu, 1998). Sin embargo existe otro reporte que descarta a las
mutaciones de este gen como predisponentes a atopia (Haagerup , 2001).

En cuanto a respuestas a antigenos especificos, también se encontré asociacién
con la cadena a (Moffatt, 1994) y B (Noguchi, 1998) del TCR, que se encuentran en los

cromosomas 14ql1 y 7q35, respectivamente.

11-9.b Factores ambientales

Blackley realizé la primer asociacién entre alergia y estilo de vida, dado que noté
que esta enfermedad afectaba a personas de mayor nivel socioeconémico, y predijo que
con el avance de la educacién y civilizacién, se produciria un aumento de Ia
enfermedad. Y eso fue lo que sucedi6, especialmente luego de 1960. Se hace referencia
al incremento de las enfermedades alérgicas debido a la occidentalizacién del estilo de
vida. Estas son mayores en personas de mayor nivel econémico y de Occidente (von
Mutius, 1994; Williams, 1994). Los estudios epidemiolégicos realizados en Suiza,
Austria, Finlandia y Alemania comparando éreas urbanas y rurales, muestran que las
alergias son mas prevalentes en la ciudad (Gassner-Bachmann, 2000; Riedler, 2000;
Bibi, 2002).

Entre los factores ambientales predisponentes a alergia se incluyen cambios en los
niveles de alergenos (debidos al uso de sistemas de calefaccién, alfombras, muebles), en
la polucién ambiental, cambios dietarios y disminucién de infecciones (hipétesis de
higiene).

Se ha propuesto como explicacién al aumento de prevalencia la pérdida de algtin
factor protector en el medio ambiente, como ser varios tipos de bacterias, que pueden
desplazar el balance de citoquinas. De hecho, individuos de zonas rurales expuestos
durante la infancia a un ambiente con alto contenido de bacterias, esporos de hongos u

otro material particulado tienen menor prevalencia de atopia (Kilpelainen, 2000).
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La hipétesis de higiene (Erb, 1999) establece que la reduccién de enfermedades

como resultado de la vacunacién, la prescripcién de antibiéticos junto al desarrollo de
nuevos antibiéticos y la higiene en paises industrializados ha contribuido a la mayor
incidencia de atopia. Estd demostrado que nifios que tienen un gran namero de
hermanos tienen menor tendencia a alergia, dado que estdn expuestos a un mayor
nimero de infecciones (Strachan, 1997). Con respecto a las infecciones virales, que son
marcadores de falta de higiene y las mas frecuentes durante la infancia, en general tienen
efecto protector para el desarrollo de alergia (Shaheen, 1996), salvo algunas excepciones
como la del virus sincicial respiratorio (Sigurs, 1995). Si las infecciones disminuyen el
riesgo de alergia, entonces, el aumento de wvacunaciones produciria el efecto
contrapuesto. Esto fue mostrado en el estudio con las vacunas contra el sarampién,
paperas y rubeola (Alm, 1999), pero con BCG los resultados son contradictorios. El
aumento de la prescripcién de antibiéticos también aumentaria el riesgo de alergia

(Wickens, 1999).

Flora del tracto gastrointestinal

La alteracién de la flora intestinal en los tltimos anos debida al cambio dietario y
al uso de antibiéticos ha producido un cambio en la respuesta inmune. El conjunto de
bacterias que colonizan al neonato puede tener influencia en el posterior desarrollo de
alergia. Una colonizacién tardia por bacterias Gram-negativas lleva a menores niveles de
LPS, produciendo un anormal desarrollo de la tolerancia oral. Hay resultados que

indican que la microflora es diferente entre chicos alérgicos y no-alérgicos (Bjorkstén,

1999).

Polucién ambiental

Es una creencia comin, y remarcada por grupos de preservacién del medio
ambiente, que el incremento de alergia se debe a la mayor polucién del aire por los
automotores e industrias. Pero aun existe una gran controversia en este sentido, debido
en parte al tipo de sustancia contaminante que se considere. En el estudio de alergia en
infancia (ISAAC, 1998), se encontré que la polucién del aire no tiene conexién con el
aumento de prevalencia de alergia. Ademas, paises como Nueva Zelanda, tienen el aire

limpio y la prevalencia de alergia es muy alta. Se demostré que la polucién del aire
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clasica, como por ejemplo SO,, no estaba asociada a atopia, mientras que la polucién
debida a gases de automdviles podria estar relacionada con los aumentos de prevalencia
de alergia (Behrendt, 1995). El incremento de alergias estuvo en paralelo con el
aumento del uso de las naftas. La exposicién a los gases que emanan de automdviles
estimula la formacién de IgE (Peterson, 1996) vy la produccién de citoquinas tipo Il (Diaz-

Sanchez, 1996)

Humo de tabaco

Ninos expuestos al humo de tabaco tienen eosinofilia, y aumento de IL-4 e IgE
(Kabesch, 2000). La exposicién al humo durante el embarazo es un factor de riesgo de
desarrollo de alergia en los chicos (Halken, 1995). Sin embargo, no parece probable que
el humo sea el factor causante del aumento de prevalencia de alergia, dado que la
proporcién de uso de tabaco en diferentes grupos socioeconémicos o regiones

geogréficas no va acompanada de la misma forma en cuanto a la prevalencia de alergia.

Nuevos alergenos

La utilizacién de nuevos compuestos quimicos (nuevos alimentos, nuevos
antibiéticos) podria eventualmente causar aumento de alergia, sin embargo la mayoria
de las alergias son causadas por sustancias naturales conocidas. Sélo en pocos casos se
han observado aumentos de la prevalencia por la introduccién de nuevos alergenos,

como ser el arbol Prosopis juliflora en Kuwait (Ellul-Milcaleff, 1984).

Hormonas y stress

Se ha propuesto que el aumento de stress en la comunidad es factor
predisponente a alergia, y seria mediado por glucocorticoides, que estimulan la
produccién de citoquinas tipo Il (Ramirez, 1996). También las hormonas sexuales, como
estrogenos y progesterona favorecen la inmunidad tipo Th2 (Piccinni, 1995). Pero aun
no existen datos epidemiolégicos que indiquen que uno de estos factores sea

responsable del aumento.
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Consumo de acidos grasos

Existe un cambio en la dieta, hacia un mayor consumo de acidos grasos omega-6
con respecto a omega-3, lo cual aumenta la actividad de PGE,, y éste la inmunidad Th2.
Por ofra parte, la leche materna de madres atépicas tiene omega-6 aumentado (Yu,
1998), ademas de un aumento de citoquinas tipo II (Bottcher, 2000). Esto podria
explicar las discrepancias observadas sobre los efectos protectores de alergia de la leche

materna.

Aspirina

La aspirina se ha dejado de usar en ninos a partir de 1980, y se sugirié6 que
podria ser la causa del aumento de alergia (Varner, 1998). La aspirina disminuye la
produccién de PGE,, sin embargo aun no hay evidencia epidemiolégica suficiente a

favor de esta hipétesis.

II-10 Tratamiento

El tratamiento mas efectivo consiste en eliminar la exposicién al alergeno en
cuestiéon. Sin embargo esto no siempre es posible, por ejemplo cuando el alergeno es un
polen. Para estos casos, se dispone de tratamientos medicamentosos, que corrigen la
reaccion inflamatoria pero no consiguen cambiar el tipo de respuesta inmune que la
genera.

La adrenalina es la primera droga de eleccién ante una reaccién anafilactica, ya
que relaja el musculo liso de los bronquios y contrarresta la alta permeabilidad vascular
(Bai, 1997). También actia inhibiendo la transduccién de senales en los mastocitos.

Los B,-agonistas son utilizados por su efecto broncodilatador, para contrarrestar
un ataque de asma. Eliminan o previenen respuestas inmediatas, pero no tienen efecto
sobre las reacciones tardias.

Otra droga para tratar las alergias son los antihistaminicos (Du Buske, 1996), que

bloquean la unién de la histamina a sus receptores H1 de las células blanco como las
células endoteliales vasculares y células musculares lisas vasculares, gastrointestinales y

respiratorias. Son utilizados para eliminar los sintomas de las reacciones inmediatas.
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El cromoglicato de sodio estabiliza al mastocito, previniendo la liberacién de

mediadores por parte de dichas células. Se utiliza como medicacién preventiva de
ataques de asma cuando es dificil evitar la exposicién al alérgeno. También se utiliza
como tratamiento de conjuntivitis alérgica y rinitis.

Los glucocorticoides inhiben la transcripcién y traduccién de los genes que

median la produccién de citoquinas y mediadores lipidicos en linfocitos T, mastocitos,
eosindfilos, basdfilos, monocitos y macréfagos (Almawi, 1998). Inhiben la migracién de
células inflamatorias desde los vasos sanguineos a los tejidos dado que reducen la
expresiéon de moléculas de adhesién (Mori, 1997) y sus ligandos, corrigiendo las
reacciones tardias y crénicas. Son ttiles en el tratamiento del asma y otras enfermedades
alérgicas asociadas con inflamacién alérgica crénica, como dermatitis atépica y rinitis
alérgica (Barnes, 1997). En la actualidad se utilizan esteroides inhalados, ya que
producen menores efectos colaterales que los sistémicos.

La inmunoterapia o hiposensibilizacién altera el tipo de respuesta inmune. Se

realizan sucesivas introducciones del alergeno a los individuos alérgicos, las cuales
pueden realizarse por distintas vias (sublingual, intradérmica, endovenosa). Se comienza
con pequenas dosis de alergeno y con el tiempo se van aumentando gradualmente hasta
llegar a dosis de mantenimiento. Requiere una manipulacién éptima de las dosis y
tiempos de administracién del alergeno y su aplicacién se debe realizar bajo condiciones
de seguridad para la salud del paciente Al principio se produce un aumento de IgE,
seguido por una disminucién de IgE e incremento de IgG. La efectividad clinica es alta
en pacientes alérgicos a venenos de insectos. La explicaciéon es que la IgG bloquea el
antigeno e impide que se una a la IgE.

La inmunoterapia también se ha intentado utilizar para el tratamiento de alergia
alimentaria, como la anafilaxia por mani (Nelson, 1997). Este tratamiento se realiza
inoculando extractos alergénicos poco caracterizados que pueden causar reacciones
anafilacticas severas. Por ello, no se puede alcanzar la dosis lo suficientemente alta para
lograr un resultado éptimo, y una alta proporcién de pacientes desarrollan reacciones
adversas. Una nueva estrategia para inmunoterapia en el futuro consiste en la
produccién de alergenos que contengan epitopes reconocidos por las células T que

induzcan tolerancia y que no sean reconocidos por la IgE (Shin, 1998).
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Un tratamiento més reciente consiste en la utilizacién de un anticuerpo
monoclonal anti-IgE, llamado Omalizumab, que es un anticuerpo humanizado IgG,
especifico que se une a IgE libre por el sitio de unién a FceRlI, ubicado en el dominio C3
de la molécula de IgE. Esto impide la unién de la IgE a las células efectoras portadoras
del receptor de alta afinidad (Shields, 1995). El sitio de unién para el receptor de baja
afinidad, CD23, estd cercano al de alta, y por ello se cree que también impediria la
unién a este receptor. Al suministrar Omalizumab subcutdneamente se logra una
disminucién del 90% de la IgE sérica a las 24 horas. Durante la terapia continuada, al
disminuir la concentracién de IgE sérica, se reduce la expresion de FceRI en las células
efectoras, y asi la respuesta de éstas a un estimulo alergénico (MacGlashan, 1997). Este
anticuerpo no puede producir el entrecruzamiento de las IgE presentes en la superficie de
las células efectoras (Shields, 1995), por lo tanto no puede producir activacién de estas
células, o sea, no habria riesgo de reaccién anafilactica. Forma complejos pequenos,
solubles y no fijan complemento (Fox, 1996), con lo cual no produce complicaciones por
precipitacién o deposicion de complejos inmunes. Los pacientes tratados con
Omalizumab, comparados con tratamiento con placebo, reducen (pero no pueden
eliminar) el uso de glucocorticoides inhalados y tuvieron menos exacerbaciones del asma

(Soler, 2001). Este tratamiento aun esta en fase experimental.

11I- Alergenos

I1I-1 Caracteristicas generales

Los alergenos son sustancias comunes y abundantes del medio ambiente. La
mayoria de las alergias estdn causadas por un nimero limitado de alergenos. Ain no se
conoce exactamente qué convierte a un antigeno en un alergeno, pero hay ciertas
caracteristicas que son comunes entre todos los alergenos:

-son proteinas (o glicoproteinas) pequenas, solubles en agua, que son transportadas en
particulas desecadas, como pdlenes. Algunos son haptenos que se unen a proteinas.
-en contacto con la mucosa, el alergeno eluye de la particula y difunde hacia el interior

de la mucosa.
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-son presentados al sistema inmune en pequenas dosis. La presentacién de un antigeno
a baja dosis y a través de una mucosa favorece la induccién de respuestas tipo Th2 con
produccién de IgE.

-algunos tienen actividad enzimatica. Se ha observado que muchos alergenos son
enzimas. Por ejemplo, uno de los alergenos del &caro Dermatophagoides pteronyssimus
(alergeno principal en Argentina), el Der p1, es una cistein-proteasa de la familia de la
papaina (Schulz, 1998). Se propusieron dos teorias para explicar esta observacién. La
primera se relaciona con que la IgE es importante en la respuesta contra parasitos, y
éstos, invaden al huésped liberando enzimas que destruyen el tejido conectivo, y se ha
propuesto que esas enzimas favorecen las respuestas Th2. La segunda teoria indica que
las enzimas en si mismas serian capaces de iniciar respuestas Th2Z, induciendo
directamente la produccién de IL-4 o IL-13 por mastocitos, basdéfilos o células T.

Los alergenos se nombran de acuerdo a las reglas publicadas en 1994 por la
World Health Organization/ International Union of Immunological Sciences Allergen
Nomenclature Sub-committee (King, 1995). El nombre lleva las 3 primeras letras del
género, la primera o las 2 primeras letras de la especie y un nimero arabigo. Por
ejemplo, el primer alergeno encontrado del Dermatophagoides pteronyssimus se

denomina Der p1.

I11-2 Clasificacion de alergenos

Los alergenos pueden clasificarse en:

-aeroalergenos: se encuentran en el aire, y pueden dividirse a su vez en:

-alergenos domésticos: son perennes. Uno de los alergenos domésticos mas

comunes es el llamado polvo de habitacién, que luego se descubrié que contiene
principalmente al dcaro Dermatophagoides pteronyssimus. El primer alergeno conocido
de este acaro se llamé Der pl, que resulté ser de la materia fecal. Otros ejemplos son:
cucarachas, piel de mascotas (perro, gato), hongos (Aspergillus niger, Penicillum,
Alternaria)

-estacionales o pélenes, que son las gametas masculinas de las plantas. Los

polenes causantes de alergias son aquellos de plantas anemdfilas. La polinizacién de este
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tipo de plantas, al ser distribuidos por el viento es al azar, y por ello, dichas plantas
producen grandes cantidades de pélen. Los pélenes pueden ser de:

-arboles: platano, acer, fresno

-gramineas: Lollium, Bromus, Fleum, Cynodon

-malezas: Ambrosia

-ingestantes: producen las alergias alimentarias. Los alergenos alimentarios mas comunes

son: leche de vaca, huevo, pescado, trigo, soja y mani.

-inyectables

-por picaduras de insectos. En el caso de abeja, avispa y hormiga es por inyeccién

del veneno, que posee en los 3 casos una composicién similar: fosfolipasas,
hialuronidasas y compuestos neurotéxicos. En el caso del mosquito y jején, se debe a la
inyeccién de saliva, y los alergenos son proteinas de la saliva.

-por drogas como penicilina, amoxicilina, cefalosporina, sulfa-metoxazol, aspirina,

que pueden ingresar al organismo en forma oral o inyectable. Actian como haptenos.

-Ocupacionales: son los alergenos que estdn presente en el lugar de trabajo. Como

ejemplo, alergia al latex, trigo, papaina, amilasa, etc.
-por piel: otra via de entrada posible de alergenos pareceria ser la piel (Saloga, 1994).

En ratones, se ha demostrado con diferentes alergenos, que se producia la sensibilizacién

y/o induccién y continuacién de la reaccién alérgica a partir de la piel.

IV- Alergia alimentaria

IV-1 Generalidades

Las primeras descripciones de reacciones adversas a alimentos provienen de
Hipé6crates, hace mas de 2000 anos, pero la comunidad médica no demostré interés por
su conocimiento e investigacién, hasta mucho tiempo después. Descripciones

correspondientes a reacciones adversas a leche de vaca ya se observan desde el primer y
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segundo siglo, mientras que las primeras reacciones anafilacticas producidas por la
ingesta de huevo y pescado fueron observadas en los siglos 16 y 17, respectivamente.

Las reacciones adversas a alimentos pueden estar causados por muchos
mecanismos y pueden involucrar a agentes externos al alimento, aditivos, componentes
moleculares del alimento o factores inherentes al individuo (psiquicos, infecciones). Las
reacciones pueden ser téxicas o no tdxicas. Mientras que las primeras tienen efecto sobre
todos los individuos, las tltimas afectan sélo a individuos susceptibles. Las reacciones no
téxicas, comprenden las intolerancias, cuyos mecanismos son no inmunolégicos (ej.
intolerancia a la lactosa por déficit intestinal de B-galactosidasa, alteraciones anatémicas)
y las alergias, aquellas que son mediadas por el sistema inmune. La mayoria de las
reacciones adversas a alimentos son intolerancias.

Las reacciones alérgicas pueden estar causadas por cualquiera de los 4
mecanismos de reacciones de hipersensibilidad. La mayoria (60%) de las alergias
alimentarias son mediadas por IgE presentandose principalmente en ninos a partir de las
primeras ingestas de alimentos. La prevalencia de alergia alimentaria es diferente entre la
poblacién infantil y adulta, siendo mayor en la primera (alrededor del 8%) que en la
ultima (2%) (Young, 1994b, Jansen, 1994, Sampson, 1999; Schafer, 2001). La mayoria
de los nifios, en unos pocos anos, generan tolerancia al alimento alergénico, excepto en
casos de alergia a mani, nueces y pescado.

El espectro de alimentos alergénicos depende de los habitos dietarios de la regién,
siendo los mas comunes: huevo, leche de vaca, mani, nueces, soja, trigo, pescado y
mariscos. También es diferente el tipo de alimentos causales entre adultos y chicos. En
los primeros los alergenos mas comunes son: nueces, mani, soja, frutas, vegetales,
pescados y mariscos, mientras que en los chicos, la leche de vaca, el huevo, el mani, la
soja y el trigo son los més frecuentes (Schafer, 2001). Un alimento que la gente cree
como causal de alergia es el chocolate, sin embargo los agentes alergénicos reales son
otros ingredientes agregados como la leche, huevo o mani.

Los sintomas de alergia alimentaria mas comunes son orales (42,9%), cutaneos
(28,7%), gastrointestinales (13%), sistémicos (3,2%) y miiltiples (12,2%). En un 35% de
los nifios con dermatitis atdpica, los sintomas cutdneos se deben a hipersensibilidad a

alimentos (Burks, 1998; Eigenmann, 1998). También es una de las causas frecuentes de
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muertes por anafilaxis, tanto en nifnos como en adultos (Yunginger, 1992; Sampson,
1992). La cantidad de anafilaxis por alergenos alimentarios esta en aumento.

Muchos alergenos alimentarios tienen similitud de secuencia primaria con pélenes
(ej. polen de abedul y manzana), lo cual produce el llamado sindrome de alergia oral
(Jeep, 2001). El sindrome involucra la orofaringe, y los sintomas son prurito y
angioedema en labios, lengua, paladar y faringe.

No existe ninguna terapia especifica para las alergias alimentarias. El tnico
tratamiento efectivo es eliminar el alimento alergénico de la dieta. Por esta razén,
establecer fehacientemente cual es el alimento alergénico es de importancia fundamental
para el paciente y para su profilaxis. La educacién del paciente y sus padres es relevante,
de modo de indicarle todos aquellos alimentos en los que se puede encontrar el alergeno
y los distintos nombres utilizados en el etiquetado. Realizar una cuidadosa lectura de la
etiqueta del alimento a ingerir es vital, asf como instar a las industrias a declarar todos los
ingredientes. Otra fuente de peligro consiste en la existencia de alergenos ocultos, que
aparecen por el uso de los mismos utensilios 0 maquinarias para procesar alimentos de
distinto origen.

Hay sustancias presentes en los alimentos que pueden producir reacciones
similares a una alergia alimentaria. Una de ellas es la histamina, que se encuentra en
altos niveles en quesos, vino y ciertos pescados. El glutamato monosédico (MSG) es un
aditivo, que produce rubor, sensacién de calor, dolor de cabeza, presién facial, dolor de
pecho cuando se ingiere en altas cantidades (conocido con el nombre de sindrome de
restaurant chino). Los sulfitos que se utilizan como antimicrobianos producen un fuerte
broncoespasmo en personas asmaticas. La prevalencia de reacciones por aditivos es del

1%.
IV-2 Alimentos transgénicos

El uso de la biotecnologia para la introduccién de alguna mejora en los alimentos,
generando alimentos transgénicos presenta un nuevo desafio en el campo de la alergia

alimentaria. La transferencia de genes de microorganismos, plantas o animales en

alimentos podria originar la aparicién de nuevos agentes alergénicos. Las companias
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biotecnolégicas podrian estar introduciendo proteinas alergénicas desde el organismo
donor hacia un alimento.

La Food and Drug Administration (FDA) establecié una reglamentacién en este
campo, que obliga a realizar tests de seguridad de los alimentos transgénicos y etiquetar
aquellos alimentos que tengan genes transferidos de los 8-10 alimentos mas
cominmente alergénicos (FDA, 1992). Sin embargo esta regulacién no contempla y no
protege al consumidor de alergenos transgénicos menos conocidos. El mayor reto
consistird en analizar el potencial alergénico de proteinas de fuentes que previamente no
se conociera que fueran alergénicas. Se debe analizar la proteina en su estado inicial (en
el alimento “dador”) y en el alimento transgénico. Para esto es necesario expandir la
investigacion basica y clinica en alergia alimentaria. De esta manera se tendra una mayor
cantidad de muestras de suero de pacientes con diferentes alergias alimentarias, de
modo de poder testear los nuevos alimentos transgénicos antes de su introduccién en el
mercado.

La evidencia sugiere que la vasta mayoria de las proteinas recombinantes seran
seguras y no hay evidencia de que éstas sean mas alergénicas que las proteinas

tradicionales.

IV-3 Tolerancia oral

El término tolerancia oral, descripto por primera vez en 1911 (Wells, 1911), se
refiere a un estado de no respuesta sistémica ante un dado antigeno que fue introducido
previamente por via oral. La importancia fisiolégica de este fenémeno seria la
prevencién de las respuestas inmunitarias a los antigenos alimentarios y a las bacterias
que residen en condiciones normales como comensales en la luz intestinal y que son
necesarias para la digestién y absorcién.

En ratones se ha demostrado la existencia de tolerancia oral, tanto para la
inmunidad celular como la humoral (Hanson, 1977), y se ha observado que se induce
un grupo de células T que secretan TGF-$ (Miller, 1991). En un principio se creyé que
esos linfocitos T eran CD8", pero estudios mas recientes indican que son CD4* (Chen,
1995). En humanos también se ha observado la existencia de este tipo de respuesta

(Husby, 1994).
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L.os mecanismos por los cuales se produce la tolerancia oral son delecién, anergia
clonal y supresién. El mecanismo de delecién clonal es un fenémeno mas raro, y
ocurriria ante altas dosis de antigeno en el contexto de linfocitos T de alta afinidad (Van
Parjis, 1996). Bajo condiciones fisiolégicas de administracién de antigeno puede
inducirse anergia (Melamed, 1993), un estado de inactivacién completa de los linfocitos
T especificos del antigeno, o la produccién de células que inhiben la activacion de otras
células T y mantienen el estado de supresién activa. Este grupo de células se denomina
T regulatorias o Treg, y son CD4*CD25" (Takahashi, 1998). Bajo el nombre de Treg se
agrupan varios tipos celulares con actividad inhibitoria: Th3 (Chen, 1994), Trl (Groux,
1996) y células anérgicas (Lombardi, 1994), sin embargo la relacién precisa entre ellas
aun no ha sido establecida.

Algunos estudios sugieren que linfocitos T que expresan el TCR yé tienen un rol
importante en la tolerancia (McMenamin, 1991).

Se propuso anteriormente que la induccién de tolerancia refleja una activacién
preferencial de respuestas Th2 sobre las Thl. Pero se demostré que la citoquina
necesaria para la generacién de células Trl es la IL-10 (O'Garra, 1998), y no la IL-4, con
lo cual, el tipo de respuesta no es Th2. Ademés durante la tolerancia se suprime la
produccién de IgE (McMenamin, 1995) y se pudo inducir tolerancia en ratones knock-
out para IL-4 (Garside, 1995).

