Importancia de los Epitopes de
Carbohidratos en los Alergenos
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Los carbohidratos presentes en alergenos derivados de plantas e invertebrados, en algunos casos, contienen epitopes que
reaccionan con anticuerpos tipo IgE. Esta reactividad es mediada por la presencia de los residag?)-fiecasa y b

(1,2)-xilosa unidos al nucleo de manosa, los cuales estan ampliamente distribuidos en plantas e invertebrados, pero no se
encuentran en los mamiferos. La exposicion al polen y a la picadura de abejas, inducen la produccion de anticuerpos IgE
contra epitopes de carbohidratos. Estos anticuerpos presentan reactividad cruzada con carbohidratos de estructura similar
presentes en poélenes, en alimentos de origen vegetal y en invertebrados. Muchos casos de reactividad cruzada en los que
estan involucrados los epitopes de carbohidratos no estdn acompafiados de sintomas clinicos, sugiriendo que los anticuerpos
IgE dirigidos contra estos epitopes no tienen relevancia clinica. Estos anticuerpos producen resultados falsos positivos en
pruebas de diagndstico para glaral polen y a los alimentos. Sin entmrlos alegenos Cup a 1)c e 2 yApi g 5 poseen

epitopes de carbohidratos, los cuales parecen ser importantes en casgade edeiro, al tomate y al apio, respectivamente.

Dichos epitopes inducen la degranulacion de basdfilos, por lo que podrian jugar papel en la induccién de sintomas clinicos.
Los alegenos recombinantes producidos en sistemas de expresion procariotas carecen de los epitopes de carbohidratos, por
lo que no serian los reactivos apropiados para el diagnostico dia @ados alegenos mencionados. Se necesitan mas
estudios para establecer la verdadera importancia de los epitopes de carbohidratos en las manifestaciones clinicas de las
alergias.Salud, UIS 2003;3571-79
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The carbohydrates in allergens from plants and invertebrates may contain epitopes that bind to IgE. This binding involves the
presence of glycans carrying a (1,3)-fucosyl and b(1,2)-xilosyl residues, which are distributed in plants and invertebrates but
mammals. The exposure to pollen and the bee stings induce the production of specific IgE antibodies against carbohydrate
epitopes, these antibodies show cross-reactivity with carbohydrates of similar structure present in pollen, vegetable foods
and invertebrates. Many cases of cross-reactivity that involve carbohydrate epitopes did not show clinical symptoms,
suggesting that IgE antibodies to these epitopes are not of clinical relevance. IgE antibodies to carbohydrate epitopes
produce false-positive test results for pollen and food gllddowever Cup a 1, kc e 2 andApi g 5 allegens have
carbohydrate epitopes, which seem to be important in cases afyaitecedartomato and celeryespectivelybecause

they induce basofil degranulation, having probably a role in the manifestation of clinical symptoms. Recombigansaller
obtained in prokaryotic expression systems lack carbohydrate epitopes; therefore, they are not appropriate for diagnosis of
allergy due to the mentioned altgms. Further studies are needed to establish the real importance of the carbohydrate
epitopes in the clinical manifestation of allergy diseaSedud, UILS 2003;3571-79
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especial interés desde que a principios de los afios 80 se
reporté por primera vez, la presencia en el suero de
. . . acientes algicos, de unos anticuerpos tipo IgE

a presencia d,e _carbohldratos £s comun “(%i]rigidos contra epitopes de carbohidrétos.

proteinas aleyénicas y no algeénicas. La

naturaleza de los carbohidratos que son
incorporados a la molécula del ajeno, durante el LOS anticuerpos mediadores de las reacciones
proceso de glicosilacion de la proteina, ha despertadtergicas son de tipo IgE y estan dirigidos

