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Resúmen

La importancia del estudio de la inmuno-reactividad cruzada entre los extractos alergénicos de polen del

naranjo (OTPE) y de la naranja (OFE) radica en la alta incidencia de alergias que relacionan al polen con

ciertos alimentos en todo el mundo. El propósito del presente estudio es determinar la relación antigénica

entre los extractos de OTPE y de OFE. Sueros de conejos anti-OTPE y anti-OFE, tanto como sueros de

pacientes alérgicos a OTPE y a OFE se aplicaron comparativamente en ensayos específicos para IgG y/o

IgE (inhibición de ELISA, cross-over e inhibición de immunoblot) usando extractos alergénicos de OTPE

y de OFE como fase sólida. Los tratamientos con periodato y con proteinasa K se usaron para ensayos de

depleción de carbohidratos y proteínas, respectivamente. La antigenicidad de OTPE y la presencia de es-

tructuras comunes entre los extractos de OTPE y de OFE se demostraron mediante ensayos de inhibición

de ELISA e inmunoblot cruzado usando antisueros de conejo específicos para cada uno de estos extractos.

Una proteína de 30 kDa. blanco común de la respuesta IgE para los extractos de OTPE, de OFE y de man-

darina (MFE), pero ausente en el extracto de limón (LFE) se identificó por ensayos de ELISA e inhibición

de inmunoblot en pacientes con sensibilización primaria a OTPE en el contexto de exposición ocupacional.

Además, por tratamientos bioquímicos se mostró que los epitopes antigénicos presentes en la proteína de

30 kDa contienen una estructura peptídica libre de carbohidratos. En conclusión, este trabajo describe la

antigenicidad del polen del naranjo, la presencia de determinantes antigénicos comunes entre el polen y las

frutas cítricas, y la presencia de una banda proteica de 30 kDa con reacción cruzada IgE especifica, la cual

comparte epitopes libres de carbohidratos. Este antígeno común, después de su aislamiento y purificación
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podría ser de utilidad para la inmunoterapia con un alérgeno específico en los pacientes alérgicos al polen

y a las frutas cítricas.

Summary

It is important to study the cross-reactivity between orange tree pollen (OTPE) and orange fruit (OFE)

due to the high incidence of pollen/food-related allergies worldwide. The aim of the present study was

to determine the antigenic relationship between OTPE and OFE. OTPE and OFE rabbit antisera as well

as sera from patients allergic to OTPE and OFE were comparatively applied in IgG- and/or IgE-specific

ELISA inhibition, crossover or inhibition immunoblotting assays using OTPE and OFE allergenic extracts

as solid phase. Periodate and proteinase K treatments were used for carbohydrate and protein depletion,

respectively.

The antigenicity of OTPE and the presence of common structures between OTPE and OFE extracts were

demonstrated by rabbit IgG-specific ELISA inhibition and crossover immunoblotting assays. A 30-kDa

protein. common target of the IgE response on OTPE, OFE and mandarín extract, but absent in lemon

extract, was identifíed by ELISA and immunoblot inhibition assays in patients suffering from primary

sensitization to OTPE in the context of occupational exposure. Moreover, biochemical treatments showed

that antigenic epitopes on the 30-kDa protein contain polypeptidic but no carbohydrate moieties. We can

conclude that the antigenicity of OTPE, the presence of common antigenic determinants between pollen

and citrus fruits and an IgE-specific cross-reactive protein band of 30 kDa sharing carbohydrate-free epi-

topes were described. After isolation and purification, this common antigen might be useful for allergen

immunotherapy in pollen/fruit-related allergic patients.

Introducción

Sabemos que los pólenes pueden causar enfermedades alérgicas respiratorias tales como la fiebre del heno

y el asma estacional. Si bien el tratamiento de las mismas es en primer lugar farmacológico, evitar la ex-

posición a los alérgenos y la inmunoterapia con extractos adecuados es el trípode sobre el que se sustenta el

tratamiento en casos crónicos y severos [1], Se ha estudiado la reactividad cruzada entre diferentes antíge-

nos y se ha podido observar que los pacientes alérgicos polínicos son sensibles simultáneamente a diferentes

variedades de pólenes y no a una sola especie [2], Más aun, se ha podido demostrar la presencia de epitopes

comunes entre pólenes pertenecientes a distintas familias y alimentos [3. 4], incluso se ha responsabilizado

a los alérgenos polínicos como agentes sensibilizantes en muchos síndromes polen-fruta [5, 6].

En Argentina, los principales pólenes responsables de las rinitis alérgicas pertenecen al grupo de las

gramíneas, las malezas y los árboles. En este trabajo consideraremos en forma particular al polen del

naranjo, árbol perteneciente a la familia de las Rutáceas y cuyo fruto, la naranja, se consume masivamente.