La forma en que el organismo diferencia un microorganismo patégeno, contra el
cual debe montar una respuesta via Thl, de un antigeno inccuo y producir Trl, esta en
el balance entre TGF-B e IL-12 en el intestino (Strober, 1997). Los patégenos iniciaran la
produccién de IL-12 y otras citoquinas proinflamatorias por macréfagos y células
dendriticas, mientras que aquellos antigenos que no median una respuesta inflamatoria
inducen la produccién de células secretoras de TGF-$. El organismo detecta la presencia
de practicamente todos los patégenos que pueden infectarlo a través de los receptores
tipo Toll (TLRs) (Poltorak, 1998). Estos receptores tienen la capacidad de reconocer un
espectro de moléculas derivadas de diferentes patégenos, como lipopolisacéarido (LPS),
peptidoglicano, lipopéptidos, DNA bacteriano que contiene dinucleétidos CpG no
metilados, flagelina, RNA de doble cadena (Takeuchi, 1999; Hemmi, 2000, Hayashi,
2001; Alexopolou, 2001).
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Las células regulatorias ademés de regular las respuestas en el intestino, pueden
modular respuestas inmunes sistémicas. La inmunosupresién producida por las células
Trl es antigeno-dependiente. Sin embargo la funcién efectora de las células Trl no es
antigeno-especifica. Este fenémeno se denomina “antigen-driven bystander
suppression”. Esto significa que las células Trl antigeno-especificas podrian migrar al
6rgano blanco e inhibir respuestas no sélo contra su antigeno especifico sino también
contra ofros antigenos presentes en su microambiente. Este fenémeno puede
aprovecharse para inducir oralmente tolerancia en el tratamiento de alergias o
autoinmunidad. Para esto, se deberia inducir tolerancia en un individuo ya sensibilizado.
Esta propiedad ha sido demostrada (Staines, 1995), sin embargo tiene varias dificultades

relacionadas a la cantidad de antigeno a administrar y la via de administracién.

IV-4 Diagnéstico

Para la alergia alimentaria es esencial realizar el diagnéstico diferencial de otras
reacciones adversas a alimentos. El diagnéstico comienza con la historia clinica y
examen fisico. El objetivo es determinar una correlacién entre la sintomatologia

observada, la exposicién al alergeno y la participacién del sistema inmunoldgico.

IV-4.a Historia clinica

La historia clinica debe incluir la historia familiar de atopia, antecedentes
personales de atopia, presencia de enfermedades con caracteristicas de atopia, momento
y lugar de aparicién de sintomas. Se basa entonces en la descripcién de eventos por
parte del paciente o de sus padres, los cuales deben considerarse subjetivos. Sélo el 40%
de las sospechas de alergia alimentaria pueden verificarse por la prueba confirmatoria
(Sampson, 1988a). Se debe establecer el alimento sospechado y la cantidad ingerida, el
tiempo entre la ingestién y aparicion de sintomas, si la ingestién de ese alimento en otras
ocasiones produjo reacciones similares. Cuando existe sospecha de alergia alimentaria,

se debe intentar identificar el alergeno alimentario en cuestién.
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IV-4.b Ildentificacion del alergeno alimentario

Una vez que se tenga la sospecha de el/los alimentos responsables del desorden
alimentario, se inicia una dieta de eliminacién. Esta se realiza durante 2 a 6 semanas.
para observar la desaparicién de los sintomas. El tiempo depende de los sintomas, si son
gastrointestinales mejora en 1-2 dias, pero un eccema atépico requiere entre 1-2
semanas. Luego se hace el desafio con el alergeno sospechado, y por tltimo el
mantenimiento de la dieta de exclusién. En el periodo de la dieta de eliminacién, al ser
corto, no se requiere prestar gran atencién a los suplementos dietarios necesarios, pero
si, en la dieta de mantenimiento. La dieta inicial puede ser:

-exclusién simple: cuando las reacciones son inmediatas y se detecta facilmente al
alergeno, se elimina solamente el alimento que se sospecha.

-Empirico: se eliminan los alergenos alimentarios mas comunes, que son, en orden de
importancia: huevo, mani, leche, soja, nueces, crustaceos, pescado y trigo. También
chocolate y aditivos, pero dan reacciones tardias. La dieta mas comin consiste en evitar
leches de vaca, oveja y cabra, huevo, cereales (excepto arroz), citricos, chocolate y
aditivos.

-Pocos alimentos permitidos: se le da una dieta con los Gnicos alimentos permitidos, por
ej. cordero, arroz, zanahoria, pera, durazno, azicar, té, margarina, férmula a base de
soja o hidrolizado de leche.

-Férmula hipoalergénica: se utiliza en individuos que no responden a las anteriores. Son
los hidrolizados de leche, férmulas a base de aminoéacidos, hidrolizados de carne de vaca

Y soja.

Si la dieta fue llevada a cabo correctamente por el paciente y no hubieron otras
condiciones que pudieran agravar el cuadro alérgico, la persistencia de los signos clinicos
excluye a los alimentos eliminados de dicha dieta como causales de la patologia (Kelly,
1995). Sin embargo en ciertos casos la dieta es tan pobre en diferentes alergenos que no
es posible identificar definitivamente al alergeno responsable. Por ello, si los sintomas se

resuelven, se debe continuar con el diagnéstico definitivo.
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IV-4.c Anélisis in vivo

Los anélisis in vivo permiten determinar si el mecanismo es inmunolégico o no,
evaluar la funcién de distintos érganos e identificar al alergeno. Una de las metodologias
utilizadas consiste en la realizacién de pruebas cutédneas, ya que en la piel se encuentran

los elementos necesarios para desencadenar la respuesta alérgica.

Pruebas cutaneas

-Prick test

La prueba se realiza colocando una gota de una solucién glicerinada del extracto
alergénico, y pellizcando la piel con una lanceta, sin que sangre. Como control positivo
se coloca otra gota con solucién de histamina y como control negativo solucién
fisiolégica. Se deja unos 15 minutos, y luego se mide el tamario del habén y eritema. El
resultado se considera positivo cuando el tamano del habén y/o el eritema es por lo
menos la mitad del de la histamina y mayor que el del control negativo.

Un resultado positivo en prick test indica una posible asociacién con alergia a ese
alimento, sin embargo el valor predictivo positivo es sélo del 50%. En cambio, el valor
predictivo negativo es mayor al 95% (Norgaard, 1992), con lo cual un resultado
negativo, practicamente excluye una alergia alimentaria.

La principal ventaja de este método reside en que indica la presencia de IgE
especifica para el alergeno a analizar en la superficie de los mastocitos presentes en la
piel. También, son pruebas rapidas, se pueden analizar varios alergenos al mismo
tiempo y en general no son costosas.

Sin embargo tiene algunos inconvenientes. Los extractos comerciales no estan
estandarizados, y no se conocen con certeza las proteinas presentes en los mismos.
Ademas, frecuentemente, los extractos comerciales pierden proteinas Iabiles,
produciendo un resultado falso negativo, especialmente con frutas y vegetales (Ortolani,
1989). En los casos en que la historia clinica sea bastante convincente, se debe repetir el
prick test con el alimento fresco (Rosen, 1994). Esta técnica se denomina “prick to

prick”.
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En general es conveniente realizarlo en nifos mayores a 2-3 anos. Ninos menores
de 1 ano pueden tener alergia alimentaria y dar negativo el prick test, y en nifios
menores de 2 anos, el tamano del habén suele ser menor (Menardo, 1985).

Esta prueba no se puede realizar en casos de dermatitis, lo cual es muy comtin en
ninos o cuando no se puede discontinuar el tratamiento medicamentoso al cual se
encuentra sometido el paciente. Si el paciente es tratado con antihistaminicos el tamaro
del habén serd menor, al igual que en casos de tratamientos prolongados con

corticosteroides.

-Patch test

Mitchell en 1982 (Bruin-Weller, 1999) demostré que la aplicacién sobre la piel
sana de alergenos podia inducir lesiones eccematosas sélo en aquellos pacientes que
también tenian una reaccién positiva inmediata en la piel, para ese alergeno. A partir de
alli se empezé a usar como herramienta para estudiar el rol de aeroalergenos en
dermatitis atépica, o sea, se utiliza para estudiar reacciones tardias. Se aplica sobre la
piel un papel impregnado en la solucién del alergeno, y se observa el resultado a las 24-

72 hs.

-Intradermoreaccién

Se inyecta en la piel una solucién del alergeno, y se observa la presencia de una
reaccion inflamatoria a los 15 minutos, caracterizada por un habén y eritema. Esta

prueba es mas riesgosa ya que se utiliza un mayor volumen de extracto.

Desafio alimentario

Loveless, en 1950, fue quien primero utilizé la prueba de desafio alimentario para
establecer el diagnéstico de alergia alimentaria (Loveless, 1950). May, en 1976,
introdujo el uso de la prueba de desafio doble ciego, controlado con placebo (DBPCFC)
como diagnéstico confirmatorio de alergia alimentaria (May, 1976).

Los desafios alimentarios pueden ser abiertos, donde el paciente y el médico

conocen el contenido del alimento, simple ciego donde sélo el médico tiene
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conocimiento o doble ciego cuando ninguno de los dos sabe acerca del contenido. Este
dltimo es el indicado, ya que elimina toda subjetividad posible.

Antes del test, se deben eliminar de la dieta durante 2 semanas todos los
alimentos que contengan al alergeno, y dejar de tomar antihistaminicos 7 dias antes. El
test debe ser realizado en lugares con el equipamiento adecuado para tomar medidas de
emergencia y en presencia de personal profesional entrenado, dado que se esta
exponiendo al paciente al alergeno desencadenante del cuadro de alergia. Se administra
el alimento alergénico en ayunas. Primero se coloca una gota de una solucién del
alergeno 13% en el borde interno del labio inferior, luego de 15-20 minutos 1-2 ml del
mismo. Asi se va incrementando la dosis, hasta los 200 ml. Si en algin momento se
observa la aparicién de cualquier sintoma, el test se da por finalizado v el resultado se
considera positivo. Luego de la tltima administracién, el paciente queda en observacién
durante 4 horas. Si no tiene sintomas, debe seguir consumiendo el alimento, y anotar
cualquier reaccién. Pueden haber reacciones tardias luego de 3-7 dias.

El alimento a analizar debe ser enmascarado, lo cual puede realizarse de
diferentes formas. En férmulas elementales o jugos para ninos pequenos, en purés o
hamburguesas para nifos mayores y adultos.

El desafio a doble ciego controlado con placebo es la prueba confirmatoria de
alergia alimentaria (Sampson, 1988a) ya que se tiene una relacién directa entre la
ingesta del alimento y el cuadro alérgico. Pero tiene varias desventajas, lo cual hace que
en muchos casos no se realice. No resulta practico; requiere varias horas del paciente y
su familia y de atencién médica; expone al paciente a reacciones alérgicas o a una
reaccién anafilactica; se puede analizar sélo de a un alergeno por vez y el paciente debe
discontinuar el uso de los medicamentos durante mas de una semana, lo cual en muchos
casos no es posible.

Sin embargo, no siempre es posible suplantar la prueba de desafio. Alrededor de
10% de pruebas de desafio positivas para alimentos en chicos con dermatitis atépica no
son mediadas por IgE (no se encuentra IgE especifica y el prick test es negativo)

(Niggemann, 2001).
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IV-4.d Analisis in vitro

Consiste en la utilizacién de distintos métodos inmunoquimicos que detectan la

presencia de IgE total y especifica en suero.

Determinacién de IgE total

Este analisis se realiza debido a que la mayoria de las alergias son atépicas. El
método para dosar IgE total se denomina PRIST*: Paper Radio Immuno Sorbent Test,
donde se usa como fase sélida papel de celulosa activado con BrCN. Consiste en un
ensayo de captura, donde se sensibiliza el papel con un antisuero anti-IgE, luego se
incuban distintos papeles con diluciones del estandar de referencia internacional o con el
suero del paciente. Y por ultimo se agrega un anticuerpo anti-IgE conjugado a una
marca radiactiva (También se puede realizar usando como conjugado una enzima).
Como estandar se utiliza un patrén internacional de IgE, donde 1 unidad corresponde a
2,4 ng de IgE. El resultado se expresa en unidades/ml (U/ml).

Los valores de referencia, definidos en términos de probabilidad segtn la edad de

los pacientes, son los siguientes:

Edades Atopia poco probable Atopia altamente probable
de 0-3 anos < 10 U/ml > 30 U/ml
de 3-6 anos < 15 U/ml > 60 U/ml
mas de 6 anos < 20 U/ml > 100 U/ml

* Los términos PRIST y RAST son marcas registradas de Amersham Biosciences. Sin embargo se utilizan

como nombre comiin de las metodologias para la determinacion de IgE total y especifica.

Si la cantidad de IgE es elevada con respecto al valor de referencia, es probable
que el paciente sea atépico. Hay que realizar el diagnéstico diferencial de las parasitosis,
que cursan con IgE total elevada. Una vez hecho esto, se realiza la determinacién de IgE

especifica.
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Determinacién de IgE especifica

El método para dosar IgE especifica, o sea, determinar la especificidad de la IgE
en el suero del paciente, se denomina RAST*: Radio Allergo Sorbent Test, o en el caso
de utilizar una enzima EAST. Se acopla el papel activado con el alergeno a testear, y se
incuba con el suero del paciente. Por tltimo se agrega un antisuero anti-IgE conjugado.
El problema de este método es que no existe un patrén de IgE especifico de cada
alergeno. Por lo tanto se realiza una semicuantificacién, haciendo una curva de
referencia utilizando como sistema antigeno-anticuerpo el alergeno mas frecuente de la
regién y cuatro diluciones de un pool de suero de pacientes atépicos a dicho alergeno.
En nuestra regiéon el alergeno utilizado para la curva de calibracién es el
Dermatophagoides pteronyssimus. Se utiliza un extracto caracterizado en base a uno
intemacional de referencia. Para la curva de calibracién se realizan las siguientes
diluciones del pool de sueros conteniendo 50 U IgE/ml: 1:1, 1:5, 1:25 y 1:50. Aquella
muestra con una DO menor a la de la dilucién 1:50 es clase 0O, y se considera negativo.
La muestra con DO entre la de las diluciones 1:50 y 1:25 es clase 1; entre la de 1:25 y
1:5 es clase 2; entre 1:5y 1:1 es clase 3 y mayor a la DO de la dilucién 1:1 es clase 4.

Otros métodos de deteccién de IgE especifica son el dot-blot y el inmunoblotting,
donde el alergeno se encuentra unido a una membrana de nitrocelulosa. En el caso
especifico del inmunoblotting, las proteinas del extracto alergénico se encuentran
separadas electroforéticamente. La membrana se incuba con el suero del paciente, y
luego la IgE se revela con un antisuero anti-IgE conjugado. Mientras que el EAST detecta
la presencia de IgE especifica para un extracto alergénico, el inmunoblotting revela la
especificidad de reconocimiento de dicha IgE por cada una de las proteinas separadas
por el método electroforético utilizado.

Las pruebas in vitro, que involucran la utilizacién de métodos inmunoquimicos,
tienen la gran ventaja de que no exponen al riesgo de anafilaxis al paciente, y no
requieren la discontinuacién de la medicacion. También permite evaluar varios
alergenos a la vez. La desventaja es que sélo evalia un tnico elemento de la reaccién
alérgica como es la IgE, y sélo la IgE sérica, no aquella presente en los tejidos en la
superficie de las células efectoras. El RAST tiene una menor o igual sensibilidad que el

prick test (Sampson, 1984). Se prefiere el RAST sobre el prick test en pacientes con
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abundante dermografismo, severa dermatitis atépica, o cuando no pueden discontinuar
el uso de antihistaminicos.

El screening de ninos con reaccién inmediata puede hacerse con prick, o con
RAST, dado que ambos métodos proporcionan la misma informacién (Vanto, 1999).

Un test de laboratorio que de valores de predictibilidad similares que el reto
alimentario con menor riesgo seria muy Gtil. En un estudio (Sampson, 1997a)
encontraron los valores de IgE para varios alimentos (huevo, leche, mani y pescado) por
encima de los cuales habia un 95% de predictibilidad de reactividad clinica, eliminado
asi, en esos casos, el uso del desafio alimentario.

En otro reporte encontraron el tamano que debia tener el habén en el prick test
por encima del cual el reto alimentario siempre da positivo, y asi se elimina la necesidad
de realizar el desafio. Para chicos menores a 2 anos ese didmetro, para leche de vaca, es
de 6mm y para mayores a 2 anos, de 8 mm (Hosking, 2000). Lo ideal seria determinar
el tamano del habén por alergeno puro y no por alimento ya que contiene una mezcla

de varios alergenos.

IgE en sangre de cordén

Los valores de IgE sérica en sangre de cordén se encuentran mas elevados en
neonatos con historia familiar de atopia (Croner, 1992). Sin embargo, su valor predictivo

positivo es bajo.

Dosaje de otros isotipos de inmunoglobulinas

Algunos trabajos sugerian un rol patogénico de los anticuerpos IgA e IgG,
(Isolauri, 1992; Quinti, 1989), pero no se ha probado su rol fisiopatogénico (Host,
1994). La mayoria de los individuos presentan otros anticuerpos especificos de proteinas

alimentarias, distintos de IgE, que resultan inocuos (Husby, 1988; Strobel, 1992).
IV-5 Modelos animales de alergia alimentaria
La falta de modelos animales en los que se produzca en forma esponténea la

aparicién de reacciones alérgicas al ser expuestos a componentes alergénicos, ha

determinado que no se conozca en forma fehaciente el rol de los factores genéticos,
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ambientales e inmunoldgicos en la generacién, activacién y expansién de linfocitos T
especificos, responsables de los mecanismos fisiopatogénicos. La ventaja de contar con
modelos animales reside en el conocimiento de su base genética y control de factores
ambientales. Mediante manipulacién genética de estos animales podria estudiarse la
incidencia de la expresién de ciertos genes en mecanismos inmunolégicos efectores, y
desarrollarse nuevas estrategias terapéuticas correctivas.

En los iltimos anos se han producido avances en la creacién de modelos
animales de alergia alimentaria (en rata, ratén, cobayo) que reproduzcan la patologia
observada en humanos (Atkinson, 1994; Kitagawa, 1995; Li, 1999; Li, 2000). En los
mismos se busca activar al sistema inmune de distintas formas y desviar la respuesta
especifica hacia mecanismos efectores Th2.

El obstaculo méas importante en el desarrollo de un modelo animal de alergia es la
tolerancia inmunolégica innata desarrollada hacia este tipo de antigenos alergénicos que
se administran por via oral.

En uno de los modelos murinos de hipersensibilidad de tipo | a leche de vaca
sensibilizan ratones C3H/HedJ de 3 semanas por administracién intragastrica de leche de
vaca con toxina colérica como adyuvante para eliminar la tendencia a tolerancia oral. Se
indujo una reaccién anafilactica, con niveles aumentados de IgE, histamina plasmaética y
degranulacién de mastocitos, mayor permeabilidad intestinal y vascular, inflamacién
bronquial e hipersecrecién de mucus (Li, 1999).

En otro de los modelos descriptos, estudiaron la capacidad de péptidos y de un
hidrolizado de pB-lactoglobulina de inducir tolerancia en ratones que luego fueron
inmunizados con B-lactoglobulina, con hidréxido de aluminio como adyuvante, para
generar un cuadro de alergia. Encontraron que los péptidos con tamano menor a 4500
Da fueron capaces de suprimir la activacién de mecanismos Th2-dependientes (Pecquet,
2000). En un modelo experimental en ratas alérgicas, observaron que los hidrolizados
parciales inducen un cuadro de tolerancia mientras que los extensivos no, indicando que
el tamano del péptido también resulta relevante en la via de induccién de un estado de
tolerancia (Fritsché, 1997).

El desarrollo de este tipo de modelos puede proveer una herramienta importante
para evaluar los mecanismos inmunopatogénicos en mucosas y sistémicos, y para

explorar nuevas terapias correctivas del sistema inmune.
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V- Alergia a leche de vaca

La mayoria de los casos de alergias a leche de vaca son mediados por IgE (60%),
o reaccién de hipersensibilidad tipo I, aunque también hay evidencia de que
mecanismos de hipersensibilidad de tipos II, Il y IV (Host, 1994; Bruijnzeel, 1995, Hill,

1996) pueden estar participando en la patogenia de las reacciones alérgicas.
V-1 Incidencia

La alergia a leche de vaca es la alergia alimentaria mas comtn en la primera
infancia. Se ha observado un marcado incremento de esta patologia a partir de 1960,
posiblemente debido a la exposicién incrementada a leches maternizadas formuladas a
partir de leche de vaca, como consecuencia de una disminucién en la alimentacién a
base de leche materna. La prevalencia informada en paises industrializados varia entre
1,8 a 7,5% (Host, 1990b; Bock, 1987). Esta gran variacién se debe a diferencias en el
criterio diagndstico, alergenos utilizados, etc. En estudios prospectivos basados en la
prueba de desafio la incidencia es de 2-3% (Schrander, 1993; Hosking, 2000). La
incidencia de alergia a leche de vaca en chicos alimentados sélo con lactancia materna

es de 0,4-0,5% (Host, 1988)
V-2 Etiologia y patogenia

Al consumir un alimento, se observa una absorcién de proteinas a través de la
mucosa intestinal. Como respuesta fisiolégica normal, se producen anticuerpos contra las
proteinas de ese alimento o se induce tolerancia (Host, 1994; Husby, 1988). Los
anticuerpos producidos en individuos no atépicos son fundamentalmente de isotipo IgG
e IgA (Johansson, 1984). Los mecanismos inmunolégicos que previenen la entrada de
antigenos extranos en el tracto gastrointestinal de un recién nacido no alcanzan la
madurez hasta los 4-6 meses. La cantidad de acido estomacal es baja durante el primer
mes de vida (Hyman, 1985), la actividad proteolitica no alcanza los niveles éptimos

hasta los 2 anos, la IgA en las secreciones es muy baja en los primeros meses de vida
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(Burgio, 1980), vy las microvellosidades intestinales estdn inmaduras, produciendo una
unién y transporte alterados de los antigenos por la mucosa intestinal (Bresson, 1984).

Por ofro lado, la introduccién temprana de muchos antigenos estimula la
produccién excesiva de IgE (Taylor, 1973) en individuos genéticamente predispuestos
instaurando el estado de atopia. El desarrollo de atopia es mayor en nifnos que han
recibido alimentos sélidos antes de los 4 meses de vida (Fergusson, 1990).

La sensibilizacién prenatal puede ser importante en la patogénesis, como indicaria
la deteccién de IgE especifica a proteinas de leche de vaca en sangre de cordén en un
alto porcentaje de pacientes que luego desarrollan alergia a leche de vaca (Host, 1992).
Es posible detectar en el suero y leche materna la presencia de alergenos alimentarios en
estado nativo (Host, 1990a; Chirdo, 1998). Estos alergenos podrian sensibilizar al feto en
la vida intrauterina y al nifo en la etapa de lactancia. También depende del estado de
alimentacién de la madre ya que la leche materna puede contener cantidades variables
de citoquinas que modulan la respuesta inmune intestinal en el nifno. Sin embargo, no en
todos los casos se recomienda eliminar los alergenos alimentarios de la dieta materna,
s6lo en aquellos con alta predisposicién familiar. Con respecto a esto, se ha descripto un
caso neonatal de alergia a leche de vaca, lo cual daria evidencia de que hubo una
sensibilizacién intrauterina (Feiterna-Sperling, 1997). También existen casos de
sensibilizacion a través de la lactancia materna, ya que ninos alimentados
exclusivamente con leche materna, desarrollan una respuesta efectora ante el primer

contacto con leche de vaca (Host, 1988).

V-3 Aspectos clinicos

La edad de comienzo de sintomas de alergia a leche de vaca depende de la edad
de introduccién de la leche de vaca, en general ocurre dentro del primer ano de vida. El
50% de chicos tienen una reaccién durante la primera semana de ingestiéon de leche de
vaca, y el 75% dentro de las 4 semanas. (Host, 1988).

Los sintomas pueden ser cutdneos (60%), gastrointestinales (50-60%),
respiratorios (20-30%), anafilaxia (9%) (Host, 1994). Una de las manifestaciones mas
frecuentes de alergia a leche de vaca en los nifios es la dermatitis atépica, alcanzando

una incidencia del 80% (Cantani, 1999). Las reacciones pueden ser inmediatas (de 1
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minuto a 1 hora luego de la exposicién), intermedias (més de 1 hora) o tardias (luego de
varios dias) (Hill, 1986).