fundamentalmente a epitopes de naturaleza proteica,

s cuales tienen como sitio de contacto con el anticuerpo
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con frecuencia reacciones cruzadas inesperadas enttifzando sistemas de expresion en procariotas, como la
alegenos distintos. En consecuencia, se haascherichia colj estos sistemas no realizan la
denominado determinantes de carbohidratos dgicosilacion de aquellas proteinas que en su forma
reactividad cruzada (“Crossreactivity Carbohydratesatural se encuentran glicosiladas. De tal manera que
Determinants” - CCDs). Estos epitopes parecen ser lsiexisten epitopes que comprometen o estan constituidos
responsables de resultados falsos positivos en pruepas carbohidratos, la utilidad de los recombinantes
de diagnostico de algias, basadas en la cuantificaciérobtenidos en procariotas pudiera afectarse de manera
de los anticuerpos IgE en el suero (RAST y ELISA)mportante. Por lo anteripun mejor entendimiento de
gue se presentan en ausencia de manifestacioh@aturaleza de estos epitopes, asi como su impacto
clinicas. Por lo cual, el diagnostico de lasgites puede sobre el grado de agnicidad de moléculas nativas y
afectarse de manera significativa cuando intervieneacombinantes, reviste especial interés en el campo de
alegenos que contienen CCPBs. la alegologia y la biotecnologia de ajenos. Esta
revision es dirigida a ofrecer un panorama sobre la
Los linfocitos B y los anticuerpos tienen la capacidad deaturaleza de los epitopes de carbohidratos y los
reaccionar directamente con epitopes proteicos, comerientes hallazgos relacionados con la participacion
también con epitopes de carbohidratos. Por otra parte, dichos epitopes en la reactividad de logyaless
los linfocitosT reaccionan solo con péptidos derivadosomo también sus implicaciones practicas y clinicas.
de proteinas procesadas por células presentadoras de
antigeno que muestran el péptido acompafiado de una NATURALEZA DE LOS EPITOPESDE
molécula del sistema HLA (antige_no leucocitario CARBOHIDRA TOS
humano) anclada sobre la superficie celuRor lo

antgr;](_)(; ste c0n5|dera_ qdue Iad_restpudeslta mér'[nunel_g mayoria de las proteinas producidas por eucariotas,
carbohidratos puros, es independiente de las cdlylas a diferencia de las proteinas producidas por los

par?ce sekr) Iﬁ_éazton ?e porqueths 2nt!cute_rpos (i'r'g'q%ﬁ)cariotas, estan glicosiladas como resultado de las
contra carbohidratos tiene un patron de ISOtpo restringiG, jificaciones de postraduccion realizadas durante su

(mz?jyorrgz,irlz?jment_e IgM 'y ? Eecleselg(sl 0 IgGZ)d L8)as0 a través del reticulo endoplasmico y el aparato de
produccion de anticuerpos g€ 19 ace parte de ‘Blgi. Los residuos de carbohidratos se clasifican en
respuesta inmune adaptativa y es el resultado de 48

. o _ . s grupos: a) ligados a oxigeno (O-glicosilacion),
cambio de isotipo de las inmunoglobulinas, que presupopg. 4o 1a unién del carbohidrato se produce en el
una activacion de los linfocitds

oxigeno del grupo hidroxilo de serina, treonina o

hidroxiprolina y b) ligados a nitrégeno (N-glicosilacion)

Ent0n<,:<_es ¢como €s que se producen_ anticuerpos Igfnqo la union se da en el atomo de nitrégeno del grupo
especificos para moléculas de carbohidratos presenies. . o ye la asparagina, siendo este grupo el mas

en los alegenos?. En el algeno glicosilado se presenta. o5 | 4 N-glicosilacién de la mayoria de las

uln,a _sﬂusuotn sm:llar al Tg(;?nlsdmol de 'nlrpur}'z"i;:'oﬂroteinas se inicia por la transferencia de un precursor
clasico hapteno-tranportagaionde 1a molecu’a de ?el oligosacarido GlMan,GIcNAc,, constituido por

carbohldra}t(_) funcpna como hapteno, m_|entras q,ue_ fos glucosas, nueve manosas y dos moléculas de N-
par_te peptidica z_ictua_ como transportador mm_unOgen'%etilglucosamina, en el reticulo endoplasmico, el cual
activando a los linfocito§.* Por lo tanto, los anticuerpos es posteriormente modificado durante el transporte de
r]Eeglicoproteina a través del reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi, por enzimas como glicosilasas y
icosiltranferasas, entre otratas glicoproteinas de
origen vegetal, tienen carbohidratos complejos que
presentan residuos del ti@a§l,3)-fucosa unidos al
El conocimiento de los epitopes de carbohidratos en Iassiduo de glucosamina mas préximo y/o residuos
aleigenos y los anticuerpos dirigidos contra ellos revistg1,2)-xilosa unidos a la-manosa. Estos residuos de
hoy gran importancia especialmente cuando se proponggosa y xilosa son tipicos en carbohidratos complejos
novedosos esquemas de inmunoterapia y técnicasdi€ plantas e invertebrados y no se encuentran en
diagnéstico para las algias. Los alegenos mamiferos, por lo que son altamente inmunogénicos.
recombinantes se proponen actualmente como
alternativa al uso de extractos glemicos naturales en | a produccién de anticuerpos contra los residuos a (1,3)-
el diagnéstico y tratamiento de enfermedadegi@®s. fucosa y b(1,2)-xilosa ha sido demostrada en cabras
Muchos de los algenos recombinantes se han obtenidmmunizadas con la peroxidasa del rabano (HRP).

