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PALABRAS CLAVE: Alergia, LTPs, asma, inmunoterapia.

ABREVIATURAS

e LTPs: proteinas transportadoras de lipidos

o nsLTPs proteinas transportadoras de lipidos nativas

e rLTPs: proteinas transportadoras de lipidos recombinantes

e Tria 14: LTP de trigo comun o trigo utilizado para panaderia

e Tritu 14: LTP recombinante de trigo duro o trigo utilizado para hacer pasta

e Prup 3: LTP de melocoton

e nsPrup 3: LTP nativa de melocotén

e BSA: seroalbumina bovina

o BA: “Baker asthma” o asma del panadero

o WFA/WDEIA: “wheat food allergy” o alergia alimentaria a trigo/ “wheat dependent
exercise induced allergy” o alergia inducida por ejercicio trigo dependiente.

o SPT: “skin prick test” o prueba cutanea de alergia

e BCT: “bronchial challenge test” o prueba de provocacién inhalada

e DBPCFC: provocacion oral doble-ciego placebo-control

¢ FEIA: enzimoinmunoensayo con marcaje fluorimétrico

e ImmunoCAP®: nombre comercial de un tipo de FEIA

o SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico

¢ HURH: Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid.




RESUMEN

INTRODUCCION: La alergia es una reaccion adversa de causa inmunolégica que se
presenta en un individuo tras entrar en contacto con un alérgeno. La alergia al trigo es
la mas comun entre las alergias a cereales. Se distinguen dos cultivos, T.aestivum (pan)
y T.durum (pasta). Las LTP pertenecen a la superfamilia de prolaminas, siendo la
defensiva su funcion principal. La clinica de alergia a las LTPs provoca sintomas de
aparicion inmediata, en menos de una hora y graves en su mayoria. Ha sido identificada
una LTP causante de su alergenicidad, conocida como Tri a 14 y ha sido relacionada
con T.aestivum; las LTPs de T.durum no son conocidas y este es el principal punto de
partida de este trabajo.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS: Tanto el trigo comun como el trigo duro estan involucrados
en alergia y asma. Las moléculas alergénicas del trigo duro no se han logrado identificar
hasta el momento. El objetivo del estudio es demostrar que existe una LTP de trigo duro
(pastas) responsable de su alergenicidad.

MATERIAL Y METODOS: Se incluyen en el estudio 39 sujetos en total: 7 pacientes
controles y 32 con alergia; divididos a su vez en dos grupos: 20 con asma del panadero
(BA) estudiados en el HURH mediante prick, IgE a trigo y provocacién con harina; y 12
con alergia alimentaria a trigo (WFA/WDEIA) estudiados con las mismas pruebas y
provocacion oral. Se realizé un analisis inmunoldgico (por microarrays) en el HURH y el
analisis de la estructura tridimensional y reactividad cruzada de las proteinas implicadas
se realizé en a la Universidad de Bochum (Dortmund University).

RESULTADO: Validaciéon de la molécula recombinante de T.durum: Tri tu 14. Un 92%
de los pacientes presentaban InmunoCAP positivo frente a rTri a 14 y valores de IgE
especifica positivo para extracto de trigo de harina (T.aestivum). Se incremento la
sensibilidad diagndstica al utilizar LTP de trigo duro (8%). Todos los pacientes con
alergia alimentaria estaban sensibilizados a Tri tu 14; solo el 77% de los asmaticos lo
estaban. Pru p3 tiene mayor similitud con Tri tu 14 que con Tri a 14: los pacientes con
BA reaccionan menos a Pru p3.

CONCLUSIONES: Se ha confirmado la existencia de Tri tu 14, LTP de T.durum (pasta).
Los pacientes con alergia alimentaria a trigo reaccionan mas frente a Tri tu 14 que a Tri
a 14; al contrario que los asmaticos. El descubrimiento de nuevas LTP como alérgenos
del trigo permite un diagnéstico mas exacto, evita los graves riesgos por alergia a LTPs
y posibilita una diana terapéutica con inmunoterapia. Las condiciones ambientales
adversas y las modificaciones biotecnoldgicas que se realizan para que las semillas de
cereales sean mas resistentes frente a agresiones externas incrementa la concentracion

de proteinas de defensa como LTPs, aumentando la probabilidad de alergias.



INTRODUCCION

La alergia es una reaccion adversa de causa inmunoldgica que se presenta en un
individuo tras entrar en contacto con un alérgeno. Esto sucede en personas con
sensibilizacion previa, incluso con minimas cantidades.

La alergia alimentaria se estima alrededor del 1,5% en la poblacion general, siendo
mayor entre los nifios menores de tres afos (5-7%). Tiene un impacto econémico
importante en la sociedad y en el sistema sanitario; ademas, numerosos estudios en los
ultimos 10 afios han demostrado que esta esta asociada con un impacto negativo en la
calidad de vida de los pacientes, con efectos a nivel fisico, social y emocional o
psicolégico. (!

El diagndstico de la alergia a un alimento mediada por IgE requiere: que el paciente esté
sensibilizado al mismo, es decir, la presencia en su organismo de anticuerpos IgE
especificos a uno o mas de sus alérgenos y que se produzcan sintomas clinicos tras la

exposicion a ese alimento.

La alergia al trigo es la mas comun entre las alergias a cereales. Se distinguen dos
cultivos de trigo, T.aestivum (usado para harinas y productos de panaderia) y T.durum
(usado para pasta, pizza, bulgur, sémola y cuscus), ambos involucrados en reacciones
alérgicas. Se manifiesta con una amplia gama de sintomas y sindromes clinicos, como
exacerbaciones de dermatitis atdpica, anafilaxia inducida por el ejercicio, esofagitis
eosinofilica (EA) y asma de panadero (BA), entre otros. ©

Las proteinas de transferencia de lipidos (LTP) pertenecen a la superfamilia de
prolaminas. Tienen una amplia presencia en el reino vegetal y su funcion principal es la
defensiva ante agresiones externas. @

Las manifestaciones clinicas por las LTPs en pacientes alérgicos desencadenan
sintomas de aparicion inmediata, casi siempre en menos de 1 hora tras la ingestion y
claramente relacionado con ella. Los cuadros clinicos pueden ser locales o sistémicos,
comprometiendo la vida del paciente en los casos mas graves. @

En el caso del trigo ha sido identificada una LTP causante de su alergenicidad, conocida
como Tri a 14 y ha sido relacionada con T.aestivum, cultivo de trigo comun mas utilizado
en harinas de panaderia.® Sin embargo, las LTPs de T.durum o cultivo de trigo duro
utilizado para pastas no son conocidas, y este es el principal punto de partida de este

trabajo.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La sobreexpresion de nsLTPs en el trigo duro se considera que incrementa la resistencia
contra patégenos de las plantas. Tanto el trigo comun como el trigo duro estan
involucrados en procesos relacionados con la alergia a alimentos y asma del panadero.
Las moléculas alergénicas del trigo duro no se han logrado identificar hasta el momento,
por este motivo son objeto de nuestro estudio.

El objetivo del estudio es demostrar que existe una LTP de trigo duro (pastas)
responsable de su alergenicidad de forma analoga a los alérgenos ya conocidos de Tri

a 14 y Pru p 3, responsables de la alergia a la harina de trigo y melocoton.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyen en el estudio 39 sujetos en total: 7 pacientes sin clinica a modo de controles
y 32 con sintomatologia alérgica. Estos ultimos fueron divididos a su vez en dos grupos
en funcion de la clinica: 20 pacientes espafnoles con asma del panadero (BA) con
hiperreactividad bronquial a harina de trigo comun usado en panaderias; y 12 pacientes
italianos: 8 con alergia alimentaria al trigo (WFA) y 4 con “anafilaxia inducida por ejercicio
trigo dependiente” (WDEIA).

Todos los sujetos del estudio fueron preseleccionados por su sensibilizacion previa a Tri
a 14, ya sea por SPT (para pacientes con asma del panadero) o ImmunoCAP positivo
(para los pacientes alérgicos al trigo, WDEIA y los controles). Anexo: tabla 1. Pacientes
y resultados de las pruebas realizadas.