El pronéstico es bueno, con una remisién de 50% al ano de vida, 75% a los 2 y
90% a los 3 anos; gracias al desarrollo de los fenémenos fisiolégicos de tolerancia oral
(Host, 1994). Un 25% de ninos con IgE especifica para leche de vaca al ano de edad
desarrollan otras alergias (Host, 1990b). En estos casos, pueden aparecer reacciones a

otros alimentos en el 50% o a alergenos inhalantes en el 75%.
V-4 Composicién de la leche de vaca. Proteinas de la leche de vaca

La leche es una solucién y una emulsién. Es una solucién de proteinas, glicidos,
iones, vitaminas, y una emulsién de lipidos. La leche contiene 40 g/l de grasa,
organizada en glébulos grasos. Para eliminarla, se centrifuga a 4000 g a 50°C,
reduciendo el contenido de lipidos a 0,5 g/l. El principal hidrato de carbono de la leche
es la lactosa, cuya concentracién es de 30g/l. Las proteinas de la leche de vaca (30 g/l) se
clasifican en 2 grupos segiin su solubilidad a pH=4,6 a 20°C: las caseinas que son
insolubles y las proteinas del suero, fraccién soluble en esas condiciones. Las caseinas

constituyen el 80% de las proteinas totales.

Fraccién de caseinas

La concentracién de caseina de la leche de vaca es de 25 g/l. Contiene 4 tipos de
caseinas en una relacion as;: as,: B: ¥k = 4:1:4:1 (Papiz, 1986). Son secretadas en forma
de micelas de caseina complejadas con fosfato de calcio, con un tamano de 50 a 250 nm
de didmetro (Monaco, 1987). Aparentemente su rol fisioldgico es el transporte de fosfato
de calcio.

La acidificacion a pH=4,6 produce la disolucién del fosfato de calcio vy
precipitacién de las proteinas. El aislamiento de la fraccién de caseinas a partir de leche
bovina se realiza generalmente a través de precipitacién isoeléctrica, mediante el
agregado de HCl o H,SO, hasta pH=4,6. Luego pueden redisolverse por neutralizacién,
adicionando NaOH. El caseinato asi solubilizado contiene a todas las caseinas, sin

embargo es muy dificil separarlas entre si, debido a su fuerte tendencia a autoagregarse.
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Otro método alternativo de separacién de caseina es la coagulacién con renina, enzima
que degrada la k-caseina, en dos polipéptidos, la para-k-caseina y el glicomacropéptido.
Este tratamiento altera la estabilidad de la micela, ya que precipita a la para-k-caseina
estabilizante del complejo proteico en medio acuoso, y queda soluble el macropéptido.
Las o y B caseinas tienen estructuras secundarias desordenadas o al azar, por
tener 8,5% y 17 % de residuos de prolina distribuidos uniformemente en la molécula, lo
cual desfavorece la formacién de a hélices u hojas 8. En la tabla Il se muestran algunas

caracteristicas de las moléculas de caseina:

Tabla IIl.- Caracteristicas de las moléculas de caseina

Proteina % en caseina* PM (Da) SerP/mol*  Glucosilacién ~ Cys/mol®
asl 40-45 23551 8-9 No 0
as2 10 25238 10-13 No 2

B 35-40 24028 5 No 0
K 9-15 19038 1-2 Si 2

* Porcentaje en la micela. * Cantidad de residuos de serina fosforilados. * Cantidad de

residuos de cisteina por mol (cys/mol).

Las caseinas tienen la caracteristica de tener varios residuos de serina fosforilados
a través de los cuales pueden unir calcio. En las a y f—caseinas los residuos de serina
fosforilados tienden a estar agrupados en regiones particulares, de secuencia SerP-SerP-
SerP-X-SerP. Estas regiones tienen una alta carga negativa a pH neutro y unen calcio
fuertemente. La tnica caseina glucosilada es la k-caseina.

Las caseinas son altamente hidrofébicas, por tener muchos aminoacidos no
polares. En la  caseina la mayoria de la carga y los grupos polares estan en los primeros
40 aminoacidos. Es una proteina anfipatica, con un extremo hidrofilico y el otro
hidrofébico. La «x-caseina tiene el extremo N-terminal hidrofébico (1-105) y el C-
terminal hidrofilico (106-169). Tiene 4 sitios de glucosilacién, pero sélo la mitad de las
moléculas estan glucosiladas. Las a—caseinas tienen distribuidos méas uniformemente los

residuos hidrofilicos e hidrofébicos, aunque hay zonas mas hidrofébicas. Debido a su
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hidrofobicidad tienden a interaccionar con otros materiales hidrofébicos o entre ellas.
Por ejemplo, en una solucién de f-caseina, éstas se agregan formando particulas de 30
moléculas individuales (Kajiwara, 1988).

La estructura de la micela atin estd en discusién, existen 2 modelos pero ninguno
explica completamente el comportamiento observado. Un modelo propone que las
micelas estan formadas por submicelas similares o idénticas, las cuales a su vez consisten
de varias (alrededor de 30) moléculas de caseina (Slaterry, 1973). Estas submicelas estan
unidas entre si por fosfato de calcio, mientras que las caseinas individuales se mantienen
unidas por interacciones hidrofébicas. El otro modelo propone un contacto mayor entre
los grupos fosfato de los residuos de serina de las caseinas con el fosfato de calcio, donde
las submicelas serian fosfato de calcio rodeado por caseinas, y se unirian entre si
mediante uniones hidrofébicas (Holt, 1992).

La mayoria de la x—caseina se encuentra en la superficie de la micela, actuando
como estabilizadora (Dalgleish, 1989). Esta capacidad se debe al extremo C-terminal,
que contiene la porcién glucosilada (glicomacropéptido), el cual protruye de la micela. El
tratamiento de las micelas con renina, elimina el glicomacropéptido y las micelas se
agregan (Dalgleish, 1992).

Ademas existen en la leche productos de degradacién proteolitica de las caseinas.
Las y-caseinas y algunos componentes de la fraccién proteosa-peptona provienen de la
degradacién proteolitica por parte de la plasmina de B-caseina. Las A-caseinas provienen
de la a,-caseina, y el glicomacropéptido y la para-k-caseina de la accién de la renina

sobre la k-caseina.

Proteinas del suero

Las proteinas del suero son una mezcla de proteinas con propiedades diversas.
Las proteinas mayoritarias del suero son la B-lactoglobulina y la a-lactoalbdmina, que
constituyen el 70% de ellas. Las que siguen en cantidad son la albimina de suero
bovino (BSA) y las inmunoglobulinas.

La B-lactoglobulina (2-4 g/l en suero, PM de 18,3 kDa) estd formada por 162
aminoacidos, con 1 grupo tiol y 2 puentes disulfuro. Tiene un bolsillo capaz de unir

vitamina A y acidos grasos. Es una proteina altamente organizada, con una gran
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proporcién de hojas B (43-50%), y con sélo 10-15% de hélice o v 15-20% de B—turns
(Papiz, 1986). Su estructura compacta la hace resistente a la protedlisis completa. La
a—lactoalbimina (1,5 g/l en suero, PM de 14,2 kDa) estdi compuesta por 123
aminoacidos y 4 puentes disulfuro. Es parte de la enzima galactosil-transferasa,
participando de la sintesis de lactosa. Tiene poca estructura secundaria, 9% de hojas B vy
30% de hélice o (Alexandrescu, 1993). Tiene una alta flexibilidad. La BSA (0,25g/1) esta
formada por 582 aminoéacidos. Funciona como proteina transportadora de moléculas
hidrofébicas en fluidos biolégicos. Es compacta en su extremo C-terminal. Las
Inmunoglobulinas (0,65g/l) tienen un PM de 148-1000 kDa y tienen funcién de
anticuerpo. La lactoferrina es una metaloproteina, que contiene Fe °*, de 80-92 kDa y
703 aminoéacidos. Contiene 16 puentes disulfuro.

Otras proteinas minoritarias presentes en el suero son lipoproteinlipasa, fosfatasas
acidas vy alcalinas, lisozima, xantina oxidasa, lactoperoxidasa, catalasa, superéxido
dismutasa, alfa-amilasa, factores de crecimiento, hormonas.

Una forma de caracterizar las proteinas presentes en la leche es la separacién
electroforética. Inicialmente la electroforesis en geles de poliacrilamida para separar
proteinas de leche de vaca se realizaba en presencia de urea. Sin embargo, dado que la
separacién no se realiza segin pesos moleculares, se debe incluir proteinas puras como
patrones. En este tipo de electroforesis, el orden de movilidad decreciente entre las
caseinas es: as, > as, > B >«. En el caso de las electroforesis en presencia de SDS, las
caseinas se separan de acuerdo a su PM, sin embargo se observa una anomalia entre as,
y B, apareciendo la primera como si tuviera un tamario mayor que la segunda. Este
comportamiento anémalo se debe a la presencia de una mayor cantidad de grupos
fosfato en la as; que le altera su carga neta. En la figura G se observa una separacién

electroforética tipica de un extracto proteico de leche de vaca.
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Figura G: SDS-PAGE de proteinas de leche de vaca. La tincién se realizé6 con Coomasie-Blue
R-250.

V-5 Alergenos de la leche de vaca

La mayoria de los pacientes muestran IgE especifica para més de una proteina
presente en la leche de vaca. Durante mucho tiempo se consider6 a la B-lactoglobulina
como el principal alergeno (Bleumink, 1968). Actualmente, se han establecido que varias
de las otras proteinas actian como alergenos, como las caseinas, o-lactoalbimina y BSA
(Otani, 1989). Varios estudios observaron una gran incidencia de las caseinas como
alergenos, en términos de frecuencia e intensidad de las respuestas (Stoger, 1993;
Docena, 1996). Entre las caseinas, el orden de potencia alergénica es o ;> B>> a,=«
(Bernard, 1998).

Se han publicado varios estudios sobre los epitopes alergénicos de la a.,-caseina,
encontrandose distintos péptidos inmunorreactivos a lo largo de toda la molécula (Otani,
1986; Spuergin, 1996). Los epitopes de a-caseina son preferencialmente secuenciales
(Kohno, 1994). En cuanto a la -caseina, Otani y col encontraron 6 sitios antigénicos
cuyos epitopes son secuenciales (Otani, 1987). La B-lactoglobulina es una proteina cuya
estructura le da una gran resistencia al pH acido y a las proteasas (Reddy, 1988),

permitiendo que quede intacta luego del proceso de digestién. Esto favorece que la
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proteina intacta se absorba a nivel intestinal. Por el contrario, la pérdida de la
conformacién no tuvo efecto sobre la inmunorreactividad, sugiriendo que los epitopes
son secuenciales (Selo, 1998). Por medio de estudios de mapeo de epitopes, se encontré
que hay epitopes a lo largo de toda la estructura primaria de la molécula (Takahashi,
1990). Los estudios de epitopes de la a-lactoalbimina muestran que muchos sueros no
reconocen péptidos derivados de la proteina intacta, sugiriendo la importancia de los

epitopes conformacionales (Maynard, 1997).

V-6 Prevencion

La lactancia materna es importante en muchos aspectos, ya que transfiere al nifno
inmunidad de la madre, protege contra ciertas infecciones respiratorias (Rylander, 1993),
desérdenes gastrointestinales y estimula la maduracién del sistema inmune (Hanson,
1999).

La lactancia materna puede disminuir la sensibilizacién alérgica, gracias a reducir
la exposicién y la absorcién intestinal de proteinas alimentarias. La absorcién intestinal
de proteinas alimentarias, causada por un aumento de la permeabilidad intestinal es un
fenémeno universal en los neonatos, siendo mayor en los bebés pretérmino que en los
nacidos a término (Robertson, 1982). Esta entrada de proteinas también puede ocurrir
por una injuria del epitelio intestinal. La maduracién intestinal ocurre entre los 3 y 4
meses de vida (Israel, 1988). La leche materna, a través de la IgA secretoria inhibe la
absorcién de proteinas (Walker, 1977). Estos beneficios de la leche materna fueron
publicados por primera vez por Grulee y Stanford (Grulee, 1936) en 1936, quienes
observaron una disminucién en la incidencia de dermatitis atdépica en ninos
amamantados comparados con bebés alimentados con leche bovina durante los
primeros 6 meses de vida. A partir de varios estudios, puede concluirse que las
enfermedades alérgicas son reducidas por una lactancia materna prolongada (mas de 4
meses, preferiblemente 6 meses) y la introduccién de alimentos sélidos después de los 6
meses (Hill, 1996; Kajosaari, 1983).

De todas maneras, existen casos de alergia a leche de vaca en ninos alimentados
exclusivamente mediante lactancia materna (Host, 1988). A partir de esto, surgieron

estudios que comparan el desarrollo de alergia en nifilos amamantados, con o sin
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restricciones en la dieta de la madre. La restriccién dietaria a la madre consiste en evitar
la ingesta de leche de vaca y otros productos lacteos, huevo, pescado, mani y soja. Los
resultados sugieren que los nifios cuyas madres eliminaron alergenos de la dieta,
desarrollan menos enfermedades alérgicas (Chandra, 1989a; Hattevig, 1989). De todas
maneras, sélo se recomienda en casos donde el bebé tiene sintomas o signos de alergia
o predisposicién familiar.

Otra medida preventiva analizada fue eliminar alimentos alergénicos de la dieta
materna durante el embarazo. Esta restriccién dietaria no disminuyé la prevalencia de
alergia en los hijos (Falth-Magnusson, 1992)

En los casos donde la madre decide no amamantar, y el nifo tiene alta
predisposicién a alergia, se pueden utilizar los hidrolizados como forma de prevencién de
alergia (Vandenplas, 1992; Halken, 1993a). Se observé que la alimentacién con un
hidrolizado parcial de suero durante los primeros 6 meses de vida redujo la incidencia de

atopia, comparada con el uso de leche de vaca o de soja (Vandenplas, 1995; Marini,

1996).

V-7 Sustitutos lacteos

Hasta antes del siglo 20, la lactancia materna era el tnico alimento disponible
para los neonatos. A partir de la década del '50, las férmulas a base de leche bovina
(leches maternizadas) comenzaron a aparecer en el mercado. El relativo bajo costo y la
mayor facilidad para alimentar a los bebés, llevé a que la mayoria de ellos fueran
alimentados a base de férmulas artificiales a partir del nacimiento (Martinez, 1981). Esta
tendencia comenzé a revertirse hace unos 10 afnos, donde un mayor nimero de madres
retornaron a la lactancia como forma de alimentar a sus hijos. Sin embargo, dado que a
partir de los 2-3 meses del nacimiento, las madres que trabajan fuera de su casa deben
retornar a sus trabajos, las férmulas siguen siendo importantes en la nutricién de los
ninos.

A principios de siglo, empezé a utilizarse la leche de soja en los casos de
intolerancia a leche de vaca. El primer reporte data de 1909, desde cuando comenzé a
utilizarse formulaciones a base de proteinas de soja como alimento para ninos, y a partir

de 1920 se empez6 a utilizar en ninos alérgicos a leche de vaca.
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En la actualidad existen 3 tipos de sustitutos lacteos disponibles: leche de distintas
especies de mamiferos (oveja, cabra, etc), leche de soja e hidrolizados de proteinas de
leche de vaca.

Los hidrolizados de proteinas de leche de vaca han sido desarrollados con el
propésito de reducir la alergenicidad de sus proteinas, y asi proveer un sustituto para
alimentar a los ninos alérgicos.

Hace unos pocos anos aparecieron en el mercado férmulas a base de
aminoécidos, las cuales son utilizadas con éxito en ninos cuya intolerancia es tan grave
que no toleran los hidrolizados extensivos. Este tipo de férmula es segura porque carece

de polipéptidos que puedan constituir epitopes.

V-7.a Leche de distintas especies de mamiferos

Leche de distintas especies de mamiferos, como oveja o cabra, son alguno de los
productos lacteos utilizados como sustituto para nifios con alergia a leche de vaca.

Por otro lado, las proteinas de leche de vaca, oveja, cabra y bufalo presentan
inmunoreactividad cruzada, y por ello su uso para la alimentacién de ninos alérgicos a
leche de vaca es controversial (Wilson, 1988; Businco, 1995, Restani, 1999a). Dicha
inmunoreactividad se basa en la alta homologia de secuencia existente entre las
moléculas de caseinas de esas leches, que alcanza el 90%. En cambio la homologia entre
las distintas moléculas de caseinas presentes en una Unica especie no supera el 30%
(Spuergin, 1997). Esta reactividad cruzada puede ponerse de manifiesto mediante
reacciones in vivo e in vitro que involucran la IgE de pacientes alérgicos a leche de vaca
que nunca habian consumido leche de otro mamifero. Este fue el caso de pacientes que
mostraron reactividad para proteinas de leche de oveja, cabra y bufalo (Spuergin, 1997;
Restani, 1999a). En un estudio realizado mediante pruebas de reto alimentario con leche
de cabra, el 92% de pacientes alérgicos a leche de vaca no la toleraron (Bellioni-
Businco, 1999). La leche de yegua es otro de los sustitutos posibles. El reporte de
Businco y col (Businco, 2000) indica un pobre reconocimiento por parte de la IgE sérica
de las proteinas de la leche de yegua. Por el contrario, se han observado alergias a
proteinas de leche de oveja, cabra o yegua, sin alergia a leche de vaca (Wuthrich, 1995;

Gall, 1996).
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Ofro sustituto analizado por el grupo de Restani y col, (Restani, 1999a) fue la
leche de camello, con la cual no detectaron reactividad cruzada. Dado que la
composicién de aminoacidos de las proteinas es similar a las de la leche bovina, podria
ser propuesta como alimento, siempre que se verifique nutricionalmente que es apta

para el consumo humano.

V-7.b Férmulas a base de hidrolizados de proteinas de leche bovina

Hay un gran ndmero de férmulas hipoalergénicas disponibles en el mercado
internacional. La antigenicidad residual y la alergenicidad potencial de un hidrolizado
depende del procesamiento aplicado, el que generalmente es mantenido en secreto por
la industria que lo produce. Estos sustitutos son producidos usando tres técnicas basicas:
tratamiento térmico, hidrdlisis enzimatica y/o ultrafiltracién. Durante el tratamiento
térmico se desnaturaliza la proteina, eliminando sus epitopes conformacionales. Este
tratamiento facilita la hidrélisis enzimatica (por hacer mas accesibles los sitios de corte a
la proteasa) y reduce la alergenicidad de las proteinas del suero, pero no de las caseinas.
En contraste, la protedlisis destruye las proteinas alergénicas y sus epitopes (Jost, 1987).
En base al grado de hidrdlisis, los sustitutos pueden dividirse en parciales o extensivos.
En los hidrolizados extensivos el PM de los péptidos es menor a 1500 Da, mientras que
los parciales contienen una cantidad significativa de péptidos con PM mayor a 4000 Da,
y 5% con PM mayor a 15000 Da (Businco, 1993). Férmulas con péptidos menores a
1200 Da son menos alergénicas (Anonymous, 1989). Sin embargo, puede ocurrir la
agregacion de péptidos de bajo PM, y estos agregados pueden ser antigénicos y
alergénicos (Matsumuda, 1987). Ademas, los hidrolizados parciales pueden contener
proteinas de leche de vaca intactas, y desencadenar sintomas en el 50% de pacientes
alérgicos (Dean, 1993; Restani, 1995). En general, se recomienda el uso de los
hidrolizados parciales sélo como prevencién de alergia, y los extensivos como sustituto
dietario para ninos alérgicos a leche de vaca.

A menudo, es necesaria la inclusién de un paso posterior de ultrafiltracién para
remover péptidos de alto PM y proteinas intactas. La ultrafiltracién resulta en una gran
disminucién de la alergenicidad in vivo e in vitro, comparada con el mismo hidrolizado

sin ultrafiltrar (Rugo, 1991).
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La composicién de la férmula hipoalergénica depende de la fuente proteica, del
grado de hidrélisis y ademas del procesamiento posthidrélisis, tal como la eliminacién de
enzimas y proteinas residuales. A mayor grado de hidrélisis, quedan expuestos un mayor
nimero de aminoécidos hidrofébicos otorgando un gusto amargo a la férmula, lo cual
reduce la aceptacién por parte de los consumidores. Ademas la osmolaridad de la
férmula aumenta, produciendo diarreas. Por lo tanto, cuanto mas hidrolizadas estan las
proteinas las propiedades alergénicas se reducen, pero por el contrario, el gusto empeora
y la osmolaridad vy el costo aumentan. Al elegir un sustituto se debe considerar su valor

nutricional, alergenicidad, gusto, osmolaridad y costo (Tabla IV)

Tabla IV.- Comparacién entre las caracteristicas de las férmulas a base de

hidrolizados de leche de vaca: extensivos y parciales (Businco, 1997)

extensivos parciales

Inmunogenicidad - +/-
Alergenicidad +/- + 4+
Proteinas intactas - ++
Epitopes reactivos +/- +++
Gusto agradable - +
Osmolaridad +++ +
Bajo costo - +

La American Academy of Pediatrics Subcommittee on Nutrition and Allergic
Disease de Estados Unidos de América recomendé que una férmula sea designada
como hipoalergénica cuando la proteina ha sido modificada para reducir la
antigenicidad, de modo que el 90% de los individuos alérgicos a esa proteina la toleren
con un 95% de confianza (Kleinman, 1991). Un comité dentro de la European Society of
Paediatric Allergy and Clinical Immunology (ESPACI) sugiere que sélo los hidrolizados
extensivos deben usarse tanto para tratamiento como para prevencién en grupos de
riesgo (Businco, 1993).

Considerando la fuente proteica utilizada, los hidrolizados pueden provenir de
caseinas, proteinas de suero o mezcla de suero y caseinas. Los primeros en aparecer,

hace unos 40 anos, fueron los hidrolizados extensivos de caseina. (Tabla V).

61



O

- — - INTRODUCCION

Tabla V.- Férmulas "hipoalergénicas" disponibles comercialmente

Fuente proteica Hidrolizados extensivos Hidrolizados parciales
Caseina bovina Alimentum KAS 1000

Nutramigen

Pregestimil
Suero de leche de vaca Profylac Beba HA

Alfa-Ré Nidina HA

Pepti-Junior Good Start

Nutrilon Pepti
Nutrilon Pepti Plus
NAN HA
Humana HA

Suero y caseina Aptamil HA

Los hidrolizados parciales son indicados para reducir el riesgo de sensibilizacién
en ninos con alta predisposicién a atopia. Algunos autores informaron un efecto
beneficioso de estas férmulas (Vandenplas, 1988; Chandra, 1991), sin embargo, otros
no observaron diferencia en la incidencia de alergia en comparacién con la alimentacién
con leche de vaca (Schmitz, 1992; Mallet, 1992).

Los hidrolizados, tanto parciales como extensivos, contienen una actividad
antigénica residual (Plebani, 1990; Ragno, 1993), y se han observado reacciones
anafilacticas, tanto con los parciales (Ellis, 1991; Tarim, 1994) como con los extensivos
(Businco, 1989; Saylor, 1991, Hoffmann, 1997). La antigenicidad y alergenicidad
residual del hidrolizado es, en parte, dependiente del PM de los péptidos remanentes
(Rugo, 1992). Es dificil determinar el limite de PM debajo del cual se pueda garantizar
ausencia de antigenicidad y alergenicidad. Péptidos de 700 Da o més tienen el tamano
suficiente como para unirse a anticuerpos especificos (Plebani, 1992). Sin embargo para
producir el entrecruzamiento de las moléculas de IgE presentes en las células efectoras
son necesarios al menos 2 epitopes presentes en la misma molécula. Estudios en
animales mostraron que péptidos menores a 3000 Da no fueron capaces de inducir
reacciones mediadas por IgE. En humanos se observé que péptidos entre 3000 y 5000
Da fueron suficientes para provocar reacciones (van Beresteijn, 1994). Péptidos de un

hidrolizado con PM entre 1400 y 2600 fueron capaces de unirse a la IgE y de producir
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reaccién positiva en prick test, mientras que aquellos en el rango de 950 a 1400 Da se
unieron a IgE pero la prueba cutdnea fue negativa (van Hoeyveld, 1998). Esto indica
que en el rango de PM entre 950-1400 Da, el péptido no seria lo suficientemente grande
como para que existan 2 epitopes. La antigenicidad residual también cambia con el tipo
de proteasa utilizada (van Beresteijn, 1995), produciendo un espectro diferente de
péptidos.

Recientemente se ha propuesto el uso de una férmula (Neocate) a base de
aminoacidos, con lo cual estd asegurada la ausencia de epitopes alergénicos. Ademas
contiene lipidos, carbohidratos, minerales y vitaminas. Se utiliza para ninos con alergia a
leche de vaca e intolerancia a miiltiples proteinas alimentarias (Hill, 1995), y ha sido
bien tolerada por éstos, representando un gran avance en el tratamiento de esta

patologia (de Boissieu, 1997).
V-7.c Férmulas a base de proteinas de soja (Leche de soja)

La soja (Glycine max) es una leguminosa que se comenzé a cultivar en China
probablemente entre los siglos 7 a 11 antes de Cristo. Los productos a base de soja son
comunes en la comida asiatica, e incluyen aceite, harina, salsa, bebidas, tofu, férmulas
para lactantes, etc. Las proteinas de soja son ampliamente utilizadas en productos
alimenticios debido a sus propiedades funcionales y nutricionales, tales como la
solubilidad, formacién de espumas, emulsificacién, alto contenido de aminoéacidos
esenciales. Esto hace muy dificil a un alérgico a soja encontrar alimentos libres de soja,
ademas, no siempre esta presente esta informacién en el rétulo. La amplia utilizacién de
la soja en la alimentacién de individuos alérgicos y no alérgicos ha expuesto a gran parte
de la poblacién, sensibilizandola. Se ha transformado en uno de los principales alergenos
alimentarios, tanto en ninos como adultos. Por ello actualmente se considera a las
proteinas de soja un alergeno alimentario importante.