el resultado de una respuesta policlonal afjatew junto
con una amplia variedad de anticuerpos IgE cont
epitopes proteicos.
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Anticuerpos tipo IgG e IgM producidos en ratas yfabla 1 Alergenos con epitopes de carbohidrato de unién a
ratones inmunizados con HPR, reaccionan de manédk

cruzada con la fosfolipag®? del veneno de la abeja
(PLA2) y la hemocianina debido a la presencia de los
residuosa (1,3)-fucosa ¥(1,2)-xilosa, respectivamente. Alergeno
En personas no alficas se demostré la presencia de
anticuerpos tipo 1gG e IgM especificos para estos

Residuos en el N-carbohidrato

fuente del a(1,3)- B(1,2)- referencia
alegeno -fucosa | -xilosa

residuos, probablemente debido a inmunizacién corPLA2  Apis mellifera + - 9
antigenos ambientalés. Oleel Olea euppea * * 11
Lolp11 Lolium Peenne + + 11
; . Arah1l Arachis hipogaea - + 11
La estructura del epitope de carbohidrato de PLA2 eSt&up a1 Cupressus arizonica + + 13
conformado por un nicleo con dos N-acetilglucosaminePlal 1 Plantago lanceolata  + & 14
(GIcNAc) y una manosa, aunque puede ramificarse potY¢ € 2 I:;ngeer:tsul?‘r?m N . 15
la adicion de dos residuos de manosa. El nlcleo tambi€gyi g5 Apium graveolens  + + 31

posee un residuo de(1,3)-fucosa unida al residuo
GIcNAc mas interno, el cual participa directamente en

la union a los anticuerpos IgEEsta estructura también M eTopos UsaposEN LA CARACTERIZACION DE
se ha encontrado en glicoproteinas de otros insectos Y | 55 Epitores bE CARBOHIDRA TOS
parasitos?

La contribucién de los residuos de carbohidratos en la

La estructura primaria de los N-,carbohldrgtos presentgsividad antigénica de una proteina se puede determinar
en los alegenos mayores del pdlen del olivo (Ole e 1)

del loliun (Lol b 1L ) | id 3§ mediante la comparacion de la actividad o propiedades
€ 0|un_( ol p ) contienen los residuagl, ,) ucosa inmunogénicas de la proteina glicosilada con la
y b(1,2) xilosa, y el algreno mayor del mani (Ara h 1)

. o ol iduo(1.2) xil £ - actividad de la proteina parcial o totalmente
Cont_le_ne solo el resl un(1,2) xilosa. Estos resiauos desglicosilada. La desglicosilacion se puede lograr
participan en la union a la IgE y se ha sugerido q

tros fact drian tambié tar invol d Yftilizando reactivos quimicos o utilizando enzimas
olros faclores podrian tambien estar involucrados %gpecificas. Entre los reactivos quimicos son bastante
dicha unién. El algreno mayor del poleQupressus

onica.C 1 . . d bohid usados el tratamiento con acido
arizonica,Cup a 1, contiene un epitope de carbohidrag, - ometanosulfénico y el acido peryddico, los cuales
con reactividad IgE constituido por los residb@k,2)

eliminan la molécula de carbohidrato del géaro. Sin
- xilosa ya(1,3)-fucosd?!® En el alegeno mayor del 9

len P | IatéPla | 1 ha identificad embago, en algunas ocasiones la utilizacion de estos
polen amago anceolatd a ) se a | enti ICalo oactivos puede afectar bastante la estructura de la
que el residua(1,3)-fucosa tiene capacidad de unirse

3 IgE orde d < de Ia eliminacion d IBrotel’na. Los métodos enziméticos, permiten la
a Igk= pero se pierde despues de 1a eliminacion de 8§sglicosilaci(’)n delicada y eficaz de las proteinas.

