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RESUMEN
Los frutos secos son uno de los alimentos méas frecuentemente implicados en reacciones

alérgicas lo que se considera un grave problema de salud. Estudios previos han demostrado que
el procesado de alimentos puede producir cambios estructurales y/o conformacionales en las
proteinas, alterando su capacidad alergénica. En este estudio se analiza la influencia del
procesado térmico (coccion), presion (Altas Presiones Hidrostaticas, HHP), la combinacién de
ambos (autoclave y Despresurizacion Instantanea Controlada, DIC) y tratamiento enzimatico
en la capacidad alergénica de distintos frutos secos: cacahuete, pistacho, anacardo, avellana y
almendra, mediante el analisis de su perfil electroforético y de inmunodeteccion con
anticuerpos IgG frente a proteinas potencialmente alergénicas y, ademds, en pistacho y
anacardo con anticuerpos IgE de suero de pacientes sensibilizados y espectrometria de masas
(LC/MS/MS). Los resultados indican que coccion y HHP no son efectivos en la reduccion de
alergenicidad, mientras que el autoclave, DIC e hidrolisis enzimética inducen una reduccion en
el nimero e intensidad de bandas proteicas, lo que resulta en una notable disminucion en la
deteccion de proteinas potencialmente alergénicas. Por lo que, el procesado con estos
tratamientos podria resultar altamente efectivo para reducir o incluso abolir la capacidad

alergénica de estos frutos secos.

ABSTRACT
Tree nuts are one of the most frequently involved foods in allergic reactions and food allergy is

considered to be a serious health problem. Previous studies have demonstrated that food
processing can produce structural and/or conformational changes in proteins by altering their
allergenic capacity. In this work, the influence of thermal processing (boiling), pressure (High
Hydrostatic Pressure, HHP), a combination of both (autoclaving and Instant Controlled
Pressure Drop, DIC) and enzymatic treatment on the allergenic capacity of several tree nuts:
peanut, pistachio, cashew, hazelnut and almond is studied This has been carried out by
analysing their electrophoretic and immunodetection profile by using 1gG antibodies against
potentially allergenic proteins in all the nuts and, in pistachio and cashew by IgE antibodies
from sensitization patient sera and mass spectrometry (LC/MS/MS). The results support that
boiling and HHP are not effective in reducing allergenicity, while autoclaving, DIC and
enzymatic hydrolysis reduce the number and intensity of protein bands. That results in a
remarkable decrease of the detection of potentially allergenic proteins. Therefore, the
processing with these treatments could be highly effective in reducing, or even abolishing the

allergenic capacity of these tree nuts.



1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS
1.1 Alergia alimentaria

La alergia alimentaria se define como una reaccion de hipersensibilidad mediada por
mecanismos inmunologicos que se produce en individuos sensibles tras la ingestion, contacto
o inhalacion de un alérgeno alimentario presente en un alimento o aditivo?. La Academia
Europea de Alergia e Inmunologia Clinica (EAACI), incluye dentro de esta definicion las
alergias alimentarias mediadas por: inmunoglobulina E (IgE), por células (ho mediadas por
IgE) 0 por ambas (mixtas)®. El presente trabajo se centra en la alergia alimentaria mediada por
inmunoglobulinas E (IgE), desarrollada en dos etapas (Figura 1): La primera fase es la de
sensibilizacion, en la que el individuo ingiere por primera vez el alimento que contiene el
alérgeno vy, se activa la respuesta inmune frente a nutrientes que deberian ser tolerados en vez
de reconocidos como extrafios. Esta respuesta inmune genera IgE especificas capaces de
reclutar y activar mastocitos, baséfilos y macréfagos. En el siguiente contacto con el alimento
se produce la segunda fase denominada de reaccién, en la que las IgE especificas generadas en
la primera fase reconocen el alérgeno generando respuesta inmunitaria mediada por histamina

y sintomatologia®.

Initial Allergen Subsequent %
exposure ( exposure x 5

Allergen
processing

Clinical Effects
« Rhinitis
e Asthma
o Urticaria

Antigen
processing
cell

o Protein contact

Jj Qo
Mast ceil dermatitis
IgE antibody @

¥ production
T-lymphocyte' /

N

B-lymphocyte

Figura 1: Mecanismo inmunolégico en la alergia alimentaria.®

Los alérgenos alimentarios son componentes especificos de los alimentos capaces de inducir la
reaccion alérgica, usualmente son proteinas®®. Actualmente no se conocen las caracteristicas
que determinan la alergenicidad de una proteina, pero si se sabe que la estabilidad es un factor
clave para la sensibilizacién y la induccion de sintomas en la exposicién por via digestiva,
diferenciando dos tipos de alérgenos alimentarios: los labiles y los estables frente a temperatura,

pH acido, accion de enzimas digestivas y a agentes surfactantes como sales biliares’.

El Subcomité de Nomenclatura de Alérgenos de la WHO/IUIS (Organizacion Mundial de la
Salud/Union Internacional de las Sociedades Inmunoldgicas: www.allergen.org) recoge mas de
120 alérgenos alimentarios, estos se clasifican en alergenos mayores o menores en funcion de
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la frecuencia con la que son detectados por IgE especifica de pacientes: cuando la frecuencia
es superior al 50% se habla de alérgeno mayor y, por debajo de alérgeno menor. Segun el
Reglamento 1169/2011 sobre la informacion alimentaria facilitada al consumidor, 14 alimentos
alergénicos se han clasificado como de declaracion obligatoria, aunque sélo exista la
posibilidad de existencia de trazas: cereales con gluten, crustaceos, huevos, pescado, cacahuete,

soja, lacteos, frutos secos, apio, mostaza, sésamo, moluscos, altramuces y sulfitos.

La alergia alimentaria es un problema de salud que afecta al 1-3% de la poblacion general,
siendo mas elevada en la poblacion infantil, que alcanza hasta el 8%8°. La prevalencia de la
alergia alimentaria se ha incrementado en los ultimos afios, principalmente en los paises
desarrollados®®. Sin embargo, los datos son limitados debido a la discrepancia conceptual y a
los diferentes criterios de diagndstico utilizados*!. Seguin la EAACI, en nifios las alergias mas
usuales son a la leche de vaca y al huevo, mientras que cacahuete, frutos secos, pescado y
mariscos son las mas comunes entre la poblacion adulta, sin embargo, estos datos pueden variar
en funcion de la poblacion o el area geografica®'®, Actualmente se discuten varios factores que
pueden influir en el desarrollo de alergias alimentarias, tales como: fumar o ser fumador pasivo,
contaminacion, niveles alterados de vitamina D, una mayor higiene, la dieta de la madre durante

el embrazo y/o lactancia y el momento de introduccion de alimentos en el nifio®.

La alergia alimentaria mediada por IgE tiene una importante repercusion desde el punto de vista
clinico, ya que conlleva la aparicion de reacciones graves que pueden llegar a ser mortales. La
gravedad de la sintomatologia depende del tipo y cantidad de alérgeno consumido, la
preparacion del alimento y de la sensibilidad del paciente. Las reacciones alérgicas a alimentos
ocurren entre unos minutos y una hora tras el consumo del alimento, aunque en raras ocasiones
pueden alcanzar los dias o las semanas %4, Presentan, ademas, un amplio espectro de sintomas
que pueden afectar a la piel (urticaria, dermatitis atdpica), sistema gastrointestinal (vomitos,
diarrea o cdlicos), respiratorio (estornudos, tos o asma), o multisistémica, es el caso de la

anafilaxia una reaccion alérgica que afecta a todo el cuerpo y es potencialmente mortal®®,

En la actualidad no existe cura para la alergia alimentaria, el tratamiento mas usual es la dieta
de eliminacion, es decir, la supresion de los alimentos causantes de la dieta. Este tratamiento
genera dos problemas: por una parte, las necesidades y compromisos nutricionales pueden
afectar a la calidad de vida® y, por otra, se pueden dar procesos de contaminacion cruzada
durante la preparacion, almacenamiento y servicio de los alimentos, debidos a mala separacion,

mal etiquetado o malas practicas de trabajo?, causando la ingesta involuntaria de los alérgenos
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y el desarrollo de reacciones alérgicas. Para evitarlo, los médicos recetan antihistaminicos para
reducir los sintomas tipicos de la alergial* o adrenalina para mejorar los sintomas de la
anafilaxia®. Recientemente, se han aplicado algunas estrategias capaces de inducir tolerancia a
diferentes alérgenos alimentarios mediante la exposicion diaria a dosis crecientes de los

alimentos alergénicos, mediante su administracion subcutanea, epicutanea, sublingual u oral®.

1.2 Alergenos alimentarios vegetales

Los alérgenos alimentarios vegetales se pueden clasificar en familias y superfamilias en funcién
de sus propiedades estructurales y funcionales: dentro de las familias se agrupan proteinas que
tienen una identidad de secuencia igual o superior al 30%, o inferior si su funcion y estructura
es muy similar; las familias que presentan un posible origen evolutivo comin se agrupan en
superfamilas!’. En plantas existen tres grandes tipos de proteinas segln la funcién que

desempefian (Figura 2): estructurales y metaboélicas, de almacenamiento y de defensa’.

| Proteinas de plantas |
I

[ Estructurales y metabolicas ‘ De almacenamiento De defensa

Superfamilia Superfamilia Proteinas PR Inhibidores
cupina prolamina de proteasas
| Globulinas 75 | Globulinas 115 | l Albiminas 25 H Prolaminas

Figura 2: Clasificacion de las proteinas vegetales.’

El 60% de los alergenos alimentarios vegetales pertenecen a 4 familias de proteinas®®. Las
profilinas, son proteinas citosélicas de 12-15kDa, su funcion esta relacionada con la unién a
actina monomeérica, participan en la polimerizacion y reorganizacion de microfilamentos
durante la citocinesis o el crecimiento celular. Se ha demostrado que las profilinas de alimentos
presentan reactividad cruzada con polen y que son bastantes sensibles a la desnaturalizacién
por calor y a la digestion gastrica, la alergia alimentaria causada por estas proteinas se limita a
sintomas orales, provocados por alimentos crudos en pacientes sensibilizados previamente por
via respiratoria a la profilina de pélenes!’!8, La superfamilia de las cupinas son proteinas de
reserva gque presentan una estructura tridimensional en forma de barril B (cupa en latin significa
barril) y pueden presentar uno o dos dominios cupina®. Dentro de este grupo, las globulinas
han sido las mas estudiadas, constituyen el 50% del contenido proteico total de semillas y son
potencialmente alergénicas pues, resisten al calor y forman agregados estables durante la

digestion enzimatica interactuando con el sistema inmune. Se dividen en dos grupos en funcion
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de su coeficiente de sedimentacion: las vicilinas 7S son triméricas, su peso molecular varia
entre 150-190kDa; y leguminas 11S, proteinas de estructura hexamérica de unos 360kDa’. Las
proteinas de la superfamilia prolamina presentan un dominio conservado de 8 residuos de
cisteina, se subdividen en cuatro grupos: prolaminas de cereales, proteinas transportadoras de
lipidos (nsLTP), inhibidores de a-amilasa o tripsina y albtminas 2578, Las alblminas 2S son
proteinas de reserva pequefias de 10 a 15kDa y presentan 4 puentes disulfuro, lo que les confiere
una estructura compacta y estable, ademas, son capaces de fijar lipidos lo que aumenta su
resistencia a la protedlisis’. Ademas de estos tres grandes grupos destacan las proteinas de
defensa de la planta (proteinas PR), que se activan frente a estreses bidticos y abioticos. Se
comportan como panalérgenos, lo que explica la reactividad cruzada entre distintas especies

vegetales y las asociaciones con alergia al polen y al latex (Hevea latex)’.

1.3 Alergia a cacahuete, pistacho, anacardo, avellana y almendra

Los frutos secos (frutos de cascara y cacahuetes) son alimentos ricos en nutrientes, grasas
insaturadas y compuestos bioactivos, como proteinas vegetales, fibra, minerales, tocoferoles,
fitoesteroles y compuestos fendlicos. Debido a esta composicion presentan efectos beneficiosos
para la salud cardiovascular y metabdlica, estudios epidemiolégicos han asociado su consumo
con una menor incidencia de enfermedad coronaria, calculos biliares, diabetes en mujeres,
hipertensién, cancer, inflamacion, presion sanguinea y sindrome metabdlico; produciéndose
estos efectos sin un aumento de peso indebido?®. Sin embargo, uno de los principales problemas
que presenta su consumo es el desarrollo de alergias, de hecho, los frutos secos son, después de

las frutas, los alergenos mas implicados en las reacciones alérgicas en Espafia (26%)%°.