El primer reporte del uso de soja como sustituto a la leche de vaca es de 1909
(Ruhrah, 1909), y como sustituto lacteo para la alimentacién de nifos con alergia a leche
de vaca de 1929 (Hill, 1929). Las férmulas a base de soja eran el tnico sustituto
disponible, ya que los hidrolizados proteicos a partir de leche bovina fueron

desarrollados mas recientemente. Las férmulas a base de soja contienen proteinas
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purificadas, una mezcla de aceites vegetales, maltodextrinas, almidén de maiz o sacarosa
como fuente de hidratos de carbono y carecen de lactosa, y se denominan
comercialmente leches de soja. El consumo de estas férmulas asegura un adecuado

crecimiento, contenido proteico y mineralizacién ésea.

V-7.c.1 Proteinas de soja

El poroto de soja tiene 3 componentes estructurales mayores, la cascara, el
cotiledén y el hipocotiledén, que representan el 8, 90 v 2% del peso del poroto,
respectivamente. El poroto entero de soja estd compuesto por un 20% de lipidos, 12%
de agua, 35% de proteinas y el 23% de hidratos de carbono. Las proteinas presentes en
las semillas pertenecen a 3 grupos segin su funcién, las de reserva, estructurales y
proteinas biolégicamente activas. Las primeras son las mayoritarias, las cuales son
sintetizadas y depositadas como cuerpos proteicos durante el desarrollo del endosperma,
en el cotiledén de la semilla. Su funcién es servir como fuente de carbono y nitrégeno
para el crecimiento y desarrollo de la semilla durante la germinacién. Las proteinas
biolégicamente activas son distintas enzimas, como inhibidor de tripsina, lipoxigenasa,
hemaglutinina, B-glucosidasa, B-amilasa, citocromo c, fosfatasa.

El 90% de las proteinas de la semilla de soja son solubles en soluciones salinas,
por lo cual se las denomina globulinas, el restante 10% son solubles en agua, y son
llamadas albiminas. El 75% de las globulinas precipitan a pH=4,5-4,8, dando origen a
un producto que se llama precipitado acido de proteinas o globulinas de soja, mientras
que las que quedan solubles constituyen el suero. Las globulinas pueden dividirse en 4
fracciones, de acuerdo al coeficiente de sedimentacién, en 2S, 7S, 11S y 15S. Seguin
otra clasificacién, desde el punto de vista inmunoquimico, se dividen en glicinina, o-
conglicinina, B-conglicinina y y—conglicinina (Catsimpoolas, 1969). La glicinina
corresponde a la fraccién 11S, la a—conglicinina a la fraccién 2S, y la globulina 7S esta
formada por la B—conglicinina, la y—conglicinina y la globulina 7S bésica (Tabla VI). Los

componentes mayoritarios son la globulina 11S o glicinina y la 7S o —conglicinina.
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Tabla VL.- Clasificacién de las globulinas de soja.

Fraccién (segin Fraccidn (segiin % del total de Peso molecular
coeficiente de inmunoquimica) proteina (kDa)

sedimentacién)

2S5 a-conglicinina 22 8;12;21.5
f-conglicinina 150-200
7S y-conglicinina 36 170
globulina 7S basica 168
11S glicinina 31 300-380
158 - 11 600

Globulina 7S

Estd compuesta por 3 fracciones: B—conglicinina, y—conglicinina y globulina 7S
béasica. La primera es la mas abundante, del 30-50% del total de las proteinas de la
semilla. La globulina 7S basica es una glicoproteina de 168 kDa, pl de 9,05-9,26, y esta
formada por 4 subunidades compuestas por 2 polipéptidos de 26 y 16 kDa unidos por
S-S. La y—conglicinina es una glicoproteina, formada por 3 subunidades idénticas de 170
kDa. La B—conglicinina (Figura H) tiene un PM de 150-200 kDa, y est4 compuesta por 4
polipéptidos, 3 de los cuales son mayoritarios, o' (72 kDa), a (68 kDa) y B (52 kDa), vy
uno minoritario, similar en tamano a B. Las secuencias de aminoacidos de todas las
subunidades es altamente homéloga. Se identificaron diferentes tipos de trimeros:

a'Ba, afz, ad'ap, azf, axa', oz B3 donde las subunidades estdn unidas por uniones no

covalentes
Subunidades de la B—conglicinina Trimeros posibles
A
— N7 A
o o B a'fy  afy dafp  wf wma'  az P
PM (kDa) 57-68 57-72 42-52 150-200

Figura H: Estructura molecular de la f—conglicinina
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Globulina 11S

La globulina 11S de soja se llama glicinina, y es un hexdmero de 300-380 kDa.
Cada subunidad del hexamero esta compuesta de un polipéptido acido A (pl acido) con
un PM de unos 35 kDa y uno basico B (pl basico) de aproximadamente 20 kDa de PM,
que estdn unidos por un puente disulfuro (Figura I). Se sintetizan como un tnico
polipéptido precursor, y luego es modificado postraduccionalmente formando los 2
polipéptidos. El sitio del procesamiento en todos los precursores es la unién Asn-Gly,
teniendo entonces todos los A Asn en el extremo C-terminal y todos los B Gly en el N-
terminal. Se identificaron 5 subunidades: A, B,, (G1), A,B,, (G2), A, B,(G3), A.A,B,(G4)
y A;B,(G5). La subunidad A;A,B; es sintetizada en forma similar a las otras, sélo que el
polipéptido acido es escindido para producir A; (97 aa) y A, (257 aa), siendo A; el del
extremo N-terminal. En las 5 subunidades se encontré un solo puente S-S entre Ay B, y
la posicién propuesta es entre el aminoacido 7 de B y 85-88 de A. En A.A,B, la unién
disulfuro se encuentra entre A,y B,.

Componentes de la subunidad Subunidades posibles de la glicinina
de la glicinina
./A\ A
Polipéptido Polipéptido A.B, AB,, AB AAB, AB,
acido A-S-S-B bésico (Gl) (G2) (G3) (G4) (G5)
PM (kDa) 35 20 58 58 38 62 69

Figura I: Estructura molecular de la glicinina

Hay una alta homologia de secuencia y de estructura secundaria entre las
subunidades de 7S y 11S, indicando que provienen de un gen ancestral comtin. En cada
subunidad hay 3 dominios: el del C-terminal, el central y el N-terminal. El C-terminal
contiene hojas By Pturns, y es la regiébn mas conservada, ademas es altamente
hidrofébica, indicando que estaria orientada hacia el interior de la estructura. La regién
central contiene una mezcla de hojas B, hélice o y B turns. La regién N-terminal consiste

de P turns y hélice . La principal diferencia entre 7S y 11S es atribuida a una regién

66



0.

INTRODUCCION

hipervariable entre el dominio central y el C-terminal en las 11S, que resulté6 de una
insercién de un polipéptido acido rico en glu y asp.

En la figura J se muestra una electroforesis SDS-PAGE de un extracto acuoso de
leche de soja en la que se muestran los tamanos relativos de cada componente. En la
electroforesis se distinguen las bandas correspondientes a las subunidades que

componen a las globulinas 7S y 11S.

kDa ;
94 | w—
67 m—
43
30 [ —
20,1 | <« B
14,4 |
PM leche de soja

Figura J: SDS-PAGE de proteinas de leche de soja. La tincién se realizé con Coomasie-Blue
R-250.

V-7.c.2 Alergia a soja

Las férmulas a base de soja son empleadas en el tratamiento de diversas
patologias alimentarias tales como alergia a leche de vaca, intolerancia a lactosa y
gastroenteritis severa.

Las proteinas de soja son tan antigénicas como las de leche de vaca (Easthman,
1978), y por ello su uso para prevencién de atopia no ha sido beneficioso, mostrando
iguales resultados que el uso de leche de vaca (Miskelly, 1988; Chandra, 1989b).

La soja es uno de los principales alergenos alimentarios en Japén. Varios trabajos

demostraron (Shibasaki, 1980; Bush, 1988) que la fraccién 7S es la mas alergénica, y en
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particular la subunidad a de la -conglicinina (Ogawa, 1995). También existen trabajos
en los que se demuestra la presencia de epitopes para IgE en la fraccién 11S (Burks,
1988). Otros de los componentes alergénicos frecuentemente reconocido por la IgE del
suero de pacientes alérgicos a soja es el Gly m Bd 30K, una proteina de 34 kDa asociada
a los cuerpos proteicos o proteina vacuolar P34; la fraccién 2S, que incluye el inhibidor
de tripsina tipo Kunitz de 20 kDa (Moroz 1980; Shibasaki 1980) y ofra proteina de 20
kDa, diferente de la anterior atin no caracterizada (Herian, 1990; Zeece, 1999).

Existe bibliografia en la cual se muestra una alta incidencia de alergia a soja, de
hasta el 47%, sin embargo muchos de esos trabajos son de bajo rigor cientifico. En
ninguno de ellos se ha realizado el diagnéstico en base a la prueba de desafio, y en
varios, tampoco se realiz6 la medida de IgE especifica; en cambio estan basados en
historia clinica o reportes de los padres. Muchos de estos trabajos se realizaron antes de
que se imponga la prueba de desafio como prueba confirmatoria para el diagnéstico de
la alergia alimentaria. Los estudios de Kuitunen y col (Kuitunen, 1975) y Jakobsson
(Jakobsson, 1979) quienes estudiaron ninos con intolerancia a leche de vaca, informan
una incidencia de 11% y 35%, respectivamente; en ninguno de los 2 estudios se hicieron
desafios ni la medicién de IgE especifica. Freier (Freier, 1988) indica una incidencia de
alergia a soja del 30% en ninos alérgicos a leche de vaca. Bishop y col (Bishop, 1990)
estudié ninos con alergia a leche de vaca, diagnosticada por desafio, e indica una
incidencia del 47% en ese grupo, sin embargo el diagnéstico para alergia a soja no fue
realizado por medida de IgE especifica ni desafio. Gerrard y col (Gerrard, 1973) mostré
que 20% de chicos alérgicos a leche bovina, alimentados con leche de soja, tenian
sintomas, pero no realizé desafio.

Hay varios estudios que evaltian la incidencia/prevalencia de alergia a soja,
comparada con la de alergia a leche de vaca. En la tabla VII (Cantani, 1997) se muestra
el resumen de 14 estudios.

A partir de la tabla, surge que la prevalencia promedio de alergia a soja es 7.1%,
mientras que la de alergia a leche de vaca es de 24.9%. Hay pocos estudios donde el
diagnéstico de alergia a soja se haya hecho mediante la prueba de desafio, en los cuales
encontraron una incidencia que no supera el 5%. En los estudios de Sampson
(Sampson, 1988b) y Giampietro (Giampietro, 1992) encontraron que 5% de ninos con

dermatitis atépica eran alérgicos a soja. Bruno y col (Bruno, 1997), encontraron que sélo
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el 1% de un grupo de 505 nifnos con sintomas sugestivos de alergia alimentaria tenfan

alergia a soja, haciendo el diagnéstico por desafio, mientras que el prick test arrojaba un

resultado del 6%. Magnolfi y col (Magnolfi, 1996) también encontraron una prevalencia

del 1% en una cohorte de 700 nifos atépicos. Por estos resultados, Bruno y col (Bruno,

1997) llegan a la conclusién de que la alergia a soja no es tan comiin, como se creia

anos atras.

Tabla VII.- Estudios que evaltan la incidencia/prevalencia de alergia a soja, comparada

con alergia a leche de vaca

Niamero de Diagnéstico Alergia a leche Alergia a soja Cita
pacientes de vaca (%) (%)
150 H NR 36 Gerrard, 1967
59 H 7,5 10 Gerrard, 1973
20 D (leche de vaca) 1,9 35 Jakobsson, 1979
P (soja)
68 D 4] 1 Minford, 1982
86 IgE 9 6,6 Hattevig, 1984
54 D 85 0 Benincori, 1985
160 D 11 5 Sampson, 1988
21 D (leche de vaca y 100 9,5 Host, 1990b
soja), IgE (soja)
74 D 36,3 10,5 Bock, 1996
1314 H, IgE 6,5 1,9 Bergmann, 1994
112 D NR 0 Kivity, 1994
355 S,IgE, D 14,3 0 Crespo, 1995
507 IgE 14 1,5 Noferi, 1995
710 D 18,9 6 Bock, 1988
" Promedio 249 171

H: historia clinica, D: desafio, S: skin prick test, P: reporte de los padres, NR: no reportada.

El tnico trabajo en el cual se informa la incidencia de alergia a soja en nifos

alérgicos a leche de vaca es el de Bock y col (Bock, 1990), quienes encontraron que 7%

de nifos alérgicos a leche bovina tenian sintomas al hacer la prueba de desafio con soja.
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En un estudio sobre 92 ninios alérgicos a leche bovina, que fueron alimentados con
férmulas a base de proteinas de soja, ninguno de ellos desarroll6 alergia a soja durante 1
ano de seguimiento (Sampson, 1997b).

Existen algunos estudios en los cuales muestran que férmulas a base de soja
fueron capaces de inhibir la unién de la IgE sérica de pacientes alérgicos a proteinas de
leche de vaca. En el estudio de Dean y col (Dean, 1993) encontraron un cierto grado de
inhibicién de una férmula a base de soja, que no pudieron explicar. En el estudio de
Rugo y col (Rugo, 1992) encontraron que pacientes alérgicos a leche de vaca tenian IgE
especifica para soja, lo cual podria explicarse por coexistencia de alergia a ambos
alimentos. Pero dado que la férmula a base de soja pudo inhibir la unién de la IgE a
leche de vaca mediante RAST de inhibicién, proponen como explicacién la existencia de
reactividad cruzada entre epitopes de proteinas de leche de vaca y de soja. Este mismo
resultado encontraron Strobel y col (Strobel, 1989).

Se debe ser cuidadoso al sacar conclusiones a partir de varios estudios donde los
procedimientos para realizar el diagnéstico son diferentes. No es posible comparar datos
donde el diagnéstico se realiz6 en base a un desafio doble ciego con datos altamente
subjetivos obtenidos a partir del informe de los padres. También se debe tener en cuenta
las edades de los pacientes de cada estudio, ya que la prevalencia de alergia cambia
notablemente. Aun usando la misma metodologia diagnéstica los extractos utilizados,

aunque sean del mismo alimento, pueden ser diferentes.
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La alergia a leche de vaca es la alergia alimentaria de mayor prevalencia en la primera
infancia. Una de las causas es la exposicién temprana de proteinas extranas a la mucosa
intestinal aun inmadura de los bebés hasta alrededor de los 4 meses de vida. La lactancia
materna puede disminuir la sensibilizacién alérgica, gracias a reducir la exposicién y la
absorcién intestinal de proteinas alimentarias. En aquellos casos donde la posibilidad de
lactancia materna no existe, el principal y tnico alimento para los bebés consiste en una
férmula maternizada a base de proteinas de leche de vaca. En nifios con predisposicién
genética a atopia, este tipo de alimentacién puede provocar el desarrollo de una alergia a las
proteinas bovinas. No existe ninguna terapia especifica para las alergias alimentarias. El
Unico tratamiento efectivo es eliminar el alimento alergénico de la dieta. Esto implica un
problema grave, dado que se le debe quitar de su alimentacién el tnico alimento que se le
proporciona en esa etapa de su vida.

Existen en el mercado distintas alternativas de reemplazo de la leche bovina. Uno de
los sustitutos mas frecuentemente empleados es la leche de soja. Sin embargo, no existe una
Gnica férmula que cumpla con las necesidades de todos los pacientes y asegure la inocuidad
total. Por ello, se hace necesario el estudio de cada una de las férmulas disponibles y el perfil
de sensibilizacién de cada paciente, para lo cual los métodos inmunoenzimaticos
proporcionan una herramienta altamente eficaz.

Por lo tanto los objetivos del presente trabajo de tesis son:

e Caracterizar la composicién proteica, antigénica y alergénica de diferentes sustitutos
lacteos utilizados como dieta de reemplazo para nifos con alergia a leche de vaca,
mediante métodos inmunoenzimaticos.

e Caracterizar la reactividad cruzada entre proteinas de leche de vaca y soja.

¢ Identificar el componente de inmunoreactividad cruzada entre leche de vaca y soja.
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Sustitutos lacteos empleados

Como sustitutos lacteos se utilizaron para este trabajo:

Leche de distintas especies de mamiferos

® leche de vaca

e leche de oveja
® leche de cabra
® leche de bifalo
® leche de yegua

® leche humana
Como leche de vaca se utiliz6 leche descremada en polvo comercial (Molico,
Nestlé). La leche de las otras especies de mamiferos se obtuvo de distintos criaderos de

animales, y la leche humana a partir de un grupo de madres en periodo de lactancia.

Hidrolizados de proteinas de leche bovina

e NAN HA (Nestlé): hidrolizado parcial de proteinas del suero de leche de vaca

e Beba HA 1 (Nestlé): hidrolizado parcial de proteinas de suero de leche de vaca

e Beba HA 2 (Nestlé): hidrolizado parcial de proteinas de suero de leche de vaca

e Humana HA 1 (Humana): hidrolizado parcial de proteinas de suero de leche de vaca

e KAS 1000 (Kasdorf): hidrolizado parcial de caseina bovina

e Pregestemil (Mead-Johnson, The Netherlands): hidrolizado extensivo de caseina
bovina

e Aptamil HA 1 (Milupa): hidrolizado parcial de proteinas de suero y caseina de leche

de vaca
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Leches de soja

e Nursoy (Wyeth; USA): férmula a base de proteina de soja hidrolizada

e ADES (Argentina): leche de soja

e Al PRO (Bélgica): leche de soja

e CIDCA: leche de soja producida en el CIDCA a partir de materias primas
proporcionadas por Refinerias de Maiz, S.A.

® leche de soja: preparada en el laboratorio a partir de porotos de soja comerciales, asi
como también a partir de 4 variedades de porotos de soja (INTA): Asgrow 4004,
Asgrow 4656, Don Mario 43 y Caminera 32.

Soluciones

e PBS: 0,14M NaCl; 2,7 mM KCl; 1,5 mM KH,PO,; 8,1 mM Na,HPO,; pH=7 4.

e TBS: 0,14M NaCl; 2,7mM KCl; 50mM Tris; pH= 8,5.

e Solucién para sensibilizacién (ELISA): buffer Na,CO,/ NaHCO, 0,1M pH=8.

e Solucién de lavado (ELISA, EAST, Inmunoblotting): 0,9 g% NaCl; 0,05% Tween 20.

e Solucién de bloqueo y diluyente (ELISA, EAST, Inmunoblotting): 5% de suero de
caballo (v/v) en PBS.

e Solucién de sustrato para peroxidasa (ELISA): 2 mg/ml o-fenilendiamina (SIGMA), 1
pl/ml H,O, 30 vol en buffer citrato-fosfato pH 5.

e Solucién de sustrato para fosfatasa alcalina (ELISA, EAST): 55 mM p-
nitrofenilfosfato de sodio, 0,5 mM de MgCl, en buffer glicina 50 mM pH=10,5
(Wiener).

e Solucién de sustrato para peroxidasa (inmunoblotting): 0,5 mg/ml de 4-cloronaftol y
1 pl/ml H,O, 30 vol en una solucién de metanol: TBS 1:5.

e Solucién de sustrato para fosfatasa alcalina (inmunoblotting): 5-bromo-4-cloro-3-

indolilfosfato/nitroazul de tetrazolio (NBT/BCIP) en buffer pH=9,5 (Sigma).
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Extractos proteicos

Preparacién

Las leches en polvo (NAN HA, Beba HA 1 y 2, Humana HA 1, KAS 1000,
Pregestemil, Aptamil HA 1, Nursoy y Molico) se disolvieron (2,5% p/v) en buffer TBS. Se
centrifugaron a 2500 g durante 10 minutos, y los sedimentos se descartaron.

El extracto proteico preparado a partir de la férmula a base de soja Nursoy se
precipité con éacido tricloroacético (TCA) al 12%, debido a su bajo porcentaje de
proteinas. Luego de agregar el TCA, se agité durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifugé a 2500 g durante 20 minutos. El sedimento se resuspendié en
NaOH 0,1N, agitdindose 3 horas a temperatura ambiente. Se centrifugé a 4500 g
durante 5 minutos y se descarté el sedimento. De esta manera, la muestra fue
concentrada 8 veces.

La leche de soja se preparé disolviendo porotos de soja enteros molidos en 0,14
% p/v NaHCO, a 90°C. Se homogeneizé utilizando un homogeneizador ULTRA-
TURRAX 20000, se enfri6 y se centrifugd a 5000 g durante 20 minutos a 20°C.

Las leches de distintas especies de mamiferos fluidas se desgrasaron mediante
extraccién con cloroformo.

El contenido de lipidos de todos los sustitutos analizados se eliminé mediante
extraccién con cloroformo, utilizando una relacién de extracto a cloroformo de 5:1. Los
extractos fueron dializados (membrana de 2 kDa de cutoff) contra agua bidestilada,

durante toda una noche a 4°C.

Purificacién de caseinas por HPLC

La purificacién de mondémeros de caseina se realiz6 mediante cromatografia de
fase reversa en un equipo de HPLC (Waters, Millipore), utilizando una columna Sephasil
Protein C4 ST 4,6/250, con un tamano de poro de 5 um (Amersham Biosciences).

Se disolvié caseina de leche de vaca (Hammerstam) en buffer A (0,1 % &cido
trifluoroacético), vy se aplicé a la columna. Para la elucién se utilizé6 un gradiente de

buffer B (50% acetonitrilo-0,1% &cido trifluoroacético) desde 0 a 100%, durante 60
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minutos, a un flujo de 0,8 ml/min. La cromatografia se siguié mediante un detector UV a
280 nm.

Suero y precipitado de soja

El extracto de leche de soja preparado en el laboratorio se llevé a pH=4 con HCI
IN. Las proteinas del suero (sobrenadante) se separaron mediante centrifugacién a
3000g durante 20 minutos. El precipitado se lavé 3 veces con HCl y se redisolvié con
NaOH 1N, hasta pH= 8. Ambas fracciones se dializaron contra TBS (membrana de 2
kDa de cutoff) durante toda la noche a 4°C, y se conservaron a —20°C hasta su

utilizacién.

Determinacién de la concentracion de proteinas

La concentracién de proteinas totales se determiné segtin el método de Lowry
(Lowry, 1951) y/o el método del 4cido bicinconinico (Pierce), empleando como estandar

de calibracién seroalbimina bovina (SIGMA).

Suero hiperinmune de conejo anti-leche de vaca

Cuatro conejos New Zealand se inmunizaron con leche de vaca descremada de
origen comercial (Molico, Nestlé), mediante el siguiente protocolo: una primer
inmunizacién empleando 200 pug de proteinas de leche de vaca y Adyuvante de Freund
completo (2 ml) por conejo; luego se realizaron cuatro inoculaciones sucesivas con
cantidades de proteina decreciente hasta 100 pug en Adyuvante de Freund incompleto.
Las inmunizaciones fueron realizadas cada 15-20 dias. Previamente a cada inoculacién
se realiz6 una sangria parcial para controlar el titulo de anticuerpos contra leche de vaca.
Finalmente se realiz6 una sangria total, obteniéndose aproximadamente 50 ml de suero
de cada conejo. Para determinar el titulo del antisuero se desarrollé un ELISA indirecto.
Se sensibilizé la placa con leche de vaca (1 pg de proteina/ fosa) y se incubé durante 1
hora a 37°C. Se realizaron 3 lavados. Las fosas se incubaron con 200 pl de solucién de

bloqueo 2 horas a 37°C. Luego se incubaron con diluciones seriadas del antisuero
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durante 1 hora a 37°C. Con posterioridad al lavado, se revelé la presencia de
anticuerpos con un antisuero anti-inmunoglobulinas (Ig) de conejo conjugado a
peroxidasa (BIO RAD) 1/3000, incubando 1 hora a 37°C. Se agregé 100 ul de sustrato
para peroxidasa y luego de 10 minutos la reaccién se detuvo agregando 50 pul de H,SO,
4N. Se observé un aumento progresivo del titulo de anticuerpos, hasta que se realizé la
sangria total aproximadamente a los 3 meses. El pool de sueros fue almacenado a - 20°C

hasta su empleo.

Determinacion de proteinas antigénicas de leche de vaca mediante ELISA

secuencial de inhibicién

Para la cuantificacién de proteinas antigénicas de leche de vaca se desarrollé un
ELISA secuencial de inhibicién, empleando el suero hiperinmune anti-leche de vaca
obtenido en conejo.

Se sensibilizaron placas de poliestireno (NUNC, Maxisorp) agregando 100 pl (1
ug de prot/ fosa) del extracto de leche de vaca, e incubando toda la noche a 4°C. Luego
de lavar las fosas con solucién de lavado, se incubé con 200 ul de solucién de bloqueo.