En el caso de los pacientes italianos con WDEIA se confirmd la clinica mediante “open
challenge test” que consiste en la administracién de 100g de pasta cocida (7. durum)
seguida de ejercicio. En los pacientes con alergia al trigo se confirmé mediante prueba
de provocacion oral doble-ciego placebo-control (DBPCFC) (5/8 pacientes). Cabe
mencionar que no se realizaron estas pruebas en el caso de 3 pacientes alérgicos al
trigo, dos con historia de anafilaxia severa y uno de ellos con asma del panadero

asociada.

En el HURH fueron seleccionados de la base de datos de pacientes diagnosticados
como alérgicos al trigo 20 sujetos con asma del panadero (BA: Baker Ashtma). Las
manifestaciones alérgicas se evidenciaron mediante provocacion inhalada (BCT:

Bronchial challenge test) y skin prick test (SPT).



Una de las técnicas que se emplean para el diagnéstico de enfermedades alérgicas es
la deteccion de anticuerpos IgE especificos frente a los alérgenos responsables de las
mismas. Estos anticuerpos estan presentes en el suero de los pacientes pudiendo ser
identificados mediante un autoanalizador (ImmunoCAP®, ThermoFisher-Phadia) que
permite realizar un estudio in vitro cualitativo y semicuantitativo. Todos los sueros de los
pacientes del HURH que participaron en el estudio fueron sometidos a este
inmunoanalisis por microarrays que incluye la posible deteccién de anticuerpos frente a
varias moléculas y proteinas alergénicas ya identificadas. Anexo: Fig. 13. Informe

ejemplo ImmunoCAP® realizado en el HURH.

Skin prick test (SPT)

Es una prueba muy relevante en el campo de la alergologia que literalmente se traduce
como “prueba de pinchazo en la piel” y, como su nombre indica, consiste en exponer a
nivel cutaneo el alérgeno en la piel del paciente y medir la reaccion cutdanea que se
produce en mm>.

El SPT se realizo6 de acuerdo con los procedimientos estandar siguiendo las
recomendaciones de la Academia Europea de Alergia e inmunologia clinica. Todos los
pacientes fueron sometidos a SPT utilizando un extracto de trigo (T.aestivum) (PBS 10
mM, NaCl 0,5 M, pH 7.4), un extracto de melocotdn comercial (ALK-Abelld), y proteinas
purificadas (formas nativas y recombinantes de Tri a 14 y Pru p 3). El SPT se realizé
mediante la prueba del trigo y extractos de melocotdn de hasta 1 mg/ mly las proteinas
purificadas hasta 20 ug / ml. Se utilizé un dispositivo estéril para cada prueba.

Fosfato de histamina (10 mg / ml) y solucién salina al 0,9% estéril fueron utilizados como
controles positivos y negativos, respectivamente. Un diametro 23 mm? mayor que el

control negativo a los 15 minutos de la puncion se consideré un resultado positivo.

Pruebas de provocacién en el HURH: Bronchial Challenge Test

EI BCT se realizé doble ciego como lo describe Palacin et al ® con modificaciones®. Se
utilizé un extracto de trigo con una concentracién de proteina de 5 mg / ml y zumo de
melocoton.

La espirometria se realizd siguiendo las recomendaciones de la American Thoracic
Society y la Sociedad europea de Neumologia. Se generaron particulas aerosolizadas
utilizando un DeVilbiss 646 presurizado continuo. El nebulizador se inhalé durante 2
minutos a un volumen respiratorio normal, comenzando con el control PBS y con

intervalos de 10 minutos, se fueron aumentando las concentraciones del extracto.



La dosis se determind por valoracion de punto final basada en la primera dilucién con
respuesta positiva al SPT. Una respuesta positiva se definié como una caida> 20% del
volumen maximo espirado en el primer segundo de una espiracion forzada (FEV1).

Después de BCT especifico, se realizaron mediciones del flujo espiratorio maximo cada
hora y se registraron durante 9 horas. BCT se realizé con el mismo extracto en 5

controles sanos, todos los cuales tuvieron resultados negativos.

Estudio molecular

Los analisis mas sofisticados a nivel molecular requerian procedimientos y materiales
no disponibles en nuestro hospital por lo que se realizaron enviando los sueros de
nuestros pacientes desde el HURH a la Universidad de Bochum (Dortmund University)
al igual que los sueros de los 12 pacientes italianos.

Para obtener conclusiones acerca de las LTPs de trigo ha sido necesario un minucioso
estudio molecular. En primer lugar, era necesario obtener suficiente LTPs de Tri tu 14
(trigo duro), molécula con la que queremos demostrar alergenicidad especifica. La
purificaciéon de esta LTP directamente para extraer nsLTP Tri tu 14 (molécula nativa
presente en el trigo duro) no proporciona suficiente rendimiento por lo que es necesario
purificarla mediante una clonacién molecular y obtener asi una LTP Tri tu 14
recombinante.

Posteriormente se realizaron pruebas comparativas para demostrar su validez mediante
el analisis de la secuencia de aminoacidos, estructura secundaria y tridimensional
respecto a otras LTPs conocidas previamente.

A continuacién, se expusieron los sueros de los pacientes alérgicos, obteniendo la
reactividad correspondiente, para demostrar que la nueva molécula recombinante es
valida para la comparacién con las otras LTPs objeto de estudio.

Una vez quedé validada la molécula recombinante, se utilizé para medir la reactividad
de los sueros de nuestros pacientes a dicha LTP. En primer lugar, se llevé a cabo un
analisis InmunoCAP® enfrentando los sueros de los pacientes con las LTPs a estudio y
comprobar que LTP es mas potente. Se enfrentd Tri tu 14 con Tri a 14, Tri tu 14 frente
a extracto de trigo completo, Tri tu 14 frente a Pru p3 y Tri a 14 frente a Pru p 3.

En segundo lugar, se realizo una seleccién de dos sueros de pacientes con diferente

clinica (asma/ alergia alimentaria) para evaluar las propiedades de reactividad cruzada.

Clonacién molecular y purificaciéon de T. durum LTP y recombinante Tria 14 y Pru
p3
El cDNA de longitud completa de T. durum LTP Tri tu 14 (TdLTP4, nimero de acceso

de Gen-Bank JF799976) fue clonado y secuenciado. Para la expresion recombinante



en K. pastoris (X33), se clon6 un gen sintético optimizado de un codon (GeneArt Life
Technologies, Regensburg, Alemania) en los sitios de restriccion EcoRI y Xbal del
plasmido de expresion de levadura pPICZaA. Tri tu 14 se expresé como proteina no
marcada y se purificé como se describe” con ligeras modificaciones. Posteriormente se
indujo la expresién de proteinas en 3 litros de cultivo de K. pastoris con metanol al 0,5%
a una OD600 = 1.0 durante 5-6 dias a 30 ° C. El sobrenadante se separd del cultivo
celular mediante centrifugacion a 6.000 g durante 20 minutos y se sometié a filtracion
de flujo cruzado (Ultrasette, 3 kDa, Pall, Dreieich, Alemania). El filtrado (400 ml) se
dializé contra NaAc (50 mM, pH 5,0) y se aplicé a cromatografia de intercambio catiénico
HiTrap SP / HP (GE Healthcare, Munich, Alemania).

La nsPru p 3 se purificé como se describe en otra parte® Thermo Fisher (Scientific,

Uppsala, Suecia) proporcioné amablemente el Tri a 14.01 recombinante.

Caracterizacion fisicoquimica de alérgenos y extractos de proteinas

Los extractos de proteinas del trigo duro (cultivo de trigo tunecino “Om Rabia3”) y el
trigo comun se prepararon a partir de grano entero y salvado, respectivamente,
utilizando el método descrito ) con algunas modificaciones. Las proteinas de semillas /
salvado (20 g cada una) se extrajeron con 100 ml de Tris-HCI (100 mM), EDTA (10 mM,
pH 4.5) durante 1 hora a 4 ° C. El extracto se sometié a centrifugacion (10.000 g durante
30 minutos a 4 ° C), se pas6 por un filtro de 0,45 uym y se almacend a 4 °C para los
ensayos de ELISA y de liberacién de histamina.