El cacahuete (Arachis hypogaea L.) pertenece a la familia Fabaceae es una de las legumbres
mas consumidas en el mundo, aunque comdnmente se considera un fruto seco debido a su
similitud en cuanto a perfil nutricional®®. La alergia a cacahuete afecta entre el 1 y el 3% del
mundo occidental, mostrando una sintomatologia frecuentemente asociada a anafilaxia®..
Comparado con otras alergias alimentarias diagnosticadas desde la infancia como la leche y el
huevo, la alergia a cacahuete tiene una baja probabilidad de resolucion??. Hasta la fecha, la
WHO/IUIS ha reconocido 17 alérgenos de cacahuete (Ara h 1 - Ara h 17) (Tabla 1) y se han
reconocido como alergenos principales Ara h 1 (vicilina de 64kDa), Ara h 2 (conglutina de
17kDa) que son reconocidos por el 70-90% de los sujetos sensibilizados y el alergeno menor
Ara h 3 (legumina 11S de 60kDa)%%.
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Tabla 1: Alérgenos alimentarios descritos en cacahuete (A. hypogaea)

Alergeno Tipo de proteina Funcion Peso molecular
Arahl Vicilina 7S Reserva 64 kDa
Arah?2 Albumina 2S Reserva 17 kDa
Arah 3 Legumina 11S Reserva 60 kDa
Arahb Profilina Regulacion 15 kDa

Arah6y7 Albumina 2S Reserva 15 kDa
Arah8 PR-10 Defensa 17 kDa
Arah9 nsLTP Transportadora lipidos 9,8 kDa

Arah10y 11 Oleosina Estructural 16y 14 kDa
Arah12y13 Defensina Defensa 12y 11 kDa
Arah 14y 15 Oleosina Estructural 12,5y 17 kDa
Arah 16y 17 nsLTP Transportadora lipidos 8,56y 11 kDa

El pistacho (Pistacia vera L.) y el anacardo (Anacardium occidentale L.) pertenecen a la familia
Anacardinaceae, ambos frutos secos presentan reactividad cruzadal, un fendémeno
inmunoldgico por el cual un mismo anticuerpo IgE reconoce distintos antigenos que presentan
alta homologia estructural o identidad de secuencia®*. Segin Costa et al.,?> parece que la
prevalencia de la alergia a pistacho esta aumentando debido al aumento de su produccién y
consumo, siendo la Unién Europea el segundo mayor consumidor de pistacho después de
Turquia. Hasta el momento, se han identificado y caracterizado cinco proteinas alergénicas en
pistacho: Pis v 1 — Pis V5, siendo este ultimo un alérgeno menor (Tabla 2)?-2, La alergia a
anacardo supone un problema de salud significativo, varios estudios estadounidenses han
descrito que es la segunda causa mas comun de alergia a fruto seco junto con la nuez,
presentando una frecuencia del 20%2°. Ademas, las manifestaciones clinicas de la alergia a
anacardo son a menudo reacciones anafilacticas graves e incluso peores que las del cacahuete®.

Hasta ahora, se han descrito tres proteinas alergénicas en el anacardo® 3 (Tabla 3).

Tabla 2: Alérgenos alimentarios descritos en pistacho (P. vera)

Alérgeno Tipo de proteina Funcién Peso molecular
Pisv1 Albimina 2S Reserva 7 kDa
Pisv 2 Legumina 11S Reserva 32 kDa
Pisv 3 Vicilina 7S Reserva 55 kDa
Pisv 4 Superoxido dismutasa Defensa 25,7 kDa
Pisv5 Legumina 11S Reserva 36 kDa

Tabla 3: Alérgenos alimentarios descritos en anacardo (A. occidentale)

Alérgeno Tipo de proteina Funcién Peso molecular
Anaol Vicilina 7S Reserva 50 kDa
Anao2 Legumina 11S Reserva 55 kDa
Anao 3 Alblmina 2S Reserva 14 kDa

La avellana (Corylus avellana L.) es un fruto seco que pertenece a la familia botanica

Betulaceae. La alergia a avellana es la alergia mas comin en Europa y junto con la nuez también
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lo es en Espaiia?®3*. Esta implicada a menudo en reacciones de anafilaxia, aunque la mayoria
de los sujetos alérgicos desarrollan sintomas leves®. Se han identificado dos tipos de alergia a
avellana, uno asociado a alergia alimentaria al fruto y otro causado por sensibilizacion a polen
de abedul (también betulacea), aunque con frecuencia los pacientes son alérgicos a ambos¢'.
En la actualidad se han descrito y caracterizado nueve alérgenos alimentarios en avellana (Tabla
4). Algunos de los alérgenos que presentan reactividad cruzada con polen de abedul son Cor a

1y Cor a 2. También es destacable Cor a 9, detectada en el 86% de los pacientes con alergia®®

Tabla 4: Alérgenos alimentarios descritos en avellana (C. avellana)

Alérgeno Tipo de proteina Funcion Peso molecular
Coral PR-10 Defensa 17 kDa
Cora? Profilina Regulacion 14 kDa
Cora8 nsLTP Transferencia lipidos 9 kDa
Cora9 Legumina 11S Reserva 40 kDa
Corall Vicilina 7S Reserva 48 kDa

Coral2y13 Oleosina Estructural 17y 15 kDa
Coral4 Albumina 2S Reserva 10 kDa
Coral5 Oleosina Estructural 17kDa

Laalmendra (Prunus dulcis L.) es el fruto seco obtenido del almendro, perteneciente a la familia
de las rosaceas (Rosaceae)™®. La alergia a almendra es la tercera alergia a fruto seco mas comdn
en Estados Unidos (reactiva en el 15% de los pacientes), detras del anacardo y la nuez®. Se han
identificado y caracterizado varias proteinas alergénicas en almendra (Tabla 5): Pru du 1 (PR-
10), Pru du 2 (TLP: proteina tipo taumatina), prolaminas Pru du 2S y Pru du 3 (albdmina 2S y
LTP), Pru du 4 (profilina), Pru du 5 (60sRP: proteina ribosdmica 60S) y las cupinas Pru du 6 y
Pru du AP (legumina 11S vy vicilina 7S, respectivamente)*, recientemente, se han descubierto
otras dos: Pru du 8 (proteina antimicrobiana) y Pru du 10 (MDL: enzima mandelonitrilo

liasa)***2, Sin embargo, solo algunos de estos han sido probados para la reactividad con sueros

alérgicos a almendra y estan incluidos en la lista de alérgenos de la WHO-IUIS.

Tabla 5: Alérgenos alimentarios descritos en almendra (P. dulcis)

Alérgeno Tipo de proteina Funcion Peso molecular
Prudu 1 PR-10 Defensa 17 kDa
Pru du 2 TLP Taumatina 23 kDa
Pru du 2S Alblumina 2S Reserva 12 kDa
Prudu 3 nsLTP Transferencia lipidos 9 kDa
Pru du 4 Profilina Regulacion 14 kDa
Prudu5b 60sRP Estructural 10 kDa
Pru du 6 Legumina 11S Reserva 360 kDa
Pru du AP Vicilina 7S Reserva 45 kDa
Prudu 8 Antimicrobiana Defensa 31 kDa
Pru du 10 MDL Regulacion 60 kDa
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1.4 Modificacién de la capacidad alergénica de los alimentos

El procesado de alimentos es el conjunto de transformaciones fisicas, quimicas y bioldgicas
desarrolladas en la industria para obtener alimentos aptos para el consumo o que presenten
propiedades organolépticas y de textura mejoradas con respecto al material inicial*®. Muchos
autores han documentado que el procesado de alimentos puede alterar las propiedades
fisicoquimicas de las proteinas: estructura, funcion, digestibilidad y solubilidad pueden verse
alteradas, lo que podria alterar a su vez su inmunoreactividad. Todo proceso que modifique la
estructura de una proteina puede interferir en la capacidad de unién de anticuerpos**“°. El grado
de alteracion de la alergenicidad depende de muchos pardmetros: método empleado,
condiciones de procesado (tiempo, intensidad o ambiente), tipo de alimento y capacidad
alergénica de este*®. No existen reglas fijas del efecto del procesado sobre la capacidad
alergénica de los alimentos, pues, al igual que se pueden eliminar los epitopos existentes,

pueden no alterarse o incluso generarse otros nuevos (neoalérgenos) de mayor potencia®®2,

Existen distintos tipos de procesado, el procesado térmico incluye coccién, horneado, fritura o
tostado. La coccion genera cambios fisicos en las proteinas: pérdida de estructura secundaria
(55-70°C), ruptura de puentes disulfuro (70-80°C), formacion de nuevas interacciones
moleculares o de agregados (80-100°C) y, modificaciones quimicas (>100°C)*. Sin embargo,
varios estudios han demostrado que la coccién tiene poco efecto en alérgenos de lentejas,
garbanzos, judias verdes, guisantes, soja* o avellana®®, en anacardo y pistacho la coccion
durante 60min causa una disminucion de la desgranulacion de basofilos®. En cacahuetes
cocidos la reactividad media es 1,5 0 2 veces menor que en crudos o tostados, pues los alérgenos

de bajo peso molecular (Ara h 2, Arah 6y Ara h 7) se transfieren al agua de coccion®°1,

Otro tipo de procesado es el térmico y de presion como el aplicado con autoclave o la
Despresurizacion instantanea controlada (DIC). EI autoclave puede inducir cambios
conformacionales en las proteinas: agregacion o desnaturalizacién de estas, lo que reduce la
capacidad de union de IgE*®. En legumbres como lupino, lenteja, garbanzo*” o cacahuete se
reduce la unién a IgE con tratamientos a 2,8 atm, 138°C durante 15 o 30min, en el caso de
cacahuete se observo que el peso molecular de las proteinas alergénicas se reducia, aunque Ara
h 1 mantenia e incluso aumentaba su inmunoreactividad®. Este tratamiento también ha
demostrado ser util para este fin en pistacho y anacardo que, tratados a 2,56 atm, 138°C, 30min
mostraron una reduccién en la union de IgE. La avellana tratada a esas condiciones revel6 un

cambio en el patron proteico con respecto al fruto sin tratar y una reduccién de la intensidad de
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bandas*®. En el tratamiento DIC, se aplican altas presiones (hasta 8 bares) y altas temperaturas
(hasta 180°C), durante tiempos cortos de tiempo lo que evita el dafio causado por calor (de
segundos a pocos minutos), seguido de una bajada instantanea de la presion®4, Este método
ha demostrado reducir la inmunoreactividad de IgE tan eficazmente como los tratamientos mas
duros de autoclave en soja, garbanzo y lenteja tratados a 6 bares 120 segundos>=°,
observandose una reduccion notable en el caso de la soja; en el caso de cacahuete tratado a esas
mismas condiciones se observd un mayor efecto sobre las proteinas de cacahuete tostado que

crudo®, en pistacho y anacardo tratados a 7bar 120s se observan resultados similares5.