Paralelamente se realiz6 la preincubacién de volimenes iguales del antisuero
diluido 1/130000 con diluciones del estindar o muestra a cuantificar durante 60 minutos
a 37°C. Cada muestra y estAndar se analizé por triplicado. El estdndar es una solucién
de leche de vaca Molico, cuya concentracién de proteinas se cuantificé utilizando el
método de Lowry.

Cien pl de la mezcla de preincubacién se incubaron en cada fosa sensibilizada
durante 60 minutos a 37°C. Se lavé con solucién de lavado. Se incubé con 100 pl del
antisuero anti-Ilg de conejo conjugado a peroxidasa 1/3000 (BIO RAD) durante 60
minutos a 37°C. Para el desarrollo de color se agregdé solucién de sustrato para
peroxidasa. La reaccién se detuvo con 50 pl de H,SO, 4N y se midié la densidad éptica
a 490 nm.

Los valores de absorbancia obtenidos con las diluciones del estdndar y las
muestras se transformaron en funcién logit (Tijssen, 1985). Los valores obtenidos con las
diluciones del estAndar se utilizaron para obtener la curva patrén, la cual se construyé

graficando el valor logit en funcién de la concentracién de proteinas del estindar. Para
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las muestras analizadas en forma paralela se obtuvo la concentracién de proteinas
antigénicas interpolando la curva patrén. Cada muestra se analizé a distintas diluciones
de manera de poder utilizar la regién mas apropiada de la curva para obtener el

resultado. El resultado se expresa como mg/ml de proteina en el extracto.

SDS-PAGE

La composicién proteica de los extractos se analizé separando las proteinas por
SDS-PAGE (Mini Protean III (BIO RAD)) con un sistema discontinuo segun la técnica de
Laemmli (Laemmli, 1970). Se emplearon geles de poliacrilamida 14%. Se sembré entre
5 vy 20 ug de proteina por calle. Las electroforesis se realizaron a 25 mA durante 20
minutos para el gel de apilamiento y a 50 mA durante 50 minutos para el gel de
resolucién. Los geles fueron fijados y coloreados con Coomasie brilliant blue R-250 o
tincién de plata.

Los PM de las proteinas presentes en las muestras se obtuvieron a partir de una
curva patrén, para la cual se utilizaron los siguientes polipéptidos de PM conocido (Bio
Rad): a-lactoalbdmina (14,2 kDa); Lisozima (20,1 kDa); Anhidrasa carbénica (30 kDa);
Ovalbumina (43 kDa), BSA (67 kDa); Fosforilasa (94 kDa). La curva patrén se obtuvo

graficando distancia en cm recorrida por el polipéptido/ distancia total versus PM.

Tricina-SDS-PAGE

Para separar componentes de PM menor a 20 kDa, se empleé el método
desarrollado por Schagger y von Jagow (Schagger, 1987), que permite la resolucién de
proteinas en el rango de 1 a 100 kDa. Para este sistema discontinuo se utilizd
poliacrilamida 4% para el gel de apilamiento y poliacrilamida 16% para el de resolucién.
Se sembré entre 5 y 20 pg por calle. Las corridas se realizaron a 30 V durante 1 hora
para el gel de apilamiento y a 90 V durante 4 horas para el gel de resolucién. Los geles
fueron fijados en una solucién de 50% metanol-10% éacido acético, durante 30 minutos.
La coloracién se realizé6 con Coomasie brilliant blue R-250 en 10% éacido acético o plata.

Los patrones de bajo PM utilizados son los siguientes (Sigma): Bradiquinina (1,06 kDa);
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Cadena B de insulina bovina (3,496 kDa); Aprotinina de pulmén bovino (6,5 kDa); a-
lactoalbimina (14,2 kDa); Mioglobina (17 kDa); Triosafosfato isomerasa (26,6 kDa).

Inmunoblotting

Las proteinas separadas por medio de electroforesis fueron electrotransferidas

(Tsang, 1983) a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 nm (SMI), durante 45 minutos

a 300 mA. Como buffer de transferencia se utilizé 0,025 M Tris, 0,2 M dlicina, en

metanol: agua 1:5, pH=8,3. La eficiencia de la transferencia de proteinas fue

corroborada mediante tincién reversible de proteinas con Ponceau S. Posteriormente las

membranas fueron incubadas durante 1 hora a 37°C con solucién de bloqueo. Las

membranas fueron reveladas con distintos anticuerpos, segtin el caso:

e Suero de conejo anti-leche de vaca diluido 1/1000 en solucién de bloqueo, toda la

noche a 4°C

Anticuerpos monoclonales (AcMo) anti-caseina bovina desarrollados previamente en
el laboratorio, toda la noche a 4°C. Los AcMo utilizados fueron: 1D5-1, 2Al1-I y 3B5-I,
que reconocen principalmente a-caseina, -caseina y k-caseina, respectivamente. Se
utilizé el sobrenadante de cultivo de los hibridomas productores de los mismos, sin
diluir.

Suero de pacientes alérgicos a leche de vaca diluido 1/5, toda la noche a temperatura

ambiente (la seleccién de estos sueros se describe mas adelante).

Se lavé con solucién de lavado y la presencia de anticuerpos especificos unidos al

antigeno inmovilizado se revel6 de la siguiente forma:

e Suero de cabra anti-Ig de conejo conjugado a peroxidasa (BIO RAD) diluido 1/1000

en solucién de bloqueo durante toda la noche a 4°C o un sistema de amplificaciéon
que consiste en una primera incubacién con un anticuerpo monoclonal anti-Ig de
conejo biotinilado (Sigma) diluido 1/2000, y luego con Streptavidina conjugada a
fosfatasa alcalina o peroxidasa (PIERCE) diluido 1/1000 durante 1 hora a 37° C.

Suero de conejo anti-Ilg de ratén conjugado a peroxidasa (BIO RAD) diluido 1/1000

en solucién de bloqueo toda la noche a 4°C.
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e Anticuerpo monoclonal anti-IgE humana (especifico de cadena ¢) conjugado a
fosfatasa alcalina (Southern Biotechnology) diluido 1/1000 en solucién de bloqueo

durante 12 horas a temperatura ambiente.

El revelado de las membranas se realiz6 empleando las soluciones de sustrato

para inmunoblotting.

ELISA de inhibicién

Se desarrollé un ELISA competitivo secuencial, similar al ELISA de cuantificacién,
para detectar la presencia de reactividad cruzada entre soja y leche de vaca. Para ello, se
sensibilizaron placas de poliestireno (NUNC, Maxisorp) agregando 100 ul de leche de
vaca (1 pg de prot/ fosa) o de soja (10 pg de prot/ fosa), e incubando toda la noche a
4°C. Luego del lavado, se incubé con solucién de bloqueo durante 2 horas a 37°C.
Paralelamente se realizé la preincubacién de voliimenes iguales del antisuero de conejo
anti-leche de vaca (dilucién 1/300.000 para la sensibilizacién con leche de vaca y 1/1000
para la de soja) con diluciones de los extractos homélogos o inhibidor, durante 60
minutos a 37°C. La dilucién del antisuero utilizada corresponde al titulo determinado
para cada uno de los extractos. El titulo se define como aquella dilucién que produce
una DO igual al 50% de la DO méxima.

Cien pl de la mezcla de preincubacién se incubaron en cada fosa sensibilizada
con proteinas de leche de vaca o soja durante 60 minutos a 37°C. Luego, se continud
como en el ensayo de cuantificaciéon.

Se graficé el % de inhibicién versus la concentracién de inhibidor. La inhibicién
se calculé como (Am-Ax)/Am, siendo Am la absorbancia maxima sin inhibidor y Ax la

absorbancia de la muestra utilizada como competidor.

Cromatografia de afinidad

Se desarroll6 una cromatografia de afinidad con el fin de purificar los anticuerpos

especificos de proteinas de soja del suero de conejo anti-leche de vaca.
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-Acoplamiento

Medio gramo de CNBr-activated Sepharose 4 Fast Flow (Amersham Biosciences)
se lavé 4 veces con HCl 1 mM frio, centrifugando durante 3 minutos a 3000 g. Se realizé
un lavado final con buffer de acoplamiento (0,1M NaHCO,; 0,5M NaCl, pH=8,3). Se
agregé 0,5 ml de leche de soja preparada en el laboratorio (concentracién de
proteina=17mg/ml) y 0,5 ml de buffer de acoplamiento. Se incubé durante toda la
noche a temperatura ambiente. Las proteinas no acopladas se eliminaron realizando
lavados con buffer 0,05M fosfato de sodio; 1M NaCl, pH=7,5. La eficiencia del lavado

se siguié midiendo la absorbancia a 280nm.

-Blogueo
Se agregdé 2,5 ml de 100mM etanolamina en buffer 0,5M fosfato de sodio

pH=7,5. Se incubéd 4 horas a temperatura ambiente. Se lavé con 20 voltimenes de PBS.

-Incubacién con el antisuero

Se agreg6 1 ml de una dilucién 1/100 del antisuero de conejo anti-leche de vaca
(lamado suero pre-cromatografia). Se incubé 2 horas a temperatura ambiente. La
solucién conteniendo los anticuerpos no retenidos (llamado suero post-cromatografia) se
analiz6 por ELISA indirecto para analizar la presencia o ausencia de anticuerpos
especificos de proteinas de soja. Los anticuerpos no retenidos se lavaron con PBS.

La unién de los anticuerpos del suero de conejo a la Sepharosa se verificé por
ELISA indirecto sensibilizando con leche de vaca o soja. Luego se incubé con el
antisuero pre o post-cromatografia, durante toda la noche a 4°C. La presencia de
anticuerpos se revel6 como se indicé anteriormente.

Los pasos de acoplamiento, lavado e incubacién con el antisuero se realizaron en

batch. La elucién de los anticuerpos retenidos se realizé en columna.

-Elucién

Para la elucién de los anticuerpos retenidos, se agregé 8 ml de dietilamina
pH=11. Se recolectaron fracciones de 2 ml sobre tubos que contenian 1 ml de PBS. El
eluato conteniendo los anticuerpos especificos se dializé6 contra PBS, durante toda la

noche a 4°C. Dicho eluato se utiliz6 en ensayos de ELISA indirecto e inmunoblotting.
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Por ELISA indirecto se determiné la especificidad de los anticuerpos para leche de vaca,
caseina, a-caseina (purificada por HPLC), B-caseina (purificada por HPLC), B-
lactoglobulina (comercial) y BSA (comercial). Membranas de nitrocelulosa conteniendo
proteinas de leche de vaca o soja se incubaron con el eluato, durante toda la noche a

4°C. La presencia de anticuerpos de conejo se revelé como se indicé anteriormente.

Electroforesis bidimensional de proteinas de soja

Se realiz6 una electroforesis en dos dimensiones (Utsumi y col, 1984), la primera
en condiciones desnaturalizantes y la segunda en condiciones desnaturalizantes y
reductoras de puentes disulfuro. La primera dimensién, se realiz6 de la manera explicada
en SDS-PAGE, utilizando geles de poliacrilamida 14%. Se sembré 17,5 pg del extracto
de leche de soja. Las calles se cortaron y guardaron en glicerol 10 % v/v a -20°C hasta
su uso. Antes de la sequnda dimensién, se realiz6 un tratamiento reductor a cada calle.
Para ello, se sumergieron las calles en buffer Tris-HCI 62,5 mM, SDS 1 % p/v, sacarosa
20 % p/v, 2-mercaptoetanol 0,2M, pH=6,8, durante 30 minutos a 55°C. Para la
segunda dimensién, se emplearon geles de poliacrilamida 14%, en cuya parte superior
se coloco la calle pretratada. Las corridas se realizaron a 40 mA. La coloracién de los

geles se realizé con plata.

Electroelucién

Se realizd una electroforesis empleando geles preparativos (Hoeffer) de
poliacrilamida 14%. Se sembré6 6 mg de proteina de soja por gel. Las corridas se
realizaron a 70 mA durante 5 horas. Paralelamente se corrié un estindar de PM
conocido para identificar la zona de interés a electroeluir. Una vez terminada la corrida,
se cort6 la zona del gel que contenia la banda correspondiente a un peso molecular de
30 kDa. Se realizé la electroelucién de las proteinas contenidas en dichas porciones de
gel, durante 5 horas a 10 mA por tubo, usando como buffer de electroelucién: Tris 0,025
M, glicina 0,192 M, SDS 0,1 % p/v. Se dializ6 contra agua bidestilada. La proteina

electroeluida se analiz6 mediante ELISA de inhibicién de la unién del suero de conejo,
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SDS-PAGE, inmunoblotting, isoelectroenfoque y se confirmé su pureza mediante HPLC.

La proteina aislada por este método la denominamos S,,.

HPLC de fase reversa de S,,

Para analizar la pureza del extracto de S,, obtenido por electroelucién se realizé
una cromatografia HPLC de fase reversa, para lo cual se utiliz6 una columna C,4
(Amersham Biosciences) en un equipo de HPLC (Waters, Millipore). La columna fue
equilibrada con una solucién de acetonitrilo:agua:TFA 20:80:0,1%. Se sembré una
alicuota de 100 pl de la proteina aislada por electroelucién conteniendo 2 pg de
proteina, y se eliminé el material no retenido pasando 15 ml de la misma solucién. El
material retenido fue eluido usando 130 ml de un gradiente lineal de acetonitrilo (20-
60%) v luego 30 ml de acetonitrilo 60%. El pico eluido se colecté y analizé6 por SDS-
PAGE.

Isoelectroenfoque

Se empleé una celda horizontal de isoelectroenfoque (Model 111 Mini IEF Cell,
Bio-Rad) y se preparé un gel de poliacrilamida cuya composicién fue: 1 ml de glicerol
25% p/v, 1 ml de la mezcla acrilamida 24,25% p/v, bis-acrilamida 0,75% p/v, 0,25 ml de
una mezcla de anfolitos (rango de pH: 3-10), 2,75 ml de agua bidestilada, 1,5 pl de
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) y 30 ul de (NH,),S5,0; 100 mg/ml. La
mezcla se desgasific6 durante 10 minutos antes del agregado del (NH,),S,0; vy el
TEMED.

La corrida se llevé a cabo manteniendo el voltaje constante inicialmente a 100 V
durante 20 minutos, luego a 200 V durante 20 minutos y finalmente 450 V durante 80
minutos. Los patrones de pl conocido se colorearon con Coomassie Blue R250 y los
componentes proteicos de las muestras se identificaron mediante tincién con plata. Para
el inmunoblotting, los componentes separados se transfirieron por capilaridad a una

membrana de nitrocelulosa, y el revelado se realizé segun se indicé anteriormente.
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Secuenciacién de S,,

Para la secuenciacién de S, se ensayaron 2 métodos:

Electrotransferencia a membrana de PVDF

Se realizé un SDS-PAGE del extracto de S,, y luego se electrotransfirié, durante
45 minutos a 300 mA a membrana de PVDF (Immobilon P) (Matsudaira, 1987),
previamente activada por inmersién en metanol durante 10 segundos. El buffer de
electrotransferencia fue CAPS 10mM en metanol 10%, pH=11,0. Luego se tiné la
membrana con 0,1% Coomasie blue en metanol 50% durante 5 minutos y se decoloré
con metanol:acido acético:agua 5:1:4 v/v. Se corté la banda de interés, se secé y se

guardé a -20°C hasta su uso.

Digestién proteolitica “in gel” y HPLC del extracto peptidico

La digestién “in gel” para posterior secuenciacion se realizé de acuerdo al método
de Rosenfeld mejorado por Hellman (Rosenfeld, 1992; Hellman, 1995). Se realiz6 un
SDS-PAGE, sembrando 10 pg/calle de S,,. El gel se coloreé con 0,1% Coomasie blue R-
250 - 20% metanol - 0,5% éacido acético y luego se decoloré con 30% metanol. Las
bandas de interés se cortaron y se lavaron con 500 pl de buffer bicarbonato de amonio
100 mM pH=8 durante 1 hora. Los puentes disulfuro se redujeron agregando 150 pl de
buffer bicarbonato de amonio y 10 ul de 45 mM ditiotreitol. Se incubé a 60°C durante
30 minutos. Se alquilaron los grupos sulfhidrilo resultantes agregando 10 pl de 100mM
de iodoacetamida. Se dejé en incubacién 30 minutos en la oscuridad. Se descarté el
solvente y se lavé con 500 pl de 50% acetonitrilo- 50% de buffer bicarbonato de amonio
durante una hora. Se agregé 50 ul de acetonitrilo, y luego de 15 minutos se removié el
solvente y se secaron completamente en un evaporador rotatorio (Speed Vac). Se
agregd6 0,2 ug de tripsina (Sigma) en 10 pul de 25mM bicarbonato de amonio. Luego se
agregd 50 pl de buffer adicional para cubrir totalmente el gel. La digestién se realizé a

37°C durante toda la noche. El sobrenadante se colecté en un vial, junto con los

85



O MATERIALES Y METODOS

péptidos del gel que se extrajeron 2 veces con 50 pl de 60% acetonitrilo-0,1% TFA. Se
concentré en Speed Vac hasta 25 pl.

La separacién de los péptidos obtenidos por digestiéon "in gel" se realizé6 mediante
HPLC de fase reversa. Se utilizé una columna de fase reversa C,; de 220mm de largo x
2,1 mm de didmetro (Vydac V;) en un equipo de HPLC. La columna fue equilibrada con
una solucién de 0,1% TFA. Se sembré el extracto proveniente de la digestién “in gel”.
Se elimin6 el material no retenido pasando 5 ml de la misma solucién. El material
retenido fue eluido usando 90 ml de un gradiente lineal de acetonitrilo desde 0% hasta
50% y luego 30 ml de 50 a 100%. Los picos se colectaron y 2 de ellos se secuenciaron
(los de mayor DO a 210 nm).

La secuenciacién se realizé mediante el método de Edman, en el Lanais-Pro
(CONICET-Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Buenos
Aires).

Tricina-SDS-PAGE de S,, e inmunoblotting

Se sembr6 2 ng de S,, con o sin 2-mercaptoetanol. La corrida se realizé segin se
indic6 anteriormente. La tincién se realizd con plata. Las proteinas separadas se
transfirieron a nitrocelulosa y se revelaron con el antisuero de conejo y los AcMo anti-

caseina. El revelado se realiz6 segtin se indicé previamente.

Identidad/similitud de secuencia

Se analizé la similitud de secuencia entre la proteina de soja que cruza con leche
de vaca (glicinina B3) con distintas proteinas de leche de vaca. De este modo se intenté
detectar posibles epitopes secuenciales similares entre las proteinas de ambos origenes.
Para tal fin, se utiliz6 un programa de computadora Bestfit, que busca el mejor
alineamiento entre partes de dos secuencias, por méas pequenas que sean. Se compard la
secuencia de la glicinina B3 con las proteinas mayoritarias de leche de vaca: las 3
caseinas, B-lactoglobulina y a-lactoalbiimina. El programa da como resultado el

porcentaje de identidad (n° de aminoéacidos iguales) y el porcentaje de similitud (n° de
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aminoéacidos similares en cuanto a su composicién quimica) entre las proteinas

comparadas.

Digestion proteolitica de S,, en solucién

Para la hidrélisis de S;, en solucién se disolvieron 0,62 mg de S, en PBS. Se
traté con ditiotreitol y iodoacetamida, de modo de reducir los puentes disulfuro y
complejar los grupos sulfhidrilo resultantes. Se dializé contra el buffer adecuado (segtin
sea la enzima comercial a utilizar) usando una membrana de didlisis de cut-off= 2000.
Para la hidrélisis con AspN (Sigma) se dializ6 contra buffer bicarbonato 50 mM pH=8, y
se agregd 0,4 ng de proteasa, para la de LysC (Sigma) se dializé contra buffer Tris/HCI
50 mM pH=9,2 y se agregd 2 ug de proteasa y para la de tripsina (Sigma) se dializé
contra buffer bicarbonato 50 mM pH=8, y se agregé 10 pg de proteasa.

La separacién de péptidos se realizdé mediante cromatografia de exclusion
molecular en una columna Superdex 30 en un equipo de FPLC (Amersham
Biosciences). Para la elucién se utilizé6 buffer fosfato 0,1M pH=7, a un flujo de 0,8
ml/min. Los cromatogramas se obtuvieron mediante un detector de luz UV a 280 nm.

Se colectaron fracciones de 1,1 ml, las cuales fueron analizadas mediante ELISA
indirecto. Para lo cual se sensibilizaron fosas agregando 100 pl de cada fraccién, y se
incubé durante 1 hora a 37°C. Luego del bloqueo, se agregd suero de conejo anti-leche
de vaca diluido 1/1000, y se incubé durante toda la noche a 4°C. La presencia de

anticuerpos especificos se revelé como se indicé anteriormente.

Obtencion de anticuerpos monoclonales

Se inmunizaron 4 ratones BALB/c de 7 semanas de edad con S,,. Se sigui6 el
siguiente protocolo de inmunizacién: una primer inmunizacién intraperitoneal
empleando Adyuvante de Freund Completo y 20 ng de proteina/ 0.2 ml PBS/ ratén;
luego se realizaron cuatro inoculaciones sucesivas con Adyuvante de Freund Incompleto
y cantidades de proteina decreciente hasta 10 pg. El periodo de tiempo entre cada una

de ellas fue de 15 dias aproximadamente. Siete dias luego de cada inoculacién se
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realizaron sangrias parciales por el plexo retroorbital para obtener el titulo de anticuerpos
especificos contra el inmunégeno empleado.

El ratén con mayor titulo de anticuerpos especificos fue sacrificado y se extrajeron
células de bazo para la fusién siguiendo la técnica de Galfré y Milstein (1981). Para la
hibridizacién de células somaticas se empleé una linea celular mielomatosa (NSO)
proveniente de ratones BALB/c, no productora de anticuerpos y deficiente en el gen que
codifica la enzima de la via de reutilizacién de bases piricas: hipoxantina-guanina
fosforribosil transferasa (HGPRT). Las células de bazo (100.10° células) y las células
NSO (50.10°células) se fusionaron en presencia de polietilenglicol siguiendo el protocolo
establecido.

Se crecieron las células en medio de cultivo selectivo: RPMI 1640 en presencia de
HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina) y suero fetal bovino 20 %, a 37°C y en
atmoésfera de 5 % de CO,. Luego de 10-15 dias de crecimiento se realizé el screening de
los hibridomas de cada fosa por ELISA indirecto para identificar aquellos que son
secretores de anticuerpos especificos. Los hibridomas cuyos sobrenadantes de cultivo
mostraron valores positivos, respecto a los controles empleados, fueron expandidos y
crecidos. Para determinar la especificidad de los anticuerpos secretados se analizaron los
sobrenadantes por Elisa indirecto, inmunoblotting y dot-blot.

Los hibridomas positivos cuyas especificidades fueron las de interés se clonaron
por dilucién limite y se congelaron en nitrégeno liquido hasta su empleo.
Posteriormente, se inocularon en ratones BALB/c para obtener liquido ascitico y a partir

del mismo se aislaron y purificaron los anticuerpos monoclonales.

Produccién de liquido ascitico

Para obtener anticuerpos monoclonales en mayor cantidad se crecieron
hibridomas en la cavidad peritoneal de ratones BALB/c. Para ello se inocularon ratones
con 2,6,10,14-tetrametilpentadecano (Pristane) para inducir la formacién de liquido
ascitico. Los hibridomas previamente descongelados y crecidos se inocularon por via
intraperitoneal a razén de 2.10° células/ ratén y luego de 15-20 dias se extrajo el liquido
ascitico por puncién peritoneal. De cada liquido ascitico se aislaron los anticuerpos

monoclonales por precipitacién isoeléctrica con SO,(NH,), al 50 % con agitacién lenta a
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4 °C. Se centrifugd a 5500 g durante 30 minutos y el sedimento se lavé con SO,(NH,),
al 50 %. Luego de centrifugar se resuspendio el precipitado con agua bidestilada (0.5

volumen inicial).

Determinacién del isotipo de los anticuerpos monoclonales

Mediante la aplicacién de un ELISA de captura se determiné el isotipo de cadena
pesada de los anticuerpos monoclonales purificados.

Se sensibilizaron fosas con 1 pg proteina/ fosa de los antisueros anti-isotipo (u, y1,
y2 y y3) obtenidos en cabra (The Binding Site) y luego se incubdé con solucién de
bloqueo. Luego se agregé el sobrenadante de cultivo de cada hibridoma de interés, y se
incubé durante toda la noche a 4°C. La presencia de anticuerpos se revelé empleando
suero de conejo anti-lg de ratén (cadena y) conjugado a HRP 1/3000 (BIO RAD). Se
agregd la solucién de sustrato, y luego de detener la reaccién con SOaHz 4N se leyé DO

a 490 nm.