El cultivo de la naranja (Citrus silensis) involucra varias ocupaciones, incluyendo poda, injerto, y lo que

los granjeros coloquialmente llaman, “rolling” para proteger al árbol de la agresión del viento. A pesar de

que el consumo de naranjas es masivo, la sensibilización con C. sinensis no es común. La mayoría de los

informes sobre la naranja, así como de otros cítricos describen reacciones alérgicas posteriores a la ingesta

de la pulpa de la naranja o de su jugo [7], con manifestaciones incluyendo síndrome oral alérgico tales

como prurito, edema de lengua y de faringe, dermatitis y reacción sistémica tales como la anafilaxia post

ingesta [8, 9].

Los 3 alérgenos principales de la naranja descriptos: Cit s 1 (proteína tipo-germina, 23 kDa), Cit s 2 (pro-

filina. 14 kDa). y Cit s 3 (proteína transportadora de lípidos [LTP], no específica. 9 kDa, con reactividad

cruzada con Pru p 3) [10, 11, 12]. La participación de LTPs en alergia ocupacional es limitada, pero han

sido identificados como los alérgenos mayores y considerados relevantes en alergia alimentaria [12], Se

han registrado síntomas respiratorios en trabajadores que remueven la cáscara de la naranja [13], y reci-

entemente se ha descripto un caso de síntomas de alergia respiratoria ocupacional debido a alérgenos de la

cáscara de la naranja (Cit s 1 and Cit s 3), los cuales están presentes solamente en el flavedo de la misma y

causan broncoespasmo después de pelar la fruta [14], El ácaro Panonychus citri ha sido implicado como un

alérgeno ocupacional que afecta a los trabajadores de la industria de la naranja [15],
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La mayoría de las reacciones alérgicas a frutas relacionadas con pólenes se asocian con el polen del abedul

[16], Este comparte con algunas frutas y extractos vegetales estructuras antigénicas como la proteína de

35kDa llamada Bet v 6 [16, 17], En muchos alimentos como la manzana, el durazno, la naranja, la frutilla,

los zuchini y la zanahoria se han encontrado proteínas con capacidad de unión a la IgE relacionadas con

el alérgeno menor Bet v 6 del abedul. También, se ha podido demostrar por técnicas de RAST una aler-

genicidad cruzada entre el polen del abedul y ciertas frutas incluida la naranja [18J. Sin embargo hasta el

momento no se ha publicado ningún trabajo relacionado ya sea con la antigenicidad del polen del naranjo

(OTPE) o con la posible relación antigénica o alergénica entre el OTPE y la naranja (OFE) u otros extractos

alergénicos de cítricos.

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio pudimos demostrar que extractos alergénicos elab-

orados con diferentes tipos de naranjas fueron capaces de inducir, en conejos, una respuesta inmunológica

específica [19], Incluso encontramos que estos antígenos eran inmunogénicos en niños alérgicos a las nara-

njas Citrus aurantium y C. silensis [20, 21], En el presente estudio se demuestra que el OTPE así como los

extractos de OFE y de mandarina (MFE) tienen capacidad antigénica en aquellos pacientes que sufren una

primera sensibilización al OTPE a causa de una exposición ocupacional. También se describen los determi-

nantes antigénicos comunes entre estos alérgenos, capaces de inducir una rinitis estacional.

Materiales y métodos

-Preparación de extractos alergénicos. La materia prima para la elaboración del extracto de polen de Cit-

rus silensis fue obtenida de Bayer Corporation (USA). La misma fue extraída en solución de buffer fosfato

salino, (PBS
,
0.1M de fosfato de sodio conteniendo 0.15 M de CLNa, PH: 7,3 ) con agitación por 24 hs a

4
o C en una dilución 1/50. Luego fue centrifugada a 12.500 g por 40 minutos y dializada contra PBS. Las

naranjas fueron cuidadosamente peladas y las semillas descartadas. La pulpa de la misma fue sometida a la

técnica de Frugoni y Hansen para obtener el extracto correspondiente [22], Los extractos de mandarina y de

limón fueron obtenidos siguiendo la misma técnica. El extracto usado como control (Periplaneta americana

= Pa) fue obtenido como se describió anteriormente [23], Los extractos fueron esterilizados y conservados

a -20°C. La concentración proteica de cada extracto, se determinó usando método de Bradford usando BSA
como solución estándar [24],

-Modificación química del extracto alergénico. Para los ensayos de oxidación de hidratos de carbono, los

extractos proteicos liofilizados fueron incubados en metaperiodato de sodio( 50mM ) en oscuridad con

agitación por 72 hs a 4
o
C, siguiendo el método de Owhashi y col. [25]. La oxidación con ácido periódico

fue también realizada sobre las proteínas del extracto separadas por SDS-PAGE (electroforesis en gel de

poliacrilamida con el agregado de dodecilsulfato de sodio) y transferidas a membranas de nitrocelulosa

[26]. mediante incubación con ácido periódico en buffer acetato pH 4.5 por 18 hs a 4 o C con agitación. Se

usaron como controles tiras embebidas en buffer acetato de sodio. El tratamiento con proteasas fue hecho

por incubación del extracto alergénico con proteinasa K (1 pg/ml) por una hora a 4o
C.