carbohidratos del algeno sugiriendo que en estevisten en el comercio glicosidasas que cortan

alegeno, dicha estructura no parece ser relevante de% %ecificamente el enlace N-glicosidico entre la cadena

el punto de vista algénico:* polipeptidicay el carbohidrato. Entre ellas se encuentran
la endoglicosidasa H que actda principalmente cuando
el carbohidrato es rico en manodas glicosidasa
PNGasa Fque elimina N-carbohidratos de tipo rico en
manosas Yy de tipo complejo, siempre y cuando no posea
aft residua(1,3)-fucosa unido a la N-acetilglucosamina
mas proxima a la cadena polipeptidigaa glicosidasa
QRIGasa(\, la cual corta cualquier tipo de N-carbohidrato
presente en la cadena polipeptididadna vez eliminado

el carbohidrato se puede analizar la actividad antigénica

El epitope de Lewfs Galb(1,3)Fucosaa(l,4)GIcNac, o alegénica de la proteina remanente y compararla con
también se ha encontrado en gkaros de origen |3 de la proteina nativa.

vegetal?, sin embago no ha sido asociado a la

reactividad con los anticuerpos IgE. En estudios en gééiernativamente a la desglicosilacion de la proteina,
se ha usado un conjugado de BSA con los motivos ge puede utilizar el tratamiento con proteasas especificas
Lewis’en ensayos de RAST se muestra que este epit@eno la proteinasa K, la cual produce la degradacion
no participa en la reactividad con la I§E. casi completa de la fraccion polipeptidica, quedando el

La estructura del carbohidrato presente en efjeer
del tomate, ic e 2, posee los residuad ,3)-fucosa y
b(1,2)-xilosa constituyendo un epitope gkamico, en
el cual dichos residuos son importantes para que
realice la reaccion con la IgE(En la tabla se registran
los alegenos en que se ha demostrado epitopes
carbohidratos con capacidad de unién a la IgE.
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azucar anclado a una minima secuencia de aminoaciéosdiferentes especies y con una estructura molecular
(glicopéptido). El glicopéptido puede ser fijado a unéastante conservada, contribuyen a la produccion de
fase sélida y posteriormente analizarse la actividagacciones cruzadas entre especies filogenéticamente
antigénical'® Por otra parte, el carbohidrato, despuédistantes® Ejemplos: los pacientes sensibilizados a
de ser aislado por técnicas cromatograficas, puede peofilinas de pélenes (una proteina gésrica que hace
analizado utilizando técnicas como: resonanciparte del citoesqueleto de la mayoria de los eucariéticas)
magnética nucledt® y espectrometria de masageneralmente reaccionan con un amplio rango de
(MALDI-T OF)"11315 para determinar la estructuraprofilinas originadas en pdlenes de diferentes plantas o
completa de la molécula de carbohidrato presente eradimentos vegetalé$el alegeno mayor del abedul, Bet
alegeno. v 1 es homologo a miembros de la familia de proteinas
relacionadas con la defensa de las plantas (PR-10) y

Los anticuerpos especificos contra los residuos a (1,§Usa reacciones cruzadas congaieos derivados de
fucosa y b(1,2)-xilosa de la HRP se han usado paf3nzana, cereza, pera, albaricoque, apioy zanahoria;
detectar la presencia de estos residuos en la moléci@dropomiosina, una proteina @Ie/mca que participa
del alegenoAdemas al poner a reaccionar previament@n 12 actividad contractil de las células y ampliamente

incubarlos con el suero de @i&os, (inhibicion de la reacciones cruzadas entre especies de invertebrados no

unién de la IgE), se ha podido determinar la capacidadlacionados como los acaros, los camarones y los

de union de los epitopes de carbohidratos a I&*fJE. insectos® Por otra parte, proteinas con funciones

Por otra parte, mediante la eliminacion de los anteriorbfldgicas diferentes pero con homologia estructural en

residuos de azUcares del gkamo y posterior reaccion los sitios de unién al calcio parecen estar involucradas

de éste con sueros de giéps se ha podido estableceren la alegenicidad cruzada entre diferentes especies de

la participacion de estos residuos de azlcares enviegetales e incluso entre algunas no relacionadas

union a los anticuerpos tipo IgE. filogenéticamente como oleaceas, gramineas, betulaceas,
pinaceas y cupresaceas.