Suero de pacientes alérgicos a leche de vaca

Los pacientes alérgicos a leche de vaca, de los cuales se utilizé el suero, se
seleccionaron en base a la presencia de antecedentes personales y familiares, examen
fisico, signos clinicos asociados a la ingesta de alimentos lacteos (dermatitis, rinitis,
trastornos digestivos luego de la ingesta del alimento, etc), IgE total elevada para la edad
y presencia de IgE especifica para leche de vaca, determinada por EAST. De esta
manera se obtuvieron 50 sueros individuales. Como control negativo se utilizd suero de
50 individuos sanos (sin historia compatible con alergia a leche de vaca e IgE total
normal para la edad). Como control positivo se empleé un pool de los sueros de los

pacientes atépicos a leche de vaca. Los sueros fueron conservados a -20 °C hasta su uso.

Determinacion de IgE total

Para la determinacién de la IgE total sérica se desarrollé un ELISA de captura

empleando discos de papel de filtro (Whatman) que se activaron con BrCN. Para esto, se
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sumergieron 20 gramos de discos de papel de 5mm de didmetro en una solucién de 20
gramos de BrCN en 500 ml de agua destilada. Se llevé a pH=10,5 con NaOH 1M. Por
Gltimo se realizaron lavados sucesivos con: 0,005M de NaHCO,, agua destilada, acetona
25%, acetona 50%, acetona 75% vy acetona 100%. Los discos de papel se secaron a
temperatura ambiente, y se guardaron a —20°C hasta su utilizacién.

A los discos de papel se les acoplé un anticuerpo anti-IgE humana policlonal
(SIGMA). Luego de bloquear y lavar se incubaron las muestras (suero diluido 1/10 en
solucién de bloqueo) o el estdndar de referencia, durante 12 horas a temperatura
ambiente. El revelado se efectué con un anticuerpo anti-IgE monoclonal conjugado a
fosfatasa alcalina (Southern Biotechnology). Se agregé la solucién de sustrato para
fosfatasa alcalina. Se detuvo la reaccién con NaOH 20 mM y se midié absorbancia a
405 nm.

La curva de calibracién se realiz6 empleando un estdndar comercial de IgE
(Behring) chequeada contra un estdndar intermacional de IgE (Immunoglobulin E

Reference Preparation 69/204).

Determinacién de IgE especifica (EAST)

Para la determinacién semicuantitativa de IgE especifica en el suero de los
pacientes se emplearon los discos de papel activados con CNBr (ver arriba), los cuales se
sensibilizaron con los diferentes extractos proteicos conteniendo 1 mg/ml de proteina en
buffer 0,1 M carbonato/bicarbonato pH 8.5 segiin el método de Ceska (Ceska,1981).
Luego de la incubacién durante toda la noche a temperatura ambiente, se lavé con el
buffer carbonato y se bloquearon con una solucién 0,05 M de etanolamina en el mismo
buffer, durante 2 horas a temperatura ambiente. Se incubé cada disco con 50 pl de
suero sin diluir durante 12 horas a temperatura ambiente. La IgE especifica se revelé con
un anticuerpo monoclonal anti-IgE humana (especifico de cadena &) conjugado a
fosfatasa alcalina (Southern Biotechnology) diluido 1/3000 en solucién de bloqueo por
incubacién durante 12 horas a temperatura ambiente. Se agregé la solucién de sustrato
para fosfatasa alcalina. Se detuvo la reaccién con NaOH 20 mM y se midi6 absorbancia

a 405 nm.
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La cuantificacién de la IGE especifica se realizé6 construyendo una curva de
referencia con un pool de sueros provenientes de pacientes alérgicos a
Dermatophagoides pteronysimus, por tratarse del alergeno mas frecuente en nuestro
medio (Lundkvist, 1975), con IgE total elevada para la edad, IgE especifica e
intradermoreaccién con un extracto del acaro positiva. Al pool de sueros se le determiné
la IgE total, se diluyé a 50 U/ml, y se prepararon 4 diluciones para construir la curva de
referencia: 1:1, 1:5, 1:25 y 1:50. Se emplearon papeles sensibilizados con un extracto
proteico preparado a partir de estos acaros. Este extracto fue previamente comparado
con un extracto estandarizado internacional (NIBSC), mediante cuantificacién de
proteinas totales, electroforesis, inmunoblotting y EAST de inhibicién, de modo de lograr
una composicién similar.

Las muestras con una DO menor a la de la dilucién 1:50 se clasifican como clase
0, y se considera negativa. Las muestras con DO entre la de las diluciones 1:50 y 1:25
como clase 1; entre la de 1:25 y 1:5 como clase 2; entre 1:5y 1:1 como clase 3 y mayor

a la DO de la dilucién 1:1 como clase 4.

Determinacion de IgE e IgG especificas para proteinas de soja por ELISA en

suero de pacientes alérgicos a leche de vaca

Se realizaron ensayos para detectar y cuantificar la presencia de IgG e IgE
especifica para leche de vaca y soja en suero de pacientes alérgicos a leche de vaca.
Para ello, se sensibilizaron placas con 1 g de proteina/ fosa de los extractos de leche de
vaca o soja. Se incubé con solucién de bloqueo. Se agregé 50 ul de cada suero en fosas
sensibilizadas con cada uno de los extractos. Para la determinacién de IgG se utilizé una
dilucién del suero 1/50, mientras que para IgE no se diluyé. Se incubé durante 60
minutos a 37°C para el caso de IgG y 20 horas a temperatura ambiente para IgE. Se
incubé con los antisueros anti-IlgG humana 1/2000 o anti-IgE humana monoclonal
1/3000, ambos conjugados a fosfatasa alcalina durante 2 horas a 37°C y se midi6 la
actividad de la enzima usando solucién de sustrato de fosfatasa alcalina. La reaccién se
detuvo con NaOH 20mM vy se midié la DO a 405 nm. Como control se utilizé suero de

pacientes no alérgicos.
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Determinacion de IgE e IgG especificas por Inmunoblotting

Tiras de nitrocelulosa conteniendo las proteinas de leche de vaca o soja se
revelaron con el pool de sueros de pacientes alérgicos a leche de vaca y con suero de
pacientes individuales. Como control negativo se utilizaron sueros de pacientes
individuales y un pool de sueros con IgE normal para la edad. Para la deteccién de IgG
se incub6 cada suero diluido 1/5, 2 horas a 37°C, mientras que para IgE (suero sin diluir)
se incubé 20 horas a temperatura ambiente. El revelado se realizé segtin se indicé

anteriormente.

Prueba cutanea (Prick test)

Las pruebas cutdneas fueron realizadas por los médicos especialistas del Servicio
de Alergia del Hospital San Juan de Dios de La Plata, mediante la técnica de prick test
sobre la cara anterior del antebrazo empleando lancetas de metal, utilizando extractos
preparados en el laboratorio.

Se prepararon extractos alergénicos acuosos en agua libre de pirégenos, a una
concentracién proteica de 1mg/ml en buffer fosfato pH=7,4. Se les adicioné glicerina
(50 % v/v) y se filtraron empleando membranas de 0,1 p de tamano de poro. Se
conservaron a 4°C hasta su utilizacién. Se emplearon como controles solucién fisiolégica
e histamina (10 mg/ml). El resultado se leyé a los 15-20 min y se registré el didmetro
mayor y el perpendicular, del halo y de la roncha producidas. La prueba se consider6
positiva cuando el tamano de la roncha fue mayor que la del control negativo y al menos
la mitad del de la histamina. Esta prueba fue realizada sélo en pacientes mayores a 3

anos sin antecedentes de anafilaxia.
Alergenicidad de soja y S,, por métodos in vivo e in vitro

Se seleccionaron pacientes que concurrieron al Servicio de Alergia del Hospital San
Juan de Dios de La Plata, con historia compatible con alergia a leche de vaca, de

acuerdo a sintomas luego de la exposicion a dicho alimento y su desaparicién al

eliminarla de la dieta. La prueba de reto o desafio alimentario no se realiza en este
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medio. Dichos pacientes tenian IgE total elevada de acuerdo a la edad e IgE especifica
para leche de vaca. Se seleccionaron pacientes controles sin IgE total elevada o con IgE
total elevada pero no alérgicos a leche de vaca. La edad media de los pacientes fue de
7,1 anos (de 8 meses a 13 anos) y la de los controles 6,8 anos (de 1 a 14 anos). A cada
paciente se le realiz6 un cuestionario (ver ficha), donde constan antecedentes familiares
de alergia, antecedentes personales, tipo de reaccién alérgica, dieta del paciente, en
particular si consumié leche de vaca y leche de soja y aparicién o no de sintomas luego
de la ingesta de esos alimentos, dieta de la madre en el caso de que el paciente haya
recibido lactancia materna.

Como prueba in vivo se realizé prueba cutdnea. Como pruebas in vitro se
determiné en suero IgE total por EAST, IgE especifica para leche de vaca, soja y S;, por

ELISA e IgG especifica para los mismos 3 extractos por ELISA.

Etica y consentimiento

Todos los analisis realizados en pacientes fueron aprobados por el Comité de
Etica del Hospital San Juan de Dios de La Plata y se realizaron con previo

consentimiento del paciente o familiar.

La ficha de historia clinica se muestra a continuacion:
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Ficha del estudio de reactividad cruzada entre leche de vaca y soja

Reactividad cruzada soja-leche de vaca- PROTOCOLO DE TRABAJO

Namero.................. HC nroicciiieciicnicciennennss
Nombre:.......coooeeeeiiiiiiieecciie e, Edad:....cccooeiviiii Fecha.:.........ccccveueeeenan.
Direccion:........ccccoeieeeecciiiiiececieeen, Teléfono:........cccoeeeeeveeeeiienns Servicio:.....ccceveeuereennnen.
Antecedentes familiares Antecedentes personales

ASMA....cciiiieieee e ASIMA...ciiiiiieeeccieee e
Rinitis ...ccooiiiiiiiiiii e RINIS. ...
Urticaria.........ccoeeeeeeiieieececeie e (8] ¢ T ¢ - VSRR
Dermatitis de contacto .........cccccevveeeeeerennnnee. Dermatitis de contacto..........c.cccceuveerriccinieeeennne.
Dermatitis atopica........ cccceeevvveeeceieeriereeennen. Dermatitis atopica.........c.cccovuveerieieieieieeeecccies
Alergia a alimentos....... ....cccoovveeicrieeniiienn, Alergia a alimentos............ccccceevveeiriiieiercniecnenn,

(asma, rinitis, urticaria, dermatitis, angioedema, anafilaxis)

Dieta del paciente

Toma leche de vaca...............cceenneee Alergia:.......ccoeeceieeeeeiiiiieeenns Desde cuando?.................
Toma leche de soja:........cccoecuveeeennnnn. Alergia:......ccceveeeeiieiieieeeenn. Desde cuando?.................
Toma oftro sustituto lacteo:................ Cudl: ..o, Desde cuando?.................
Periodo de lactanCia:..........cccuuiiieieiceiee e e e e e e e ennne e

Testificacién cutanea

Roncha (mm) Halo (mm)
Leche de vaca.........c.cccceevivvivieveiveiieeeetie e ee e
Leche de Soja..........ceveeeeeiiieeiiiiie it
Leche de oveja..........coooeeiiiiiiiieiiieiie et
Dermatophagoides...........cccccccvieemiieiiiiiniiiiic e,
HiStamina.......cocooeiiiiieieeeceee e
Control negativo............cceeeeeieerieeeiiieeeecieree e

Pruebas de laboratorio

1) IGEtotal....ceviieie e
IgE especificas:leche de vaca.....................
leche de soja......................
leche de oveija....................
Otras: .ccocvvveeeeeeiieer e
Immunoblotting IgE..............coocin
2) IgG especificas: leche de vaca......................
leche de soja:.......cccceeeenennee
leche de oveja.....................
Otras: ....ccoeevveevveeereeeieeeeeeenn.
Immunoblotting IgG............cccoociiiiiiiiiiiiiiinian .
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S ————— RESULTADOS Y DISCUSION

I.-CARACTERIZACION DE LECHE DE DISTINTAS ESPECIES DE
MAMIFEROS

Se caracterizaron extractos proteicos obtenidos a partir de leche de distintas
especies: vaca, oveja, cabra, yegua, bifalo y humana. Se analiz6 el contenido proteico,

antigénico y alergénico.

1.1-Caracterizaciéon proteica y antigénica

1.1.a-ELISA para la cuantificacién de proteinas antiaénicas de leche de vaca

Para el desarrollo de este método se ensayaron distintas diluciones del antisuero
de conejo especifico de proteinas de leche de vaca, desde 1/100000 hasta 1/200000.
También se realizaron preincubaciones del antigeno soluble y la dilucién del antisuero a
distintos tiempos, obteniéndose la mayor detectabilidad con una dilucién del antisuero
de 1/130000 yv 60 minutos de preincubacién. El limite de deteccién estadistico (tgugen
=0,01) es de 15 ng/ml. El rango de medida en el cual la curva se adapta a un
comportamiento lineal estd comprendido entre 100 ng/ml y 0,1 mg/ml. En la figura 1 se
muestra la curva patrén obtenida con este ensayo, la cual se emple6 para obtener la

concentracién de proteinas antigénicas de las muestras analizadas.

a=4.9104 b=-0.9476 r2=0.9520

logit p

AT T T T T T 1
let2 let+3 letd let5 let6 let7 let8

log [proteinas de leche de vaca] (ng/ml)

Figura 1: Curva patrén para la determinacién de proteinas antigénicas por ELISA.
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1.1.b-Cuantificacién de proteinas totales (Lowrv) v proteinas antigenicas ae ieche ae vea.«

pOr ELISA

Se determiné la concentracién de proteinas totales por el método de Lowry y la
cantidad de proteinas antigénicas en la leche de distintas especies de mamiferos. Los

resultados se presentan en la Tabla 1:

Tabla 1.- Concentracién de proteinas totales y proteinas antigénicas (Ag) de los

sustitutos, v relacién entre ambas magnitudes (porcentual).

Sustituto [prot totales] * [prot Ag] * Prot Ag / prot totales
(mg/ml) (mg/ml) (%)
Leche de vaca 5,09+0,01 4,73+0,01 93,00
Leche de oveja 20,27+0.08 0,60+0,02 2,96
Leche de cabra 18,40+0,09 0,59+0,02 3,20
Leche de bifalo 63,20+0,01 4,60+0,03 7,28
Leche de yegua 15,40+0,03 1,63. 103+5. 103 0,023
Leche humana 9.21+0,02 2,86.10%+6. 10° 0,031

*# Obtenida por Lowry.” Obtenida por ELISA secuencial de inhibicién.

Mediante el analisis de las muestras por el ELISA de cuantificacién, se detectan
componentes de reactividad cruzada entre leche de vaca y otras especies de mamiferos.
En el extracto de leche de vaca se detecta una menor cantidad de proteinas antigénicas
con respecto a las totales, probablemente debido a la presencia de interferencias en el
ensayo de Lowry. En el resto de los extractos, la concentracién proteica total resulta
mayor que la determinada por ELISA. La leche de bufalo es la que presenta el mayor
contenido proteico total. El antisuero muestra mayor reactividad por componentes
presentes en la leche de oveja, cabra y bufalo (2,96%; 3,20%; 7,28%, respectivamente),
mientras que la reactividad por la de yegua y humana es menor (0,023% vy 0,031%,
respectivamente). La leche de biifalo es la que presenta la mayor similitud con leche de

vaca, mientras que la menor se observa con la leche de yegua.
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I.1.c-Caracterizacién proteica por electroforesis Tricina-SDS-PAGE

Los componentes de la leche de vaca fueron identificados comparando los PM de
las especies proteicas separadas por electroforesis con los PM conocidos de las proteinas
principales de la leche bovina: BSA, a,-caseina, o, -caseina, B-caseina, k-caseina, -
lactoglobulina y a-lactoalbimina. En la figura 2 se muestran los perfiles proteicos

obtenidos.

kDa - -
] 94 WA (== (WB| (W
67 - ! e .| €—BSA
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43
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266 | ;3 i , ‘ B-cas
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6.5 [W-.=
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1.06
PM1 PM2 1 2 3

Figura 2: Tricina-SDS-PAGE de leche de mamiferos tenidas con Coomasie-Blue R250. PM1
y PM2= patrones de peso molecular, 1= leche de vaca, 2= leche de oveja, 3= leche de

cabra, 4= leche de bufalo, 5= leche de yegua, 6= leche humana.

Los extractos proteicos de leche de oveja, cabra y bifalo muestran un perfil
proteico similar al de la leche bovina, siendo las bandas principales las de a-caseina, -
caseina, k- caseina, BSA, B-lactoglobulina y a-lactoalbimina, asi como también
agregados de caseina de alto PM. Con la leche de oveja se observa un menor contenido
de a-caseina, v una alta cantidad de B-lactoglobulina, a juzgar por la intensidad de cada

banda. En cambio, los extractos de leche de yegua y humana muestran un perfil proteico

diferente al resto. Con la leche de yegua se observan bandas intensas en las zonas de

albimina, B y xk—caseina, B-lactoglobulina y a-lactoalbimina, y bandas de 94 y 70 kDa,
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pero no se detectan bandas en la zona comrespondiente a «-caseina. Con la leche
humana se observan las bandas correspondientes a lactoferrina (76 kDa); albimina de
suero (67 kDa) y a-lactoalbimina (14 kDa), bandas tenues en la zona de B-caseina, x-
caseina y agregados de mayor PM, mientras que no se detectan bandas en las zonas de
a-caseina y B-lactoglobulina, debido a que la glandula mamaria no las produce. Con los

extractos de leche de oveja, bifalo, yegua y humana se observa también una banda de

alrededor de 8 kDa.

I.1.d- Antigenicidad determinada por Inmunoblotting con suero policlonal y AcMo

Las proteinas transferidas a membranas de nitrocelulosa fueron reveladas con el
antisuero de conejo (Figura 3) vy los tres AcMo (Figura 4) especificos de caseinas bovinas

producidos en nuestro laboratorio: 1D5-I, 2A1-1 y 3B5-1, que reconocen preferentemente

a-caseina, -caseina y k-caseina respectivamente.
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Figura 3: Inmunoblotting de leche de mamiferos revelado con el antisuero de conejo. 1=

leche de vaca, 2= leche de oveja, 3= leche de cabra, 4= leche de bifalo, 5= leche de

yegua, 6= leche humana.

Se observa que con la leche de oveja, cabra y bifalo todas las bandas detectadas

en la electroforesis son reconocidas por el antisuero, con mayor intensidad para
DONACION
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caseinas, alergeno principal de la leche de vaca en nuestro medio. Con el extracto de
leche de yegua, se detectan bandas de mayor intensidad para a-lactoalbimina y en
zonas de alto PM (mayor de 67 kDa), mientras que son de menor intensidad en la zona
de caseinas. Algo similar ocurre al analizar la leche humana, donde la mayor reactividad
se observa en la zona de lactoferrina, albimina y a-lactoalbiimina, y la menor intensidad
es para caseina y una banda proteica de 18 kDa. La menor reactividad en la zona de
caseinas se observa con los extractos de leche de yegua y humana, en los cuales se
detecta la mayor intensidad en zonas de alto y bajo PM.

Al revelar los inmunoblotting con los AcMo (Figura 4) especificos de caseina
bovina se observa que reconocen epitopes de reactividad cruzada en monémeros de
caseina, agregados de alto PM y componentes de bajo PM derivados de su protedlisis en
todas las leches ensayadas. Con leche de oveja, cabra y bifalo, los tres AcMo reconocen
las bandas correspondientes a proteinas en la zona de los monémeros de caseina, y una
banda de 17 kDa, que podria tratarse de componentes proteoliticos derivados de los
mondmeros. Con 2A1-1 se detectan bandas proteicas adicionales de 27 kDa con la leche
de oveja y cabra, y de 20 kDa con la leche de cabra. Con la leche de biifalo los 3 AcMo
detectan una proteina de 27 kDa y otra de de 85 kDa, que podria corresponder a

agregados de caseina.
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Figura 4: Inmunoblotting de leche de mamiferos revelado con los AcMo anti-caseina. 1=
leche de vaca, 2= leche de oveja, 3= leche de cabra, 4= leche de bufalo, 5= leche de
yegua, 6= leche humana. A= 1D5, B= 2A1, C= 3B5.
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Con el extracto proteico de leche de yegua se revelan las proteinas de 67 y 76
kDa con los 3 AcMo, y ademas con 3B5-1 se observa una banda de 20 kDa y una zona
difusa en la zona de caseinas. Con la leche humana, con los tres AcMo, se revelan las

bandas correspondientes a albtimina y lactoferrina.

1.2- Caracterizacién de la alergenicidad in vitro

La determinacién de la alergenicidad in vitro de los distintos sustitutos se basa en
la capacidad de unién de los componentes proteicos a la IgE sérica proveniente de
pacientes alérgicos a leche de vaca. Se caracterizé la alergenicidad por medio de dos

métodos in vitro, EAST e inmunoblotting.

1.2.a- EAST

Se analizé la presencia de IgE especifica para extractos proteicos de las distintas
leches en el suero individual de los 50 pacientes alérgicos a leche de vaca y en un pool
de sueros de pacientes, mediante EAST. Como control negativo se utilizaron sueros
individuales de sujetos sanos con IgE sérica normal para la edad y con clinica no
asociada a intolerancia por ingesta de leche de vaca. La especificidad del ensayo se
analiz6 utilizando sueros de pacientes con IgE sérica elevada alérgicos a alimentos no
lacteos (pescado, kiwi, huevo) vy sin IgE especifica para leche de vaca. Tanto en los
sueros de individuos sanos como en el suero de pacientes alérgicos a otros alimentos la
reactividad es de clase O para todos los extractos ensayados. Los resultados se presentan
en la tabla 2 (como ejemplo sélo se muestran resultados de 3 pacientes).

El pool de sueros positivos muestra reactividad con componentes de todas las
leches analizadas. Los sueros individuales analizados muestran patrones de reactividad
IgE diferentes segtin los extractos ensayados, indicando la variabilidad en la especificidad
de reconocimiento de los anticuerpos de cada individuo y en la composicién proteica de

cada extracto.
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Tabla 2.- Determinacién de IgE especifica para leches de mamiferos por EAST.

IgE especifica (clases)

Extracto Controles negativos Pool de sueros positivos  Suero1l  Suero2  Suero
3
Vaca 0 4 2 2 1
Oveja 0 3 2 0 2
Cabra 0 3 0 0 0
Bufalo 0 3 3 0 2
Yegua 0 2 2 2 2
Humana 0 2 1 2 2

[.2.b- IgE Inmunoblotting

Con el objeto de identificar los componentes alergénicos de los extractos
previamente determinados que tienen capacidad de ser reconocidos por la IgE sérica, se
analizé por medio de inmunoblotting la presencia de IgE especifica en el pool de sueros

de pacientes alérgicos a leche bovina (Figura 5).

201

14.4

Figura 5: Inmunoblotting de leche de mamiferos revelado con IgE sérica de pacientes
alérgicos a leche de vaca. 1= leche de vaca, 2= leche de oveja, 3= leche de cabra, 4= leche

de bdfalo, 5= leche de yegua, 6= leche humana.
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lLa leche de vaca, oveja y cabra muestran un reconocimiento de las bandas
correspondientes a proteinas del suero, caseinas y agregados, siendo mas intensa en la
zona de caseinas (alergeno principal en nuestro medio). Con la leche de buifalo, la IgE
revela las caseinas y agregados. Con la leche de yegua y humana se observan bandas
con muy baja intensidad, indicando poco o muy bajo nivel de reconocimiento por parte
de la IgE sérica. Con la leche humana, puede observarse una banda de escasa

intensidad de 76 kDa, que podria deberse a agregados de caseina o a lactoferrina.

1.3- Discusién

Al comparar la leche de distintos mamiferos con la leche bovina, hemos
encontrado similitudes entre algunas de ellas, y ciertas diferencias con otras. La leche de
oveja, cabra y bifalo se comportaron de manera similar entre ellas, y fueron las maés
parecidas a leche de vaca. Mostraron mayor proporcién de proteinas antigénicas, siendo
la de bufalo la de mayor reactividad cruzada con leche de vaca. Ademas, mostraron un
perfil electroforético similar a la leche de vaca. La mayoria de las bandas proteicas de
todas las leches fueron reconocidas por el suero de conejo, indicando la presencia de
reactividad cruzada entre las proteinas de leche de vaca con las de estas leches. La
mayor intensidad de reactividad cruzada se detecté en la zona de las caseinas. Utilizando
anticuerpos monoclonales especificos de caseina bovina, fue posible detectar epitopes de
reactividad cruzada entre las caseinas de diferentes especies. Se observé reactividad en
la zona de los monémeros de caseina y de agregados de alto PM en las leches de vaca,
oveja, cabra y biifalo. Este fenémeno, informado también por otros autores (Restani,
1999a) se puede justificar por la alta homologia de secuencia existente entre las
moléculas de caseinas de esas leches, que alcanza el 90%. En cambio la homologia entre
las distintas moléculas de caseinas de una misma especie no supera el 30% (Spuergin,
1997). En la tabla 3 se muestra la homologia entre las caseinas o, y o, de vaca, oveja y
cabra, calculada por el programa GAP of HUSAR (obtenida de Spuergin, 1997).