Se sometieron Tri tu 14 recombinante, rTria 14, nPru p 3 (2 ug/ linea) y extractos de T.
durumy T. aestivum (15 ug / linea) a SDS-PAGE (16%) en condiciones reductoras y
GelCode Blue Tincién segura de proteinas (Fisher Scientific, Nidderau, Alemania). La
concentraciéon de proteinas de los extractos de trigo se determiné mediante el reactivo
de Bradford Roti-Nanoquant 5 x (Carl Roth, Karlsruhe, Alemania), mientras que el
contenido de proteinas de las proteinas purificadas se determiné mediante el kit de
ensayo de proteinas BCA (Fisher Scientific). El modelado de la estructura 3D de Tri tu
14 se realizé utilizando Swissmodel (www.swissmodel.expasy.org)'” y maiz nsLTP
como plantilla. La superposicion de las estructuras se realizo utilizando el Sistema de
Graficos Moleculares PyMOL, Version 2.0 Schrodinger, LLC.

Ensayos de unién a IgE y reactividad cruzada

Los valores especificos de IgE se determinaron mediante el uso de ImmunoCAP para
rTri tu 14 y para rTri a 14.01, rPru p 3 y T. aestivum wheat (Thermo Fisher Scientific,
Uppsala, Suecia). Los niveles especificos de IgE se consideraron positivos si 20.35

kKUA/L. El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software GraphPad Prism mediante



analisis de estadistica descriptiva y posteriormente analisis de correlacion de los
resultados.

La deteccién de nsLTP en extracto de trigo duro se realiz6 mediante un ensayo de
inhibicion de inmunotransferencia de IgE. El extracto de trigo duro se sometié a SDS-
PAGE (100 pg de proteina / cm) y se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa.
Después de bloquear la membrana, se incubé durante la noche con un suero combinado
(Sueros de pacientes # 26 y # 27, 1: 8) que contenia 200 ug / ml de inhibidores (ya sea
rTri tu 14 y nPru p 3 o BSA como control). La visualizacion se realizé utilizando un
anticuerpo monoclonal Ige-AP (BD Biosciences, Heidelberg, Alemania) y el kit de
reactivo de sustrato AP (Bio-Rad, Munich, Alemania).

La reactividad cruzada entre los diferentes nsLTP se evalué mediante ensayos ELISA

de inhibicion de IgE. ('

Pruebas de potencia alergénica
Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un donante no
alérgico y se elimind la FceRI de la IgE mediante tratamiento con acido lactico como se

12) Posteriormente, las células se sensibilizaron pasivamente con

describe en otra parte
el suero del paciente. La liberacion de histamina se realizé con T. aestivum y extracto
de T. durum (1 ng/ ml-10 ug / ml) y con rTri tu 14 purificada, rTria 14 y nPru p 3 (100
pg / ml-1 pg / ml). Los niveles de liberacion de histamina inducidos por alérgenos 210%

del contenido total de histamina de las células se consideraron positivos.

RESULTADOS

1. Validacion de la molécula recombinante de T.durum.
e La LTP nativa (nsLTP) de T.durum (Tri tu 14) comparte un 52% de la
secuencia de aminoacidos con la nsLTP del melocoton (Pru p3) y un 48%
y 41% con las dos isoformas de nsLTP de T. aestivum (Tria 14.01y 14.02)
respectivamente. Anexos: Fig. 1.
e La superposicion de las estructuras tridimensionales de las LTPs de Tri a
14, Pru p3 y Tri tu 14 pone de manifiesto que la proporcién de aminoacidos
conservados expuestos en la superficie parece mayor entre Tri tu 14 y Pru
p3 que entre Tri tu 14 y Tri a 14. Anexos: Fig. 2.
e Se genero Tri tu 14 recombinante (rTri tu 14) con el propdsito de afinar el

diagnéstico y evaluar su potencia alergénica.



e La masa molecular aparente de Tri tu 14 estimada por electroforesis (SDS-
PAGE) se ajusta a la masa tedrica de alrededor de 8,95 kDa, y es

comparable con la de rTri a 14.01 y nPru p 3. Anexos: Fig. 3.

2. Reactividad IgE ante Tri tu 14 en pacientes con alergia alimentaria a trigo y asma
del panadero

e Con el objetivo de medir la sensibilizacién IgE a Tri tu 14 se realizé un analisis
ImmunoCAP® y los valores especificos para IgE Tri tu 14 se correlacionaron
con los valores de IgE para trigo (T.aestivum), Tri a 14.01 y Pru p3.

e Como se ha explicado previamente la sensibilizacién a Tri a 14 (ImmunoCAP®
o SPT positivo) fue el criterio de inclusiéon en este estudio, tanto para casos
como controles. Solo un 92% (23/25) de los pacientes que presentaban
ImmunoCAP® positivo a rTri a 14 (25/25) mostraron también valores de IgE
especifica positivos para extracto de trigo (T.aestivum). Es destacable que, sin
embargo, los dos restantes si fueron reactivos a Tri tu 14, lo que se traduce en
un incremento de la sensibilidad diagndstica al utilizar LTP de trigo adicional al
extracto del cereal para este subgrupo de pacientes (8%, 2/25). Anexos: Fig. 4.

e Los pacientes con FA/WDEIA (9/12) presentaron niveles superiores de IgE
especificos frente a Tri Tu 14 (media = 17.14 KUA / L, mediana = 8.75 kUA/L)
que frente al extracto de cereal completo (media = 5.40 kUA / L, mediana =
2.28 KUA / L) anexos: fig.5., diferencia que fue menos prominente en los
pacientes con asma del panadero, con valores de IgE especificos a Tri tu 14
(media = 10.58 kUA / L, mediana = 2.85 KUA / L) en comparacion con el trigo
(media = 5.14 kUA / L, mediana = 4,6 KUA / L). Anexos: fig.6. Estos hallazgos
se reflejaron en los resultados de InmunoCAP mostrando una correlacién débil
(R =0.16) entre los niveles de IgE especificos para el extracto de trigo y Tri tu
14 en pacientes con FA / WDEIA. Anexos: fig. 7.

e Los valores especificos para Tritu 14 y Tri a 14 revelaron una buena correlacion
general (R = 0,886). Dicha correlacién fue mas pronunciada en el subgrupo de
pacientes alérgicos a FA / WDEIA (R = 0,930). Anexos: fig. 7. Cabe destacar
que todos los pacientes (100%) con FA / WDEIA estaban sensibilizados a Tri
tu 14, mientras que solo el 77% (10/13) de los asmaticos lo estaban (anexo
fig.6).

o Dado que los datos anteriores sugieren que la sensibilizacion a Tri tu 14 esta
fuertemente asociada con FA / WDEIA, se analizd con mas detalle el
compromiso de Pru p 3 en la sensibilizacion al trigo. La sensibilizacion de IgE

a Pru p 3 se pudo detectar en el 80% (20/25) de todos los pacientes, en el 69%



(9/13) de los pacientes con asma de panadero y en el 92% (11/12) de los
pacientes con FA / WDEIA. Anexos: fig. 6.

o El valor de IgE especifico mas alto se presenté para Tri Tu 14 (mediana = 5.29
kUA /L), mientras que para Tri a 14 fueron menores (mediana = 1.79 kUA / L).
En el caso de los dos subgrupos, los pacientes con FA/WDEIA revelaron una
mediana de la IgE especifica para Tri tu 14 superior en comparacion a los de
asma del panadero (8.75 KUA / L vs 2.85 KUA /L). Anexos: fig. 4.

3. Propiedades reactividad cruzada IgE Tri Tu 14 con sueros seleccionados.
La reactividad cruzada de IgE entre Tritu 14, Tria 14 y Pru p 3 se analizé adicionalmente
utilizando sueros individuales en experimentos de inhibicion cruzada de ELISA
dependientes de la dosis. Los resultados de dos pacientes, un paciente con asma de
panadero (n°15) y un paciente con alergia alimentaria al trigo (n°26), ambos con una
fuerte reactividad a cada uno de los nsLTP analizados (clases CAP 24) se muestran en
la Fig.8.