I MPLICACIONES SOBRE LA REACTIVIDAD
CRUZADA Los epitopes de carbohidratos se han sefialado como

responsables de reactividad cruzada; los resafli(%-

La reactividad cruzada esta dada por la presencia falgosa yb(1,2)-xilosa estan ampliamente distribuidos

epitopes antigénicos comunes o estructuras similafgid 9licoproteinas de, origen vegetal yen mvertebra(_jos.
. o aCdTomo resultado de ésto los anticuerpos IgE producidos

ontra éstas estructuras pueden reaccionar con
iferentes fuentes algénicas que contengan dichos
residuos, generando reacciones cruzadas enige iaer
Manal de fuentes poco o nada relacionadd8!21"222%En el
A primer reporte sobre la participacion de los
6 carbohidratos en casos de ghmicidad cruzadase
Man B1-4GlcNacB1-4GInNac-Asn atribuyo la reactividad de anticuerpos IgE e el suero de
2 3 alémgicos, con un nimero de alimentos no relacionados
’ * (papa, espinaca, trigo, mani, miel entre otros), con
Xyl Bl Fucal polenesy con el veneno de la abeja a la presencia de los
CCDs.

Proteinas que cumplen una misma funcion biolégic

*

B
\ Batanero y cél demostraron que el antisuero de conejo
6 Man B1-4GlcNacBl-4GInNac-Asn contra Ole e 1y la IgE de pacientesgitgns al polen de
3 olivo reaccionaban con la bromelaina y la HRP
/ T " glicoproteinas no relacionadas que contienen los residuos
a(1-3)-fucosa y/o b(1,2)-xilosa. Petersen y?¢hallaron
Xyl Bl que el suero de pacientes gléos al polen del pasto
Timothy grassera capaz de reaccionar con un amplio
Figura 1. Estructura de N-carbohidratos aisladas de Ig§iNgo de proteinas en el extracto de tomate y demostraron
alegenos Lol p 1 (A) yArah 1 (B). * Residuos b(1,2) - xilosa que la causa de dicha reactividad cruzada era la presencia
y a (1,3) — fucosa, epitopes de unién a la IgE. de glicoproteinas con los residuos de fucosa.
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A pesar de la amplia reactividad cruzada de lademostraron que un residuo de carbohidrato conteniendo
anticuerpos IgE contra CCDs, la presencia de un epitope epitope IgE compuesto a@ -3)-fucosa produjo una

de carbohidratos similar compartido entregdaios no fuerte liberaciéon de histamina en basofilos de uigiaiér
garantiza que siempre se presente lagelecidad al apio sugiriendo que este epitope puede ser
cruzada entre ellos. Por ejemplo losgdsos Lol p 1, biolégicamente activo en pacientes sensibilizados a
Arah 1y Ole e 1, poseen un epitiy&,2)-xilosa. Sin CCD.

embago, los anticuerpos IgE que se unen al epitope

b(1,2)-xilosa de Lol pl no son capaces de reaccionata posible participacion de los anticuerpos IgE
con el epitopd(1,2)-xilosa presente éxra hay en Ole especificos contra CCDs en la g&x al cedro.

el. Esto se debe a que el nicleo del carbohidrato erCeipressus arizénicha sido apoyada por un estudio en
alegeno Lol p 1 tiene solamente un residafl,6)- el cual el alggeno nativo del polen de cedro, nCup a 1,
manosa, mientras que el nucleo del carbohidrato en lio® capaz de inducir una fuerte liberacion de histamina
alegenosira h 1y en Ole e 1 posee un residuo adicionat “vitro” sélo en aquellos baséfilos sensibilizados con

de a(1,3)-manosa que impide la union a la IE. suero de algjicos al polen de cedro que poseian IgE
contra CCDs presentes en nCup & @tros estudios
ImPAacTO CLiNIcO DE Los CCDs han demostrado que la forma glicosilada delgalieo

del tomate kc e 2 es capaz de inducir la liberacién de

La relevancia clinica de los anticuerpos |gE Contraistamina de basofilos sensibilizados con anticuerpos
carbohidratos es hasta el momento, un asunto HE especificos para CCDs presentes en el suero de
bastante controversia. Debido a que los anticuerpos 1§fgunos aldicos al tomate, efecto que no se observo
contra carbohidratos estan naturalmente mezclados ¢atfndo se usé el atmmo carente de los residuos de
anticuerpos IgE contra epitopes proteicos, ha sido difi§frbohidrato$>*°También en el algeno del apioipi
determinar su pape| en la induccién de sintomas gns, se identificaron los epitopes de carbohidratos de
alegia a los pdlenes y a los alimentos. Sin embar Union a IgE constituidos por residuad,3)-fucosa y
a|gunos estudios Sugieren que estos epitopes pareb@hZ)'Xilosa con Capacidad de inducir la liberacion de
no tener mayor relevancia clinica dado que los hallazgBistamina en basofilos de ajéros® Estos resultados

de alegenicidad cruzada en ensayos in vitro, no estdfdican que los anticuerpos IgE contra CCDs podrian
acompafiados de manifestaciones clinicas dgialém €star causando sensibilizaciones con relevancia clinica
1997 se reporté que un grupo de pacientegiatés al Y sefialan la necesidad de realizar investigaciones
polen deLolium peenne también presenté IgE al manidetalladas sobre casos individuales.