También existe el procesado no térmico: altas presiones hidrostaticas (HHP), ultrasonidos,
campo eléctrico pulsado o tratamiento enzimatico. Una de las ventajas que presentan es que
mantienen la calidad sensorial y nutricional a la vez que alteran la alergenicidad®. La tecnologia
HHP es un tratamiento no térmico capaz de inactivar patdgenos a temperatura ambiente
aplicando altas presiones (100MPa-1GPa)®®. Afecta a los enlaces no covalentes como enlaces
de hidrégeno, idnicos e hidréfobos presentes en la estructura terciaria y cuaternaria de las
proteinas, por tanto, es una herramienta potencial en la modificacion alergénica®®®’. Sin
embargo, este tratamiento por si solo es poco efectivo y para dicha finalidad se recomienda su
uso en combinacidn con hidrélisis enzimatica o tratamiento térmico™. Existen varios estudios
sobre el efecto de las HHP en frutos secos: Ara h 2 aislado de cacahuete y tratado a 180MPa
redujo su alergenicidad al cambiar su estructura secundaria®; el tratamiento de avellana a
600MPa durante 15min produjo una alteracion en la solubilidad de sus proteinas®?. La digestion
enzimatica es capaz de destruir epitopos lineales de alergenos y su eficacia depende de las
condiciones del proceso (pH, temperatura, relacion enzima-sustrato, tiempo). Se conoce que el
empleo de multiples enzimas o la combinacion con calor, mejora la protedlisis®. Actualmente
esta disponible en el mercado leche de vaca hidrolizada con endo y exoproteasas para consumo
en individuos alérgicos®®, se ha demostrado que la combinacion de hidrolisis enzimatica,
sonicacion y tratamiento térmico es eficaz para reducir o incluso abolir la alergenicidad de
anacardo y pistacho®. Lenteja sometida a hidrolisis secuencial con una exo y endoproteasa
provoca la destruccion proteolitica de epitopos alergénicos®, la hidrélisis de cacahuete tostado
con esas mismas enzimas reduce su inmunoreactividad, siendo la endoproteasa la que tiene un
efecto mas pronunciado®. Ademas, varios estudios han probado la susceptibilidad de alérgenos
alimentarios a la digestion gastrointestinal y el efecto de ésta sobre la alergenicidad mediante
la simulacion de condiciones fisiologicas digestivas'®. Un ejemplo es la reduccion de la

alergenicidad de proteinas de gamba mediante digestion gastrica in vitro®’.
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

El objetivo general del presente trabajo consiste en estudiar la capacidad alergénica en frutos

secos Y el efecto del procesado tecnoldgico sobre su potencial alergénico, con la finalidad de

analizar la modificacion de su inmunoreactividad. Como se muestra en el plan de trabajo (Fig.

3), los frutos secos estudiados fueron: cacahuete, pistacho, anacardo, avellana y almendra; y los

tratamientos tecnoldgicos utilizados: coccion 60 minutos, autoclave a distintas condiciones de

presion y tiempo, Despresurizacion Instantanea Controlada a 7 bares, 120 segundos, altas

presiones hidrostaticas (300-600MPa) y tratamiento enzimatico con proteasas comerciales.

s e © \
US| 5550 B Pbe S
Fruto crudo
Control Procesado tecnologico Harina
(ST) | I
Coccion | Autoclave DIC * HHP Hidradlisis Harina desengrasada
Cacahuete X X X X
Pistacho X X X
Anacardo X X X Extracto proteico
Avellana X X X X X
Almendra X X X
v Hidroélisis enzimatica
Harina
[
Harina desengrasada Extracto hidrolizado
| |
v

anti-2S

+BM

Electroforesis SDS-PAGE

v

N

anti-11S ¢

Inmunodeteccion IgG

anti-LTP

LC/MS/MS™

v

-BM

Inmunodeteccién IgE*

Figura 3: Plan experimental esquematizado. +BM, Condiciones reductoras con BME; -BM, Condiciones
nativas sin BME; *, muestras tratadas con DIC.

Para la consecucion de estos objetivos generales, se definen los siguientes objetivos especificos:

e Estudiar lainfluencia del tratamiento térmico y de presion (coccion, HHP, autoclave y DIC),

comparando su perfil electroforético con el de muestras control (sin tratar).
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e Seleccién de los tratamientos enzimaticos con proteasas comerciales mas efectivos para
modificar el perfil proteico en cacahuete y avellana.

e Evaluacion de la modificacion del potencial alergénico tras los tratamientos térmicos y de
presion, mediante la inmunodeteccion con anticuerpos 1gG anti-2S, anti-11S y anti-LTP.

e Andlisis de lamodificacion de la reactividad de proteinas alergénicas de pistacho y anacardo
tratadas con DIC, mediante la inmunodeteccidn con anticuerpos IgE de sueros de pacientes
sensibilizados a ambos frutos secos.

e Estudio protedmico de la influencia de DIC sobre alérgenos de pistacho y anacardo
mediante LC/MS/MS.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Material vegetal

En este trabajo se utilizaron frutos de anacardo (A. occidentale L. tipo 320 de origen India) y
cacahuete (A. hypogaea L. de origen China), ambos procedentes de Productos Manzanares S.L.
(Cuenca); Pistacho (P. vera L. var. Kerman), almendra (P. dulcis L. var. Marcona) y avellana
(C. avellana L. var. Negreta) se obtuvieron del banco de germoplasma del IRTA Mas Bover

(Institute of Agrifood Research Techonology, Tarragona).

3.2 Tratamientos térmicos y de presion

Los frutos se sometieron a distintos tratamientos térmicos, de presién 0 a una combinacion de
ambos. Los cinco frutos secos se sometieron a coccién durante 60min (C60) y autoclave
hamedo (Tactrol 2, Priorclave) a 121°C/118 kPa durante 30min (AU1) y a 138°C/256 kPa
durante 30min (AU2). Los tratamientos se realizaron en agua destilada proporcion 1:5 (p/v),
tras lo cual se congelaron y liofilizaron (LyoQuest, Telstar). Todos los frutos menos almendra
se sometieron a Despresurizacion Instantanea Controlada (DIC) realizada en la Universidad de
la Rochelle (Laboratoire Maitrise des Technologies Agro-Industrielles, La Rochelle, Francia)
a 7bar, 120sy 165°C (DICT7). Los frutos procesados y sus respectivos controles (ST, C60, AU1,
AU2 y DICT7) se trituraron usando un robot de cocina Thermomix (Vorkwek), obteniéndose
harinas. Las harinas se desengrasaron con n-hexano (95%) en proporcion 34ml/g harina,
durante 4h en agitacion, después, se dejé reposar 16h, se filtrd y se dejé secar, se tamizaron a

través de una malla de 1mm para utilizarse en los posteriores experimentos. En el tratamiento
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con HHP se emplearon harinas de avellana y almendra, previamente molidas en Thermomix y
desengrasadas con n-hexano (34ml/g harina), durante 4h en agitacion y secadas tras la
filtracion. Las condiciones experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con Omi et al.% y Kato
et al.%: las harinas desengrasadas se disolvieron en agua destilada (1:4 p/v) durante 20h y
después se sometieron a HHP (300, 400, 500 y 600 MPa durante 15min a 20°C en un equipo
de alta presion (ACB Pressure System-Alstom Hyperbar, Francia).

3.3 Extraccion de proteinas de frutos secos

Se realiz6 una extraccion proteica en las harinas de cacahuete y avellana ST para seleccionar el
tratamiento enziméatico mas efectivo para cada fruto seco. La harina ST desengrasada se
solubilizo (1:10, p/v) en buffer BSB en avellana (Borate Buffered Saline, 0,1 M HsBOs, 0,025
M Na:B.O7, 0,075M NaCl y 1%PVP, pH 8,4) y en buffer TRIS-HCI en cacahuete
(Tris(hidroximetil)aminometano Hidrocloruro, 0,05M Tris-HCI, 0,5N NaCl, pH 8). Después,
se agitaron durante 1h a 4°C y se centrifugaron (Varifuge 20RS, Heraeus) a 274199 a 4°C
durante 30min (avellana) o 20min (cacahuete), en el caso de cacahuete este paso se repitié una
segunda vez. El pellet se descart6 y el sobrenadante se dializé en membranas con un tamafio de
exclusion de 3.500Da (Membra-Cel Dialysis Membranes, Serva), durante 24 h a 4°C y

agitacion, frente a agua destilada, posteriormente, se congel6 y liofilizé (LyoQuest, Telstar).

3.4 Tratamiento enzimatico

Siete proteasas de tipo alimenticio denominadas E1-E7 (Amano Enzyme Europe Ltd., Agno,
Suiza) se analizaron para la optimizacion de la hidrélisis enzimatica de muestras de avellana y
cacahuete: E1 - Thermoase PC10F (endoproteasa), E2 - ProteAX (exoproteasa), E3 - Protin
SD-NY10 (patentada), E4 - Peptidase R (exopeptidasa), E5 - Protin SD-AY10 (similar a
alcalasa), E6 - Proteasa M “Amano” 6SD (patentada) y E7 — Proteasa P “Amano” 3SD
(patentada). Los extractos de avellana y cacahuete sin tratar (ST) se solubilizaron al 0,8% (p/v)
en tampon BSB o TRIS-HCI (1:10, p/v) y se incubaron en termobloque (Block Heater BBA,
Grant Boekel) a 55°C durante 19h, tomando muestra en distintos puntos de tiempo (0, 1, 2, 3y
19h), para parar la reaccién enzimatica se metieron en hielo. Se analizé el perfil electroforético
de las muestras tratadas con cada una de las enzimas (E1-E7) y a los 5 tiempos (0-19h) para
seleccionar las enzimas maés efectivas en la degradacion proteica (mayor reduccion de nimero

e intensidad de bandas proteicas) para aplicarlo sobre pasta de harina de cada fruto seco.
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Para la realizacion del tratamiento enzimatico se prepara una pasta de avellana y cacahuete,
mezclando las harinas desengrasadas a analizar (ST, C60, AU2 y DIC7) con agua destilada
(0,5g/ml). A cada una de las pastas se les afiade 110uL de las enzimas proteasas seleccionadas
en el apartado anterior diluidas 1:2 en agua destilada. Las pastas se incuban con dichas enzimas
a 55°C en bafio 1h y se analizan mediante SDS-PAGE y Western-Blot.

3.5 Anélisis electroforético

Las harinas de los frutos secos con sus respectivos tratamientos se analizaron mediante
electroforesis. El sistema electroforético utilizado fue geles de poliacrilamida prefabricados de
gradiente lineal 4-20% (Miniprotean, BioRad) y tampon de electroforesis Tris-Glicina-SDS
(BioRad). Las harinas desengrasadas sin tratar y tratadas se solubilizaron al 0,8% (p/v) en
tampon de carga Laemmli (BioRad) con o sin BM (B-mercaptoetanol) en funcion de si se
emplean condiciones reductoras (+BM) o nativas (-BM). Después, las muestras se calentaron
en termobloque (Block Heater BBA, Grant Boekel) a 95°C, durante 5min y se centrifugaron a
158719 durante 5min (Centrifuge 5424 R, Eppendorf). Los extractos de avellana y cacahuete
tratados con las enzimas E1-E7 también se solubilizaron al 0,8% (p/v) en tampdn de carga con
BM vy las condiciones fueron 65°C, durante 15min, y centrifuga a 15871g durante 15s. Tras
esto, se cargaron en los pocillos del gel (20ug proteina/carril) junto con el marcador de peso
molecular Precision Plus Protein Standard Dual Color (BioRad) (P+). Las condiciones de
electroforesis fueron voltaje constante 200V, durante aproximadamente 45min. Finalmente, los
geles se tifiieron 30min en agitacion con azul Coomassie al 0,26%, y se destifieron tras varios
lavados con solucion de destefiido (20% metanol, 7,5% acido acético). El escaneado se realizo
con un densitémetro (GS-800, BioRad) y el analisis de imagen con el programa Quantity One
(BioRad), que permite asignar el peso molecular de las bandas proteicas separadas en el gel.

3.6 Caracterizacion de sueros

Las muestras de suero empleadas fueron de pacientes alérgicos a pistacho y anacardo
seleccionadas del Servicio de Alergia del Hospital La Paz de Madrid. Se realizé una
determinacion del titulo de anticuerpos IgE especificos frente a ambos frutos secos por el
método CAP-FEIA'. El criterio de seleccion fue un nivel de IgE especifica superior o igual a
0,35 kUI/I. Se eligieron sueros individuales de 11 pacientes, cuyos valores de IgE oscilaban entre
15,4 - >100kU/I en pistacho y 10,1 - >100kU/I para anacardo (Tabla 6).