Usando el suero n° 15y Tri tu 14, Tri tu 14 en si mismo puede superar la unién a IgE
(autoinhibicién) hasta el 100%. Al aplicar Tri a 14 como inhibidor, casi no se pudo
observar la competencia de la union a IgE, mientras que Pru p 3 es capaz de inhibir la
union de IgE a Tri tu 14 hasta un 70% incluso a bajas concentraciones. Tri tu 14, pero
también Pru p 3, mostré solo hasta el 20% de la capacidad inhibitoria. Por el contrario,
la unién a IgE se anulé casi completamente al preincubar el suero con T. durumy el
extracto de T aestivum, lo que indica la presencia de nsTLPs de Tri a 14 (cruzadas)
reactivas en ambas semillas de trigo. Sorprendentemente, no se demostré que ninguno
de los nsLTP de trigo ni los extractos de trigo compitieran con la union de IgE a Pru p 3.

Anexo: Fig.8.

Es de destacar que el suero n°26 mostro diversas propiedades de reactividad cruzada.
El uso de Tri tu 14 en la fase soélida Pru p 3, asi como en Tri a 14 y los extractos de trigo
muestran una clara capacidad inhibitoria que indica la presencia de Tri tu 14 reactiva
nsLTP en ambas semillas de trigo. A diferencia del suero n°15, las tres nsLTP poseen
importantes propiedades de reactividad cruzada que indican la superposicién de los
epitopos de IgE para este paciente. Curiosamente, la reactividad cruzada de IgE entre
Prup 3y Tri tu 14 (pero de nuevo no entre Pru p 3 y Tri a 14) fue mas pronunciada en
el paciente alérgico n°26, que no fue el caso del paciente n°15 que expresaba BA.
Anexos: fig. 8. BSA utilizado como control negativo no mostré actividad inhibitoria no

especifica en todos los entornos experimentales.
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4. Tritu 14 revela potencia alergénica
Con el objetivo de evaluar la potencia alergénica de los nsLTPs de trigo y melocotdn en
pacientes alérgicos al trigo, se realizé un ensayo de liberacion de mediadores in vitro
con basofilos sensibilizados pasivamente. Tri tu 14 y Pru p 3 pudieron desencadenar
una liberacion de histamina de hasta el 20% y 60% en los pacientes n°15 y n°26
respectivamente. En el caso del paciente n°15, Tri a 14 no mostré potencia bioldgica
alguna mientras que en el paciente n°26 produjo una liberacién de hasta el 20%.

Anexos: Fig.9.

DISCUSION

La alergia es una reaccion adversa de causa inmunolégica que se presenta en un
individuo tras entrar en contacto con un alérgeno. Sucede en personas con
sensibilizacion previa, incluso con minimas cantidades. Se desconoce la incidencia real
de este problema, aunque se estima alrededor del 1,5% en la poblacién general, siendo

mayor entre los nifios menores de tres afios (5-7%).4"?)

Por otro lado, las reacciones adversas reproducibles que no estan mediadas por
mecanismos inmunolégicos se denominan intolerancias alimentarias. El diagnéstico de
la alergia a un alimento mediada por IgE requiere: que el paciente esté sensibilizado al
mismo, es decir, la presencia en su organismo de anticuerpos IgE especificos a uno o
mas de sus alérgenos y que se produzcan sintomas clinicos tras la exposicién a ese

alimento.

La alergia tiene un impacto econdémico importante en la sociedad y en el sistema
sanitario. Ademas, numerosos estudios en los ultimos 10 afos han demostrado que ésta
esta asociada con un impacto negativo en la calidad de vida de los pacientes, con

efectos a nivel fisico, social y emocional o psicoldgico. !

Los sintomas que presentan los pacientes varian en funcion del grado de sensibilizacién
y exposicion a ese alimento. El 80% de los casos presentan manifestaciones cutaneas
(prurito, rash peribucal, urticaria-angioedema, edema de glotis). Con un 30 % se siguen
en frecuencia los sintomas digestivos (dolor célico, vémitos, diarrea). Los cuadros

respiratorios (tos, rinitis, asma) son consecuencia de inhalacion mas que ingestion del
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alimento. Es destacable la posibilidad de shock anafilactico no tanto por su frecuencia

sino por su potencial letalidad. ('

La mas comun entre las alergias a cereales es la alergia al trigo. Las respuestas
inmunoldgicas a las proteinas de grano pueden ser mediadas y / 0 no mediadas por
IgE. Se manifiesta con una amplia gama de sintomas y sindromes clinicos, como
exacerbaciones de dermatitis atdpica, anafilaxia inducida por el ejercicio, esofagitis
eosinofilica (EA) y asma de panadero (BA). ("

El diagndstico se basa en la historia clinica, pruebas cutaneas (SPT), de provocacion y
de laboratorio. El gold estandar es la provocacién oral doble ciego placebo control
(DBPCFC) bajo supervision médica; aunque la cuantificacion de la IgE especificay SPT
puede ser suficiente en casos de reacciones graves.

La anafilaxia inducida por ejercicio trigo dependiente (WDEIA) es una forma rara de
alergia al trigo que generalmente se presenta en adolescentes o adultos jévenes con
reacciones severas y anafilaxia. El cuadro ocurre de manera impredecible con la ingesta
de trigo, aunque no siempre que se consume. En la mayoria de los pacientes estan
presentes uno 0 mas cofactores para que ocurra una reaccion; siendo tras ejercicio
fisico lo mas frecuente, aunque también esta descrito después del consumo de alcohol
o AINEs. (®

El asma del panadero es el asma ocupacional mas frecuente en la poblacion, hace
referencia a las reacciones respiratorias y naso-oculares que se producen tras inhalar
harina de trigo, causando frecuentemente rinitis y asma. Estos pacientes suelen tolerar
la ingestidn de trigo, lo que retrasa el diagnéstico. La prueba gold estandar para el
diagnéstico es la provocacion bronquial con harinas de trigo y centeno, pero esta prueba
puede ser dificil de realizar en centros no especializados. (')

Los trabajadores cerealistas (agricultores, molineros, empaquetadores de piensos) y
aquellos que trabajan en el ambiente panadero y confitero estan sometidos a multitud
de estimulos antigénicos.® En nuestra zona de Castilla, se suele trabajar en pequefias
factorias familiares con pésimas condiciones de aireacion, a lo que se le afiade el hecho
de que no suelen usar medidas de proteccion por las molestias que provocan. El
problema radica en que las harinas que emplean liberan gran cantidad de particulas
antigénicas en dispersion. ('8

Debido a la gran prevalencia de este tipo de asma en nuestra region (el 25% de los
pacientes expuestos padecen asma profesional), se ha investigado lograndose aislar,

purificar y evaluar la alergenicidad de las diferentes proteinas del T.aestivum (principal
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especie de trigo cultivada para hacer pan) con el objetivo de alcanzar un mayor control

ambiental y terapéutico de esta enfermedad. ©®

Las proteinas de transferencia de lipidos (LTP) pertenecen a la superfamilia de
prolaminas. Tienen una amplia presencia en el reino vegetal, siendo su principal funcion
la defensiva. Presentan una mayor concentracién en las cubiertas vegetales, lo que
explica la mayor alergenicidad de la piel respecto a la pulpa de ciertos alimentos (sobre
todo las rosaceas: melocotdn, pavia, albaricoque, ciruela, etc.). Sus propiedades
estructurales les confieren una gran estabilidad, siendo resistentes a las altas
temperaturas, a la protedlisis y a cambios bruscos en el pH. Esto facilita la
sensibilizacion por via digestiva y su persistencia tras los procesamientos llevados a
cabo por la industria alimentaria.