-Producción de anticuerpos específicos contra los extractos alergénicos. Se obtuvieron anticuerpos con-

tra OTPE y OFE mediante la inmunización de conejos con cada uno de los extractos alergénicos diluidos

en PBS y emulsionados con adyuvante de Freund completo (1:1 V/V) como se describió [20], Se utilizaron

las técnicas de Outcherlony y hemaglutinación pasiva para determinar la antigenicidad de los extractos

empleando el suero policlonal obtenido [27, 28].

-Selección de pacientes. La selección de pacientes atópicos sensibilizados primariamente a OTPE, se llevó

a cabo entre trabajadores de una plantación de naranjas de San Pedro (Bs.As, Argentina). Se determinó

atopía mediante el interrogatorio de la historia clínica, los síntomas alérgicos presentados correlacionados

con los tests cutáneos (prick test) y RAST para ambos extractos. Los pacientes fueron divididos en dos

grupos:

I

o
): cuatro pacientes con prick test y RAST positivos para OTPE y para OFE.

2
o
): dos pacientes con prick test y RAST positivos para OTPE y negativos para OFE, los cuales habían
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estado recibiendo inmunoterapia durante dos años (ver Tabla 1).

Los síntomas que presentaron los pacientes fueron edema de párpados, rinitis estacional, rinoconjuntivitis y

asma. Ninguno de ellos presentó urticaria, prurito labial, angioedema facial, glositis ni shock post ingestión

de la fruta cítrica. Se excluyeron del estudio pacientes alérgicos a otros 3 pólenes de árboles presentes en la

misma zona, y a otros alimentos (tomate, arroz, cacao y leche). Se incluyeron como controles no atópicos

individuos sanos, sin antecedentes de alergia y con respuesta negativa a los extractos alergénicos de pólenes

y de alimentos.

Sueros de pacientes. Se separó de la sangre de los pacientes seleccionados, mediante coagulación a 4
o

C y centrifugación a 1000 g por 15 minutos. Se dividieron en alícuotas de 1 mi y luego se almacenaron a

-70°C.

-Pruebas cutáneas. Se realizaron prick tests para medir la reactividad a los extractos alergénicos de acu-

erdo a Aas y Belin [29], Se realizaron durante la mañana y se leyeron los resultados a los 15 minutos en base

al tamaño de la pápula en comparación con la pápula de histamina 1/1000 empleada como control positivo.

Los pacientes evaluados no habían ingerido corticoides, antihistamínicos ni drogas inmunosupresoras du-

rante una semana previa a la realización de las pruebas cutáneas.

-RAST. La determinación de IgE específica se realizó empleando discos de celulosa activados con bromuro

de cianógeno, empleando 10 pg de proteína, en bufifer bicarbonato/carbonato 0.1 M, pH 8.5 acorde con el

método de Ceska y col. [30]. Después del bloqueo con metanolamina 0.05 M, los discos se incubaron con

50 pl de suero durante toda la noche a temperatura ambiente. Los anticuerpos IgE específicos fueron de-

tectados mediante la técnica Phadebas-RAST (Pharmacia, Uppsala, Suecia) y se midieron en PRU/ml. Se

consideraron positivos cuando los valores eran mayores a 0.35 PRU/ml [3 1. 32],

-ELISA e inhibición de ELISA. Se realizó la técnica de ELISA como fue descripta por Sridaharay y col.

[33], Se cargaron los pocilios con 100 pl de cada extracto (lOpg/ml en buífer de carbonato de sodio, pH 9,6)

durante 2 hs a 37 °C con 3% de leche descremada en 0.1 M PBS. Luego se lavaron las placas cuatro veces

con PBS conteniendo 0.05 % de Tween 20 y se incubaron con 1 00 pl de una dilución 1 : 1 0 del pool de sueros

humano durante 2 hs a 37°C. Luego de hacerse un lavado adicional con PBS conteniendo 0.05 % de Tween

20, se agregaron a cada pocilio 100 pl de una dilución 1 :2.000 de anti-IgE humana de cabra conjugada con

peroxidasa, durante 2 hs a 37 °C. La reacción se reveló con fenilendiamina en buffer citrato, pH 4.6, se in-

terrumpió con 50 pl de ácido sulfúrico 2.0 M y se leyó la absorbancia a 492 nm . Las técnicas de inhibición

de IgE por ELISA se realizaron como se mencionó anteriormente, pero el pool de sueros se adsorbieron con

los diferentes extractos alergénicos. Se agregó una dilución 1 : 10 del pool de sueros humanos para diferen-

tes pocilios llenos con 5 pg de cada extracto proteico y se incubaron durante 2 hs a temperatura ambiente.

