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Bases inmunoldgicas y moleculares de la alergenicidad

QFB. Maria Martha Pedraza Escalona,* Dra. Adela Rodriguez Romero**

RESUMEN

Las alergias mediadas por anticuerpos IgE son consideradas un grave problema de salud en los
paises industrializados, debido a la capacidad de algunas proteinas normalmente inocuas (alergenos)
para inducir reacciones alérgicas en pacientes sensibilizados. La comunidad cientifica realiza
diversos estudios inmunolégicos y moleculares para determinar los fundamentos del potencial
alergénico y de la reactividad cruzada de los alergenos, los cuales podrian estar relacionados con las
caracteristicas intrinsecas de estas moléculas. Como objetivos principales se tienen el desarrollar
inmunoterapias apropiadas para evitar estas enfermedades, predecir dicho potencial en productos y
alimentos nuevos, y establecer las herramientas de diagndstico adecuadas. En este trabajo se
describen algunos estudios realizados primordialmente a las regiones inmunodominantes que
interaccionan con los anticuerpos IgE.

Palabras clave: Alergenos, alergenicidad, reactividad cruzada, epitopos.
ABSTRACT

IgE-mediated allergies are considered a serious problem of health in the industrialized world, due to
the capacity of some normally innocuous proteins (allergens) to induce allergic reactions in sensitized
patients. The scientific community realizes several immunological and molecular studies to determine
the basis of the allergenic potential and the cross-reactivity of the allergens, which could be related to
the intrinsic characteristics of these molecules. The main goals are to develop appropriate
immunotherapy to avoid these diseases, to predict such potential in products and new foods, and to
establish suitable tools of diagnosis. In this work we described several studies performed
fundamentally in the regions that interact with the IgE antibodies.

Key words: Allergens, allergenicity, cross-reactivity, epitopes.

INTRODUCCION

Las enfermedades alérgicas representan un grave pro-
blema de salud publica, principalmente en los paises
industrializados, afectando a casi 500 millones de per-
sonas en el mundo, sobre todo a la poblacion infantil y
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juvenil. Enfermedades tales como rinitis, asma, der-
matitis atopica y conjuntivitis estan condicionadas a
factores ambientales y a la predisposicion genética de
cada individuo, manifestandose como una respuesta
exagerada contra sustancias normalmente inocuas de-
nominadas alergenos. Los alergenos de naturaleza
proteica son capaces de inducir una respuesta inmu-
ne, al interactuar con anticuerpos IgE presentes en la
superficie de mastocitos que, al activarse, liberan me-
diadores de la inflamacion como histamina, prosta-
glandina y leucotrienos entre otros, desencadenando
las reacciones alérgicas.?

En la estructura molecular de las proteinas alergé-
nicas, existen regiones inmunodominantes, denomi-
nadas epitopos, las cuales interaccionan con los
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fragmentos de unién al antigeno (Fab) de los anti-
cuerpos IgE. Si el alergeno fuera una proteina globu-
lar de aproximadamente 20 kDa, con un area superfi-
cial de 500 nm?, el Fab cubriria sélo entre el 5 al 10%
de esta superficie al formarse el complejo inmune
Fab-alergeno.?

A nivel estructural se han realizado estudios cristalo-
gréficos de algunos complejos inmunes Fab-antigeno,
estableciendo que son entre 15 a 22 residuos de ami-
noacidos de cada molécula los que estan involucrados
en esta interaccion. De éstos sdlo de 3 a 5 residuos son
los que contribuyen a la energia de unién (epitopos
energéticos) a través de mdltiples enlaces complemen-
tarios de tipo no covalente, originados por fuerzas elec-
trostaticas, de van der Waals e hidrofdbicas, las cuales
generan constantes de asociacion con valores que fluc-
than entre 10°a 108 M*.47

Diversos estudios inmunoldgicos, utilizando pépti-
dos derivados de la secuencia lineal de algunos alerge-
nos, han permitido establecer la presencia de epitopos
lineales reconocidos por IgE de sueros de pacientes
sensibilizados. Sin embargo, de manera general, los
residuos que conforman un epitopo se encuentran en
la superficie de dichas proteinas, localizados en dife-
rentes posiciones de la secuencia lineal, pero muy
cercanos si la proteina se encuentra en su forma ple-
gada, razon por lo cual se les ha denominado como
epitopos conformacionales.® El conocimiento de la
estructura tridimensional de los alergenos esta reve-
lando a los epitopos conformacionales presentes en
éstos; no obstante, existe un numero limitado de di-
chos reportes, entre los que se encuentran, solo por
mencionar algunos a Bet v 1, Bet v 3, y Bet v 4 del
abedul, Phl p 7 del heno, Aln g 4 del aliso, Brar 1 del
nabo y Der f 2 del acaro.®®