La IgE del suero de pacientes alérgicos a leche de vaca reconocié a proteinas
presentes en los extractos de la leche de oveja, cabra y bifalo. Dado que los pacientes
no habian consumido ninguna de esas leches, este resultado indica que la IgE reconoce

epitopes similares o iguales de las proteinas de las distintas leches. Restani y col (Restani,
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1999a) compararon la reactividad de la IgE sérica de pacientes alérgicos a leche de vaca
para leche de vaca, oveja, cabra, biifalo, camello y humana, mediante inmunoblotting.
Encontraron que la reactividad con leche de oveja y biifalo era similar a leche de vaca,
sin embargo con leche de cabra hubo menor reactividad; aunque otros autores informan
una mayor reactividad para leche de cabra (Bellioni-Businco, 1999). Estos
investigadores no encontraron ninguna respuesta positiva con leche de camello ni leche
humana. El estudio de Spuergin (Spuergin, 1997) mostré6 que la IgE especifica para
leche de vaca en el suero de pacientes alérgicos a leche bovina era inhibida por leche de
oveja y cabra, lo cual comprueba la existencia de reactividad cruzada entre las proteinas
de estas especies. Por todo esto no se recomienda el consumo de estas leches como
sustituto de la leche de vaca, dado que expone al paciente a un riesgo alto de reaccién

atépica.

Tabla 3- Homologia de secuencia entre las caseinas oy, y o, de vaca, oveja y cabra

Proteina O -caseina OLen-Caseina
Especie vaca oveja cabra vaca oveja cabra
vaca — 88,5 86,9 22,5 nc nc

05, -caseina oveja — 97.4 nc 213 nc
cabra == nc nc 19,8
vaca - 889 879

OLsp-caseina oveja - 98,1
cabra ---

nc: no calculado

Con la leche de yegua también encontramos reactividad cruzada utilizando
antisueros poli y monoclonales, aunque de menor magnitud que para las anteriores. La
composicién proteica de la leche de yegua tiene mayor similitud con la leche humana,
siendo mas rica en proteinas de suero que en caseinas. Por EAST e inmunoblotting, el
reconocimiento por parte de la IgE fue bajo, resultado similar al obtenido por Businco et
al (Businco, 2000). Gall y col (Gall 1996) encontraron un paciente con alergia a leche de
yegua pero no a leche de vaca. Esto sugiere, que al menos a nivel de IgE, la reactividad
cruzada es baja, por lo que la leche de yegua podria ser un sustituto de eleccién para la

dieta de pacientes alérgicos a leche bovina.
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En el caso especifico de la leche humana, la deteccién de reactividad cruzada
puede deberse a la presencia de proteinas de leche de vaca en la leche materna, por el
pasaje de proteinas de la dieta de la madre (Host, 1990a; Chirdo, 1998), y/o a presencia
de reactividad cruzada (Bertino, 1996).

La leche humana tiene una concentracién proteica de 9g/l. Al contrario a lo
observado con la leche de vaca, la leche humana presenta una mayor proporcién de
proteinas de suero que de caseinas y ademas la relacién entre ellas cambia a lo largo de
la lactancia. Al inicio de la misma la relacién suero/caseina es de 90/10 y luego, es de
60/40. Las proteinas principales del suero son la a-lactoalbimina (2,6 g/l; 14 kDa),
lactoferrina (1,7 g/l; 76 kDa) (ésta no existe en la leche de vaca) y lisozima (0,08-0,2 g/l;
18 kDa). La glandula mamaria humana no produce pB-lactoglobulina ni o-caseina
(Chtouron, 1985; Ribadeau-Dumas, 1988), por lo cual estas dos proteinas constituyen
alergenos importantes de la leche de vaca.

Con la leche humana, observamos que el suero de conejo detecté varias

proteinas, entre ellas la de 18 kDa. Esta dltima puede deberse a la presencia de f-
lactoglobulina proveniente de la dieta materna o a reactividad cruzada con la lisozima
humana. Los AcMo revelan bandas correspondientes a albimina y lactoferrina. Varios
autores informaron la existencia de cruce entre B-lactoglobulina y caseina bovina con
lactoferrina, B-caseina y a-lactoalbimina humanas (Bertino, 1996; Restani, 1999b),

utilizando anticuerpos monoclonales especificos de las proteinas bovinas. En cuanto a la
IgE, se observé una reactividad muy baja, lo cual estA en concordancia con los

resultados obtenidos por Restani y col (Restani, 1999b).
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II.- CARACTERIZACION DE HIDROLIZADOS COMERCIALES DE
PROTEINAS DE LECHE DE VACA

I1.1- Caracterizacion proteica y antigénica

II.1.a- Cuantificacién de proteinas totales (Lowry) y proteinas antigénicas de leche de

vaca por ELISA

Se determiné la concentracién de proteinas totales por el método de Lowry y la

cantidad de proteinas antigénicas por medio del ELISA competitivo secuencial con el

antisuero de conejo. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4 :

Tabla 4.- Proteinas totales (tot) y proteinas antigénicas (Ag) de los hidrolizados de leche

de vaca, y relacién entre ambas magnitudes (porcentual).

Sustituto Compo- [prot tot] [prot Ag] [prot Ag] / prot tot
siciéon* (mg/ml) (mg/ml) (%)
NAN HA S-p 0,83+0,03 0,46+0,01 56,00
Beba HA 1 S-P 1,32+0,02 3,28.10°+5.10° 0,24
Beba HA 2 S-P 1,28+0,05 0,013+0,002 1,01
Humana HA S-P 0,74+0,02 9,31.10°+4.10° 1,26
KAS 1000 C-pP 0,97+0,01 0,18+0,06 18,56
Aptamil HA CyS-P 1,22+0,01 2,26.10°+1.10° 0,18
Pregestimil C-E 0,85+0,06 3,42.10°+3.10* 0,04
Neocate AA 0,091+0,004 1,1.10°+5.10° 0.012

* S: proteinas de suero, C: caseinas, P: hidrolizado parcial, E; hidrolizado extensivo, AA:

férmula a base de aminoéacidos.

La cuantificacién de proteinas antigénicas en los hidrolizados de proteinas de

leche de vaca permite detectar la existencia de epitopes residuales e indica el grado de

hidrélisis de cada sustituto. La hidrélisis elimina epitopes conformacionales e hidroliza

epitopes secuenciales, por ello, en todos los casos se observa que la concentracién
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proteica total es mayor que la de proteinas antigénicas. Con NAN HA, hidrolizado
parcial de suero, la relacién entre proteinas antigénicas y totales es la mayor. En cambio
en el resto de los hidrolizados parciales de suero, Beba HA1, Beba HA2 y Humana HA,
esta proporcién es sélo del orden del 1%. En KAS 1000, la concentracién antigénica es
del 18,56% del total, dado que es un hidrolizado parcial, en cambio, en Pregestimil, que
es extensivo, ésta resulta ser muy baja. Aptamil HA, hidrolizado parcial de caseinas y
suero, mostré una relacion del 0,18%. Neocate al ser una férmula a base de

aminoéacidos, mostré el menor nivel de antigenicidad.

[.1.b- Caracterizacién proteica por electroforesis Tricina-SDS-PAGE

Los extractos proteicos de los distintos sustitutos fueron analizados mediante

electroforesis (Figura 6).

kDa

3.496
1.06

Figura 6: Tricina-SDS-PAGE de hidrolizados de leche de vaca tenidas con plata. 1= NAN
HA, 2= BEBA HA1l, 3= BEBA HA2, 4= Humana HA, 5= KAS 1000, 6= Aptamil HA, 7=

Pregestimil, 8= Neocate.

El extracto de NAN HA muestra bandas cuyos PM corresponden a las proteinas de

suero B-lactoglobulina y a-lactoalbimina, pero también en la zona de PM de los
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monémeros de caseina. Estas bandas podrian deberse a dimerizacién, por puentes
disulfuro, de la B-lactoglobulina dando un PM de alrededor de 36 kDa. Para descartar
esta posibilidad se realiz6 la electroforesis en presencia de p-mercaptoetanol,
observandose que dicha banda no desapareci6 (no mostrado). Este resultado indicaria
que son restos de caseina. En las muestras de Beba HAl y 2 se detectan bandas de 67
kDa, probablemente de BSA y una zona difusa entre 24 y 6 kDa, que corresponderia a
péptidos resultantes del tratamiento hidrolitico. En Beba HA1, ademaés, se observa una
banda intensa en la zona de caseina. En el restante hidrolizado de suero, Humana HA,
la tincién fue mas débil, detectandose una banda tenue de 67 kDa y una zona difusa que
alcanza a 4 kDa. En cuanto a los hidrolizados de caseina, KAS 1000 es el Gnico que
mostr6 bandas proteicas. Se observan bandas de a-, - y k-caseina y una zona difusa de
menor PM, que serian péptidos residuales provenientes de la hidrélisis de las caseinas.

En los extractos de Aptamil, Pregestimil y Neocate no se detectan bandas.

II.1.c- Antigenicidad determinada por Inmunoblotting con suero policlonal y AcMo

La antigenicidad de los sustitutos se analiz6 mediante inmunoblotting, revelando

con el suero de conejo (Figura 7) y AcMo (Figura 8).
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Figura 7: Inmunoblotting de hidrolizados de leche de vaca revelado con el suero de conejo.
1= NAN HA, 2= BEBA HA1, 3= BEBA HA2, 4= Humana HA, 5= KAS 1000, 6= Aptamil
HA, 7= Pregestimil, 8= Neocate.
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En los 4 hidrolizados de proteinas de suero se observa reconocimiento por parte
del antisuero. Con NAN HA se observan bandas individuales de caseina y proteinas de
suero, mientras que en los restantes tres, hay una zona de reactividad difusa (PM menor
a 30 kDa) correspondiente a péptidos resultantes de la hidrdlisis. Entre los hidrolizados
de caseina, sblo con KAS 1000 se detectaron bandas, observandose una zona difusa
comprendida entre 67 y 20 kDa, con mayor intensidad en la zona de los monémeros de
caseina, que resulta de la presencia de péptidos derivados del tratamiento hidrolitico que
conservan epitopes intactos. Con Aptamil HA se observa reactividad para componentes
de alto PM, que serian restos de proteinas sin hidrolizar.

En cuanto al analisis de la unién de los AcMo, sdlo se observan bandas visibles
con NAN HA y KAS 1000, mientras que con el resto no hubo tincién (no mostrados).
Con NAN HA, los 3 AcMo se unen a bandas correspondientes a caseina y una banda de
19 kDa, con diferente intensidad relativa entre ambas. El revelado con los AcMo de
componentes en este hidrolizado de suero confirma la presencia de contaminacién con
caseina. Con KAS 1000, los 3 AcMo revelan una zona de tincién difusa, que va desde la
parte superior del gel hasta aproximadamente 25 kDa indicando la presencia de

componentes residuales de la hidrélisis de caseina.
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Figura 8: Inmunoblotting de los sustitutos lacteos NAN HA (A) y KAS 1000 (B), revelados
con AcMo anti-caseina. 1= 1D5, 2= 2A1, 3= 3B5.
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I1.2- Caracterizacion de la alergenicidad in vitro

[1.2.a- EAST

Se analiz6 la unién de la IgE sérica de un pool de sueros y de los sueros
individuales a extractos de los distintos hidrolizados. En la tabla 5 se muestra el resultado
obtenido con suero de 3 pacientes (representativos de todos los estudiados), el pool de
sueros positivos y el pool de sueros negativos.

Se observa que con los sueros controles negativos, la reactividad es de clase O. El
pool de sueros positivos muestra reactividad con todos los hidrolizados analizados, clase
2 o mayor, mientras que con Neocate, es de clase 0. Con Pregestimil se observa
reactividad por parte del pool de sueros positivos, indicando la existencia de epitopes
residuales, a pesar de que no hay deteccién de proteinas por medio del SDS-PAGE e
inmunoblotting. En el caso de los sueros individuales, se observa una gran variabilidad
de reactividad, de acuerdo al extracto proteico empleado y también al suero individual
analizado. La mayor proporcién de sueros mostraron resultado positivo (clase 2 o

mayor) con NAN HA, Beba HA2, KAS 1000 y Aptamil HA.

Tabla 5.- Determinacién de IgE-especifica para los distintos sustitutos por EAST. El

resultado se expresa en clases.

IgE especifica (clases)

Pool de sueros Pool de sueros  Suero1l  Suero2  Suero 3
negativos positivos

NAN HA 0 3 2 1 2
BEBA HA 1 0 3 2 1 0
BEBA HA 2 0 3 2 2 0
Humana HA 0 3 0 0 0
KAS 1000 0 3 1 2 3
Aptamil HA 0 3 2 2 0
Pregestimil 0 2 0 0 1
Neocate 0 0 0 0 0
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[1.2.b-IgE Inmunoblotting

Para analizar la capacidad individual de unién a la IgE los componentes proteicos
de los sustitutos separados mediante electroforesis fueron enfrentados a la IgE sérica del
pool de sueros positivos (Figura 9).

Al igual que el revelado con AcMo, sélo se observan bandas visibles con NAN HA
y KAS 1000. Al revelar el inmunoblotting con un pool de suero de pacientes alérgicos a
leche de vaca, se observa que la IgE presente se une a la banda cormrespondiente a

caseina y otra de 19 kDa en NAN HA vy a una zona difusa en KAS 1000.
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Figura 9: Inmunoblotting de hidrolizados de leche de vaca revelado con IgE sérica de
pacientes alérgicos a leche de vaca. 1= NAN HA, 2= BEBA HAl, 3= BEBA HAZ, 4=
Humana HA, 5= KAS 1000, 6= Aptamil HA, 7= Pregestimil, 8= Neocate.
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11.3- Discusién

La composicién de los hidrolizados depende de la fuente proteica utilizada, de la/s
enzima/s utilizada/s para la hidrélisis, la extensién del tratamiento hidrolitico y de la
existencia o no de un proceso final de ultrafiltracién. Una forma qtil de estudiar la
alergenicidad de una nueva férmula lactea introducida en el mercado, es identificar los
alergenos por medio de métodos in vitro, tales como electroforesis, inmunoblotting y
EAST. El anélisis de la reactividad por parte del antisuero de conejo es de utilidad para
detectar la presencia de proteinas intactas o péptidos que conservan epitopes. Con los
AcMo se puede demostrar la existencia de epitopes derivados de las caseinas y
contaminacién con caseina de los hidrolizados de suero. El estudio de la unién de la IgE
sérica permite determinar la existencia de epitopes alergénicos residuales.

La composicién proteica y antigénica de los hidrolizados analizados fue muy
variable. Como era de esperar, los hidrolizados parciales mostraron mayor nivel de
proteinas antigénicas que los extensivos, pero entre los parciales hubo una gran
diferencia. Restani y col (Restani, 1995) encontraron el mismo resultado mediante
precipitacion con TCA de los distintos hidrolizados para concentrarlos, y ademas
observaron que los hidrolizados extensivos contenfan menor precipitado, en general
concentrados en pocas bandas proteicas.

NAN HA fue el hidrolizado que mostré la mayor relacién entre proteinas
antigénicas y totales. En la electroforesis se pudo detectar proteinas intactas, y no sélo de
suero (como cabria esperar dado que la fuente proteica es suero) sino también caseinas.
En orden de antigenicidad decreciente sigue KAS 1000, donde el 18,56% de las
proteinas totales son antigénicas. La electroforesis de este extracto mostré también
bandas correspondientes a caseinas y una zona de reactividad difusa. El inmunoblotting
reveld la presencia de componentes de alto PM, que no se observaron por electroforesis
(tincién con plata). Con respecto al resto de los hidrolizados parciales, Beba HA 1 y 2
resultaron similares en cuanto al perfil electroforético, sin embargo Beba HAZ mostré un
orden de magnitud mas de proteinas antigénicas (1,20 versus 0,24). Beba HAl, 2 y
Humana HA fueron reconocidas por el antisuero, pero no por los AcMo, indicando que
el suero policlonal estd revelando componentes provenientes de proteinas de suero,

principalmente BSA. Sin embargo, existen oftros trabajos, donde si detectan
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componentes reactivos con distintos AcMo anti caseina (Chiancone, 1995). En Aptamil
HA 'y Pregestimil no se observaron bandas por electroforesis ni por inmunoblotting. Sin
embargo se detectaron componentes antigénicos por medio del ELISA de inhibicién, eso
podria deberse a que el PM de dichos componentes seria menor al detectado por
electroforesis o a que sus epitopes se pierden con este método de separacién. La
antigenicidad de Neocate fue despreciable, como era de esperar dado que no posee
péptidos.

De acuerdo con lo informado por otros autores (Gortler, 1995; Restani, 1996),
detectamos la presencia de caseinas residuales en hidrolizados obtenidos a partir de
suero, indicando que la separacién tecnolégica de las caseinas no es satisfactoria.

Al analizar la actividad alergénica in vitro, se utilizé un pool de sueros cuya IgE,
por EAST, se uni6 a todos los hidrolizados estudiados, mientras que por inmunoblotting
solamente se unié a bandas de proteinas intactas presentes en los extractos de NAN HA
y KAS 1000. Restani (Restani, 1996) encontré también reactividad de la IgE con
proteinas intactas y, en mucha menor medida, con péptidos menores. La reactividad de
sueros individuales (por EAST) fue diferente, siendo los hidrolizados méas reconocidos
NAN HA, Beba HA2, KAS 1000 y Aptamil HA. Estos resultados en conjunto, indican
que los hidrolizados, aun aquellos en los que no se detecté la presencia de proteinas
intactas por SDS-PAGE, contienen péptidos con al menos un epitope capaz de unirse a
la IgE sérica de los pacientes.

Son necesarios estudios in vivo, como por ejemplo pruebas cutdneas o de
desafio, para determinar su posibilidad de producir el entrecruzamiento de la IgE
presente en la superficie de las células efectoras e inducir su activacién para una
caracterizacién completa de su alergenicidad. En un estudio clinico, se demostré que
Beba HA (llamada Good Start en USA) es altamente alergénica, produciendo reacciones
anafilacticas en chicos ya sensibilizados a leche de vaca. Este sustituto también fue capaz
de sensibilizar a chicos predispuestos a atopia que han sido alimentados con esta
férmula durante los primeros dias de vida, y ademés en chicos amamantados cuyas
madres consumian Beba HA (Businco, 1994). Este trabajo y otros similares han hecho
que en USA se retire la designacién de hipoalergénica a esta férmula ya que una
reduccién de la alergenicidad no elimina la posibilidad de la instauracién de reacciones

alérgicas en el individuo alérgico que las ingiere.
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La presencia de una cantidad significativa de proteinas intactas presentes en los
hidrolizados parciales (Chiancone, 1995; Oldaeus, 1991; Ragno, 1993, Docena, 2002)
hace que su uso como sustituto sea altamente riesgoso para el paciente. Su utilizacién es
controversial como prevencién de la sensibilizacién con leche bovina en chicos
altamente predispuestos a atopia. Existen trabajos donde se observé un efecto
beneficioso en la prevencién de atopia por parte de los hidrolizados parciales, sugiriendo
que se podrian inducir mecanismos especificos de tolerancia (Chandra, 1991;
Vandenplas, 1992; Willems, 1993), y por ello estos autores prefieren el uso de los
hidrolizados parciales como prevencién, por su gusto mas aceptable y el costo menor
respecto a los hidrolizados extensivos, que parecen mas seguros. Sin embargo otros
autores (Oldaeus, 1997, Odelram, 1996; Mallet, 1992) no observaron una diferencia
significativa en la prevencién cuando la compararon con la férmula a base de leche de
vaca sin hidrolizar, y por ello desaconsejan el uso de hidrolizados parciales, y sugieren
que el término "hipoalergénico" no deberia aparecer en el etiquetado (Odelram, 1996;
Businco, 1993).

El agregado de un paso de ultrafiltracién en la preparacién del hidrolizado parcial
elimina proteinas residuales intactas, y aun péptidos de alto PM, con lo cual resulta muy
eficiente en la reduccién de la antigenicidad de un hidrolizado parcial (Gortler, 1995). En
general, el PM de los péptidos de las férmulas ultrafiltradas es menor a 10 kDa. Un
estudio realizado con una de estas férmulas (Profylac), mostré que un bajo porcentaje de
sueros (13%) de pacientes alérgicos a leche de vaca arrojé un resultado positivo por
RAST. Por inmunoblotting, se observé una banda débil de 5 kDa (Oldaeus, 1991). En
pruebas de desafio, 94% de los nifilos no mostraron reacciones adversas, mientras que
en el 6% restante las reacciones fueron dudosas (sintomas poco significativos) y luego
toleraron sin problemas la ingesta de esta férmula en forma diaria (Halken, 1993b).

En estudios donde se realiz6 un seguimiento hasta los 5 anos de edad (Oldaeus,
1997), los hidrolizados extensivos resultaron ser efectivos en la reduccién de la
incidencia de enfermedades alérgicas comparada con leche bovina. La mayor diferencia
en la incidencia de atopia entre las distintas férmulas ocurre entre los 3-6 meses de edad,
indicando que esa etapa es la mas importante para evitar alimentos altamente

alergénicos (Oldaeus, 1997; Vandenplas, 1995)
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Fn los hidrolizados extensivos. la baia cantidad de proteinas intactas o
polipéptidos de alto PM, hace que sean generalmente tolerados por la mayoria de los
ninos. Pero aun esa baia cantidad de proteinas podria ser suficiente para sensibilizar o
desencadenar reacciones en ninos muy sensibles. También los péptidos de bajo PM
pueden formar aareqados. gue pueden ser antigénicos y alergénicos. De hecho, existen
informes de reacciones adversas tanto con los hidrolizados parciales (Businco, 1994:
Tarim, 1994) como con los extensivos (Saylor, 1991; Hill, 1995; De Boissieu, 1997).

Todos los hidrolizados estudiados retienen parte de la alergenicidad de las
proteinas intactas, aunque hay bastante diferencia entre ellos. Dos de los hidrolizados
(NAN HA y KAS 1000) muestran elevada reactividad inmunoquimica comparados con
el resto. A pesar de que con esta metodologia sélo se caracteriza la alergenicidad in vitro,
que en muchos casos puede diferir de lo observado in vivo, la informacién que brinda es
importante para caracterizar a la formulacién y compararla con otros hidrolizados,
ademas de indicar la existencia de componentes nativos residuales, péptidos derivados
de la hidrélisis y proteinas contaminantes. Este tipo de estudio resulta Gtil para
identificar, para cada paciente individual, aquellos posibles sustitutos. Una vez elegido el
mas indicado, es conveniente realizar la primera administracién bajo supervisién médica.

Ninos con reacciones adversas a hidrolizados extensivos, en general, tampoco
toleran otros alimentos, como soja, huevo, trigo, mani, carne y arroz. Estos casos se
denominan intolerancia a muiltiples proteinas alimentarias. El desarrollo de una férmula
nutricionalmente completa basada en aminoéacidos, Neocate, ha significado un gran
avance en el tratamiento de nifios con esta intolerancia miiltiple (Hill, 1995; Isolauri,
1995; de Boissieu, 1997). Esta férmula produce un buen aumento de peso en chicos

que tenian retardo en el crecimiento debido a esta patologia.
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Ill.- CARACTERIZACION DE FORMULAS A BASE DE PROTEINAS DE
SOJA

IIl.1- Deteccién de reactividad cruzada entre proteinas de soja y leche de

vaca

Se estudi6 la capacidad de inhibicién de la unién de nuestro antisuero por parte
de leches de soja comerciales y leches de soja preparadas en nuestro laboratorio a partir
de porotos de soja, mediante ELISA de inhibicién. Los resultados pueden observarse en

la Tabla 6.

Tabla 6.- ELISA de inhibicién de la unién del suero de conejo a leche de vaca por parte

de extractos de leche de soja

Inhibidor [prot totales] Ax* Inhibicién*
(mg/ml) (%)
Am (sin inhibidor) 2,811+0,001 0
Leche de vaca 2,0+0,1 0,095+0,001 97
Leche de soja CIDCA 9,3+0,3 0,198+0,001 93
Leche de soja ADES 4,1+0,2 0,824+0,002 71
Leche de soja ALPRO 2,5+0,2 0,544 +0,001 81
Leche de soja Nursoy 0,7+0,1 0,296+0,003 89
Leche de soja preparada 10,0+0,1 0,902+0,001 68

Am: Absorbancia del control sin inhibidor. Ax*: Absorbancia promedio de las muestras
problema. * Inhibicién: (Am-Ax/Am).100.

Para este ensayo se utilizé6 un extracto de leche de vaca como control positivo,
con el cual se obtiene una inhibicién total (97%). Todas las leches de soja analizadas son
capaces de producir una inhibicién de la unién del antisuero a las proteinas de leche de
vaca. Las muestras de leche de soja de origen comercial produjeron una inhibicién de la
unién de los anticuerpos presentes en el antisuero de entre 71 y 93%. Esta inhibicién

puede deberse a la reactividad cruzada entre proteinas de leche de vaca y de soja o a la
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presencia de proteinas de leche de vaca en las leches de soja comerciales, debido a una
contaminacién en la industria durante su elaboracién.