Luego se recolectaron y se usaron los sueros adsorbidos para la detección de IgE específica hacia diferentes

extractos alergénicos. Tanto para la técnica de ELISA como para la de ELISA por inhibición se utilizaron

como controles negativos, sueros de sujetos no atópicos y extractos alergénicos no relacionados. La deter-

minación de IgG por inhibición de ELISA se realizó incubando durante 2 hs a temperatura ambiente 100 pl

de antisuero de conejo con 100 pl de concentraciones crecientes de OTPE ú OFE como inhibidor. Luego se

agregó a los pocilios cargados previamente con antígeno. el suero adsorbido. Se utilizaron como controles

negativos el suero preinmune de conejo normal y el suero inmune incubado con PBS. Se detectaron los

anticuerpos unidos a la placa con la adición de un suero anti IgG total de conejo acoplado a peroxidasa. Se

calculó el porcentaje de inhibición como la reactividad total menos la reactividad residual después de la

absorción por 100 dividido por la reactividad total.

-SDS-PAGE. Se realizó la electroforesis de 50 pg de extractos alergénicos y marcadores con peso mo-

lecular conocido en mini-geles de poliacrilamida al 12% en presencia de dodecil sulfato de sodio, según

Laemmli [34],
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-Western blots e inhibición cruzada de los Western blots. Se realizó la electroforesis de las muestras

proteicas de OTPE y de OFE como se describió anteriormente y se electrotransfirió a membranas de ni-

trocelulosa, según Towbin y col. [35], Se colocaron las membranas durante 90 minutos en solución blo-

queante (TBS. 50mM Tris, 150 mM NaCl. pH 7,6 conteniendo 3% de leche descremada en polvo) y luego

se probaron con una dilución 1:100 del suero de conejo anti-OTPE o anti-OFE en una dilución 1:10 del

pool de sueros humanos. Las tiras se incubaron durante 90 minutos con antisuero de conejo y se lavaron y

trataron con anticuerpos IgG anti-conejo hecho en cabra ( 1 :2.000) acoplado a fosfatasa alcalina durante 90

minutos a temperatura ambiente [36], Se incubaron los sueros humanos individualmente y en pool durante

toda la noche y las tiras se trataron durante 90 minutos a temperatura ambiente con anti IgE humana hecha

en cabra acoplada a peroxidasa. Se usaron como controles negativos sueros de sujetos no atópicos y de

conejos normales. Para la inhibición de la unión de la IgE se preincubó la dilución óptima de pool de sueros

humanos (1/10) con 100 pg de cada extracto alergénico en agitación constante, durante toda la noche a

4o
C. Luego se agregó el suero adsorbido a cada tira con los diferentes extractos alergénicos y se testaron

con inmunoblotting, como se describió anteriormente. Se necesitaron 100 gg de extracto proteico para la

inhibición completa de la IgE.

Tabla I. Características de la población de estudio

N° Pacientes SEXO Edad (años) Síntomas Test cutáneos RAST
(PRU/ml sueros)

1 M 30 RC/I (*) OTPE ++++
OFE ++
PTE
LTE
BE

OTPE 4,8

OFE 2,7

PTE < 0.35

LTE < 0.35

BE < 0.35

2 M 27 RC/I (*) OTPE +++

OFE ++

PTE
LTE
BE

OTPE 3.9

OFE 0.60

P TE < 0.35

LTE < 0.35

BE <0.35

3 M 42 RC/A (*) OTPE ++

OFE ++

PTE
LTE
BE

OTPE 0.7

OFE 0.42

PTE < 0.35

LTE < 0.35

BE < 0.35

4 F 54 R (*) OTPE +++

OFE ++

PTE
LTE
BE

OTPE 1.3

OFE 0.69

PTE < 0.35

LTE < 0.35

BE < 0.35

5 F 63 RC/A (*) OTPE +++

OFE
PTE
LTE
BE

OTPE 3.4

OFE < 0.35

PTE < 0.35

LTE < 0.35

BE <0.35

6 M 38 RC/I (*) OTPE ++

OFE
PTE
LTE
BE

OTPE 0.70

OFE < 0.35

PTE < 0.35

LTE < 0.35

BE <0.35

Los resultados del test cutáneo son dados como: + < 'A de la referencia positiva, ++ > 'A referencia posi-

tiva, +++ > referencia positiva, y ++++ > 2 veces la referencia positiva. RAST expresado como PRU/ml

de suero. PRU; M. masculino: F, femenino; R. Rinitis: RC. Rinoconjuntivitis; A, Asma; I. Estornudo. Los

extractos ensayados para tests cutáneos y RAST son el polen del naranjo (OTPE), de naranja (OFE), de

plátano (PTE). de tilo (LTE) y de Blattaria sudamericana (BE). (*) no se detectó glositis, shock, prurito

labial, angioedema luego de la ingestión de la fruta.
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Resultados

1. Análisis de la composición de los extractos de polen del naranjo y del fruto cítrico (naranja)

Los perfiles proteicos de OTPE y OFE fueron analizados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida

desnaturalizantes con SDS (SDS-PAGE) seguidos de tinción con nitrato de plata (Fig. 1 A) o de PAS (Fig.