A nivel internacional se realizan estudios para de-
terminar si estas regiones inmunodominantes en los
alergenos se relacionan con sus caracteristicas intrin-
secas. Es decir, si la complejidad molecular (secuen-
cia de aminoacidos, tipo de estructura secundaria, for-
ma de plegamiento), la solubilidad, la estabilidad, el
tamanfo y la actividad bioquimica de un alergeno pue-
den promover las condiciones inmunoldgicas necesa-
rias para la sensibilizacion en el huésped, la interac-
cion con anticuerpos IgE y la induccién de reacciones
alérgicas (alergenicidad).'® Estas investigaciones per-
mitirdn determinar las caracteristicas estructurales e
inmunoldgicas que le confieren a una proteina las pro-
piedades para ser considerada un alergeno. Esto con
el fin de desarrollar métodos clinicos eficaces que per-
mitan controlar los procesos alérgicos a través de in-
munoterapia especifica. En esta revisién describire-
mos estudios recientes sobre las relaciones existentes
entre las caracteristicas intrinsecas de este tipo de
proteinas y su capacidad alergénica.

CARACTERISTICAS INTRINSECAS DE LOS ALER-
GENOS Y SU RELACION CON LA ALERGENICIDAD

A) Modificaciones postraduccionales
La mayoria de los alergenos son proteinas extracelu-
lares, que suelen sufrir modificaciones postraduccio-
nales, siendo la principal la glicosilacién. Las glico-
proteinas se forman en el reticulo endoplasmico,
donde se unen de manera covalente oligosacaridos a
los residuos de asparaginas (N-glicanos), de serinas/
treoninas (O-glicanos) o bien de prolinas y lisinas en
las proteinas de plantas. Estas reacciones se llevan a
cabo gracias a la accion de glicosiltransferasas y de
algunas glicosidasas. Las glicoproteinas presentan
cambios en la estabilidad, la solubilidad, la hidrofobi-
cidad y en la carga eléctrica, ocasionando que los si-
tios glicosilados sean mas visibles al sistema inmune
del huésped.®

Algunos alergenos N-glicosilados de plantas, alta-
mente inmunogénicos, presentan azdcares como ma-
nosa, fucosa, xilosa y N-acetilglucosamina, en un orden
gue no se encuentra en los glicanos de mamiferos, es-
tableciendo que este orden es precisamente la clave de
la alergenicidad.'*'®* Se ha podido demostrar para el
caso de alergenos de olivo como Ole e 1 y de heno
como Phl p 1, que después de ser sometidos a proce-
sos de desglicosilacidn, tales como la oxidacion con pe-
riodato o acido trifluorometanosulfénico (TFMS), ambas
proteinas perdieron sus propiedades alergénicas, por lo
gue se pudo deducir que, en estos casos, los azlicares
presentes son parte esencial de los epitopos reconoci-
dos por los anticuerpos IgE.10:13 14

B) Estabilidad de los alergenos
Los principales alergenos son termoestables y mantie-
nen su alergenicidad después del calentamiento, mien-
tras que otros son considerados incompletos por ser
susceptibles a pH’s bajos y a la accion de enzimas pro-
teoliticas.®

En experimentos realizados con algunos alerge-
nos ricos en puentes disulfuro intramoleculares se
ha determinado la importancia de éstos en la con-
servacion de la alergenicidad. Ejemplos de esto se
encuentran en los alergenos Der f 1, Derf 2, Lepd 2
(alergenos de acaros del polvo casero),'®'” Sina 1
(mostaza), Ole e 1(olivo),** la aglutinina del germen
de trigo*® y la lactoglobulina,®!® en donde al reducir
dichos puentes o bien eliminarlos por mutagénesis
dirigida, los alergenos pierden su capacidad de unién
a IgE’s. Este detrimento en la alergenicidad se po-
dria explicar esencialmente por la pérdida de la con-
formacién original del alergeno y por lo tanto de los
epitopos conformacionales; o bien, a una menor es-
tabilidad de los mismos, siendo mas susceptibles a
la digestion enzimatica.
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C) Similitud con proteinas endégenas