Para analizar estas 2 posibilidades, preparamos leche de soja a partir de porotos
de soja comerciales, cuidando de no contaminar el extracto con proteinas de origen
bovino. Con el extracto correspondiente se detecta una inhibicién del orden de 68%.
Este resultado indica la presencia de reactividad cruzada entre proteinas de soja vy leche
de vaca. El porcentaje de inhibicién menor hallado con la leche de soja preparada en
nuestro laboratorio podria estar indicando ademas la contaminacién con proteinas de
leche de vaca de las leches de soja comerciales o diferente alteracién en la estructura
proteica debidas al tipo de tratamiento térmico utilizado.

También preparamos leche de soja con 4 variedades de soja diferentes: Asgrow
4656. Asgrow 4004, Don Mario 43 y Caminera 32. Todas ellas muestran el mismo orden
de inhibicibn que la leche preparada a partir de los porotos comerciales. En
consecuencia, entre estas variedades no se observa diferencia entre la cantidad de

componentes inmunorreactivos presentes en la leche de soja.

II1.2.-Caracterizacion de la reactividad cruzada entre proteinas de leche de

vaca y soja

[II.2.a- ELISA de inhibicién

Mediante el ELISA de inhibicién, cuyos resultados pueden observarse en la Figura
10. se procedi6 a caracterizar la reactividad cruzada indicada anteriormente, inhibiendo
la unién del antisuero a leche de vaca y soja.

Como control de especificidad se prepararon extractos de otras proteinas
alimentarias: trigo, avena, cebada, centeno, amaranto, girasol, mani y ovalbimina. En
ninguno de los casos la inhibicién supera el 10%. lo cual confirma la especificidad del
ensayo.

La unién del antisuero a leche de vaca es inhibida totalmente con una
concentracién de proteinas de leche de vaca en la mezcla de preincubacién de 1 mg/ml,
mientras que el 50% de inhibicién es alcanzado con una concentracién de 3 ug/ml.

Cuando se emplea un extracto de proteinas de soja como competidor se observa un
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efecto dosis-respuesta de la inhibicién de la unién a proteinas de leche de vaca. Este
resultado sugiere que el antisuero contiene anticuerpos que reaccionan con
componentes presentes en la leche de soja. Con el extracto de soja no se logra inhibir
completamente la unién de los anticuerpos a proteinas de leche de vaca. La
concentracién de proteinas de soja necesaria para producir el 50% de inhibicién es de
18 mg/ml, una cantidad 6000 veces mayor que la de proteinas de leche de vaca (Figura
10A). Estos resultados concuerdan con los titulos obtenidos por ELISA indirecto que,
usando leche de vaca como antigeno inmovilizado es de 1/300.000, mientras que para
soja resulta ser de 1/1000.

En el ensayo de inhibicién de la unién del antisuero a proteinas de soja, se logra
la inhibicién total con ambos extractos, a concentraciones de 10 mg/ml de leche de vaca
y 0,9 mg/ml de soja. El 50% de inhibicién se alcanza con una concentracién del extracto

de soja 20 veces menor que del de leche de vaca (Figura 10B).
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Figura 10: ELISA de inhibicién de la unién del antisuero a proteinas de leche de vaca (A) y
soja (B).
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[I1.2.b- Cromatografia de afinidad

Se realiz6 una cromatografia de afinidad con el fin de purificar los anticuerpos
especificos para soja presentes en el antisuero de conejo, y asi detectar su especificidad
por las proteinas de leche de vaca. Para ello, se sensibilizé6 Sepharosa activada con CNBr
con un extracto total de proteinas de soja. y se incubé con una dilucién del antisuero.
Los anticuerpos que no fueron retenidos por el antigeno unido en la Sepharosa se
analizaron por ELISA indirecto sensibilizando con leche de vaca o soja, e incubando con
el suero de conejo pre o post-cromatografia. Utilizando leche de vaca como antigeno
inmovilizado no se observa modificacién de la DO en los antisueros pre y post-
cromatografia, mientras que al emplear proteinas de soja como antigeno hubo una
marcada disminucién en la DO del antisuero post-cromatografia. Este resultado indica
que quedaron retenidos a la columna de afinidad los anticuerpos de cruce capaces de
reconocer componentes de soja.

Por ultimo, se eluyeron los anticuerpos que habian sido retenidos en la columna.
Dichos anticuerpos se utilizaron en ensayos de ELISA indirecto e inmunoblotting con
distintas proteinas de leche de vaca puras.

La purificacién de monémeros de caseinas se realiz6 mediante cromatografia de
fase reversa, como se describe en Materiales y Métodos. Se colectaron las distintas
fracciones y el contenido proteico se analiz6 mediante electroforesis SDS-PAGE,
realizando la tincién con plata. En la figura 11 se muestra el cromatograma obtenido y la
electroforesis de las fracciones.

El orden de elucién de los monémeros de caseina estd de acuerdo a su
hidrofobicidad creciente: k<o <B. La fraccién eluida a los 51 minutos muestra una
tnica banda, cuyo PM corresponde a k-caseina, mientras que la de 52 minutos contiene
ademas a-caseina. En las fracciones comprendidas entre los tiempos 55 y 57 minutos se
detecta una sola banda correspondiente a a-caseina. En la fraccién de 58 minutos,
aparece B-caseina y en la de 63 minutos B impurificada con x-caseina. La fraccién
comprendida entre 64 y 67 minutos presenta solamente (-caseina.

Por ELISA indirecto, se analizé la unién de los anticuerpos presentes en el eluato

a los siguientes extractos proteicos (Figura 12): leche de vaca, caseina, a-caseina
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(purificada por HPLC), B-caseina (purificada por HPLC), B-lactoglobulina (comercial) vy

BSA (comercial).
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Figura 11: Purificacién de caseinas. A= Cromatografia de fase reversa de caseina. B= SDS-

PAGE de la muestra de caseina y algunas de las fracciones, de las cuales se indica el tiempo

de elucion. La tincion fue realizada con plata.

Figura 12: Determinacién de la especificidad de los anticuerpos eluidos de la cromatografia
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de afinidad, mediante ELISA indirecto.
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Los anticuerpos eluidos reconocen leche de vaca, confirmando que son
anticuerpos de reactividad cruzada dado que se unen a soja y leche de vaca. La
reactividad con caseina es inferior a la observada con el extracto total de leche de vaca,
indicando que dichos anticuerpos también reconocen proteinas de suero en la leche
bovina. El reconocimiento es superior por a-caseina que por B-caseina. Entre las
proteinas de suero disponibles para analizar, se observa la unién a B-lactoglobulina pero,
en cambio, no se detecta reactividad con BSA. Por inmunoblotting, se comparé la
reactividad del antisuero y el eluato a leche de soja y de vaca (Figura 13). La reactividad
contra soja es similar con ambos anticuerpos, observandose una banda de 30 kDa. Con
leche de vaca, se observa que el eluato revela bandas de k-caseina y otra banda de

alrededor de 70 kDa, que podria ser de agregados de caseina.
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Figura 13: Inmunoblotting de soja (A) y leche de vaca (B) revelados con el antisuero (1 y 3) y

el eluato de la cromatografia de afinidad (2 y 4).

I11.2.c- Electroforesis SDS-PAGE e Inmunoblotting

Los distintos extractos de leche de soja se analizaron mediante electroforesis SDS-

PAGE (Figura 14).
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Con Nursoy (calle 1) se observan dos bandas intensas con PM alrededor de 30
kDa y una zona de tincién difusa de menor PM, debida a componentes hidroliticos. En
cambio, todas las otras leches de soja muestran patrones semejantes entre si, aunque de
intensidad variable entre las distintas leches, con una alta cantidad de bandas entre 14
kDa y méas de 90 kDa. Este patrén es el caracteristico de las principales proteinas de
reserva de soja, que corresponden a las proteinas de la globulina 7S (las subunidades o'
(70kDa), o (68 kDa) y B (50 kDa)); de la globulina 11S (el dimero A-B (55 kDa),
polipéptido A (35 kDa) y polipéptido B (20 kDa)) vy de la fraccién soluble 2S. En las
leches de soja comerciales (calles 2 a 4) se observan todas las bandas proteicas
principales con intensidad similar en cada una de ellas. En la leche de soja preparada en
el laboratorio (calle 5) las bandas mas intensas corresponden al dimero A-B, subunidad
B v A, mientras que en las otras leches de soja preparadas a partir de porotos (calles 6 a

9) es mas intensa la banda correspondiente a o'.

% S M

67 | |
43

30 .-~ v

20

14.4 ‘
1

PM

<«—B
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Figura 14: SDS-PAGE de extractos de leches de soja. La tincién fue realizada con Coomasie
Blue R-250. PM=patrén de pesos moleculares, 1= Nursoy, 2= CIDCA, 3= ADES, 4=
ALPRO, 5= leche de soja preparada en el laboratorio, 6= Asgrow 4656, 7= Asgrow 4004,
8= Don Mario 43, 9= Caminera 32.

Las proteinas presentes en los extractos de leche de soja transferidas a
nitrocelulosa se revelaron con el antisuero. En todos los extractos estudiados se observa

una banda predominante de 30 kDa y otras bandas de menor intensidad a pesos
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moleculares mayores (Figura 15). También, al revelar el inmunoblotting con los tres
AcMo anti-caseina, 1D5-I, 2Al1-1 y 3B5-I se observa la aparicién de una banda de
30kDa. Estos resultados muestran que la proteina de soja que cruza con leche de vaca

tendria un PM de 30 kDa, por lo que la denominamos S,

KDa

20

14.4 = BN B

:
6

Figura 15: Inmunoblotting de extractos de leches de soja, revelado con:
-antisuero: 1= Nursoy, 2= CIDCA, 3= ADES, 4= ALPRO, 5= leche de soja preparada en el
laboratorio

-leche de soja preparada con los AcMo anti-caseina: 6= 1D5-I, 7= 2A1-l, 8= 3B5-1.

Ademas el antisuero se utilizé para detectar la presencia de componentes de cruce
en fracciones provenientes de suero y precipitado &cido de proteinas de soja. En ambos
extractos se revelé la presencia del componente de 30 kDa, lo que no permite

determinar su origen (Figura 16).
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Figura 16: SDS-PAGE (A) e inmunoblotting (B) revelado con el antisuero. 1 y 3: suero de
soja; 2 y 4: precipitado acido de soja.

[11.2.d- Electroforesis bidimensional

Se realiz6 una electroforesis bidimensional de un extracto de leche de soja, tal
como se describe en Materiales y Métodos (Figura 17)

Puede observarse que de la proteina de 30 kDa se separan componentes de 20
kDa, sin desaparecer totalmente la banda original de 30 kDa. Los componentes de PM
menor a 20 kDa no alcanzan a detectarse, por ello no pudo conocerse cual o cuéles
otros componentes se desprenden del componente de 30 kDa al someterlo a condiciones
reductoras. Por otro lado, de proteinas de alto PM de 50 y 85 kDa, se separan también
bandas proteicas de 30 y 20 kDa.
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Figura 17: Electroforesis bidimensional de leche de soja. La primera dimensién se realiz6 en
presencia de SDS, y la sequnda con SDS y 2-mercaptoetanol. En la parte superior se observa

una de las calles de la leche de soja de la primera dimensién. La tincién se realizé con plata.

II1.3- Identificacién de S;,

lI.3.a- Purificacién de S,

La purificacién del componente S se realiz6 por electroelucién, a partir de un
extracto de leche de soja. La proteina electroeluida fue analizada por ELISA y por
inmunoblotting con el suero de conejo y los AcMo. En la figura 18 se observa que una
tinica banda con PM de 30 kDa se detecta con los distintos anticuerpos.

Por medio de un ELISA de inhibicién esta proteina, en una concentracién de
0,0075 mg/ml es capaz de inhibir en un 70% la unién del antisuero a proteinas de leche
de vaca, mientras que para lograr la misma inhibicién se requieren 3 mg/ml del extracto

de soja y 6.10° mg/ml de leche bovina.
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Figura 18: SDS-PAGE e inmunoblotting de extractos de soja.
SDS-PAGE: 1= leche de soja, 2= proteina de 30 kDa obtenida por electroelucién, 3=
proteina de 30 kDa recuperada a partir del RP-HPLC.

Inmunoblotting de la proteina electroeluida revelado con: 4= antisuero, 5= 1D5-1, 6= 2A1-1,
7= 3B5-1.

La pureza del extracto obtenido fue analizada por RP-HPLC (Figura 19).

Figura 19: RP-HPLC de S, obtenida por electroelucién.

RESULTADOS Y DISCUSION
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En el cromatograma se observa un Gnico pico, el cual fue colectado y analizado
mediante SDS-PAGE (ver figura 18), donde se observa una tinica banda de 30 kDa. Por
isoelectroenfoque del extracto aislado y revelado con el suero de conejo (Figura 20), se

establece que S,, posee un punto isoeléctrico de 5,2.

3,50

)

4,55
5,20

5,85
6,55
6,85
7,35

8,15
8,45
8,65

9,30

D) )

Figura 20: Isoelectroenfoque de S,,. Pl: patrones de punto isoeléctrico, 1= proteina de 30

kDa revelado con plata, Inmunoblotting de S;, revelado con el suero de conejo.

lI.3.b- Secuenciacién de S,

La proteina de 30 kDa se identific6 mediante la determinacién de su secuencia
primaria segin el método de Edman. La secuenciacién de la proteina transferida a
membrana de PVDF a partir del extremo N-terminal no fue posible. Se descart6 la
posibilidad de tratarse de una escasa cantidad de muestra, cuantificando la cantidad de
proteina presente en la membrana por medio de la determinacién de la composicién de
aminoacidos. La cantidad de proteina es de 5 pmoles, lo cual seria suficiente para la
secuenciacién sino hubiera bloqueo del N-terminal. Para resolver el inconveniente de
que dicho componente estuviera bloqueado en su extremo N-terminal, sequidamente se
procedi6 a realizar una digestién proteolitica, mediante el método de digestién "in gel"

desarrollado por Rosenfeld (Rosenfeld, 1992) y mejorado por Hellman (Hellman, 1995).
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El extracto peptidico obtenido se separé mediante HPLC de fase reversa C18 (Figura
21).

1 &

A

P

Figura 21: RP-HPLC del hidrolizado de S, con tripsina, para su posterior secuenciacién.

Se colectaron 47 picos y se secuenciaron los de mayor DO (210 nm), el 31 y el 14.
En el primero(pico 31) se encontraron 2 péptidos. La identificacién de cada componente
surge de la comparacién de las secuencias de los mismos con las existentes en bases de
datos. Uno de ellos (a) correspondiente al segmento 79-100 de la glicinina A5 y el otro
(b) al segmento 188-201 de la glicinina B3. El sequndo pico corresponde al segmento
55-71 de B3 (Figura 22).
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Para analizar qué componente es el comprometido en la reactividad cruzada, se

realizaron electroforesis en condiciones reductoras. La electroforesis se realiz6 mediante

Tricina-SDS-PAGE, para poder detectar la glicinina A5, cuyo bajo PM impide detectarla

por el SDS-PAGE convencional. En la figura 23, se observa la electroforesis del extracto

de S,, con 2-mercaptoetanol, comparado con el extracto original. Se detecté la aparicién

de 2 bandas, de PM 20 y 11 kDa. La intensidad de la banda de 30 kDa disminuyd, pero

no desaparecié6 completamente. Las proteinas separadas en condiciones reductoras, se

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se revel6 con el suero de conejo y

AcMo. Se observ6 que ambos tipos de anticuerpos reconocieron la banda de 20kDA,

correspondiente a B3, mientras que en la zona de 11 kDa no se observé reactividad.

kDa
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-h
»H

3,496
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PM1 PM2
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Figura 23: Tricina-SDS-PAGE e inmunoblotting de S;, con o sin 2-mercaptoetanol (S;y/2-

ME).

SDS-PAGE: 1= S,,, 2= S;/2-ME. Inmunoblotting revelado con el antisuero: 3= S, 4=
S,/2-ME. Inmunoblotting de S3y/2-ME revelado con los AcMo: 5= 1D5-l, 6= 2Al-l, 7=

3B5-1.

I11.3.c- Busqueda de identidad/similitud de secuencia entre glicinina B3 vy proteinas de

leche de vaca

Una vez conocida la proteina de soja que cruza con proteinas de leche de vaca, se

procedié a buscar identidad/similitud de secuencia con las proteinas principales de la
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leche de vaca. De este modo se intent6 detectar posibles epitopes secuenciales similares
entre las proteinas de ambos origenes. Se comparé la secuencia de la glicinina B3 con
las proteinas mayoritarias de leche de vaca: las 3 caseinas, B-lactoglobulina y a-
lactoalbiimina. En la tabla 7 y Figura 24 se muestran los resultados obtenidos:

Se observa que en la glicinina B3 existen regiones (de entre 8 a 32 aminoacidos)
con identidad y/o similitud con varias de las proteinas de leche bovina analizadas, tanto
caseinas como del suero. Entre las proteinas de suero, sélo se encontraron resultados
positivos con B-lactoglobulina. En cambio al analizar la comparacién con caseinas se
detecta identidad/similitud con las 4 caseinas. La mayor identidad/similitud con B3 se
encuentra con a,, y con k-caseina, que superan el 60%, para una longitud de 11-12
aminoacidos. Esto podria indicar la existencia de epitopes de cruce secuenciales. Sin
embargo, al realizar el mismo anélisis con la glicinina A5, la cual no es reconocida por el
antisuero, se encontraron resultados similares. Varias regiones con similitud superior al

60% con distintas proteinas de leche bovina.

Tabla 7- comparacién de la secuencia de la glicinina B3 con proteinas de leche de vaca.

aaen B3  proteina de leche de vaca  aa en prot. de leche de vaca  identidad”  similitud®

(n° de aa solapados) (%) (%)
391-399  Prec® de B-lactoglobulina 124-132 (9) 444 444
394-404 ag;-caseina 17-27 (11) 54,5 63,6
409-420 prec x-caseina 8-19 (12) 50 66,7
442-449 K-caseina 18-25 (8) 37,5 37,5
474-487 B-caseina 165-178 (14) 429 429
487-518 agp-caseina 29-60 (32) 15,6 37,5

‘ldentidad: % de aa iguales. *Similitud: % de aa similares en cuanto a su composicién
quimica.

&
. precursor
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l1.3.d- Digestién proteolitica de S,

Para analizar la naturaleza estructural del/los epitope/s de la glicinina B3
responsables de la reactividad cruzada con proteinas de leche de vaca se decidi6 realizar
protedlisis de S;, con diferentes enzimas proteoliticas y caracterizar aquellos péptidos que
sean reconocidos por el suero de conejo anti-leche de vaca.

En base a un estudio de la secuencia del polipéptido B3 se eligieron las siguientes
enzimas proteoliticas.

-AspN: hidroliza el enlace peptidico que contiene al aminoacido aspartato, dejandolo a
este como N-terminal del péptido, aunque en muchas ocasiones también hidroliza el
enlace que contiene glutamato.

-LysC: hidroliza el enlace peptidico que contiene al aminoéacido lisina, dejandolo a este
como C-terminal del péptido.

-Tripsina: hidroliza el enlace peptidico luego de los aminoacido lisina y arginina,
dejandolos a estos como C-terminal del péptido.

Se eligi6 AspN, ya que digiere a B3 en 3 sitios, liberando 4 péptidos. De las
proteasas disponibles es la que proporciona los péptidos mas grandes. Luego se eligié
LysC que produce 8 péptidos. Y por iltimo se eligié tripsina por su capacidad de
digerirla en péptidos mas pequenos. En la Figura 25 se indican los sitios de corte de las
distintas proteasas utilizadas. En las tablas 8, 9 y 10 se muestran los péptidos resultantes
y sus PM.

La antigenicidad de la mezcla peptidica fue analizada mediante ELISA indirecto
(Figura 26). Se observa que los tratamientos realizados logran disminuir la unién del
antisuero, pero no eliminarla totalmente, lo cual indica que hubo una disminucién de los

epitopes inmunoreactivos.
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Figura 26: ELISA indirecto de los distintos hidrolizados con el antisuero. 1= sin proteasa, 2=

tripsina, 3= AspN, 4= LysC.

Luego de la hidrdlisis se realizé la separacién de los péptidos y recoleccién de los
mismos por FPLC de exclusién molecular. Para calibrar la columna se utilizaron los
siguientes patrones de PM: B-lactoglobulina (Sigma), a-lactoalbiimina (Sigma),
ciancobalamina (ICN), gastrina I (fragmento 14-17) (ICN), glicil-glicil-glicina (ICN). En la
tabla 11 se muestran los pesos moleculares y los voliimenes de elucién (Ve) de los

patrones.

Tabla 11.- Datos de la calibracién de la cromatografia de exclusién molecular.

Patrén PM (Da) Volumen de elucién (ml)
B-lactoglobulina 18000 244
a-lactoalbiimina 14400 281
ciancobalamina 1355 50,5

gastrina [ 595,7 74,6
glicil-glicil-glicina 189,7 78,2
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El volumen muerto (Vm), determinado con Blue Dextran fue de 22,7 ml. En la
figura 27 se muestra el cromatograma obtenido con los patrones y la curva de

calibracién, determinada graficando (Ve-Vm)/Vm versus PM.
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Figura 27: FPLC de exclusin molecular de los patrones de PM. A: Cromatograma
correspondiente a la elucién de los patrones. B: Curva de calibracién para el calculo del PM

de las fracciones eluidas.

Los picos recolectados fueron analizados mediante ELISA indirecto revelando con
el suero de conejo. En la figura 28 se observan los cromatogramas y las fracciones que
son reconocidas por el antisuero. En todos los cromatogramas se observa un pico que

eluye con el volumen de elucién, que corresponderia a restos de proteina sin hidrolizar.
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Figura 28: Separacion por FPLC de los hidrolizados de S;,con las proteasas AspN, LysC

y tripsina y ELISA indirecto.

A: perfil cromatografico y picos seleccionados

B: PM correspondiente a los componentes de cada fraccion y resultados del ELISA
indirecto revelado con el antisuero. +: DO mayor a 1,5; -: DO menora 0,2 .
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En el cromatograma correspondiente a la digestién de S,, con Asp-N se observan
tres fracciones II, Ill y IV, cuyos pesos moleculares son 8058, 2223 y 1141, de los cuales
el tnico que es reconocido por el suero de conejo fue el IV. En la tabla 8 se muestra la
secuencia de y los PM de los péptidos teéricos resultantes de la digestién de la glicinina
B3 con AspN. Comparando los PM de las fracciones del FPLC con los péptidos tedricos,
se observa que los péptidos con PM cercano al de la fraccion IV son (tabla 8): 4-12, 13-
21 y 137-144. Ademas se descartan como posibles los péptidos con PM correspondiente
a los de las fracciones Il y Ill, que serian los 22-92 de 7971 Da y 120-136 de 2050 Da
(figura 29).

Tabla 8.- Secuencia v tamano de los péptidos teéricos generados por la accién de la

AspN¥* sobre la glicinina B3.

PM (Da) Posicion Secuencia peptidica

1070.5663 4-12 ENICTLKLH

1013.5486 13-21 ENIARPSRA

7971.1819 22-92 DFYNPKAGRISTLNSLTLP/CQGNAVF
1938.1283 95-111 ELRRGQLLVVPQNFVVA

2050.0756 120-136 EYIVFKTHHNAVTSYLK

904.4887 137-144 DVFRAIPS

1730.8820 145-159 EVLAHSYNLRQSQVS

552.3028 160-163 ELKY

* Se tomé como sitios de hidrdlisis el aminoécido aspartato, y también el glutamato.

En la hidrélisis con LysC se separaron cuatro fracciones. El pico con PM cercano
a 11kDa, podria contener péptidos derivados de la digestion parcial de B3, ademas de
poder contener a A5, pero este tltimo no produciria un resultado positivo en el ELISA.
La fraccion de PM 2778 es detectada por el suero de conejo, mientras que la de 1130
no. En base a la comparacién con la digestién teérica del polipéptido B3 (tabla 9),
surgen como candidatos los péptidos 57-80 y 137-162 por tener un PM cercano a 2778
Da, vy se descartan el 1-10 y 126-136, cuyo PM es cercano a 1130 Da.
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Tabla 9.- Secuencia y tamano de los péptidos teéricos generados por la accién de la

LysC sobre la glicinina B3.

PM (Da) Posicién Secuencia peptidica

1105.5558 1-10 GVEENICTLK
2028.0409 11-27 LHENIARPSRADFYNPK
3250.8310 28-56 AGRISTLNSLTLPALRQFQL SAQYVVLYK
2688.3641 57-80 NGIYSPHWNLNANSVIYVTR GQGK
5022.6046 81-125 VRVVNCQGNAVFDGELRR//QGFEYIVFK
1270.6538 126-136 THHNAVTSYLK
2986.5744 137-162 DVFRAIPSEVLAH<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>