IB) para teñir e identificar proteínas y glicoproteinas, respectivamente. A pesar de que la preparación de

los extractos de polen contiene comunmente un paso de desengrasado con éter etílico, sorprendentemente

cuando el polen del naranjo fue sometido a este tratamiento, este mostró una degradación completa del

patrón proteico (Fig. 1 A. línea b). Cuando el paso de desengrasado fue omitido, pudimos observar un perfil

proteico inalterado (Fig. 1 A, línea a). El patrón del extracto de naranja teñido con nitrato de plata, comun-

mente obtenido sin procedimiento de desengrasado se muestra en la Figura 1A, lañe c. Cuando OTPE y

OFE separados electroforéticamente fueron sometidos a la tinción de PAS (Fig. IB, líneas a and b) se ob-

servó que la mayoría de las proteínas de ambos extractos eran glicoproteinas.

2-

Inmunoreactividad cruzada entre el suero de conejo Anti-OTPE y Anti-OFE en respuesta a ex-

tractos alergénicos. Investigamos la relación antigénica entre los extractos de OTPE y de OFE. Se pudo

observar una clara inhibición de la unión entre el suero anti-OTPE y su correspondiente antígeno al agregar

concentraciones cada vez mayores de OFE (Fig. 2a). Del mismo modo, el agregado de OTPE inhibió el

reconocimiento del suero anti-OFE hacia el extracto proteico de OFE (Fig. 2b). Como era de esperar, a

la misma concentración antigénica. el porcentaje de inhibición fue más alto cuando se utilizó el antígeno

homólogo como inhibidor en comparación al antígeno no homólogo (Fig. 2a. b). Es interesante remarcar

que fueron necesarias concentraciones 5 y 3 veces mayores de OFE y OTPE como antígeno inhibidor, re-

spectivamente, para obtener una inhibición del 50 % en la unión de la IgG de cada antisuero con su antígeno

correspondiente.

Se analizó también la relación entre OTPE y OFE por inmunoblotting utilizando sueros de conejo obteni-

dos por la inmunización de los mismos con los extractos individuales. Se enfrentaron tiritas cargadas con

OTPE ú OFE, por duplicado, con antisuero anti-OTPE ó anti-OFE (Fig. 3). El suero de conejo anti-OTPE

reconoció componentes antigénicos de peso molecular entre 10 y 100 kDa (Fig. 3, OTPE, tira a) en OTPE.

Se observó un patrón de reconocimiento similar con anti-OFE sobre OTPE sembrado como antigeno, sin

reactividad alguna en la zona de las bandas proteicas de 80 a 90 kDa ni a 30 kDa, (Fig. 3. OTPE, tira b). En

forma similar, el suero anti-OFE reconoció bandas en un amplio rango de peso molecular aparente cuando

se lo enfrentó con OFE, sin observarse reactividad a pesos moleculares aparentes mayores de 80 kDa (Fig.

3, OFE, tira c). Por otra parte, el suero anti-OTPE mostró proteínas con reactividad cruzada al enfrentarse

con el extracto OFE, sólo en un rango muy estrecho de peso molecular aparente entre 45 y 60 kDa (Fig.

3, OFE, tira d). En conjunto, estos resultados no sólo nos muestran que ambos extractos alergénicos son

antigénicos sino también que los mismos comparten estructuras antigénicas.

3-

Evaluación de la reactividad cruzada entre el polen del naranjo y de cítricos en sueros de pacientes

polínicos. Si consideramos la reactividad cruzada que encontramos entre OTPE y OFE, es posible que los

pacientes que presentan una primera sensibilización al OTPE en el contexto de una exposición ocupacional,

puedan desarrollar respuestas IgE específicas hacia la OFE y otros cítricos. Para evaluar esta hipótesis,

medimos las respuestas IgE a OTPE. a OFE, a MFE, a LFE y a BE en pacientes alérgicos a OTPE y a OFE

mediante ensayos de ELISA, Western blot e inhibición de inmunoblot. De acuerdo a los hallazgos clínicos

y de laboratorio se agruparon los sueros de pacientes de la siguiente manera: pool I, sueros de pacientes con

pruebas positivas para OTPE y para OFE; pool II. sueros de pacientes con pruebas positivas para OTPE y

negativos para OFE. Encontramos que los pacientes alérgicos a OTPE y OFE tenían niveles de anticuerpos

IgE contra OTPE y contra OFE significativamente elevados en comparación con los sujetos no alérgicos

(Fig. 4a). Sin embargo, no se observaron diferencias entre los 3 extractos evaluados. En contraste, en estos

pacientes los niveles de IgE específica contra LFE no difirieron de los obtenidos en los sujetos controles.