Los alergenos més potentes son aquellos que presentan
las mayores diferencias a las proteinas endégenas del
hospedero, puesto que aquellas que presentan gran si-
militud molecular estan involucradas en mecanismos de
tolerancia. Sin embargo, recientemente se ha comproba-
do que el débil estimulo de las proteinas de estructuras
relacionadas favorece la respuesta de células TH2, las
cuales a través de la produccion de citocinas especifi-
cas, estimulan la formacion de anticuerpos IgE en las
células B.?*° Un ejemplo lo encontramos en las lipocali-
nas exogenas, las cuales tienen una alta similitud con
las endbgenas y generan alergia.?'?2 Por otra parte, se
ha descrito que las albiminas alergénicas del gato y el
perro presentan una alta similitud entre ellas, pero no
con las albuminas del humano, lo cual puede indicar
gue los epitopos de union a IgE de estos alergenos son
las areas no homologas entre estas moléculas.®

D) Enzimas
Los alergenos con capacidad enzimatica presentan en
su mayoria actividad de proteasas y nucleasas.® Un
ejemplo, es el alergeno del acaro de polvo casero Der p
1, el cual tiene actividad de cistein-proteasa lo que ayu-
da a incrementar su permeabilidad en el epitelio bron-
quial, facilitando asi su propio procesamiento. Este aler-
geno es ademas capaz de cortar a CD23 (receptor de
baja afinidad para IgE’s, el cual regula la sintesis de es-
tas inmunoglobulinas), y a CD25 (la subunidad « del re-
ceptor para interleucina-2), ocasionando un desequili-
brio en la respuesta inmune, asi como un aumento en la
produccion de IgE’s.*® Las proteasas del acaro y la fos-
folipasa A, (principal alergeno delveneno de abeja) oca-
sionan la produccion de citocinas pro-inflamatorias al
estimular directamente a células epiteliales bronquiales,
mastocitos y basofilos, aumentando su respuesta alér-
gica.'® Phl p 5 (alergeno del polen del heno), es una nu-
cleasa, que puede reducir su efecto alérgico en presen-
cia de inhibidores de RNAsa, no porque pierda su
actividad como enzima, sino porque al parecer el inhibi-
dor al unirse a la proteina bloquea los epitopos que son
reconocidos por IgE’"s.101®

Existen alergenos que tienen la estructura de enzima,
pero en estado inactivo, como en el caso de Bla g 2 (de
cucaracha alemana), la cual es una aspartico-proteasa
gue induce la produccion de IgE a niveles mas altos que
Der p 1, indicandonos que posiblemente sean mas im-
portantes las estructuras presentes en estas enzimas y
no su funcion, lo que ocasione la alergenicidad.®

E) Alergenos que unen calcio

Algunos alergenos encontrados en plantas y animales
unen y transportan Ca?. Estos presentan de 2 a 8 do-
minios denominados EF-hands o plegamientos tipo cal-
modulina, los cuales interactian con diferentes ligandos
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dependientes de calcio.?® Dentro de esta categoria se
ha identificado a la parvalbimina, el principal alergeno
del pescado, a Phl p 7 del heno, a Aln g 4 del aliso, a
Bet v 3 del abedul, a Ole e 3y Ole e 8 del olivo, aCynd
7 del pasto bermuda, a Bra r 1 del orujo, entre otros.?

En estudios realizados con Bet v 3, el cual presenta
3 sitios de unién a Ca?*, se propuso que un alergeno
puede asumir de manera reversible diferentes confor-
maciones, exponiendo epitopos variables que ocasio-
nan interacciones diferentes con IgE de suero de pa-
cientes. Esto se observd debido a que cuando el
alergeno esta unido al Ca?* presenta una conformacion
abierta, haciendo que los residuos expuestos en la su-
perficie sean accesibles a los anticuerpos; mientras que
cuando el alergeno esta libre de calcio, éste presenta
una conformacion cerrada que impide la interaccion con
estas inmunoglobulinas.®

F) Alergenos transportadores

En esta categoria se encuentran las lipocalinas, protei-
nas altamente solubles que transportan retinol, esteroi-
des, lipidos y feromonas.? Los principales alergenos de
este grupo estan presentes en animales domésticos co-
munes de las ciudades industrializadas y en animales
de granja; destacando como aeroalergenos Canf1ly
Can f 2 (perro), Mus m 1 (ratén), Rat n 1 (rata), Equ c 1
y Equ c 2 (caballo) y Bos d 2 (vaca), asi como los aler-
genos encontrados en alimentos como Bla g 4 (cucara-
cha) y Bos d 5 (beta-lactoglobulina de leche de vaca).??
Este ultimo, presenta seis regiones de union a IgE’s de
suero de pacientes sensibilizados, destacando una se-
cuencia altamente conservada en las lipocalinas rica en
acido aspartico.??226