20



Tabla 6: Datos inmunoldgicos y clinicos de los 11 sueros de pacientes sensibilizados a pistacho y anacardo
seleccionados

Paciente | Edad/ Pistacho Anacardo Sintomas
Sexo (kU/ (Ku/l)
1 9/H >100 >100 Anafilaxia
2 19/M >100 >100 SSIP
3 6/M 71 70,1 SSIP
4 10/H 76,2 75,4 Edema en lengua
5 4/H 74,4 74,5 SSIP
6 5/H 33,2 39,9 Urticaria, edema palpebral, tos y afonia
7 11/M 16,4 10,1 SSIP
8 7IM 15,4 10,6 SSIP*
9 5/M 29,3 23,4 Purito orofaringeo y lingual
10 7IM 19,9 13,1 Anafilaxia
11 6/M 18,0 11,3 Urticaria, edema palpebral y de parpado

SSIP, Sensibilizacion sin ingesta previa; *, sin acceso a informe

3.7 Inmunodeteccidén

3.7.1 Inmunodeteccion con IgG: Tras la electroforesis en gel SDS-PAGE (4-20%) se realizd
una transferencia a membrana siguiendo el método descrito por Cuadrado et al.®* con
modificaciones. Los geles se transfirieron a una membrana de PVDF (Polyvinylidene
Difluoride, Inmobilon P) mediante un sistema semiseco (iBlot 2Dry Blotting System,
Invitrogen), durante 7min a 20V. El bloqueo de las membranas se realiz6 con leche en polvo
desnatada (3%) en tampon PBST (Phosphate Buffered Saline 10mM, pH 1,4, 0,05% Tween
20), durante 30min a temperatura ambiente. Posteriormente, la membrana se incub6é durante
una hora en agitacion y temperatura ambiente con el anticuerpo 1gG primario diluido en
solucion de blogueo 1/10 en PBS anti-11S (1:10000), anti-2S (1:25000) y anti-LTP (1:500).
Tras la incubacion la membrana se lavo tres veces con PBST en agitacion, después se incubd
durante 1h en agitacion con el anticuerpo secundario (Anti-Rabbit 1IgG Alkaline Phosphatase,
Sigma) diluido 1:5000 en solucion de bloqueo a ¥ en PBS, después, la membrana se volvié a
lavar tres veces con PBST en agitacion. La membrana se revel6 incubando en oscuridad con el
sustrato BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/nitro blue tetrazolium, Sigma). La
reaccion se detuvo con agua destilada y la membrana se escaned en un equipo ChemiDoc

(BioRad) y las imagenes se analizaron con el programa ImageLab (BioRad).

3.7.2 Inmunodeteccion con IgE de sueros humanos: Tras la electroforesis, los geles de pistacho
y anacardo tratados con DIC se transfirieron a membrana de PVDF (Immobilon) a 20V, 7min,
utilizando para ello el mismo sistema de transferencia semiseco. Finalizada la transferencia, la

membrana se bloqued con solucion de bloqueo 2% de leche en polvo desengrasada en PBST
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durante 30 minutos en agitacion. Para eliminar el exceso de solucion de bloqueo, las membranas
se lavaron tres veces durante 5min en PBST. A continuacion, las membranas se incubaron con
los 11 sueros individuales (dilucion 1:10 o 1:20 en PBST), durante 16h, a 4°C y en agitacion.
Después, se lavaron tres veces con PBST y se incubaron con el anticuerpo secundario (Mouse
Anti-Human IgE Fc-HRP, SouthernBiotech) diluido 1:10000 en solucién de blogueo al 2% y
solucion DynaLightTM 1:62500 (Precision protein Strep Tractin-HRP Conjugate, Invitrogen).
Las membranas se lavaron tres veces con PBST y se dio un altimo lavado con PBS. En este
caso se utilizé quimioluminiscencia para el revelado de la membrana. Como sustrato se utilizo
el sustrato PierceTM ECL 2 (Themo SCIENTIFIC) en las condiciones indicadas por el
fabricante. La membrana se escane6 también en ChemiDoc (BioRad) y las imagenes se

analizaron con el software ImagelLab (BioRad) a distintos tiempos de exposicion.

3.8 Identificacion de proteinas mediante Espectrometria de Masas

Las proteinas inmunorreactivas de pistacho y anacardo, sin procesar y tratadas con el
tratamiento mas drastico de DIC (7 bar, 120 s), se analizaron mediante Espectrometria de
Masas. Para ello, las bandas de interés se cortaron manualmente del gel SDS-PAGE, se
redujeron con DTT 10mM (Dithiothreitol) en bicarbonato de amonio 25mM (pH 8,5) durante
30min a 56°C, posteriormente se alquilaron con lodoacetamida 25mM en bicarbonato de
amonio 25mM en oscuridad durante 15min, finalmente las muestras de digirieron con TRYP
SEQ-RO (tripsina Sequencing Grade de pancreas bovino, Roche) diluida al 1,25% en
bicarbonato de amonio 25mM durante 16h a 37°C. Tras la digestidn, se recogio el sobrenadante
y se coloco 1l en la placa del MALDI-TOF y se dejo secar al aire, después, se cocristalizd con
0,7ul de 4cido a-Ciano-4-hidroxicinamico (Sigma) diluido 3:1 (p/v) en acetonitrilo al 50% y se
volvié a dejar secar al aire. Los analisis de MALDI-TOF se realizaron en un espectrometro de
masas MALDI-TOF / TOF 4800 Plus Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, MDS
SCIEX) en la Unidad de Proteémica de la Universidad Complutense de Madrid, el modo de
operacion fue: calibracion interna utilizando la relacion masa/carga (m/z) de los péptidos
resultantes de la digestion de tripsina, reflector modo positivo y voltaje 20000V. De esta forma
se obtienen las huellas dactilares de masa peptidica (PMF: Peptide Mass Fingerprinting),
aquellas con una relacion sefial/ruido superior a 10 se seleccionaron y sus pesos moleculares se
compararon con las masas de digestion de tripsina anotadas en bases de datos de proteinas. Las
proteinas identificadas por PMF se sometieron a un analisis de secuenciacion MS/MS, para ello

se realiz6 una fragmentacion mediante CID (Collision-induced dissociation) usando gas
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atmosférico, reflector de iones de 1Kv y ventana de seleccion de +/- 4Da. ElI modelo de placa
y la calibracion predeterminada se optimizaron para el procesamiento de espectros MS-MS.
Para la identificacion de proteinas, se usO la base de datos Allergome 20,200,317 (4402
secuencias; 1,236,229 residuos) sin restriccion de taxonomia usando MASCOT 2.3
(www.matrixscience.com) a través del software Global Protein Server (GPS) v.3.6 (AB Sciex).
Los parametros de busqueda de MASCOT fueron: (1) Carbamidometil cisteina (C) como
modificacion fija y Oxidacion metionina (M) como modificacion variable; (2) tolerancia de
masa peptidica: 50 ppm (PMF) - 100 ppm (MSMS o basqueda combinada); (3) sitios de
escision de tripsina permitidos: 1; (4) Tolerancia de fragmentos MS/MS, 0.3 Da.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo es evaluar la capacidad alergénica de distintos frutos secos
(pistacho, anacardo, cacahuete, avellana y almendra), tanto control (sin tratamiento) como
sometidos a distintos tipos de procesado tecnoldgico: tratamiento térmico (coccidn),
tratamiento a presion (HHP), combinacion de ambos (autoclave y DIC) e hidrolisis enzimaética.
La finalidad es analizar el efecto de este procesado en su perfil proteico y en su potencial
alergénico, puesto que, el procesado de los alimentos es capaz de modificar la capacidad
alergénica al alterar las propiedades fisicoquimicas de las proteinas* 2.

4.1 Anélisis electroforético, inmunodeteccion en muestras de cacahuete y seleccion enzimatica

Con la finalidad de determinar el efecto del procesado sobre el potencial alergénico de
cacahuete, se obtuvo el perfil electroforético y se desarrolld un estudio de inmunoreactividad
para muestras de este fruto seco tratadas con distintos métodos de procesado, uno basado
unicamente en la aplicacién de calor hiumedo (coccién 60min: C60) y varios combinando calor
con distintas presiones: autoclave 121°C, 30min (AU1) y 138°C, 30min (AU2) y DIC 7bar 120s
(DICT7) un tratamiento térmico y de presion que presenta diversas ventajas con respecto al
autoclave como son: alcance de mayores presiones con menores tiempos de tratamiento, lo que
provocaria menor dafio por calor’2. Para el estudio de inmunoreactividad se emplearon
anticuerpos 1gG anti-2S, anti-11S y anti-LTP, debido a que la mayoria de los alérgenos
alimentarios vegetales pertenecen a pocas familias, entre las que destacan las proteinas de

almacenamiento de semillas leguminas 11S (superfamilia cupina), albumina 2S y proteinas de
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transferencia de lipidos inespecificas nsLTP (superfamilia prolamina)*’. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 4.
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Figura 4: SDS-PAGE (4-20%) de cacahuete (20ug proteina/carril) (A) y sus respectivos Western Blot con IgG
anti-2S (B), anti-11S (C) y anti-LTP (D). Las flechas sefialan los posibles alérgenos detectados.

En la Figura 4.A se muestra el analisis electroforético de harinas de cacahuete control (ST) y
sus respectivos tratamientos. El patron de bandas abarca un alto namero de pesos moleculares,
las bandas mas intensas se localizan entorno a los 22, 37 y 65kDa. Respecto a las bandas menos
intensas, la mayoria se localiza entre los 10 y los 20kDa, pudiendo corresponderse alguna de
ellas con las proteinas alergénicas de cacahuete de menor peso molecular como son las nsLTP
Arah 9,16y 17 (17, 8,5y 11kDa), oleosinas Ara h 10, 11, 14y 15 (16, 14, 12,5y 17 kDa),
profilina Ara h 5y albuminas 2S Arah 6 y 7, todas ellas de 15kDa.

Estudios previos han demostrado que el consumo de cacahuete hervido (consumido usualmente
en China) genera una menor prevalencia que el consumo de cacahuete frito (tipicamente
consumido en Estados Unidos)”, lo que podria asociarse con una disminucion de su capacidad
alergénica durante la coccion. Varios investigadores, han demostrado mediante el uso de sueros
de pacientes alérgicos que, el cacahuete cocido genera una menor inmunoreactividad, aunque
los pacientes si reconocian proteinas presentes en el agua de coccion, debido a que alérgenos
de este fruto seco se filtran al agua durante este procesado®. A diferencia de estos resultados y
como se observa en la electroforesis de la Figura 4.A, la coccién durante 60min (C60) no afecta
a las proteinas de cacahuete, pues se observa un patron de bandas casi idéntico al del control.
El tratamiento con autoclave y DIC si genera diferencias con respecto al control, sobre todo en
el tratamiento mas drastico de autoclave a 138°C, 30min (AU2), en el que se observa una
dréastica fragmentacion proteica, lo que implica una fuerte reduccion en el numero e intensidad

de bandas. Estos datos, se corresponden con lo descrito por otros autores, Cabanillas et al.>2
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estudiaron el efecto de distintas condiciones de autoclave en semillas de cacahuete crudo,
tostado y frito, observando que el tratamiento 121°C, 30min reducia levemente la intensidad de
bandas y que el tratamiento mas drastico (138°C, 30min) generaba una reduccion mucho mas
marcada. La reduccion generada por DIC7 no es tan destacable como la obtenida tras AU2, sino
que se asemejan méas a los de AU1, aunque son destacables las ventajas que presenta este

tratamiento, enunciadas anteriormente de acuerdo con resultados previos®.