Tampoco se observaron respuestas IgE contra el antígeno no relacionado BE.
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Se estudió con mayor profundidad la presencia de epitopes IgE comunes entre OTPE y OFE y el extracto

relacionado MFE mediante estudios cruzados de ELISA, midiendo los niveles remanentes de IgE después

de la adsorción del suero con diferentes extractos proteicos. Los niveles de IgE disminuyeron significativa-

mente en comparación con los sueros no adsorbidos, independientemente del extracto del cítrico empleado

para la adsorción (Fig 4b). En oposición, la adsorción del pool 1 de sueros con BE no influyó en la capaci-

dad de este suero para reconocer tanto al OTPE, al OFE o al MFE.

Estos resultados corroboran los hallazgos en las pruebas cutáneas y en el RAST, mostrando que los pacien-

tes estudiados tienen niveles de IgE específica contra OTPE y OFE.

Para identificar las estructuras antigénicas de los extractos proteicos en estudio, se realizaron técnicas de

inmunoblot e inhibición de inmunoblot Los sueros del pool I analizados individualmente reconocieron en

el extracto de OTPE 3 bandas proteicas de 30, 60 y 70 kDa, mientras que en el de OFE y MFE una banda

de 30 kDa. No se observó reactividad ni en LFE ni en BE. Por otra parte, el pool de sueros de los controles

no reconoció ninguna banda en ninguno de los extractos proteicos. Es interesante observar que el suero in-

dividual de los pacientes alérgicos al OTPE, pero no a OFE (pacientes 5 y 6, Tabla I) no reconoció la banda

de 30 kDa en ninguno de los extractos de cítricos probados (Tabla II). Decidimos focalizar nuestra atención

en esta banda proteica de 30 kDa detectada en OTPE, OFE y MFE para ver si el suero de los pacientes

reconocía epitopes comunes en ella. No se detectó la unión de IgE contra estas bandas en OTPE y OFE
después de la adsorción del pool I de sueros de pacientes atópicos, con OFE y OTPE, respectivamente (Fig.

4, líneas b). sugiriendo que la proteína de 30 kDa es un alérgeno que presenta epitopes comunes.

4-

Detección de IgE específica en suero de pacientes alérgicos al OTPE ú OFE mediante inmunotrans-

ferencia. Decidimos focalizar nuestra atención en la banda proteica de 30 kDa detectada en OTPE, OFE

y MFE para ver si el suero de los pacientes reconocía epitopes comunes en ella. No se detectó la unión de

IgE hacia estas bandas en OTPE y OFE después de la adsorción del pool I de sueros de pacientes atópicos,

con OFE y OTPE, respectivamente (Fig. 5, líneas b), sugiriendo que la proteína de 30 kDa es un alérgeno

que presenta epitopes comunes.

Para identificar las estructuras antigénicas de los extractos proteicos en estudio, se realizaron técnicas de

inmunotransferencia e inhibición de la inmunotransferencia. Los sueros del pool I analizados individual-

mente reconocieron en el extracto de OTPE 3 bandas proteicas de 30. 60 y 70 kDa. mientras que en el de

OFE y MFE se observó una banda de 30 kDa (Fig 5, Tabla II). No se observó reactividad ni en LFE ni en P.

am. Por otra parte, el pool de suero de los controles, no atópicos, no reconoció ninguna banda en ninguno

de los extractos proteicos.

Es interesante observar que el suero individual de los pacientes alérgicos al OTPE pero no a OFE (paciente

5 y 6, tabla II) no reconoció la banda de 30 kDa en ninguno de los extractos de cítricos probados (Tabla

II).

5-

Caraeterización parcial de los componentes antigénicos reconocidos por los anticuerpos IgE.

Para lograr una mejor caracterización de los componentes antigénicos reconocidos por los anticuerpos

IgE en pacientes atópicos se trataron los extractos OTPE y OFE con proteinasa K o ácido periódico. La

eliminación de carbohidratos no modificó el reconocimiento inmunológico en ninguno de los extractos

mientras que el tratamiento con proteinasa K. disminuyó significativamente la respuesta IgE hacia OTPE

y OFE (Tabla III). Estos datos muestran la naturaleza proteica de estos epitopes reconocidos por IgE y su

bajo contenido en carbohidratos.

Discusión

Se ha estudiado mucho acerca de la asociación de la alergia polínica al abedul, las gramíneas y las malezas

con ciertas frutas, nueces o vegetales. Se ha trabajado con la rama, la hoja y la flor del árbol del naranjo,

demostrando la existencia de un aeroalérgeno del árbol del naranjo, de peso molecular aparente <14kDa.

el cual es miembro de las familias de LTPs
,
sugiriendo que podría ser la Cit s 3, la responsable del asma y

la dermatitis de contacto durante los meses de floración [37], Sin embargo no hay trabajos publicados que
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relacionen los pólenes con los cítricos [19], Pacientes con hipersensibilidad a frutas o vegetales muchas

veces experimentan reacciones alérgicas a una variedad de pólenes [6. 16]. siendo poco frecuente encontrar

pacientes polínicos sensibles a una sola especie. En este trabajo, hemos investigado la relación antigénica

entre extractos de OTPE y de OFE en pacientes que se han sensibilizado primariamente con OTPE en un

contexto de exposición ocupacional. Por primera vez, mostramos que OTPE es antigénico y que los extrac-

tos de OTPE, de OFE y de MFE comparten a su vez estructuras antigénicas. Más aun. una proteína de 30

kDa parece ser un disparador común de la respuesta IgE a los extractos de OTPE, de OFE y de MFE, pero

no al de LFE en pacientes alérgicos exclusivamente a los extractos de OTPE y de OFE.