G) Alergenos que unen actina

Las profilinas son proteinas de union a actina, aunque
también interactian con cadenas de poli L-prolina'y con
algunos fosfolipidos. Se ha encontrado que las areas
superficiales que contienen los epitopos de union a IgE
de este tipo de alergenos, son las mismas que interac-
tlan con actina, indicando que las areas expuestas a la
superficie, que muestran afinidad por ligandos natura-
les, son también reconocidas por las regiones variables
de estos anticuerpos.?®

H) Lectinas

Algunos alergenos interaccionan con carbohidratos.
Ejemplos de esto, lo encontramos en los alergenos mas
importantes del latex del arbol del hule Hevea brasilien-
sis, tales como Hev b 6.01, Hev b 6.02 y Hev b 11, los
cuales unen oligosacaridos de N-acetilglucosamina,
gracias a un dominio de heveina. También se ha descri-
to este tipo de dominios en otras plantas, destacando
Pers a 1 (aguacate), y algunos otros presentes en el
platano, kiwi, y castafa, lo cual podria explicar el hecho
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de que aquellas personas sensibles a latex lo son tam-
bién a estas frutas.?”

ESTRUCTURA DE ALERGENOS

En los ultimos afios se han resuelto varias estructuras
cristalograficas de alergenos, las cuales han servido
para los primeros analisis comparativos entre ellos. En
1998, Rouvinen y col. realizan un andlisis de las prime-
ras ocho estructuras de alergenos reportadas en el
PDB (Protein Data Bank), estableciendo que éstas tie-
nen en comun ser esféricas y elipticas.?® Aalberse y col.
en el 2000, realizan una clasificacion de alergenos en
base a los plegamientos de estructura secundaria pre-
dominantes en 40 de éstos (utilizando la base de datos
SCOP), proponiendo una subdivisién en cuatro familias
estructurales definidas: aquellos alergenos con plega-
miento tipo hebras g antiparalelas, tipo hélices a, tipo
hojas g antiparalelas asociadas intimamente a una o
mas hélices a y aquéllos tipo hojas  y hélices « poco
asociadas.® A continuacion mostraremos un ejemplo de
cada una de las familias estructurales:

1) Hebras beta antiparalelas

Como ejemplo, mencionaremos al principal alergeno
del &caro americano, Der f 2. Este tiene un plegamiento
tipico de inmunoglobulina, presentando dos hojas 3, la
primera de tres hebras 8 y la segunda de cuatro. Como
se menciond anteriormente, este alergeno necesita es-
tar en su conformacién nativa, dada por sus tres puen-
tes disulfuro, para poder interaccionar con IgE’s. Se ha
sugerido que los residuos involucrados en esta interac-
cion son en su mayoria residuos cargados como lisina y
el acido aspartico, aromaticos como la fenilalanina y al-
gunas cisteinas.?®

2) Hélices a

Phl p 7, considerado el principal alergeno de polen del
heno, el cual une y transporta Ca?*, es un dimero que
presenta motivos estructurales hélice a- asa- hélice a.
La capacidad de reconocimiento por parte de los anti-
cuerpos IgE hacia este tipo de alergenos depende de la
presencia de iones calcio unidos a estas proteinas. Re-
siduos tales como asparticos, asparaginas y glutamicos
altamente conservados, que conforman el asa, estan in-
volucrados en la coordinacion de estos iones. Proteinas
recombinantes carentes de estos residuos pierden en
su totalidad la capacidad de unién a IgE.*°

3) Hojas § antiparalelas asociadas intimamente con una
0 mas hélices a.

El primer alergeno del cual se obtuvo la estructura cris-
talografica acoplada al Fab de un anticuerpo monoclo-
nal murino fue Bet v 1, el principal alergeno del abedul.
Su estructura terciaria presenta siete hojas beta antipa-

ralelas que envuelven a una hélice alfa anfipatica de
cerca de 25 residuos y a dos hélices pequefas. El
epitopo conformacional encontrado esta formado por 17
residuos, doce de los cuales estan localizados en un
asa entre dos hojas 8. En este epitopo destacan cuatro
glicinas, dos asparaginas, dos &cidos glutdmicos y dos
isoleucinas, residuos que interaccionan con el Fab a
través de puentes de hidrogeno e interacciones de van
der Waals.®!