debido a anticuerpos IgE dirigidos contra CCDs.
Los anteriores estudios sugieren que glicoproteinas

Los pacientes no presentaron giaral mani y los multivalentes que poseen mas de un N-carbohidrato en
anticuerpos anti CCDs fueron incapaces de causd# estructura proteica comgde 2, Cup a1 o HRRs
liberaciéon de histaminas en pruebas cutaneas y gyales son capaces de entrecruzar eficientemente los
ensayos de liberaciéon de histamiimavitro. La receptores unidos a la IgE en las células efectoras, a
valencia limitada de los epitopes de los géeos, diferencia de glicoproteinas monovalentes (como la
que impide realizar un eficiente entrecruzamiento dgomelaina o la PLA2), podrian estar involucradas en
los receptores FceRlI localizados en la superficie & desar_rollo d’e sintomas aj@os. Sin embgo, son
las células efectoras y la baja afinidad de la IgE p&ecesarios mas estudios para establecer la verdadera
los CCDs, se sefialan como la causa de la pobrénaportancia de estos epitopes de carbohidratos en la
nula capacidad de inducir la degranulacién de Idgduccion de sintomas aggcos.
mastocitos:2%2426

I mpLICACION DE LOS CCDsEN EL
En los Gltimos afios se han conocido varios estudios DiaGNOSTICO DE ALERGIAS
que describen que los anticuerpos IgE contra CCDs

tienen capacidad de inducir la degranulacion de I@son frecuencia se observan resultados falsos positivos
mastocitos y eosindfilos en ensayos de liberacion dg pruebas de diagnéstico de gieral polen y a los
histaminain vitro.'>"?*Batanero y cél demostraron galimentos, generalmente debido a la presencia de
que el N-carbohidrato purificado del jeno mayor anticuerpos IgE contra CCDs. La presencia de
del polen de olivo (Ole e 1) indujo la liberacién deynticuerpos IgE contra CCDs, se ha hallado responsable
histamina en basoéfilos humanos sensibilizados c@e 10s resultados falsos positivos en pruebas de
anticuerpos IgE contra carbohidratos. Foetisch VCOHiagnéstico para algia al manin vitro en el 20 % de
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alérgicos a los polenes del pasiMari y col? hallaron ErecTo DE LOS SSTEMAS DE EXPRESION

niveles significativos de IgE contra bromelai
gni gt C elaina,  ghppe | A PRESENCIA DE EPITOPES DE
ascorbato oxidasa y polen de olivo en el suero de un

paciente aldgico al polen, sin embgo la prueba CARBOHIDRA TOS EN LOS ALERGENOS

cutanea resultdo negativa. Se demostré que la RECOMBINANTES

discrepancia en estos resultados se debié a la

participacion de IgE contra CCDs. En el mismo estudiBl interés en evaluar la importancia de los epitopes de

se hallé que de 428 pacientes con polinosis el 41.78arbohidratos sobre la actividad de logydeos también se

presentd anticuerpos IgE contra la bromelaina perodgbe al creciente nimero de gkros recombinantes

mismo tiempo prueba cutanea negativa a ésta. obtenidos en sistemas de expresion basafio el que
produce un algeno sin dichos epitopes. Los g&ros

En un estudio sobre la participaciéon de los CCDs eacombinantes se han sefialado como un reemplazo ventajoso

la reactividadin vitro e in vivo de los extractos de los extractos afpénicos nativos para el diagndstico y

alemgénicos: abedul, grama timotea, avellana, enebrsatamiento de las algins®* Para la obtencion de los

mugwort, olivo, parietaria, pino, ragweed, mosquitorecombinantes se han utilizado sistemas procariéticos,

veneno de avispa, cucaracha, latex, mani, gonpancipalmente la bacterla. coli y sistemas eucariéticos

arabica, acarddspenillus y camarén, se hallé6 que lacomo las levadurasP{chia pastoris y Sacamyces

mayoria de los extractos que provocaron pruelzreviseae)células de insecto y plantas. Dependiendo del

cutanea negativa, provocaron prueba IgE positiva sistema escogido los atgnos pueden presentar

vitro. Solamente la HRProdujo prueba cutdnea modificaciones postraduccién como: glicosilacion,

positiva en el 21% de los sujetos con IgE a los CCDiarmacion de puentes disulfuro y adicion de lipidos.