La asociación entre la sensibilización al polen del naranjo y la naranja podría explicarse por la presencia de

epitopes comunes en proteínas homologas o diferentes de estos extractos. Sin embargo, en nuestro estudio

estos epitopes con reacción cruzada no parecen existir en todos los cítricos. No se encontraron niveles de

IgE específica contra BE lo que confirma que el reconocimiento inmunológico es específico para el ex-

tracto alergénico probado. Al respecto podemos decir que en el reino vegetal se conservan las porciones

alergénicas de los pólenes que son reconocidas específicamente por los idiotipos de los anticuerpos IgE y

que también se ha descripto un nivel elevado de secuencias homologas entre diferentes familias y alérgenos

presentes en pólenes y alimentos relacionados [38, 39], Es interesante observar que los experimentos real-

izados con antisuero de conejos sensibilizados con OTPE y con OFE muestran que las estructuras comunes

están representadas en la proteína del extracto de OTPE más que en la de OFE. Por este motivo, es más

probable que la alergia a la naranja se manifieste en pacientes previamente sensibilizados con OTPE. Por

otra parte los mastocitos del tracto respiratorio están más expuestos que los de la mucosa oral a los alérge-

nos inhalatorios y por ende son activados más fácilmente a través de los anticuerpos IgE específicos.

Se pudo observar que la reactividad cruzada entre el OTPE y el OFE se debe fundamentalmente a la pres-

encia de una proteína de 30 kDa. Los pacientes sensibles al OTPE y no a OFE reconocieron a esta proteína

sólo en el OTPE. La ausencia del reconocimiento no se debió a la baja concentración de extracto de OFE ya

que no se modificaron los resultados al aumentar la concentración del antígeno en diez veces. Estos datos

sugieren la presencia de epitopes propios en la proteína de 30 kDa del OTPE capaces de disparar diferentes

respuestas IgE en los casos de alergia a pólenes y alimentos o a pólenes en general. En contraposición a los

análisis de Western blot con suero humano, los ensayos cruzados de inmunoblot no mostraron reactividad

cruzada entre la proteína de 30 kDa del extracto de polen y del extracto de fruta y los anticuerpos de conejo

dirigidos contra OTPE y contra OFE. Estos hallazgos podrían sugerir la existencia de diferentes epitopes

IgE e IgG, que presentan reacción cruzada en estos extractos. En concordancia con estos resultados, obser-

vamos que los pacientes atópicos que han recibido inmunoterapia con OTPE durante 2 años aumentaron

los niveles de IgG capaces de reconocer la proteína de 30 kDa del OTPE. Por el contrario, no se encontró

ninguna reactividad IgG hacia esta proteína con OFE (datos no mostrados).

Se describieron algunas reductasas de peso molecular aparente de 35 kDa que podrían representar una

nueva familia de alérgenos en pólenes y alimentos presentes en algunas frutas y vegetales llamadas Bet v

6 o proteínas relacionadas con Bet v 6 [8, 16], También se mencionó la presencia de un alérgeno común

de 30 kDa presente en un grupo de frutas relacionadas, pero en este estudio los pacientes eran sensibles a

frutas, pero no a pólenes [40], Más aún. también se ha relacionado un alérgeno de 30 kDa en la alergia al

látex y algunas frutas [41], Algunas proteínas de 30 kDa podrían migrar juntas en el SDS-PAGE y presentar

inmunoreactividad a la IgE. Por lo tanto, no podemos inferir que la proteína de 30 kDa con reactividad

alergénica cruzada sea la misma descripta por otros autores.