Las LTPs en alimentos se encuentran en frutas (albaricoque, cereza, ciruela, fresa,
limén, manzana, melocotén, naranja, pera y uva), frutos secos (almendra, avellana,
cacahuete, castana y nuez), verduras, hortalizas o productos derivados de las semillas
de los cereales, ademas de otras partes de las plantas como los pélenes (entre otros
Artemisia, Olea, platano de sombra y Parietaria, las hojas o el latex, etc).

Las manifestaciones clinicas por las LTPs en pacientes alérgicos desencadenan
sintomas de aparicion inmediata, casi siempre en menos de 1 hora tras la ingestion y
claramente relacionado con ella. Los cuadros clinicos pueden ser locales o sistémicos,
comprometiendo la vida del paciente en los casos mas graves.

La LTP de melocotén, Pru p3, es el alérgeno mas relevante en la alergia a frutas
rosaceas en la poblacion espafola, y suele ser el sensibilizante primario en la mayoria

de los pacientes alérgicos a esta familia de alérgenos. ('%

Se distinguen dos cultivos de trigo, T.aestivum (usado para harinas y productos de
panaderia) y T.durum (usado para pasta, pizza, bulgur, sémola y cuscus), ambos
involucrados en reacciones alérgicas. La induccién de la expresion de las nsLTP
aumenta la tolerancia de las plantas frente al estrés ambiental y a los patégenos, estas
moléculas defensivas responsables de la alergenicidad, se han identificado solamente
para T.aestivum, pero no para T.durum.

27 alérgenos de T.aestivum, incluyendo el alérgeno mayor nsLTP Tri a 14, han sido
registrados en la base de datos de la OMS/IUIS Allergen Nomenclature Subcommittee.
Por tanto, la evaluacion de la alergenicidad de nsLTP de T.durum es el objetivo del

presente estudio.
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Para la evaluacién de la alergenicidad de un determinado alimento se debe comenzar
por la seleccion de un grupo de pacientes con una correcta caracterizacion clinica
corroborada mediante una provocacion oral doble ciego controlada con placebo positiva
o historia de anafilaxia documentada, condicidon que contraindica la realizacién de
provocacion oral por el alto riesgo que conlleva. ('®

En este estudio fueron reclutados 32 pacientes alérgicos al trigo: 20 espafoles con asma
del panadero y 12 italianos con FA/WDEIA siendo la positividad del ImmunoCAP® a Tri
a 14 el principal criterio de inclusién. 25/32 pacientes fueron positivos, 13 con BA 'y 12
con FA/WDEIA. La alergia al trigo fue confirmada clinicamente en el grupo con BA
mediante test de provocacion bronquial con T.aestivum, y con pasta mediante DBPCFC
0 provocacion oral seguida de ejercicio en los pacientes con FA/WDEIA.

Para analizar las proteinas alergénicas, en primer lugar, se separan fisicamente
mediante SDS-PAGE para posteriormente realizar un inmunoblot que incluye
transferencia e incubacién de las proteinas con los sueros de los pacientes alérgicos.
Otro sistema de analisis se basa en el enzimoinmunoensayo con marcaje fluorimétrico
(FEIA, por sus siglas en inglés), siendo el mas utilizado en la practica clinica para la
determinacion de IgE especifica en suero. Las unidades empleadas son kilo unidades
de IgE por litro (kU/L: 1 U = 2,4 ng de IgE). @V

Los ensayos de inhibicion de CAP (ImmunoCAP®: nombre comercial de un tipo de FEIA)
se basan en la union de IgE especifica a antigenos en solucién inhibiendo asi la union
entre IgE y el antigeno inmovilizado en la fase soélida. Estos ensayos se emplean en
experimentos de competicidn de IgE especifica con el objetivo de evaluar la reactividad
cruzada entre diferentes alérgenos. ® Mediante dicho ensayo, la nsLTP de T.durum
fue identificado como alérgeno en el 88% de los pacientes sensibilizados previamente
a Tri a 14, designandose con el nombre de Tri tu 14 por la OMS/IUIS Allergen
Nommenclature Subcommittee. Ademas, los resultados del ImmunoCAP® revelaron
que, gracias a la adicién de Tri tu 14 al extracto de trigo completo, se incrementd la
sensibilidad diagnéstica en 2/25 pacientes previamente negativos. Cabe destacar que
debido a que los pacientes del presente estudio fueron preseleccionados por su IgE
reactiva frente a Tri a 14, solo podemos especular sobre la prevalencia de
sensibilizacion a Tri tu 14 en este grupo de sujetos.

Los resultados del ImmunoCAP® apuntan que la sensibilizacion a Tri tu 14 es mas
prominente en el grupo de pacientes con FA/WDEIA puesto que todos ellos expresaron
IgE especifica para Tri Tu 14 (R=0.930), mientras que en el grupo con BA 3/13 no
mostraron dicha sensibilizacion (R=0.781). Ademas, estos niveles fueron mucho mas
altos en los primeros (FA/WDEIA).
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Por otro lado, la sensibilizacion a Pru p 3 fue mas prominente en FA/WDEIA que en
pacientes con BA. Esto es concordante con las conclusiones de otros autores que

afirman que Pru p 3 tiene un rol importante como sensibilizador en la alergia a alimentos.
(8)(19)

El fendmeno de la reactividad cruzada ocurre cuando anticuerpos IgE especificos frente
a un determinado alérgeno reconocen una proteina de otra fuente alergénica con
caracteristicas similares. La presencia de IgE especifica frente a un alérgeno no siempre
es clinicamente relevante, la existencia de reactividad cruzada es una de las causas
frecuentes de estos falsos positivos. Esto se explica por la presencia de componentes
alergénicos homologos en distintas fuentes alergénicas, en ocasiones no relacionadas
taxondmicamente. 3

Para que exista el fendmeno de reactividad cruzada entre dos proteinas, debe darse
una homologia en su secuencia de aminoacidos superior al 70%, siendo improbable si
comparten menos del 50%. En otros casos, es debido a la similitud de sus estructuras
terciarias. %%

La reactividad cruzada entre estructuras moleculares contenidas en alimentos vy
aeroalérgenos da lugar a fendbmenos clinicos o sindromes como el sindrome latex-
frutas, cuya base molecular son las quitinasas o gramineas-rosaceas con la profilina
como responsable, y a la familia de inhibidores de alfa-amilasas de cereales de
diferentes harinas implicados en la alergia ocupacional conocida como "asma del
panadero”. Por otra parte, la sensibilizacion frente a alérgenos como las LTP son causas
de reactividad cruzada inmunoldgica entre alimentos (frutos secos, leguminosas y/o

semillas, rosaceas y otras frutas, hortalizas y vegetales). ) Anexo: fig. 10.

Tras los experimentos de inhibicién cruzada de las IgE séricas de dos pacientes
diferentes (n°15 con BA y n°26 con WFA/WDEIA) se han extraido resultados que
concluyen que Tri tu 14 esta ligado a la FA/WDEIA. En ellos, la reactividad cruzada de
las IgE especificas frente a Pru p 3 y las LTPs de trigo (Tri tu 14 en particular) fue
claramente demostrada. Por el contrario, la reactividad cruzada entre Prup 3y Tria 14
fue menos prominente en el paciente con BA. Estos resultados estan en la linea de

25y quienes observaron una menor reactividad cruzada entre las IgE

trabajo de Palacin
frente a Tri a 14 y otros alérgenos de las frutas como Pru p 3. Esta idea se refuerza en
nuestros resultados, donde solo Tri tu 14 y Pru p 3 pero no Tri a 14 es capaz de inducir

una liberacion de histamina relevante en células efectoras pasivas sensibilizadas.
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Esta estrecha asociacion entre la sensibilizacién entre Tritu 14 y Pru p 3 y la reactividad
cruzada frente ambas nsLTPs puede explicarse por los sitios especificos de unién
conservados en ambas moléculas. Aunque Tri tu 14 muestra una secuencia de
aminoacidos muy similar a la de Tri a 14 (48%) y con Pru p 3 (52%) parece que Tri tu
14 y Pru p 3 comparten una mayor proporciéon de aminoacidos conservados en su
superficie lo que puede definir la reactividad cruzada de los epitopos conformacionales
de IgE. En este caso, se deduce que la reactividad cruzada es debida a la similitud del
lugar de unién para la IgE en superficie y no a la secuencia lineal de aminoacidos.
Para extraer alguna conclusién sobre la importancia de Tri tu 14 para los pacientes con
WFA/WDEIA y su asociacion con Pru p 3 se precisan estudios posteriores mas
extensos. Estas conclusiones han de ser interpretadas con cautela puesto que nuestros
experimentos estaban determinados por las condiciones experimentales del estudio y
los sueros de los que disponiamos.