La inmunodeteccion con anticuerpos IgG se muestra en las Figuras 4.B, 4.C y 4D (anti-2S, anti-
11Sy anti-LTP, respectivamente). En el caso de cacahuete se han registrado hasta la actualidad
tres albuminas 2S: Arah 2 (17kDa) y Arah 6 y 7 (15kDa cada una) detectadas en el WB anti-
2S. Destacan, ademas, las bandas localizadas en torno a los 37 y 70kDa, aunque no se
corresponden con ninguna proteina descrita en cacahuete. Las bandas correspondientes con las
albdminas 2S siguen estando presentes en el tratamiento de C60; el tratamiento mas débil de
autoclave (AU1) es capaz de eliminarlas; en AU2 la banda de 37kDa no llega a desaparecer,
pero si se reduce significativamente, aparece, ademas, una banda de bajo peso molecular (10-
15kDa) que se podria corresponder con un producto de degradacién; tras el tratamiento DIC7
se obtienen resultados similares a los obtenidos en AUL. Los resultados de la incubacion con el
anticuerpo IgG anti-11S, muestran la presencia de varias proteinas de alto peso molecular (75-
100kDa), en el caso de cacahuete s6lo se ha descrito la legumina 11S Ara h 3, marcada con una
flecha azul. Estas bandas son inmunoreactivas en todos los tratamientos, incluido AU2, aunque
en este destaca la eliminacion total de reactividad de bandas de menor peso (15-25kDa). Las
LTP son proteinas de 9 a 10kDa pertenecientes a una familia multigénica, sin embargo, se ha
demostrado que Ara h 9 presenta 2 isoformas de 21 y 10,5kDa (Ara h 9.0101 y Ara h 9.0201)
siendo ambas inmunoreactivas’. En la inmunodeteccion con anti-LTP se detectan bandas
proteicas a lo largo de toda la membrana. En cacahuete sélo se han descrito tres proteinas LTP
hasta la fecha (Arah 9, 16 y 17, estas dos Gltimas de 8,5y 11kDa), pudiendo ser alguna de ellas
compatibles con la banda de 10kDa observada en el WB y la banda de entorno a 20kDa con la
isoforma de mayor peso molecular de Ara h 9 (ambas sefialadas). En este caso el procesado
genera un efecto apreciable incluso en el tratamiento mas débil, en el que se eliminan algunas
de las bandas y se reduce la intensidad de otras a excepcion de una localizada en torno a los
65kDa, gque solo se elimina en el tratamiento mas drastico AU2 y se reduce significativamente
tras el tratamiento DIC7. Respecto al tratamiento con autoclave, a medida que se aumenta la

presion y temperatura el nimero de bandas se va reduciendo hasta casi abolirse en AU2.
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Con la finalidad de conocer el efecto de la combinacion del tratamiento térmico y/o de presion
(coccion, autoclave y DIC) con hidrolisis enzimética en cacahuete, el primer paso es la
seleccidn de enzimas proteoliticas mas efectivas en el tratamiento de dicho fruto seco. Para ello,
se analizo la capacidad de digestion proteica mediante la reduccién de nimero o intensidad de
bandas en un gel de electroforesis SDS-PAGE tras el tratamiento de extractos de cacahuete
control (ST) con 7 enzimas (E1-E7), durante distintos tiempos de tratamiento, desde Oh en el
primer carril hasta 19h en el ultimo. El resultado de dicho tratamiento se muestra en la Figura
4. En estudios previos de Cuadrado et al.® se analizd el efecto de esas mismas proteasas en la
digestion de harinas de pistacho y anacardo, todas fueron recomendadas por Amano por su
potencial para digerir proteinas alergénicas, sin embargo, ninguna de las tres primeras (E1-E3)
fue suficientemente eficaz en la reduccion de inmunoreactividad: en el caso de anacardo se
selecciond E7 durante 2h de sonicacion, aunque algunos de sus principales alérgenos seguian
detectandose, siendo necesaria la combinacion con tratamiento térmico. En el caso de pistacho,

la alergenicidad fue casi abolida tras la digestion durante 1h de sonicacién con la enzima E5.

Los resultados observados en cacahuete permiten deducir que el patron proteico, es decir, la
distribucion de las bandas a lo largo del gel varia en funcion de la enzima utilizada: E1 y E7
(Fig. 5.A y 5.G) generan un patrén similar, ambas son capaces de eliminar las proteinas de
mayor peso molecular, siendo més eficaz E7. El tratamiento con la enzima E3 (Fig. 5.C) genera
un patrén similar al de E1 y E7, aunque es capaz de eliminar un mayor numero de bandas de
entorno a los 15 y 25kDa, ademas de reducir eficazmente su intensidad. El tratamiento mas
eficaz es el de E5 (enzima de tipo alcalasa) en el que incluso en el menor tiempo de tratamiento
(1h) se eliminan casi al completo todas las proteinas a excepcion de una de bajo peso molecular,
en la que se reduce la intensidad con respecto al control (Oh) (Fig. 5.E). Estudios previos de
Cabanillas et al.%®, también destacaron que el tratamiento con Alcalasa no mostraba proteinas
detectables en SDS-PAGE. Shi et al.,” también observaron que la digestion enzimatica con
Alcalasa procedente de Bacillus licheniformis, reducia la capacidad alergénica en extractos de
cacahuete. Respecto al efecto del tiempo, es destacable que no es un parametro que influya
drasticamente en la reduccién de nimero e intensidad de bandas, pues entre los tiempos 1h, 2h
y 3h (carriles 2-4) no existe a penas diferencia, en el que si se observa mas efecto es en el tiempo
mas largo 19h (carril 5 del gel). Por tanto, en cacahuete se seleccionaran las enzimas E3 (Protin
SD-NY10) y E5 (Protin SD- AY10) durante un tiempo de tratamiento de 1h para posteriores

analisis.
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Figura 5: SDS-PAGE (4-20%) de cacahuete (20ug proteina/carril) de muestras control (Oh) y tratadas con
enzimas E1-E7 (A-G) a distintos tiempos (1-19h).

4.2 Andlisis electroforético e inmunodeteccion en muestras de pistacho

Al igual que en cacahuete, en pistacho se obtuvo el perfil electroforético y se llevé a cabo la
inmunodeteccion con los mismos anticuerpos IgG anti-2S, anti-11S y anti-LTP de los
tratamientos C60, AULl, AU2 y DIC7. Estos cuatro tratamientos se analizaron con los

anticuerpos IgG a excepcion de anti-LTP en el que solo se analiz6 coccién y autoclave.

En la Fig. 6.A se muestra la electroforesis de harinas de pistacho control y tratadas, las bandas
mas intensas se localizan en torno a los 10-15kDa y los 20-37kDa. La banda de menor peso
molecular podria corresponderse con Pis v 1 (9kDa), y las dos por encima de esta y por debajo
de 37kDa serian compatibles con las leguminas 11S Pis v 2 y Pis v 5 de 32 y 36kDa
respectivamente. Respecto al efecto del tratamiento mas débil (C60), al igual que ocurria en
cacahuete no se observa apenas variacion con respecto al control. En el caso del autoclave el
numero e intensidad de bandas disminuye a medida que las condiciones de tratamiento se hacen
mas drasticas (mayor presion y temperatura), observandose mayor diferencia en AU2 (138°C,
30 min) en la que se eliminan las bandas proteicas casi al completo. Estudios recientes de
Sanchiz et al.*® en los que se analiza el efecto de coccion y tratamientos de calor y presion,

concluyen que el procesado con autoclave a 138°C, 30min es el més eficiente para disminuir
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las propiedades alergenicas, al reducirse la union de IgE y la degranulacion de basofilos,
alcanzando valores similares al del control negativo. El tratamiento DIC para la reduccion de
capacidad alergénica en frutos secos no ha sido muy estudiado, trabajos de Guillamén et al,”® y
Cuadrado et al.> en los que se estudi6 el efecto de DIC a 3bar y 6bar durante 1 y 3min en
harinas de distintas especies vegetales (altramuz, garbanzo, lenteja, soja y cacahuete),
mostraron que la cantidad de alérgeno se reducia aunque, a penas se observaron cambios entre
tratamientos, lo que lleva a deducir que condiciones de DIC7 podrian ser favorables en la
disminucion de alergenicidad. En dicho tratamiento, cabe destacar que se generan cambios
significativos con respecto al control, siendo estos mas marcados que el tratamiento AU1
(reduce mas la intensidad de banda), pero sin llegar al efecto que genera AU2.
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Figura 6: SDS-PAGE (4-20%) de pistacho (20pg proteina/carril) (A) y sus respectivos Western Blot con 1gG anti-
2S (B), anti-11S (C) y anti-LTP (D). Las flechas sefialan la posicion de posibles alérgenos.

En la Fig. 6.B se muestra la inmunodeteccion con el anticuerpo 1gG anti-2S en harinas de
pistacho control y tratadas. Se aprecia la unién del anticuerpo a bandas de bajo peso molecular.
Aparece sefialada la banda localizada en la zona de 10kDa que podria corresponderse con Pis
v 1 (7kDa), esta banda sigue estando presente en el tratamiento C60 y en el mas débil de
autoclave (AU1), mientras que en AU2 y DIC7 se reduce su intensidad llegando a desaparecer.
La inmunodeteccion de leguminas 11S se muestra en la Fig. 6.C, esta familia de proteinas esta
formada por dos subunidades, una acida (a) de 30-40kDa y otra basica (B) de unos 20%%'7. En
esta figura se aprecia la union del anticuerpo a proteinas de distintos pesos moleculares,
destacan tres bandas de 50, 30 y 20kDa, compatibles con las proteinas legumina 11S Pisv 2y
Pis v 5 intacta y sus respectivas subunidades acida y basica, respectivamente. El tratamiento
mas eficaz en este caso es el de DIC7 pues es en el que se eliminan mayor nimero de bandas y
en mayor intensidad, respecto a los otros tres tratamientos, el efecto es mas pronunciado a

medida que las condiciones se endurecen de tal forma que C60 a penas genera cambios con
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respecto al control, AU1 es capaz de eliminar algunas bandas y AU2 reduce la intensidad de
las mismas hasta casi su eliminacion total a excepcion de algunas de bajo peso molecular. El
WAB con anti-LTP aparece en la Fig. 6.D, en el caso de pistacho hasta la fecha no se han descrito
proteinas de este tipo como alergénicas, sin embargo se detectan varias bandas de 60, 30 20 y
10kDa, estas bandas siguen estando presentes en el tratamiento de coccion 60min; en los dos
tratamientos con autoclave se eliminan las proteinas de mayor peso molecular y se sigue
detectando la de entorno a 10kDa, cuya intensidad de banda a penas se ve reducida, en este caso
no se estudio el efecto de DIC, aungue viendo los resultados favorables que genera tanto en las

albuminas 2S como en las leguminas 118, seria interesante estudiar su efecto en las LTP.

4.3 Anlisis electroforético e inmunodeteccion en muestras de anacardo

En la Figura 7 se muestran los resultados de la electroforesis en SDS-PAGE y sus
correspondientes inmunodetecciones con IgG anti-2S, anti-11S y anti-LTP (Figuras 7.B, 7.C y
7.D, respectivamente). En el caso de anacardo los tratamientos analizados fueron los mismos
que para pistacho (C60, AU1, AU2 y DIC7) y al igual que en pistacho no se analiz el efecto
del tratamiento DIC para la inmunodeteccion con anticuerpos anti LTP.

La electroforesis de harinas de anacardo (Fig 7.A) genera una distribucion proteica similar a la
observada en pistacho: en la zona de 50kDa se observa una banda que podria corresponderse
con lavicilina 7S Ana o 1. Las bandas localizadas alrededor de los 33 y 22kDa son compatibles
con las posiciones de las subunidades (acida y basica) de Ana o 2 (legumina 11S). Finalmente,
la banda observada entorno a 10kDa podria coincidir con la posicion del alérgeno Ana o 3
(14kDa). En estudios previos, Venkatachalam et al.”® observaron que los alergenos de anacardo
presentaban una alta estabilidad frente a diversos tratamientos, como coccion, coccion a
presion, microondas, tostado, y tratamientos no térmicos como la radiacion y o la variacion de
pH. En nuestros resultados, de forma similar a lo que ocurre en el caso de pistacho, se puede
observar que el tratamiento mediante coccién 60min (C60) no afecta al patron proteico, siendo
este idéntico al del control. En autoclave también disminuye el nimero e intensidad de bandas
a medida que las condiciones de presion y temperatura se endurecen, obteniéndose en el
tratamiento AU2 una eliminacion casi total de bandas proteicas a excepcion de una de bajo peso
molecular de entorno a 10kDa y compatible con la albimina 2S Ana o 3, resultados similares
son observados por Sanchiz et al.>°, en los que se concluye que el procesado con autoclave a

138°C, 30min es el mas eficiente para disminuir las propiedades alergénicas en este fruto seco.

29



El tratamiento DIC7 también se ven cambios destacables con respecto al control, incluso mas
acusados que los generados con AU1, pero sin alcanzar la reduccion obtenida con AU2.
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Figura 7: SDS-PAGE (4-20%) de pistacho (20ug proteina/carril) (A) y sus respectivos Western Blot con IgG
anti-2S (B), anti-11S (C) y anti-LTP (D). Las flechas sefialan los posibles alérgenos detectados.