Por lo general, los alérgenos que producen reacciones de hipersensibilidad inmediata son proteínas y la

mayoría de los estudios sugieren que son más de una [42], Resultados de estudios anteriores realizados

después de la depleción de proteínas y carbohidratos muestran la presencia en los extractos de OTPE y de

OFE de epitopes proteicos. Esto sugiere que la antigenicidad de la proteína de 30 kDa no estaría relacio-

nada con motivos de carbohidratos. El mapeo de epitopes podrá quizás, en un futuro confirmarnos estos

hallazgos. Los pacientes evaluados en este estudio presentaban síntomas alérgicos, pero ninguno, síntomas

de alergia oral. Esto indica que la proteína de 30 kDa podría no estar involucrada en el desarrollo de las

manifestaciones clínicas severas de los episodios de alergia relacionados con frutas.
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Por otro lado, se sabe que en las frutas, las profilinas son descriptas como alérgenos menores con algunas

excepciones como en el caso del melón, la sandía o la naranja. Con la intención de comprender el mecanis-

mo de reactividad cruzada entre miembros de la familia de las profilinas, se identificó un mimotope que

podría estar involucrado en la reactividad cruzada entre las profilinas de frutas y pólenes [43 j. Sin embargo,

nuestros resultados obtenidos con pacientes no evidenciaron reactividad cruzada entre proteínas de de 14

kDa de peso molecular aparente entre el polen de naranjo y la naranja, las cuales podrían corresponder a

profilinas.

En conclusión, hemos podido establecer la relación antigénica entre el OTPE y los cítricos. La presencia

de epitopes comunes entre el OTPE y el OFE podría explicar el desarrollo de alergia a OFE en pacientes

sensibilizados a OTPE. Estos resultados señalan que el aislamiento, la purificación y la caracterización

molecular de los alérgenos con reactividad cruzada podrían ser útiles para el diagnóstico y el tratamiento de

la alergia compartida entre pólenes y frutas.
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Tabla II. Detección de IgE específica anti-proteínas alergénicas de los extractos en pacientes

alérgicos al OTPE y al OFE mediante inmunoblot.

Serum
sample N

CTTPEMWffcDa) OFE MWÍHDa) MFEMWfkDa)i LFE MWOtDa) BE :MW (KDa)

“ 30 60 70 30 30 30 30 -

1 + + + - -

2 + + + + + - -

3 + + + + + - -

4 + + + + + - -

5 + + + - - - -

6 + + + - - - -

PC * • » , •

100 microgramos de OTPE, OFE, MFE, LFE y BE se separaron por SDS-PAGE, y luego de ser

transferidos, se detectaron mediante immunoblot utilizando sueros de los pacientes 1 a 4 con alergia a

OTPE y a OFE y de los pacientes 5 a 6 sólo alérgicos al OTPE. El pool de sueros control (PC) fue

obtenido de 5 pacientes no alérgicos

Tabla III. Caracterización de componentes antigénicos reconocidos por el suero de pacientes

atópicos

Extracto OTPE OFE

- sin tratamiento 0.505 ± 0.04 0.485 ± 0.04

-depletados de proteínas 0.120 + 0.20 0.100 ± 0.20

-depletados de carbohidratos 0.490 ± 0.07 0.470 ± 0.07
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Figura I. A- SDS-PaGE 12% teñido con nitrato de plata de extracto polen de naranjo OTPE con (a) o sin

(b) procedimiento de desgrasado y de c) extracto de naranja OFE (15 pg proteína total del extracto sem-

brados en cada pocilio). B- 12 % SDS-PAGE de 50 pg de proteína total del extracto teñida con PAS de a)

OTPE ú b) OFE.
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Figura 2. Relación antigénica entre los extractos alergénicos de OTPE y de OFE. Para el ensayo de ELISA

de inhibición de IgG, se adsorbieron anti-OTPE (A) y anti-OFE (B) con diferentes concentraciones de

OTPE (cuadros negros) ú OFE (círculos negros) y se agregaron a OTPE ú OFE como fase sólida, respec-

tivamente.
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Figura 3. Reactividad cruzada entre los los extractos alergénicos de OTPE y de OFE. Cincuenta micro-

gramos de OTPE (A) o OFE (B) se separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelu-

losa y se revelaron con suero policlonal anti-OTPE (líneas a y d) o anti-OFE (líneas b y c)
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Figura 4. Identificación de epitopes reconocidos por IgE compartidos entre OTPE y extractos de frutas

cítricas. Niveles de Anticuerpos IgE específicos para los extractos alergénicos fueron medidos en sueros de

pacientes atópicos A) pool I (pacientes, barras blancas), pool de sueros de controles no alérgicos (controles,

barras negras). B) Después de adsorción con OTPE (barras blancas). OFE (barras gris claro), MFE (barras

gris oscuro) o 3-BE (barras negras). También se muestran controles no adsorbidos (barras cuadriculadas).

Los datos representan la media DO+SD de tres experimentos diferentes.
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Figura 5. Presencia de epitopes comunes en el polen del naranjo y la naranja, blanco de IgE específicas

en pacientes atópicos. 50 microgramos de OTPE (A) o de OFE (B) se separaron por SDS-PAGE. se trans-

firieron a membranas de nitrocelulosa y se revelaron con el suero pool 1 antes (líneas a) y después de la

absorción con OFE (A, línea b) o con OTPE (B, línea b). También se realizaron controles con pool de sueros

de pacientes no atópicos (líneas c) y extractos alergénicos no relacionados (líneas d).

Key words: Orange pollen tree; pollen-fruits syndromes; citrus hypersensitivity; occupational orange

allegry.