Se concluy6 que los anticuerpos IgE contra los CCDs

son comunes en la poblacién aira y que los El sistema de expresion basado en la badierali es

resultados negativos en las pruebas cutaneas sugietilerfacil manipulacion y de alta produccién de proteinas

una pobre actividad algénica de los CCDs en larecombinantes, razones por las que se ha usado con

poblacion estudiada. frecuencia para la expresion de géaros recombinantes.
Como este sistema no realiza la glicosilacion, las proteinas
Los hallazgos anteriores demuestran que las reaccio@senidas sirven para evaluar la ausencia de dichos
cruzadas provocadas por IgE contra carbohidratepitopes en la reactividad de los gévos. Generalmente
constituyen un factor importante para la produccidfas modificaciones postraduccion, entre ellas la
de falsos positivos en pruebas de diagnéstico para {@fosilacion, son necesarias para el plegamiento correcto
alegias al polen y los alimentosambién explica en de |a proteina, la conservacion de la funcién biolégica y
gran medida la poca eficacia del diagnostiteitro |3 capacidad algénica de las proteinas. Por ejemplo; el
en estos casos. alegeno recombinantArt v 1, expresado ek. coli
presentd menor respuesta cutanea y de provocacién nasal
Con el fin de evitar los inconvenientes ocasionadQgye el equivalente nativo, diferencia aducida a la ausencia
por los anticuerpos IgE dirigidos contra CCDs en g|e carbohidratos en el recombinaf§te.
diagnosticoin vitro de alegia a alimentos, se han

propuesto algunas alternativa®or ejemplo, cuando E| sistema de expresion eucaridtico por su parte,
se realicen ensayos de RAST se debe mezclar el SUgEtantiza la produccién de las modificaciones
con un inhibidor soluble como extracto de polen trata%straducciéﬁ? por lo que puede ser utilizada para la
con proteasas, lo cual evitaria la union de la IgE a |@$(presi()n de aquellos abenos en los que el
carbohidratos del extracto mnico unido a la fase p|egamient0 de la proteina es necesario para la
sdlida. La utilizacion de esta estrategia serigactividad con la IgE. Por ejemplo, el ajeno
beneficiosa s6lo cuando no exista una sensibilizaci9acombinante Cyn d 1 expresado en la levaBizhia
importante a los anticuerpos IgE contra carbohidrato|§astoris y el alegeno recombinante del
En los casos en que estos anticuerpos IgE pudiergBrmatophagoides pteronyssinus, Der p 1, expresado

estar implicados en el desarrollo de sintomagleés en S. ceevisiaepresentaron mayor afgenicidad que
esta estrategia no seria Gtif* En estos casos, |a |os recombinantes expresadosgercoli®

comparacion entre el aggno glicosilado y purificado

con su equivalente recombinante no glicosilado, a)sando sistemas de expresién basados en plantas y
ensayosn vivo ein VItI’O, seria la alternativa efectiva células de insecto' se han obtenido g‘ﬂ"ros

para mejorar el diagnéstico en estos tipos dg@st  recombinantes con un correcto plegamiento, con una
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actividad biolégica normal y con capacidad de unionélosa, puede tener una impacto desfavorable cuando se
IgE. Por ejemplo, cuando la hialuronidasa (Api m2jpretenda la aplicacion en humanos de proteinas
un importante alggeno del veneno de abeja, fuerecombinantes obtenidas en sistemas de expresion que
expresado en células de insecto produjo una proteimeservan dichos residuos. Por ejemplo, el uso de
con actividad enzimatica y con capacidad de union adéstemas de expresion basados en insectos y en plantas,
IgE similar a la proteina nativa y superior a la dejue adicionan dichos residuos a los recombinantes ha
recombinante expresado &n coli*® El alegeno del planteado serios interrogantes sobre la utilidad de éstos
veneno de la hormiga (Sol | 2), expresado en células demo preparados biofarmacéuticos para inmunoterapia
insecto presentd una reactividad IgE y plegamiento otros esquemas de tratamientos farmacolodicos.
similar al de la proteina nativa, en contraste agjales Aunque para conocer el verdadero significado
expresado eB. coli,que mostro poca reactividad I§E inmunogénico de los anticuerpos dirigidos contra los
El alegeno Bet v 1 producido en un sistema de expresidasiduosa(l,3)-fucosa yb(1,2)-xilosa, se requieren
basado en plantdNicotiana bentamiang mostré una mayores estudios, ya existe el interrogante de si la
actividad inmunolégicain vitro ein vivo, similar a la administracién de glicoproteinas terapéuticas con dichos
de la proteina nativd El sistema de expresion en célulasesiduos en poblaciones aimas pudiera tener algin

de insecto y el sistema de expresion vegetal, son lefecto inesperado.