El estudio de inmunodeteccién con anticuerpos IgG en harinas de anacardo se muestra en las
Figuras 7.B, 7.C y 7.D. En el caso de la inmunodeteccién anti-2S (Fig. 7.B) es detectada una
Unica banda en torno a los 10kDa tanto en el control como en los tratamientos a excepcion de
AU2, en el que dicha banda compatible con Ana o 3 (14kDa) se elimina completamente, en el
caso del tratamiento con AUL1 la intensidad se ve ligeramente disminuida con respecto al control
y al tratamiento C60, en el caso de DIC7 la banda es detectada, pero con una muy baja
intensidad. En la inmunodeteccion con el anticuerpo anti-11S (Fig. 7.C) destaca la presencia de
una proteina de peso molecular 30kDa, que podria corresponderse con la subunidad acida de la
legumina Ana o 2, esta banda se mantiene en el tratamiento mas débil (C60) y en DIC7, aunque
en este Ultimo caso con una intensidad reducida con respecto a control, en el caso de los
autoclaves, ambos la eliminan completamente. Finalmente, en la Fig. 7.D se muestra el WB
anti-LTP, en el caso de anacardo no se ha descrito ninguna proteina LTP como alergénica. En
dicha figura no se detecta ninguna banda proteica, aunque existen algunas bandas muy tenues
en torno a los 30 y 60kDa, que posiblemente sean debidas a interacciones no especificas.

4.4 Analisis electroforético, inmunodeteccion en muestras de avellana y seleccion enzimatica

En avellana se obtuvo el perfil electroforético y los Western Blot para determinar el efecto del
procesado en el perfil proteico de este fruto seco (Figura 8). En este caso se analizé el procesado
mediante calor por coccién (C60), altas presiones hidrostaticas (300-600MPa) y dos

tratamientos que combinan presion y temperatura: autoclave (AUl y AU2) y DIC 7bar, 120s
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(DIC7). Como en el caso anterior, en el analisis de inmunoreactividad se utilizaron los
anticuerpos IgG anti-2S, anti-11S y anti-LTP.
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Figura 8: SDS-PAGE (4-20%) de avellana (20ug proteina/carril) control (ST) y tratada: coccién (C60),
autoclave (AUl y AU2) y DIC (DIC7) (A) y HHP (300-600MPa) (B), junto con sus respectivos Western Blot
con IgG anti-2S (A.1y B.1), anti-11S (A.2 y B.2) y anti-LTP (A.3 y B.3). Las flechas sefialan la posicion de
posibles alérgenos.

En las Figuras 8.A 'y 8.B aparecen los geles SDS-PAGE de harinas de avellana control y tratadas
con tratamiento térmico combinado o no con presion (Fig. 8.A) y unicamente con presion (Fig.
8.B). El perfil electroforético muestra un patrén de bandas que abarca desde pesos moleculares
inferiores a 10kDa y hasta los 50-55kDa. Destaca la sefial causada por bandas de bajo peso que
incluirian las proteinas Cora 1, 2, 8 y 12-15, que presentan pesos moleculares desde los 9 hasta
los 17kDa. También son destacables las bandas localizadas en torno a los 37 y 50kDa, siendo
compatibles con las cupinas Cora 9y Cor a 11 (40 y 48kDa).

El tratamiento térmico con coccion (C60) genera una ligera reduccion en la intensidad de banda
con respecto al control (ST), esta reduccién de intensidad es mas notoria en el caso del
tratamiento mas suave de autoclave (AU1), que ademas es capaz de eliminar alguna de las
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bandas proteicas, resultados similares a los del AU1 son los del tratamiento DIC7, en los que
se reduce incluso mas la intensidad de banda con la ventaja de que el tiempo de tratamiento es
mucho menor (30min en autoclave y 120s en DIC). El tratamiento méas efectivo seria el de
autoclave 138°C, 30min (AU2), en el que se eliminan la totalidad de las bandas a excepcion de
las de menor peso molecular (sefial en 10-15kDa). Resultados similares fueron obtenidos por
Lopez et al., 2012%°, en los que se analizaron cuatro tratamientos con autoclave (121°C y 138°C
durante 15 y 30min), obteniendo como resultado que en los tratamientos de autoclave a 138°C
desaparecian las bandas inmunorreactivas en todos los sueros de pacientes alérgicos a avellana
analizados. En ese mismo estudio también se analiz6 el efecto de las HHP con sueros de
pacientes alérgicos, sin observarse reduccion de la alergenicidad in vitro tras dicho
tratamiento®. Estudios posteriores de Prieto et al.®? analizaron el extracto de proteina y
sobrenadante tras el tratamiento a altas presiones en avellana, confirmando que no era efectivo
en la alteracion de la inmunorreactividad, aunque si observaron cambios en la solubilidad de la
proteina tras el tratamiento, reduciéndose significativamente la intensidad de bandas proteicas
a medida que las condiciones se endurecian. En nuestro estudio, los resultados son similares y
Ilevan a la deduccién de que HHP no reduce la carga proteica en avellana, dado que el patrén

obtenido es idéntico al del control incluso en el tratamiento més dréstico (600MPa).

En las Figuras 8.A.1y 8.B.1 aparece la inmunodeteccion con anticuerpo anti-2S, hasta la fecha
s6lo se ha descrito una proteina alergénica de tipo albimina 2S en avellana, Cor a 14 de 10kDa
aparece sefialada con una flecha y es reconocida en avellana sin tratar (ST), coccion 60min
(C60) y en todos los tratamientos de HHP (300-600MPa), por lo que se pude deducir que estos
no son capaces de eliminar esta proteina, los tres tratamientos que combinan calor y presién
(AU1, AU2 y DICT7) si son eficientes en la eliminacion de esta albimina 2S. Es destacable la
inmunodeteccion de una proteina de unos 37kDa tanto en los controles como en los tratamientos
descritos anteriormente por no generar efecto en este tipo de proteinas. En el caso de las Figuras
8.A.2 y 8.B.2 se muestra el WB con anti-11S, en el que se detectan varias bandas proteicas,
siendo la més marcada la localizada por debajo de 37kDa (sefialada) que podria ser compatible
con la legumina 11S Cor a 9 de 40 kDa. En el caso de las leguminas 11S solo el tratamiento
AU2 es capaz de eliminarlas, en el caso de AU1 y DIC7 también se eliminan algunas y se
reduce la intensidad de las que resisten el tratamiento, respecto a los tratamientos de coccién y
altas presiones, no generan ningun efecto, al igual que ocurria con las albiminas 2S. Finalmente
la inmunodeteccion con 1gG anti-LTP se muestra en las Figuras 8.A.3 y 8.B.3, la proteina Cor

a 8 (nsLTP de avellana) es reconocida y aparece marcada con una flecha en torno a los 9kDa,
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esta proteina sigue siendo detectable en C60 y en todos los tratamientos HHP, sin embargo, los
dos tratamientos de autoclave y el tratamiento DIC7 son capaces de eliminarla, este Gltimo
presenta ademas la ventaja de ser un tratamiento durante cortos periodos de tiempo, lo que evita

los dafios causados por calor.

Al igual que en cacahuete, en avellana también se realiz un estudio para determinar qué
enzimas proteoliticas (E1-E7) eran més efectivas en la reduccion proteica en este fruto seco,
para ello se realizd una electroforesis en gel poliacrilamida y se analizo el efecto de dichas
enzimas en el patrén proteico a distintos tiempos de tratamiento (desde Oh en el que la enzima

no realiza efecto y por tanto sirve de control y, hasta 19h).
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Figura 9: SDS-PAGE (4-20%) de avellana (20pg proteina/carril) de muestras control (Oh) y tratadas con
enzimas E1-E7 (A-G) a distintos tiempos (1-19h).

Los resultados del tratamiento enzimatico en avellana se muestran en la Fig. 9. En este fruto
seco la mayoria de las enzimas tienen un efecto similar en la distribucion de bandas, a excepcion
de la enzima E5 (Fig. 9.E) que genera un efecto similar al que generaba en cacahuete, en el
menor tiempo de tratamiento (1h) no sélo se eliminan casi la totalidad de las bandas, sino que
ademas en las bandas no eliminadas (en torno a 10kDa) se reduce mucho la intensidad con
respecto al control (Oh). Por lo tanto, en el caso de avellana se seleccionard Unicamente la

enzima E5 (Protin SD- AY10) al ser la que genera cambios drasticos de reduccion proteica
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durante un tiempo de tratamiento de 1h puesto que no se aprecian cambios a tiempos mas largos
de tratamiento, al igual que ocurria para cacahuete.

4.5 Andlisis electroforético e inmunodeteccion en muestras de almendra

En el caso de almendra se analizo el perfil electroforético y la inmunoreactividad frente a 1IgG
anti-2S, anti-11S y anti-L TP, de muestras control (ST) y sometidas a diferentes tratamientos de
procesado, que incluyen: procesado térmico (C60), procesado por presion mediante la
aplicacion de HHP (600MPa) y combinacion de presion y temperatura con tratamiento en
autoclave a distintas presiones y temperaturas (AU1y AU2). Los resultados obtenidos de ambos

analisis se muestran en la Figura 10.

En la Figura 10.A se muestra la electroforesis en gel de poliacrilamida de harinas de almendra
control (ST) y tratadas. Las bandas proteicas con una mayor intensidad se localizan en torno a
los 20 y 40 kDa y las menos intensas abarcan un alto nimero de pesos moleculares distribuidos
por todo el gel. Otros autores’®, han analizado el efecto del tratamiento térmico himedo y seco
en proteinas de almendra, observando que el tratamiento en un medio liquido favorecia mas la
reduccion de alergenicidad, aungque solo observaron ligeros cambios a tiempos largos de
tratamiento (coccion 100min), en nuestro caso la coccion durante 60min genera un ligero efecto
en la intensidad de las bandas. El tratamiento con autoclave si genera diferencias significativas
con respecto al control, tanto en el tratamiento mas suave a 121°C, 30min (AU1) en el que se
reduce el nimero de bandas, aunque se siguen observando las bandas descritas anteriormente
como de mayor intensidad (20 y 40kDa). La mayor reduccion tanto en niamero como en la
intensidad de bandas se produce en el tratamiento AUZ2, en el que se eliminan casi la totalidad
de las bandas a excepcion de una banda de bajo peso molecular (aproximadamente 10kDa). En
el caso de las altas presiones, ni si quiera el tratamiento mas drastico (600MPa) causa efecto en
el patron proteico siendo este casi idéntico al de la harina de almendra sin tratar. Resultados
similares fueron obtenidos por Li et al.&% que analiz6 varios tratamientos con HHP y ni si quiera

el mas dréastico (600MPa, 30min) tuvo efecto sobre los alérgenos de almendra.

En la Fig.10.B aparece el WB con anticuerpos IgG anti- 2S, en almendra sélo se ha descrito
una albimina 2S (Pru du 2S de 12kDa) compatible con la banda detectada de menor peso
molecular (sefialada), destacan, ademas, un par de bandas en torno a los 30kDa, no
correspondientes con ninguna albumina descrita en este fruto seco. Los resultados de la

incubacion con el anticuerpo IgG anti-11S se muestran en la Fig.10.C, en almendra existe una
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legumina 11S hexamérica de 360kDa, formada por polipéptidos de dos cadenas: una o de mayor
peso molecular (40kDa) y otra B de menor peso (20kDa), sefialadas ambas en la
inmunodeteccion anti-11S. Aparecen, ademas, distintas bandas poco definidas entre los 20 y
40kDa, pudiendo ser complejos de degradacion o agregacion proteica. Finalmente, en el caso
de las LTP (Fig. 10.D) se detectan algunas bandas que podrian ser inespecificas. Respecto al
efecto del tratamiento es similar en los tres WB: la coccién y las HHP no generan ningln efecto
en comparacion con el control (ST) y los tratamientos con autoclave son eficaces en la
reduccion bandas proteicas, siendo mas eficaz el tratamiento mas drastico de presion y

temperatura (AU2).
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Figura 10: SDS-PAGE (4-20%) de almendra (20ug proteina/carril) (A) y sus respectivos Western Blot con IgG
anti-2S (B), anti-11S (C) y anti-LTP (D). Las flechas sefialan la posicién de posibles alérgenos.