4) Hojas S y hélices a poco asociadas

La lisozima de huevo blanco de gallina es otra molécula
ampliamente estudiada como alergeno presenta dentro
de su estructura hélices « asociadas por largas asas a
hojas 3. Se ha observado que los residuos de la parte
amino y carboxilo-terminal, correspondientes a la su-
perficie de una regién apolar en esta molécula, forman
al epitopo reconocido por un anticuerpo monoclonal
anti-lisozima.332

No contemplada en esta clasificacion se encuentran
las proteinas alergénicas pequefias, tales como Hev b
6.02, uno de los principales alergenos del latex de hule
natural. Recientemente, nuestro grupo de trabajo, des-
cribié un epitopo conformacional de esta molécula, en
donde la presencia de aminoacidos arométicos, tales
como triptéfano y tirosina, asi como algunos residuos
polares son relevantes en la interaccion con IgE’s de
suero de pacientes y con IgG’s monoclonales murinos
anti-Hev b 6.02.%2

Esta clasificacién muestra que no existen caracteris-
ticas estructurales definidas que determinen si una pro-
teina pueda o no ser alergénica. No obstante podemos
sefialar la importancia de algunos residuos esenciales
en la interaccién con sus anticuerpos, donde sobresa-
len los aminoacidos aroméaticos y los polares.

REACTIVIDAD CRUZADA

Dos alergenos presentan reactividad cruzada sélo si
comparten caracteristicas estructurales, que hacen que
sean reconocidos por anticuerpos IgE de sueros de pa-
cientes contra alguna de estas dos proteinas. Es intere-
sante mencionar que todos los alergenos que presen-
tan reaccion cruzada tienen un plegamiento similar, en
la mayoria de los casos, con mas del 70% de identidad
en la secuencia de aminoacidos; mientras que aquéllos
con plegamiento similar no necesariamente pueden
mostrar reactividad cruzada.®

Mediante experimentos de ELISA competitiva e in-
munoblots, utilizando a alergenos de diferentes espe-
cies de plantas no relacionadas que contienen dominios
EF-hand de union a Ca?, se establecioé que s6lo aque-
llos que contaban con el mismo niamero de dominios,
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presentaban una inhibicidon del 100%, estableciendo la
mayor reactividad cruzada.?

En otro estudio se compar6 a dos alergenos de la
misma especie que unen calcio, Ole e 3y Ole e 8 (del
olivo), observando que cada uno presenta epitopos
especificos de unién a IgE, por lo que los dominios es-
tructurales EF-hands de estos alergenos no son los
epitopos responsables de la reactividad cruzada, indi-
cando que éstos se encuentran en sitios menos con-
servados.?

Finalmente, la reactividad cruzada entre algunos aler-
genos glicosilados de diferentes especies de plantas, de-
pende en cierto grado de los carbohidratos presentes en
la superficie de estas proteinas, denominados carbohi-
dratos determinantes de la reactividad cruzada (CCD),
aungue por si solos éstos son clinicamente irrelevantes y
con baja afinidad para un entrecruzamiento efectivo.!1?

CONCLUSIONES

De acuerdo a lo anteriormente expuesto y considerado
dentro de los mecanismos que siguen algunas protei-
nas para la induccion de alergia, son importantes la ruta
de exposicidn, las caracteristicas fisicas, la actividad
bioldgica y la estructura de las mismas, que en conjun-
to hacen més factible su entrada al organismo, su pro-
cesamiento y sobre todo la posibilidad de interactuar
con anticuerpos IgE’s. Los ejemplos mostrados en esta
revision, establecen que los alergenos son proteinas
heterogéneas; sin embargo, de manera general, si sus
caracteristicas intrinsecas no son preservadas, la capa-
cidad para interactuar con las IgE’s se reduce.

Es evidente que todavia se requiere mas informa-
cion en este aspecto, tanto identificar las caracteristi-
cas de aquellos antigenos que son capaces de inducir
una respuesta inmune sin llegar a ser alergénicos,
como establecer los mecanismos inespecificos de los
alergenos para el desarrollo de la alergia. El conoci-
miento de las areas y los residuos de alergenos involu-
crados en la interaccién con los anticuerpos IgE, asi
como el tipo de interacciones presentes, permitiran lle-
var a cabo el disefio de inmunoterapias especificas.
Estas podran utilizar proteinas recombinantes y deri-
vados hipoalergénicos, que presenten el plegamiento
original con modificaciones en dichos residuos, lo que
permitird evitar el desarrollo de las reacciones alérgi-
cas, logrando en un futuro cercano la vacunaciéon pro-
filactica en contra de la alergia.
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