sistemas mas indicados para expresagaters que en

Su estructura nativa contengan carbohidratos con los CONCLUSIONES

residuos(1,3)-fucosa Y(1,2)-xilosa debido a que estos

son capaces de adicionar carbohidratos con estos| os carbohidratos en algunos glenos representan
; 41 .. . . .
residuos. sitios para la unién de los anticuerpos tipo IgE. Los

) ) . ) ] . residuos dea(1,3)-fucosa yb(1,2)-xilosa en estos
Mediante ensayos de liberacion de histamina de basofilos -5honidratos constituyen los epitopes a través de

y pruebas cutaneas se ha demostrado que la proteina nativaog cuales se realiza la unién de dichos anticuerpos
NPLA2, y la proteina expresada Encoli tienen una presentes en el suero de pacientegjiaiss

reactividad similaf?#® hallazgos que indican que los

epitopes de carbohidratos en estegaten son de poca . | o5 anticuerpos IgE contra los CCDs ampliamente
relevancia para su actividad inmunolégica. De otra parte, gjstribuidos en glicoproteinas de plantas e invertebrados,
al compararse la reactividad entre elggdap recombinante origina reacciones cruzadas entre fuentes dgeales
rCup a 1y el nativo nCup a 1 en gléos al cedro de  ygjacionadas y no relacionadas, principalmente entre
Arizona, se hallo que 14 de 30 sueros reaccionaron pslenes y alimentos. Estas reacciones producen falsos

solamente con epitopes de carbohidratos y que la 19E positivos en pruebisvitro para el diagnéstico de ajier
proveniente de esos sueros fue capaz de inducir la liberaciong zlimentos y a pélenes las cuales no siempre estan

de hls'Famma de_ los basofilEstos resultf_;ldos sugirieron  acompafiadas de manifestaciones clinicas.
que dichos anticuerpos pueden tener importancia en la

induccion de los sintoma clinicos de gier + Hay estudiosn vitro que muestran que los CCDs de
) . ) algunos algrenos son capaces de inducir la degranulacion
Foetisch y coly hallaron que el algeno recombinante e pasgfilos sensibilizados pasivamente con sueros de

del tomate ric e 2 expresado e coliy por lo tanto pacientes algicos al polen o a ciertos alimentos. Por lo
carente de los r,e_3|duos de azucares, no reacciond CONSUEronto, se sugiere que estos epitopes pudieran tener
de algunos algicos al tomate en pruebas de ELIBIA relevancia clinica en estos casos y seria importante tenerlos

provoco la Ilberacpn de hlstamlna de IQS bfiSOf"OS, mientras o, cuenta para el diagnéstico de ciertos tipos dgeaier
gue el alegeno nativo niic e 2 si reacciono con todos los

sueros de algicos al tomate e indujo la liberacion de, gp algunos algjicos los anticuerpos IgE dirigidos

histamina de los basofilos. Este estudio resalta la .gntra epitopes de carbohidratos en ciertogeies
importancia de escoger un sistema de expresion adecuadgyarecen mediar manifestaciones clinicas. En estos

para la obtencion del recombinante se_gL'm la naturaleza 5505 |os algenos recombinantes se deben obtener

del alegeno y que los epitopes de carbohidratos, en algunos g, yn sistema de expresion que garantice su adecuada

pacientes, si parecen tener una relevancia clinica. glicosilacién. Por otro lado, para evitar falsos positivos
en el diagnostico de las ajes con alggenos en los

Por otra parte, La capacidad de union de 1a IgE y 0tros ¢;5jes os epitopes de carbohidratos no son relevantes,
isotipos de anticuerpos, a los determinantes de g reemplazo de los algenos nativos por

carbohidratos con residuos &@,3)-fucosa y/d(1,2)- recombinantes no glicosilados parece ser lo indicado.
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