4.6 Inmunodeteccidn en harinas de pistacho y anacardo DIC con IgE

El tratamiento DIC a 7bar, 120s (DIC7) ha demostrado ser mas eficaz que el tratamiento de
autoclave a 121°C, 30min (AU1l) en la mayoria de los analisis electroforéticos e
inmunodetecciones con anticuerpos especificos frente a proteinas alergénicas vegetales,
ademas en algunos casos genera reducciones similares e incluso superiores a las obtenidas en
el procesado con autoclave AU2 (138°C, 30min). Este tratamiento presenta diversas ventajas
frente a otros tratamientos como son: tiempos de tratamiento muy cortos (120s en DIC frente a
los 30min necesarios en autoclave), presiones superiores (hasta 8bar mientras que en autoclave
se alcanzan 3bar como maximo) y una bajada instantanea de la presion tras el tratamiento lo
que detiene la degradacion térmica y evita el dafio por calor. Debido a la interesante accion que
genera el tratamiento DIC en la reduccion de proteinas alergenicas en harinas de fruto seco, se

plantea como tratamiento con un gran potencial para este fin. Es por ello que se realiza un
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estudio més profundo de este tratamiento, empleando para ello harinas de pistacho y anacardo

y realizando un andlisis de inmunodeteccion con sueros individuales de 11 pacientes

sensibilizados a ambos frutos secos.
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Figura 11: Western Blot con IgE de sueros de pacientes humanos sensibilizados a pistacho y anacardo (1-11) de
harinas de pistacho (A) y anacardo (B) (20ug de proteina/carril), de muestras control (A.1 y B.1) y tratadas con
DIC 7bar, 120s (DIC7) (A.2y B.2).
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Figura 12: Porcentaje de pacientes que reaccionan con cada banda proteica de pistacho (A) y anacardo (B) sin
tratar (ST) y tratados con DIC 7 bar 120 s. Analisis realizado con el software Quantity One (BioRad).
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Otros autores®, han llevado a cabo inmunodeteccion con harinas de pistacho y anacardo
utilizando una mezcla de sueros en vez de sueros individuales, lo que genera la obtencion de
menor variabilidad en los resultados. Los sueros de los pacientes utilizados en el presente
estudio pertenecen a nifios con sensibilidad tanto a pistacho como a anacardo, algunos con
historial clinico bien caracterizado, con reacciones que van desde agudas como el edema o la
urticaria hasta reacciones adversas méas graves (anafilaxia), otros presentan sensibilizacion,
pero sin haber llegado a consumirlos. Los resultados de la inmunodeteccion con harinas de

pistacho se muestran en la Fig. 11.A y los de anacardo en la Fig. 11.B.

En la Fig. 11.A.1 se muestra el WB con sueros humanos en harinas de pistacho control, en el
primer carril se muestran los resultados para el paciente 1, que detecta bandas en torno a los 10,
20 y 30kDa, siendo estas compatibles con Pis v 1 y con las subunidades &cida y basica de Pis
v2/5. Otros pacientes presentan un patron similar al detectado en el paciente 1, estos son: 2-5,
7, 9y 11, en la mayoria de estos la inmunodeteccion en la zona de las albdminas (zona de
10kDa) es mas intensa que la de las leguminas, a excepcion del paciente 9 en el que ocurre lo
contrario y las leguminas son detectadas mas intensamente. Cabe destacar que la deteccion de
una banda alrededor de 40kDa en el paciente 7, podria deberse a una interaccion no especifica.
En el caso del paciente 6, destaca la interaccion con una proteina de aproximadamente 10kDa,
posiblemente Pis v 1, este reconocimiento de una Unica banda en la zona de pesos moleculares
de las albuminas 2S se produce también en el paciente 8. Respecto al paciente 10 se diferencia
respecto a los anteriores en que no presenta inmunoreactividad a las albiminas 2S, sino que
unicamente reconoce las subunidades acida y basica de las leguminas 11S (deteccion de bandas
de 20 y 30kDa aproximadamente). Se observan diferencias individuales en el patrén reconocido
por cada uno de los pacientes. Todos a excepcion del paciente 10 reconocen la albumina 2S y
todos a excepcion de los pacientes 6 y 8, las leguminas 11S. El efecto del tratamiento DIC7 se
muestra en la Fig. 11.A.2, se puede observar como se disminuye notablemente la
inmunodeteccidon de la albumina Pis v 1 (10kDa), reduciéndose la intensidad de banda, aunque
esta sigue estando presente en todos los pacientes a excepcion del 8 y el 10 que no la detectaba.
Respecto a las leguminas, DIC7 es capaz de reducirlas llegando incluso a eliminarlas, en los
pacientes 1-4, 6 y 7 dejan de detectarse bandas de pesos moleculares coincidentes con las
subunidades de las leguminas. Estos datos se resumen en la Fig. 12.A, en la que se observa la
cantidad bandas detectadas por los 11 sueros antes y después del tratamiento (control y
tratamiento DIC7), estos datos se calcularon con el Software Quantity One y como resultado se
obtuvo un porcentaje de reduccion de la inmunoreactivadad en pistacho del 75%.
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En la Fig. 11.B.1. se puede ver el WB con sueros humanos (1-11) en harinas de anacardo
control. El paciente 1 reconoce bandas de en torno a 10, 20, 30 y 50kDa compatibles con las
proteinas 2S y 11S, Ana 0 3y Ana 0 2 intacta y sus respectivas subunidades &cida y bésica,
aunque, también cabe destacar que la banda de 50kDa podria corresponderse con Ana o 1. Un
patron similar se observa en los pacientes 4 y 5. Respecto al paciente 2 reconoce bandas de
aproximadamente 10kDa (posiblemente la albumina 2S, Ana o 3) y 30kDa (subunidad &cida de
Ana o 2). Los pacientes 3, 6, 7y 11 presentan un inmunoreactividad similar a la del paciente 2.
Respecto a los pacientes 8-10, presentan un patron de bandas diferente a los anteriores, en el
caso de los pacientes 8 y 9 reconocen una banda de unos 10kDa compatible con Ana o 3, bandas
de en torno a 25 y 37ka que podrian corresponderse con las subunidades (o y B) de Anao 2y
una proteina de unos 75kDa, que no se corresponde con ninguno de los alérgenos descritos en
anacardo. Respecto al paciente 10 y al igual que le ocurria en la inmunodeteccidn de harinas de
pistacho no reconoce la albumina 2S, si reconoce las bandas de en torno a 20, 30 y 50kDa
correspondientes con las leguminas 11S (subunidades e intacta respectivamente), ademas se
observa una ligera inmunodeteccion en torno a los 75kDa como ocurria en los pacientes 8 y 9.
Es destacable que en la mayoria de los sueros se produce una fuerte deteccion de banda en torno
a 37-50kDa, pero esta no es compatible con ninguna proteina alergénica descrita para anacardo,
por tanto, se desconoce. Al igual que ocurria en pistacho, hay variabilidad individual en el
patron de bandas reconocidas por los sueros individuales. Todos ellos reconocen la albimina
2S (Ana o 3) a excepcidn del paciente 10 y las leguminas 118, tanto las subunidades como la
proteina intacta en alguno de los casos (pacientes 1, 4, 5y 11), aunque esta banda localizada en
torno a los 50kDa también podria corresponderse con la vicilina Ana o 1.Respecto al efecto del
tratamiento DIC7 se muestra en la Fig. 11.B.2, es destacable la degradacion proteica en la zona
de alto peso molecular, en la zona de bajo peso molecular la intensidad de la banda compatible
con la albdmina 2S (Ana o 3) tiende a disminuir con el tratamiento pero sin llegar a eliminarse
en la mayoria de los casos. Al igual que en pistacho, en anacardo también se cuantificé la
reduccion de numero de bandas detectadas por cada paciente mediante Quantity One. En este
caso los resultados se muestran en la Fig. 12.B, el porcentaje de reduccion de deteccion de
bandas con sueros en harinas de anacardo tras el tratamiento DIC7 y con respecto al control fue
del 67,2%.

Patrones similares a los obtenidos en este estudio han sido observados por Blanco et al.®! en
cuyo estudio se emplearon también sueros de pacientes espafioles sensibilizados frente a

pistacho y anacardo, en el caso de pistacho se detectaron proteinas de 13-33kDa 'y en el caso de
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anacardo de en torno a 19-50kDa. En estudios previos de Cuadrado et al.®* en los que se
evaluaba la reactividad frente a IgE en harinas de pistacho y anacardo utilizando sueros
individuales de origen norteamericano y, al igual que se aprecia en el presente estudio,
observaron diferencias individuales en cada uno de los patrones inmunologicos. En este caso la
inmunodeteccion de bandas se centraba en zonas de peso molecular que oscilaban de 20 a
100kDa, mientras que en nuestros resultados las proteinas detectadas no superan los 60kDa.
Esta destacable diferencia a nivel de inmunoreactividad y de patron de bandas reactivas en los
distintos pacientes puede ser debido a que la evaluacion de la capacidad inmunorreactiva
empleando sueros humanos puede dar lugar a resultados diferentes, no solo entre individuos de

una misma poblacién sino también entre las poblaciones en funcién de su origen geogréafico®.

Aunque existen diferencias interindividuales, algunos de los pacientes presentan patrones
similares de reactividad. Casi todos los pacientes reconocen las albuminas 2S de pistacho y
anacardo y un alto namero de ellos las leguminas 11S. Esta inmunodeteccion similar a las
proteinas alergénicas de ambos frutos secos puede deberse a la estrecha relacion botanica que
presentan, ambos pertenecen a la familia Anacardiaceae y generan reactividad cruzada®?. Se ha
demostrado que la identidad de secuencia de las albdminas 2S: Pisv 1y Ana o 3 es del 64% y;
que la de las leguminas 11S: Pis v 2 y Ana 0 2 es del 48%?%, por lo que es esperable que

individuos alérgicos a dichas proteinas en pistacho lo sean también frente a las de pistacho.

Todos los sueros a excepcion del paciente 10 reconocen las albiminas 2S Pisv 1y Ana o 3.
Varios estudios han descrito la alta reactividad que presentan estas proteinas en estos frutos
secos: Pis v 1 (alérgeno mayor) es reconocida por mas del 50% de los sueros de pacientes
alérgicos a pistacho®®; Ana o 3 es detectada por el 93% de nifios alérgicos a anacardo, es tan
inmunoreactiva que se emplea como indicador clinico de alergia a este fruto seco, siendo méas
especifica que el extracto completo de anacardo®. Este tipo de proteinas presentan una
estructura compacta y estable que les confiere una alta resistencia a la protedlisis’. Esta
resistencia puede observarse en el tratamiento DIC, pues, aunque su reconocimiento se
disminuye en todos los pacientes las bandas no llegan a desaparecer. Esto ya era observable en
los WB con IgG anti-2S (Figuras 6.B y 7.B) en los que las bandas compatibles con Pisv 1y

Ana 0 3 Unicamente se eliminaban tras el tratamiento con autoclave a 138°, 30min.

Las leguminas 11S son detectadas en casi todos los pacientes, la intensidad de banda es bastante
menor con respecto a la de las albdminas 2S, a excepcion de los pacientes 4, 9 y 10 (que

Unicamente reacciona frente a este tipo de proteina). Respecto al efecto del tratamiento DIC7
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sobre este grupo de proteinas, se puede deducir que son menos resistentes que las albiminas
2S, pues su deteccion desaparece en la mayoria de los pacientes. Estudios previos han descrito
que las leguminas 11S se despliegan a 94°C, por lo que el tratamiento DIC seria capaz de
alterarlas, reduciendo la capacidad de union de anticuerpos*:’’. Estos datos ya eran observables
en los WB de pistacho y anacardo con IgG anti-11S (Figuras 6.C y 7.C), en las que en el caso
de anacardo las leguminas 11S dejaban de detectarse en el tratamiento con autoclave mas débil

(AU1) y, en el caso de pistacho el tratamiento DIC reducia su inmunoreactividad.

4.7 Electroforesis e inmunodeteccion IgE de pistacho y anacardo: condicién nativa y reductora

Con la finalidad de profundizar més en el efecto del tratamiento DIC en la capacidad alergénica
de pistacho y anacardo, se llevé a cabo una electroforesis con las harinas de ambos frutos secos,
control y tratados en condiciones nativas (sin B-mercaptoetanol: -BM) y en condiciones
reductoras (con BM: +BM), con la finalidad de analizar los posibles cambios generados en el
patron proteico. Continuando con dicho objetivo, también se llevd a cabo su respectiva
inmunodeteccion, empleando para ello el suero individual del paciente 9 (cuyo valor IgE oscila

entre 30kU/I en pistacho y 20kU/I en anacardo).
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Figura 13: Esquema de la desnaturalizacion de proteinas causada por B-mercaptoetanol®” (A)%. SDS-PAGE (4-
20%) de pistacho y anacardo (20ug proteina/carril) (B.1 y C.1, respectivamente) y sus correspondientes Western
Blot con IgE de suero humano (paciente 9) (B.2 y C.2) de muestras control (ST) y tratadas con DIC 7bar, 120s
(DICT), en condiciones nativas (-BM) y desnaturalizantes (+BM).

