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Resumen

La alergia respiratoria impacta la calidad de vida de millones de personas a
nivel mundial y se manifiesta cominmente como rinitis alérgica, conjunti-
vitis, estornudos, dificultad para respirar y asma. Estos trastornos son oca-
sionados por respuestas exacerbadas del sistema inmunolégico en pacientes
sensibilizados por agentes ambientales generalmente inocuos y, principal-
mente, de naturaleza proteinica denominados alérgenos. En el Laboratorio
de Protedmica del cIAD se realizan investigaciones para identificar las protei-
nas alergénicas presentes en polenes del desierto de Sonora con relevancia
clinica para, a partir de ese conocimiento, disefiar estrategias diagndsticas
y terapéuticas para la alergia al polen en estas especies. Para ello, se han
empleado técnicas protedmicas con un enfoque inmunoprotedémico, utili-
zando Western blot para la deteccidn de proteinas alergénicas, usando la
IgE del suero de pacientes alérgicos como anticuerpo primario. Las protei-
nas inmunodetectadas son cortadas de un gel bidimensional de poliacrila-
mida y digeridas con tripsina para su identificacién por cromatografia de
liquidos acoplada espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) y ana-
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lisis bioninformaticos. Hemos identificado alérgenos de relevancia clinica,
como la triosa fosfato isomerasa, poligalacturonasa, enolasa y profilina,
siendo esta ultima responsable de la reactividad cruzada entre pdlenes y
alimentos vegetales frescos, y la enolasa, antes considerada alérgeno exclusi-
vo en hongos, y que ha emergido recientemente como un alérgeno relevante
en el polen y otras fuentes. Aplicando inmunoprotedmica en conjunto con
herramientas bioinformaticas, se ha confirmado la alergenicidad y se han
difundido los primeros reportes y predicciones sobre alérgenos de fuentes
con relevancia clinica presentes en el desierto de Sonora. Por ejemplo: Carya
illinoinensis (nogal pecanero), Prosopis velutina (mezquite terciopelado) y
Parkinsonia microphylla (palo verde). Estos polenes predominantes en el
desierto de Sonora no habian sido explorados, pero se ha comprobado que
tienen un fuerte impacto en la salud y calidad de vida de las personas alérgi-
cas en la region. La aplicacion de la inmunoproteémica permiti6 explorar
nuevas y relevantes fuentes de alérgenos, lo cual es esencial para un diagnoés-
tico y tratamiento mas eficiente y seguro. Estas investigaciones estan abriendo
nuevas perspectivas para la comprension y el abordaje de esta problematica
de salud publica global.

Palabras clave: alergia, drboles del desierto, polen, protedmica.

Introduccion

Los polenes son los aeroalérgenos mas importantes en el ambiente y repre-
sentan una pequefa fraccion de la cantidad total de particulas bioldgicas
presentes en el aire. No existe informacién suficiente que correlacione direc-
tamente el cambio climatico, la produccidn de polen, la identificacion de
alergenos del polen y la sensibilizacion alérgica que presentan las personas.
Las investigaciones llevadas a cabo en el Laboratorio de Proteémica del
Centro de Investigacion en Alimentaciéon y Desarrollo, A.C. (C1AD) se han
enfocado en identificar y caracterizar proteinas alergénicas de importancia
clinica, provenientes del polen de tres arboles como el mezquite (Prosopis
velutina), el palo verde (Parkinsonia microphilla) o el nogal pecanero (Carya
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illinoinensis), que crecen en zonas desérticas y tienen importancia nutricio-
nal, de sustentabilidad y econdmica.

La inmunoprotedmica nos ha permitido detectar proteinas especificamen-
te reconocidas por anticuerpos de los pacientes alérgicos e identificarlas me-
diante espectrometria de masas y analisis bioinformaticos. Estos hallazgos se
estan empleando a través de una estrecha colaboracion con el Instituto Nacio-
nal de Enfermedades Respiratorias (INER) y el Instituto Potosino de Investi-
gacion Cientifica y Tecnolédgica A.C. (1picyT) para desarrollar estrategias que
contribuyan al diagnéstico y tratamiento de la alergia al polen de estos arboles.

La polinizacién y su efecto
en las enfermedades respiratorias

El desierto de Sonora es el mas seco y caluroso del pais. Las diferencias
climaticas que se estan presentando han provocado que la floracion en espe-
cies nativas sea distinta a las del resto del pais, por ende, los tipos de pdlenes
dispersos en el aire también lo son (Morales-Amparano y Huerta-Ocampo,
2023). La polinizacién de los arboles florales libera una gran cantidad de
aeroalérgenos, haciendo inevitable la exposicién de la poblacién al polen.
Esto ha generado en los ultimos aflos un aumento en la incidencia de aler-
gias y que éstas se presenten en etapas mds tempranas y tengan una duracion
mas prolongada, ocasionando serias repercusiones para la salud humana.
En zonas dridas y semiaridas, el cambio climatico potencia la emisién y el
transporte de particulas finas (PM10) y ultrafinas (PM2.5) que se adhieren
a las superficies de los polenes, causando la liberacion de sus componentes
alergénicos. La mayoria de las particulas que cubren la superficie del polen
provienen de la contaminacion vial por emisiones de automéviles y su dis-
persion se favorece por los tipos de suelo locales (Ortega-Rosas et al., 2020).