Por los presentes resultados consideramos a la molécula Tri tu 14, una nsLTP extraida

de las semillas de T.durum, un alérgeno valido verificado de esta especie de trigo.

Las plantas son la base alimentaria de animales, insectos y microorganismos (hongos,
bacterias y virus). Para defenderse han desarrollado mecanismos equivalentes a una
respuesta de hipersensibilidad acumulando sustancias antimicrobianas y produciendo
proteinas relacionadas con la patogénesis, cuya sintesis esta regulada por genes de
defensa. Algunos autores han demostrado que en condiciones de estrés estos genes
inducen el aumento de produccion proteinas como las nsLTPs, lo cual implica un mayor
riesgo de reacciones alérgicas en pacientes sensibilizados.?® En este experimento no
fue posible identificar la concentracion de proteina Tri tu 14 en las semillas del cereal,
sin embargo, por todo lo anterior nos atrevemos a especular que el nivel de Tritu 14 es
variable y depende del estadio de desarrollo de la planta y de sus condiciones
ambientales.

Con los anos se intuyd que de la manipulaciéon de dichos genes podrian obtenerse
semillas de vegetales mas resistentes a plagas. Por ello el hombre ha ido modificando
sus cultivos junto con la seleccion natural hasta llegar a la de los cultivos de especies
transgénicas tan complejos de la actualidad. ©

Es bien conocido el hecho de que las especies transgénicas han resultado Utiles para
aumentar la produccion agricola y lograr reducir el uso de fertilizantes y pesticidas. Sin
embargo, en la linea de lo que ya se ha mencionado, esta manipulacidon genética
también podria ser la causante de la respuesta en las plantas incrementando las

proteinas de defensa, cuyas repercusiones sanitarias estan traduciéndose en un
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aumento de las reacciones de hipersensibilidad. Es decir, el peligro clinico de plantas
transgénicas es la sobreexpresion de dichas proteinas de defensa alergénicas (p.e. para
obtener resistencias a hongos o parasitos). Esta es la razén por la que cobra gran
importancia el conocimiento de estas proteinas y su actividad biolégica en el ser
humano, pues el riesgo seria minimo utilizando proteinas de defensa no alergénicas.
Se abriria, de esta forma, un camino para el campo de la biotecnologia hacia la
manipulacién genética de las plantas con el objetivo de crear cultivos resistentes a

plagas, pero menos alergénicas.

El descubrimiento de nuevas LTP como alérgenos del trigo permite tener un objetivo
claro en la terapéutica de la alergia mediante inmunoterapia, como ya se esta realizando

26)(27) (28) Anexos. Figs. 11 y 12. De esta manera reducir el alto riesgo de

con Pru p 3. ¢
anafilaxias por las LTPs y el cuadro de gravedad que implica si logramos que el

tratamiento llegue a ser eficaz.

CONCLUSIONES

1. Se ha confirmado la existencia de LTP Tri tu 14 de T.durum (trigo duro). Por
primera vez ha sido identificado un alérgeno del T.durum 'y descrito como nsLTP
Tri tu 14.

2. Los resultados en nuestro estudio sugieren que Tri tu 14, mas que Tri a 14, esta
asociado con WFA/WDEIA y Pru p 3 es marcador de riesgo de alergia a
alimentos. Tri a 14 ha revelado mayor asociacion de hipersensibilidad en
pacientes con BA.

3. Diagnostico de alergia: con las LTP la fiabilidad diagndstica aumenta. La
purificaciéon y aislamiento 6ptimos de los alérgenos para su utilizacion en test in
vivo e in vitro puede ser de gran importancia en el diagnéstico de las
enfermedades alérgicas, especialmente en individuos con antecedentes de
reacciones de gravedad como anafilaxia, en el que la Unica forma de diagndstico
es mediante test in vitro.

4. Terapéutica: el siguiente paso es el desarrollo de inmunoterapia especifica con
LTPs de trigo. El descubrimiento de nuevas LTP como alérgenos del trigo
permite tener un objetivo claro en el tratamiento mediante inmunoterapia, como
ya se esta realizando con Pru p 3, asi evitar anafilaxias por las LTPs y su
gravedad.

5. La sobreexpresion de Tri tu 14 en los cereales del trigo por agresiones externas

(p.e. microbios o manipulacion genética) incrementara su alergenicidad y el
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riesgo para los individuos sensibilizados a esta nsLTP. Esto puede explicar el
aumento en la incidencia de reacciones anafilacticas al trigo.

6. El conocimiento de estas proteinas y su actividad bioldgica en el ser humano
abre un camino en el campo de la biotecnologia con el objetivo de crear cultivos
resistentes a plagas, pero menos alergénicas mediante la manipulacion genética

de las semillas de trigo.
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ANEXOS

Tabla 1.

42/m
19/H
19/H
29/H
44/H
20/M
32/m
35/M
19/H
62/H
16/H
56/H
71/M
26/H
22/H
36/H
20/Mm
38/H
26/M
25/H
65/M
46/M

26/H
24/H

31/H
37/H
27/m
28/H

24/m

47/m
65/M
26/M
43/H
40/H
49/H

BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
FA
WODEI

WODEI

WODEI

FA

FA

FA
WODEI
FA +

BA
FA

FA
FA
NO
NO
NO

As
As
As, An
As, An
As
As
As
As
As
As, U
As, An
As, An
As, An
As, U
As, An
As, U
As
As, U
As, U
As
Ang, U
An

Ang, U
Ang, U

u,D
An
An

Ang, U

Gi

U, Gi

NO
NO
NO

20
87
22
38.5
18
29
36
28.5
22

38
42
18
28
38
25
26
18
28
18
Nr
Nr

Nr

Nr

Nr
Nr
Nr
Nr

Nr

Nr
Nr
Nr
Nr
Nr
Nr

28
29

32
11
30
26
36
22
24
32
46

10
42
26
22
12
26
18
Nr
Nr

Nr

Nr

Nr
Nr
Nr
Nr

Nr

Nr
Nr
Nr
Nr
Nr
Nr

pos
pos
neg
pos
pos
pos
pos
pos
pos
pos
neg
neg
neg
pos
pos
pos
pos
neg
pos
pos
pos

pos

pos

pos

pos
Nr
Nr

pos

Nr

pos
pos
pos
Nr
Nr
Nr

4,86
5,53
100
7,6
1,6
4,63
7,3
4,6
1,4
2,5
4,2
36
3,66
17,2
22,1
2,42
1,56
1,59
2,05
0,32
1,75

1,42

2,82

1,68
2,55
3,61
0,75

39,3

0,13
3,49
5,27
1,21
5,48
2,04

1,56
0,36
0,1
4,95
0,1
0,95
1,9
7,18
6,32
0,37
0,1
0,26
0,06
0,12
25,2
1,7
0,53
0,1
1,25
0,53
2,74
1,79

8,15

13,9

1,37
70,7
6,78
1,26

0,54

0,75
4,42
15,5
6,97
1,22
0,71

0,35
0,16
0,05
11,8
0,01
0,36
0,09
9,24
8,08
0,01
0,01
0,27
0,03
0,35
53,9
2,85
0,91
0,02
11,3
2,75
13,3
1,88

12,2

19,4

5,29
>100
34,8
1,31

0,93

0,77
14,7
1,07
23,5
2,88
1,24

0,38
0,33
0,14
27,1
0,01
0,17
0,03
22
20
0,04
0,01
0,27
0,1
0,53
>100
4,36
2,1
0,04
8,1
1,09
2,8
1,42

6,94
18,8

4,56

>100
45,1
0,1

1,07

3,83
17
42,5
37,7
3,81
1,66
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54/H
28/M
46/H
26/M

NO NO Nr Nr Nr 2,17 8,25 3,93 13,2
NO NO Nr Nr Nr 0,14 0,38 0,99 2,03
NO NO Nr Nr Nr 2,02 1,62 1,26 4,84
NO NO Nr Nr Nr 2,48 4,56 10,9 15,2

Tabla 1. Pacientes y resultados de pruebas realizadas. Leyenda: pacientes: n¢/edad/sexo; SD:

sindrome: BA=Baker asthma o asma del panadero, FA: food allergy o alergia alimentaria a trigo,

WDEIA: wheat dependent exercise induced anaphilaxia o anafilaxia inducida por ejercicio trigo

dependiente, NO: ausencia de clinica. Clinica: As: asma, An: Andfilaxia, U: urticaria, Ang:

angioedema, Gi: clinica gastrointestinal, D: dermatitis. SPT: skin prick test, Prov: provocacion broquial

uoral segun la clinica (pos: positivo, neg: negativo, Nr: no realizado). IgE: cuantificacion de anticuerpo

IgE para cada alérgeno.