En condiciones nativas, las proteinas mantienen sus cadenas polipeptidicas unidas y su
estructura tridimensional, separandose en la electroforesis por tamafio y forma®. En el caso de
la electroforesis en condiciones desnaturalizantes, descrita por Laemmli®, las proteinas se
separan en funcion de su tamafio®®. En esta, se incluyen agentes desnaturalizantes: reductores

como el B-mercaptoetanol, detergentes o codtropos que rompen las interacciones hidrofébicas
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desnaturalizando las proteinas (adoptan una estructura lineal). En el caso del B-mercaptoetanol,
los puentes disulfuro (Cys-S-S-Cys) se reducen a grupos tioles (Cys-SH)®, ademas para

asegurar la desnaturalizacion se calienta la muestra antes de cargarse en el gel (Fig. 13.A.)8688,

Tanto las bandas de la electroforesis de pistacho como las de anacardo (Fig. 13.B.1y 13.C.1)
presentan un patron similar entre condiciones desnaturalizantes (+BM) y nativas (-BM), la
principal diferencia se debe a que las bandas proteicas en condiciones nativas se desplazan hacia
pesos moleculares superiores, pues en estas condiciones las cadenas polipeptidicas continGan
unidas y las proteinas presenten un mayor tamafio y peso. En pistacho la albimina Pisv 1y la
legumina 11S Pis v2 presentan pesos moleculares més elevados en condiciones nativas (17 y
50kDa, respectivamente) que las subunidades detectadas en condiciones reductoras (7 y
32kDa)?. De la misma forma ocurre en anacardo, por ejemplo, la vicilina Ana o 1 presenta un
peso de 50kDa, mientras que su precursor nativo es de 65kDa’l. Respecto al efecto del
tratamiento DIC, es muy parecido en ambas condiciones, se reduce el nimero e intensidad de
bandas hasta casi eliminarse completamente, cabe destacar que dicha reduccion es mas marcada
en el caso de condiciones nativas (-BM) y que los alérgenos de anacardo son mas resistentes al
tratamiento que los de pistacho, cuyas bandas se eliminan en DIC7, mientras que en anacardo
disminuyen en intensidad, pero siguen estando presentes. En el caso de la inmunodeteccion con
IgE del paciente 9 (Fig. 13.B.2 y 13.C.2), se observa el mismo desplazamiento a pesos
moleculares superiores en condiciones nativas detectandose un mayor nimero de bandas, con
respecto a condiciones nativas. Esto podria deberse a que el cambio de conformacion causado
por el B-mercaptoetanol interfiere con la capacidad de unién de anticuerpos. El tratamiento
DIC?7 al igual que lo observado en la electroforesis, reduce la inmunodeteccién de banda hasta

casi abolirla, demostrando ser un tratamiento eficaz en la reduccion de alergenicidad.

4.8 Identificacion de proteinas de pistacho y anacardo DIC mediante LC/MS/MS

Continuando con el estudio de harinas de pistacho y anacardo tratadas con DIC a 7bar 120s, se
considerd interesante realizar un estudio de espectrometria de masas, con la finalidad de
corroborar la correspondencia hecha sobre las bandas proteicas identificadas y, asi descartar
que las bandas reconocidas como posibles alérgenos en los geles electroforéticos, sean
fragmentos u otras proteinas diferentes a las identificadas. La estrategia mas empleada para el

estudio de proteinas alergénicas mediante esta técnica implica un paso de separacion de
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proteinas mediante electroforesis y/o cromatografia liquida (LC), seguido de un analisis de
espectrometria de masas (MS), obteniendo datos de las proteinas y péptidos identificados®.

A Pistacho | B Anacardo

100

e Para la realizacion de dicho estudio, se cargé un
™ - gel SDS-PAGE al 4-20% con harinas de
pistacho y anacardo control (ST) y tratadas con
DIC7, a continuacion, ocho bandas de pistacho
il:l y nueve de anacardo fueron seleccionadas y

cortadas manualmente para la identificacion con

-

LC/MS/MS. Estas bandas fueron digeridas con
o JllEe

o oo tripsina para llevar a cabo el analisis con

P+ ST DICT P+ ST DICT
Figura 14: SDS-PAGE (4-20%) de pistacho (A) y espectrometria de masas. Las bandas
anacardo (B) (20pug proteina/carril). Las bandas proteicas . .
seleccionadas para el analisis con LC/MS/MS aparecen  Seleccionadas se muestran en la Figura 14.

enmarcadas en rojo.
La caracterizacion de una proteina se puede obtener comparando los datos experimentales con

los valores de masa de una base de datos de secuencia (en nuestro caso MASCOT). Gracias a
que la digestion de una proteina con una enzima especifica de escision conocida, en nuestro
caso tripsina, genera péptidos que representan la huella péptida y permiten la identificacion

inequivoca de la proteina®®L,

En la Tabla 7 se resumen los datos de identificacion de las proteinas de pistacho y anacardo
seleccionadas. En pistacho se determinaron las 5 bandas seleccionadas en harina control y las
3 de tratamiento con DIC: Las banda 1 (50kDa) se identificd con las leguminas 11S Pis v2 y
Pis v5, estas también se identificaron en la banda 2, junto con la vicilina 7S Pis v 3. Las bandas
3 y 3’ coinciden con las dos isoformas de Pis v 2, al igual que las de 4 y 4°. La albdmina 2S Pis
v 1 se detectd en la banda 5 y 5°. Respecto a anacardo, también se identificaron las 9 bandas
seleccionadas para el analisis por LC/MS/MS: la banda 6 contenia péptidos de Anao 1y Ana
0 2. Ana o 2 se encontrd también en las bandas 7, 8, 7 y 8’. En las bandas 9 y 9’ se identificaron
las Ana 0 3 y Ana o 2, respectivamente y, las bandas 10 y 10’ (en torno a 10kDa) coinciden con
laalbimina 2S Ana o 3. Estos resultados de LC/MS/MS confirman que las posiciones asignadas

en las Figuras 6 y 7 para los alérgenos descritos de pistacho y anacardo.

Los resultados obtenidos muestran que las proteinas se degradan con el tratamiento DIC, tras
el cual, se identifican un menor nimero de péptidos resistentes, aunque algunos fragmentos de
alergenos resisten y siguen identificandose, siendo destacable que dicha reduccion es mas

marcada en pistacho que en anacardo, lo que indica que los alérgenos de este Gltimo son mas
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resistentes. Datos similares a estos fueron obtenidos por Cuadrado et al.®* y Mattison et al.*? en
los que la intensidad de banda y los péptidos alergénicos detectados mediante LC/MS/MS
disminuian tras el tratamiento térmico combinado con protedlisis y tras el tratamiento con

autoclave en pistacho y anacardo® y tras el tratamiento con calor en anacardo®.

Tabla 7: Proteinas de pistacho y anacardo identificadas por LC/MS/MS en muestras control y tratadas con DIC7

N.° de Proteina identificada Masa Puntuacién Péptidos
banda (kDa) MASCOT* | emparejados
1 Pis v 2.01/Pis v 5 (11S) 54,465 309 35
2 Pis v 2.01/Pis v 5 (115) 54,465 157 29
2 Pis v 3.01 (7S) 60,306 94 15
3 Pis v 2.01/Pis v 2.02 (11S) 55,133 140 20
4 Pis v 2.01/Pis v 2.02 (11S) 55,133 159 17
5 Pis v 1 (2S) 17,792 81 9
3’ Pis v 2.01/Pis v 2.02 (11S) 55,133 103 14
4 Pis v 2.01/Pis v 5 (115) 54,465 142 22
5’ Pisv 1 (2S) 17,792 66 6
5’ Pis v 5 (11S) 53,896 37 8
6 Anao 1.01 (7S) 62,284 130 13
6 Ana 0 2.01 (11S) 52,420 130 11
7 Ana 0 2.01 (11S) 52,420 79 11
8 Ana o0 2.01 (119) 52.420 27 6
9 Ana o 3 (2S) 16,781 28 4
10 Ana o 3 (25) 16,781 27 4
7 Ana 0 2.01 (11S) 52,420 140 18
8’ Ana 0 2.01 (11S) 52,420 150 19
9 Ana 0 2.01 (11S) 52,420 62 10
10° Ana o 3 (2S) 16,335 55 7

* Seréan significativos aquellos valores mayores de 23 (p<0,05). El valor MASCOT se calcula como -10*log10(P),
donde P es la probabilidad de que el emparejamiento sea por azar

Los resultados de este estudio podrian ser relevantes para el tratamiento de la alergia
alimentaria, ya que el uso de péptidos con propiedades hipoalergénicas se ha propuesto como
estrategia para desarrollar inmunoterapia frente a alergias alimentarias®*®. Sin embargo,
aungue los tratamientos con autoclave a 138°C 30min, DIC a 7bar 120s y tratamiento
enzimatico con E3 y E5, disminuyan la deteccion de bandas proteicas y de alérgenos, no implica
que se reduzca la alergenicidad in vivo. Para comprobarlo, una buena aproximacion seria el
analisis en modelos de alergia in vitro como son los modelos celulares de baséfilos humanos
(BAT: Basophil Activation Test) o lineas celulares de basofilos humanizados (RBL: Rat
Basophil Leukemia), modelos animales o ensayos clinicos mediante pruebas cutaneas (SPT:
Skin Prick Test)®95%,
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4. CONCLUSIONES
De los resultados obtenidos en este Trabajo Fin de Master se extrae las siguientes conclusiones:

- El andlisis del perfil electroforético y de la inmunodeteccidn con anticuerpos IgG anti-2S,
anti-11S y anti-LTP, muestran que el tratamiento con calor mediante coccidén 60 minutos no es

efectivo para la reduccion de alergenicidad, en ninguno de los frutos secos estudiados.

- Con el tratamiento a altas presiones hidrostaticas (HHP 100-600MPa), tras el analisis
electroforético y las inmunodetecciones anti-2S, anti-11S y anti-LTP en harinas de avellana y

almendra, no se observan diferencias entre las muestras tratadas y muestras control (sin tratar).

- El procesado térmico y de presion aplicado con un autoclave provoca una disminucion drastica
del reconocimiento de proteinas alergénicas, esta disminucion es mayor a medida que aumenta
la presién y tiempo de tratamiento. La reactividad de los alérgenos Ara h 3, Arah 9, Pisv 1,
Pisv 2, Pisv5, Anao 2, Anao 3, Corag, Cora9, Cora 14, Prudu 6y Prudu 2S se reduce
considerablemente, llegando a eliminarse en algunos casos tras el tratamiento a 138°C, 30min.

- El tratamiento DIC a 7bar, 120s aplicado a cacahuete, pistacho, anacardo y avellana, ha
demostrado ser mas eficaz que la mayoria de los tratamientos en la reduccion de nimero e
intensidad de las bandas proteicas, tanto en el analisis electroforético como en el de
inmunoreactividad frente a IgG, aunque sin alcanzar el efecto causado por el tratamiento mas
dréstico de autoclave (138°, 30 min). Sin embargo, presenta ventajas frente a este, como son los

tiempos més cortos de tratamiento lo que reduciria el deterioro causado por calor.

- Se ha demostrado que la hidrdlisis de cacahuete con proteasas E3 (Protin SD-NY10) y E5
(Protin SD- AY10) durante 1h y de avellana con E5 reduce considerablemente el nimero de
bandas proteicas. Estos tratamientos constituyen una valiosa herramienta potencial para la

obtencion de alimentos hipoalergénicos.

- La inmunodeteccidon de harinas de pistacho y anacardo con IgE de sueros humanos, muestra
una clara variabilidad individual en el patron proteico. Tras el tratamiento con DIC a 7bar, 120s
se logra una mayor reduccion en pistacho (75%) que en anacardo (67,2%), lo que revela una

mayor resistencia de este ultimo frente a la degradacion proteolitica.

- La identificacion mediante espectrometria de masas (LC/MS/MS) corrobora que la asignacion
a partir de inmunodeteccion con IgG en harinas de pistacho y anacardo control y DIC a 7bar,
120s es correcta. Tras aplicacion de dicho tratamiento se siguen detectando los péptidos

resistentes: Pis v1, Pis v2 y Pis v5 en pistacho y Ana o 2 y Ana o 3 en anacardo.
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