{Cémo se desencadena la alergia por polen?

Las alergias por polen son una reaccién anormal a sustancias especificas
denominadas alérgenos, que generalmente son proteinas presentes en el
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polen y tienen un peso molecular de 10 a 60 kDa. Estos alérgenos inflaman
el tracto respiratorio y estimulan la producciéon de anticuerpos especificos
de la clase IgE y de células sensibilizadas. Estas tltimas unen su superficie
alos anticuerpos IgE especificos generados contra los componentes del po-
len (antigenos) que ocasionaron su formacion. La unién del antigeno con
la IgE en la superficie de las células sensibilizadas libera moléculas que ge-
neran las manifestaciones clinicas de la alergia (Batista-Roche y Huerta-
Ocampo, 2021).

Los contaminantes atmosféricos provocan un incremento en la sintesis
de IgE, pudiendo inducir o aumentar la expresion de proteinas alergénicas.
Las IgE se difunden inicialmente por los vasos linfaticos y después por el
torrente sanguineo. Al ingresar al espacio intersticial, se unen al receptor
para IgE de alta afinidad, localizado en la membrana de mastocitos y eosino-
filos, sensibilizandolos al alérgeno. Entonces, la IgE adopta una funcién de
receptor especifico para proteinas alergénicas (Oh, 2018).

Las reacciones de hipersensibilidad tipo 1 (hipersensibilidad inmediata)
estan mediadas por la unién de la IgE con su antigeno y ocasionan los sinto-
mas caracteristicos de las alergias respiratorias; estos comienzan tras una
segunda exposicion al alérgeno en individuos previamente sensibilizados.

Figura 17.1. Etapas de la reaccion alérgica
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Esta union propicia un reconocimiento cruzado, provocando una cascada
de sefiales intracitoplasmaticas que desencadena la liberacion de mediadores
inflamatorios.

Al ocurrir la desgranulacién de los mastocitos se libera histamina y
diversas enzimas proteoliticas. También, al metabolizarse el acido araquidé-
nico de la membrana se liberan prostaglandinas y leucotrienos, provocando
el aumento de la permeabilidad vascular, broncoconstriccion, secrecion de
moco y la atracciéon de diferentes células (Bruhns et al., 2005) (Figura 1).

Estos mediadores son responsables de los sintomas (aumento de la per-
meabilidad vascular, contracciéon del musculo liso y secrecion de mucosas)
que, en casos severos, pueden llegar a desencadenar un choque anafilactico
con consecuencias fatales (Figura 17.1).

Arboles de zonas desérticas como potencial alergénico

En México se han realizado pocos estudios aerobioldgicos y se ha encon-
trado que los alérgenos del polen de los arboles son los mas implicados en
los trastornos alérgicos. Las proteinas alergénicas del polen de diferentes
arboles como el mezquite (Prosopis velutina), palo verde (Parkinsonia mi-
crophilla) o nogal pecanero (Carya illinoinensis), son fuentes de relevancia
clinica debido a la reaccidn alérgica que causan en los habitantes de las
zonas donde crecen. El mezquite y el palo verde se distribuyen ampliamente
en el desierto de Sonora; el nogal pecanero, en todo el noroeste de México,
donde se cultiva por su fruto (Batista-Roche y Huerta-Ocampo, 2021, Mo-
rales-Amparano y Huerta-Ocampo, 2023).

El polen del mezquite se encuentra entre los principales grupos polini-
cos en México, de acuerdo con datos publicados por el INER. Un estudio
aerobiologico realizado en Monterrey, Nuevo Leon, ubicé al polen de Pro-
sopis entre los 12 mas abundantes. En el area metropolitana de Monterrey
el polen de mezquite representa el 2% del polen presente en su atmdsfera
urbana. Pero en el territorio mexicano, la prevalencia de la alergia respirato-
ria al polen del mezquite en personas sensibles es de un 21% (Batista-Roche
y Huerta-Ocampo, 2021).
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En 2016 se analizaron mas de 13 mil casos de personas alérgicas en la
ciudad de Hermosillo, Sonora, y se encontr6 que la mayor incidencia de
alergias se present6 durante el mes de octubre, lo que se correlacion6 con
las concentraciones maximas de polen y esporas en el ambiente (Batista-
Roche y Huerta-Ocampo, 2021).