Figura 1.
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llustracion 1. Secuencia de aminodcidos de las LTP a estudio y conincidencias entre ellas.

Figura 2.

Tritu14 vs Tria 14.01 Tritul4vsPrup3

llustracion 2. Estructuras tridimensionales de las LTPa estudio superpuestas para analizar la proporcion
de aminodcidos conservados expuestos en superficie. Tri tu 14 solapada con Tria 14 'y Pru p 3. En ROJO
los puntos coincidentes de las estructuras proteicas.
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Figura 3.
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llustracion 3. Electroforesis de LTP purificadas rTri tu 14 (2 ug, linea 1), rTri a 14.01 (2 ug, linea
2), nPru p 3 (2 ug, linea 3), T.aestivum (15 ug, linea 4) y extracto de T.durum (15 ug, linea 5).

Figura 4.
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llustracion 4. Box plots con los valores de IgE especificos obtenidos de los sueros de nuestros pacientes
respecto a extracto de trigo completo, LTP Tri a 14 de T.aestivum (pan), LTP Tri tu 14 (pasta), Prup 3
(melocotdn).
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Figura 5.
Alergia alimentaria al trigo (FA/WDEIA n=12)
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llustracion 5. Diagrama de cajas con IgE especifica para cada alérgeno a estudio en los pacientes con alergia
alimentaria al trigo (FA/WDEIA).

Figura 6.
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llustracion 6. Diagrama de cajas con valores de IgE especifica para cada alérgeno a estudio en los pacientes
con asma del panadero.



Figura 7
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llustracion 7. Andlisis de correlacion de IgE especifica liberada en cada paciente con cada LTP.
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Figura 8.

rTri tu 14

Serum no. 15

rTria 14

Serum no. 15

nPrup3

Serum no. 15

100 100 100 ||
80 80
s 3 s
2 2 2
£ 60 = 60 =
2 2 2
= = =
£ £ £
e 407 . 407 *
207 207
04 - . 04" . . T
T T T T T T T T T T T T T T T
0.001 0.01 0.1 1 10 100 0.001 0.01 0.1 1 10 100 0.001 0.01 0.1 1 10 100
inhibitor [pg/m1] inhibitor [ug/m1] inhibitor [ug/m1]
Serum no. 26 Serum no. 26 Serum no. 26
100 100 100 pad
80 80
= = s
2 2 2
= 607 £ 607 =
2 2 2
= = =
£ £ £
. 407 = 407 =<
20 20
0] 0
T T T

T T
0.01 0.1 1 10
inhibitor [ug/m1]

0.01

inhibitor [ug/m1]

llustracion 8. La reactividad cruzada de IgE entre Tri tu 14, Tria 14 'y Pru p 3 se
analizé adicionalmente utilizando sueros individuales en experimentos de
inhibicion cruzada de ELISA dependientes de la dosis. Suero n? 15 = asma del

panadero (BA) y Suero n°26=alergia alimentaria a trigo

Figura 9.
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llustracion 9. Ensayo de liberacion de histamina in vitro con basdfilos sensibilizados pasivamente.
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Figura 10.

ALLERG }ME A Platform for Allergen Knowledge
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llustracion 10. Mapa de reactividades cruzadas de LTPs identificadas hasta el momento.
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llustracion 11. Ejemplo de formulario de tratamiento mediante inmunoterapia utilizada
actualmente para diferentes alérgenos conocidos, entre ellos Pru p 3, para pacientes del servicio
de alergologia del HURH.
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llustracion 12. Pautas de administracion de inmunoterapia, como se puede ver en la imagen, se
utiliza Pru p 3 para la desensibilizacion a melocotdn.
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Figura 13.

llustracion 13. Ejemplo de andlisis
ImmunoCAP realizado a un paciente
del servicio de alergologia del HURH
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albumina

Proteina de almacenamiento, 7S
globulina
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albumina
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Thermo

SCIENTIFIC

ID de la muestra:
Fecha de la muestra:
Estado de aprobacion:
Fecha de impresion:
Calibration curve:

Identificacion del
paciente:

Nombre:

Fecha de nacimiento:
IDIMR#:

ImmuoCAP’

ISAC

INFORMACION DE LA MUESTRA INFORMACION DEL PACIENTE

INFORMACION DEL MEDICO PETICIONARIO

Médico peticionario:

Direccior

1. Sumario de los resultados positivos IgE

Componentes alimentarios especie-especificos

Gamba
Nuez

Cacahuete

nPenm 2
ndugr2

nArah 6

Arginina kinasa

Proteina de almacenamiento, 7S

globulina

Proteina de almacenamiento, 28

albumina

4,7 ISU-E
2 ISU-E

3,5 ISU-E

Componentes aeroalergenos especie-especificos

Polen de gramineas
Grama mayor
Hierba Timotea

Polen de drboles
Cedro del Japon
Ciprés

Polen de olivo
Platano de sombra

Polen de malezas
Plantago

Animales
Perro
Gato

Raton

Acaros

L. destructor (storage mite)

nCynd 1
Phip 1
nPhip4
Phips
Phip6

nCryj1
nCupai
nOlee 1
Plaat
nPlaa2

Plall

rCanfs
rFeld 1
Feld4
nMus m 1

lepd2

Graminea grupo 1
Graminea grupo 1
Enzima cortadora de berberina
Graminea grupo 5
Graminea grupo 6

Pectato liasa

Pectato liasa

Olivo grupo 5

Inhibidor putativo de la invertasa
Poligalacturonasa

Alfa-Amilasa / Inhibidor de
tripsina

Arginina esterasa
Uteroglobina
Lipocalina
Lipocalina

Familia NPC2

3,8 ISU-E
13 ISU-E
19 ISU-E
79 ISU-E
26 ISU-E

7 ISU-E
27 ISU-E
54 ISU-E
0,4 ISU-E
2,5 ISU-E

14 1ISU-E

2 1SU-E
20 ISU-E
0,8 ISU-E
20 ISU-E

13 ISU-E

Componentes marcadores de reactividad cruzada

Proteina transportadora de lipidos (nsLTP)

Cacahuete rArah 9 Proteina transportadora de lipidos 6 ISU-E ||
(LTP)
Avellana Cora8 Proteina transportadora de lipidos 0,5 ISU-E
(LTP
Nuez nugr3 Proteina transportadora de lipidos 4,7 ISU-E ||
(LTP)
Melocoton Prup3 Proteina transportadora de lipidos 5,7 ISU-E ||
(LTP)
Artemisa nArtv 3 Proteina transportadora de lipidos 4,8 ISU-E ||
(LTP)
Polen de olivo nOlee7? Proteina transportadora de lipidos 1,5 ISU-E
(LTP)
Platano de sombra Plaa3 Proteina transportadora de lipidos 3 ISU-E | |
(LTP)
Proteina PR10
Avellana rCor a 1.0401 Proteina PR-13 05 ISU-E
Manzana Mald 1 Proteina PR-14 32 ISU-E |
Melocoton Prup 1 Proteina PR-15 0.3 ISU-E
Profilina
Abedul rBetv2 Profilina 29 ISU-E | ]
Latex Hevb 8 Profilina 41 ISU-E I
Mercurial Mera 1 Profiina 37 ISU-E I
Hierba Timotea Phip 12 Profilina 6,1 ISU-E | ]
Cccb
ccp nMUXF3 ccp 15 ISUE
Polcalcina
Abedul Betv 4 Polcalcina 69 ISU-E I
HierbaTtimotea Phip7 Polcalcina 85 ISU-E ]
ISAC unidades estandarizadas(ISU-E) Nivel
<03 Indetectable
0.3-09 Bajo
1-149 Moderado /alto ]
215 Muy alto |
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POSTER PARA LA DEFENSA DEL TFG

EVALUACION CLINICA, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION
MOLECULAR DE PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE LIPIDOS
(LTPs) COMO ALERGENOS DE TRITICUM AESTIVUM (PAN),
TRITICUM DURUM (PASTA) Y MELOC@TON

Autoras: Alicia Moncada Salinero; Ligia Montero de la Fuente. Universidad de Valladolid. Pr l'\:ocwin 2013-2019.
Tutor de trabajo de fin de grado: Alicia Armentia Medina. Co-tutor: Sara Martin Armentia

INTRODUCCION

La alergia es una reaccién adversa de causa inmunoldgica que se presenta en un Reactividad IgE ante Tri tu 14 en pacientes con alergia alimentaria a trigo y asma

individuo tras entrar en contacto con un alérgeno. La alergia al trigo es la mas | del panadero. Un 92% (23/25) presentaban InmunoCAP + rTri a 14 (25/25) y

comun entre las alergias a cereales. Se distinguen dos cultivos involucrados en valores de IgE especifica + para extracto de trigo (T.aestivum). 2/25 restantes si

alergiay asma:  T.aestivum (pan) y Tdurum (pasta). reactivos a Tri tu 14 > incremento de la sensibilidad diagnéstica al utilizar LTP de
] 7 trigo (8%, 2/25).

median=

92% 100% 88% 80%
2.55 1.79 5.29 436 ¥ Asma del panadero(n=13)
® Alergia alimentaria a trigo(n=12)

o . | AN
Las LTP pertenecen a la superfamilia de prolaminas, siendo la principal funcion la
defensiva. La clinica de alergia a las LTPs provoca sintomas de aparicion
inmediata, en < 1h y graves.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Una LTP presente en T.aestivum (Tri a 14) ha sido identificada como responsable de
la alergenicidad de esta variedad cereal usado para pan. Sin embargo, los alérgenos
del T.durum (usado para pastas) no son conocidos.

El objetivo es la evaluacion clinica, identificacion y caracterizacion molecular de una

LTP como alérgeno de T.durum. 92%  100%

MATERIAL Y METODOS L ey 228 385
Se incluyen en el estudio 39 sujetos en total: 7 pacientes controles y 32 con alergia;
divididos a su vez en dos grupos: 20 con asma del panadero (BA) estudiados en el
HURH mediante prick, IgE a trigo y provocacién con harina; y 12 con alergia
alimentaria a trigo (WFA/WDEIA) estudiados con las mismas pruebas y provocacion
oral. Se realizé un andlisis inmunolégico (analisis molecular por microarrays) en el
HURH vy el andlisis de la estructura tridimensional de las proteinas implicadas se
realiz6 en a la Universidad de Bochum (Dortmund University).

specific IgE (KUA/L)

92%  100%
4.6 1.56

specitic IgE (kU /L)

BA HURH n=20

El 100% de pacientes con Alergia alimentaria estaban sensibilizados a Tri tu 14,
FA/WDEIA n= 12 mientras que solo el 77% de los asmaticos lo estaban. Pru p3 tiene mayor
similitud con Tri tu 14 que con Tri a 14 por ello los pacientes con BA reaccionan
menos a Pru p3 (BA 69% vs FA/WDEIA 92%).

BA: baker asthma - asma del panadero
FA/WDEIA: food allergy/wheat dependent exercise induced allergy - alergia alimentaria al
trigofalergia inducida por el ejercicio trigo dependiente Los valores especificos para Tritu 14 y Tri a 14 revelaron una buena correlacién
_ W general (R = 0,886). Dicha correlacién fue mas pronunciada en el subgrupo de
RESULTADOS ‘b W pacientes alérgicos a ale.r'gla a alimentos (!R =0,930). .

o i ] i Hay una fuerte correlacion (R=0.90) de Tri tu 14 y Pru p 3 en los pacientes con
Validacion de la molécula recombinante de T.durum: Tri tu 14: alergia a alimentos, mas débil en asmaticos (R=0.79) lo que traduce la gran
La superposicion de las estructuras tridimensionales: Tri tu 14 solapada con Tri a similitud de estas dos proteinas. La estrecha asociacion entre la sensibilizaciéon a
14y Pru p 3. En ROJO los puntos coindidentes de las estructuras proteicas. Tritu 14 y Pru p 3 y la reactividad cruzada frente ambas nsLTPs puede explicarse
| Aminoacidos conservados en la superficie mayor entre Tri tu 14 y Pru p3 que entre por los sitios especificos de unién conservados en ambas moléculas.
Tritu 14y Tria 14.
La masa molecular aparente de Tri tu 14 es comparable con la de rTria 14.01y

NPrup 3.  Titu14usTria14.01  TrituldvsPrup3

Ar 3 M i
.A.mr A_:W * - E 1
. . Tria14.01 B T
- (As852536) e W
R=0.78BA Y R=0.79BA Vv
) R=0.90 FAWDEIA &
[ i ‘l \ \

TR 7 WA VVESS W L7
CONCLUSIONES
Se ha confirmado la existencia de LTP Tri tu 14 de T.durum (trigo para hacer pasta).
Tri tu 14 (LTP de trigo de pasta) mas que Tri a 14 (LTP de trigo para pan), esta asociado con alergia alimentaria.
La sobreexpresion de Tri tu 14 en los cereales del trigo por agresiones externas incrementara su alergenicidad.
Con las LTP la fiabilidad diagnéstica aumenta. La purificacion y aislamiento 6ptimos de los alérgenos para su utilizacién en test in vivo e in vitro es muy importante en el
diagnéstico de las enfermedades alérgicas, especialmente en individuos con antecedentes de reacciones de gravedad como anafilaxia, en el que la Unica forma de
diagndstico es mediante test in vitro.
Terapéutica: futuro desarrollo de inmunoterapia especifica con LTPs de trigo. El descubrimiento de nuevas LTP como alérgenos del trigo permite tener un objetivo claro en
el tratamiento mediante inmunoterapia, como ya se esta realizando con Pru p 3, asi evitar anafilaxias por las LTPs y su gravedad.

N T TV EREIN TYEE BT FTAAWTT 7T WATEE T AR MINERS VINT VIONETUSVEL ° "W ) STENEVE N
BIBLIOGRAFIA destacada:
A Orovitg Cardonal, J Cuesta Herranz2. Manejo de la alergia a vegetales por profilinas y LTP - Journal of investigational Allergology and Clinical Immunology. Investig Allergol Clin Immunol 2011. 10 de noviembre de 2011;21(Supplement 4):56-69.
Armentia A, Garrido-Arandia M, Cubells-Baeza N, Gémez-Casado C, Diaz-Perales A. Bronchial Challenge With Tri a 14 as an Alternative Diagnostic Test for Baker’s Asthma. J Investig Allergol Clin Immunol. 2015;25(5):352-7.
Lucas JSA, Atkinson RG. What is a food allergen? Clin Exp Allergy. 2008;38(7):1095-9.
AGRADECIMIENTOS: A la Dra. Armentla Medina por su paciencia infinita y dedicacion. Al personal del hospital por su colaboracién y a lo pacientes por su pamclpaclon

rTritu14vsrTria 14 rTritu 14 vs rPru p 3