En el caso del arbol de palo verde (Parkinsonia microphilla), su polen
causa alergia debido a la gran cantidad de flores que produce y que son
arrastradas por el viento. El interés de estudiar las proteinas alergénicas de
esta especie se debe a que no existe informacion al respecto y es un arbol
ampliamente plantado con fines ornamentales en parques, calles, avenidas
y en proyectos de urbanizacidn ecoldgica, particularmente en ciudades de-
sérticas del norte de México y el suroeste de Estados Unidos, (Morales-Am-
parano et al,, 2022).

Por su parte, el nogal pecanero (C. illinoinensis) se ha considerado un
arbol que genera la mayor cantidad de polen en el aire de los estados donde
se produce la nuez pecanera. Ademas, la nuez contiene 3 proteinas (Cari 1,
Car i 2,y Car i 4), reconocidas por la Organizacion Mundial de la Salud
(oms) como alergenos en alimentos (Morales-Amparano et al.,, 2021). Las
condiciones ambientales y atmosféricas influyen en la dispersion del polen
y, al unirse éste con particulas contaminantes, se incrementa su capacidad
alergénica (Batista-Roche y Huerta-Ocampo, 2021).

Proteémica en la identificacion
de proteinas alergénicas en el polen

La identificacion de una amplia variedad de proteinas alergénicas en el po-
len se puede lograr mediante herramientas proteémicas que incluyen: téc-
nicas de separacion electroforéticas, espectrometria de masas y analisis
bioinformaticos, aunados a la inmunodeteccién, empleando la IgE presen-
te en el suero de los pacientes alérgicos. Sin embargo, son pocos los estudios
realizados donde se han identificado proteinas alergénicas en el polen de
arboles que crecen en zonas desérticas. Sumado a esto, no existe un método
universal para la extraccion de proteinas alergénicas y éste se debe adecuar
dependiendo de la naturaleza de la muestra. Es importante considerar que
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el polen es una muestra recalcitrante que contiene, ademas de proteinas,
otros componentes (pigmentos, carbohidratos, lipidos, etc.) que dificultan
la extraccién de proteinas con la calidad suficiente para su analisis (Mari
etal., 2010).

Se halogrado inmunodetectar proteinas alergénicas del polen con rele-
vancia clinica de diversas fuentes desérticas, pero son relativamente pocas
las proteinas caracterizadas y producidas de forma recombinante para su
empleo como herramientas diagndsticas e inmunoterapéuticas.

Métodos

Inmunodeteccidn bidimensional y analisis protedmico
para la identificacidon de proteinas alergénicas

Se empled un enfoque inmunoproteémico basado en geles, utilizando Western
blot en dos dimensiones para la deteccion de proteinas alergénicas en pdle-
nes de nogal y mezquite (Fig. 2).

El protocolo fue aprobado por los Comités de Etica e Investigacion del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, México. D.F. Todos los
participantes firmaron un consentimiento informado. Para la obtencién de
las muestras se condujo el estudio de acuerdo con los principios éticos de la
Declaracion de Helsinki de 1975 (revisados en 1983), y con base en la Guia
de Buenas Practicas Clinicas. Se obtuvieron muestras de suero de pacientes
con rinitis alérgica y/o asma que resultaron positivos (polisesibilizados) a
diversos pdlenes de arboles, pastos y otras fuentes mediante una prueba
cutanea (Prick test). Aquellos pacientes sometidos a tratamientos con anti-
histaminicos, corticosteroides o inmunoterapia fueron excluidos del estudio.

Se utilizo la IgE del suero de pacientes alérgicos como anticuerpo pri-
mario y anti- IgE humano conjugado a peroxidasa de rabano (HRP) como
anticuerpo secundario. Para revelar las proteinas alergénicas se empled un
sustrato quimioluminiscente y un fotodocumentador (Chemidoc-MP, Bio-
Rad). Las manchas de las proteinas inmunodetectadas se cortaron de un gel
bidimensional de poliacrilamida y se digirieron con tripsina, la extraccién
de los péptidos se realiz6 de acuerdo con lo reportado por Huerta-Ocampo
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Figura 17.2. Herramientas proteémicas para la inmunodeteccion, identificacién y prediccion
de proteinas alergénicas del polen

Bamach em ke .$..- ".}.l.—\.ru1
 Zrmmers ) il

Irpr phyyn—wen § PTLnC oot
R ot LT e
[ pieran g - inas

Lo i o3 i .-_-!
prslen s O palar Colers J0E
: o 3 A -
i i e LEEe g, 16 . S a .
=) «¢ " m'il

Tt cuvie et Aok A min
o Franc o e | v Lt [TRPP T
Fpmiag
Libtew oo gpeles
Eelral o ar Sabe
panchr e
ahe g e
F . = i N d
# | =1
« “nl8 bt
yardn s nle s
Eoiggaidate con M el o Srdimin e L RLCIL T B P
TigHaia [am LA TS il TSt AT

Fuente: creacidn propia basada en imagenes creadas con BioRender.com

y colaboradores (2014), de la siguiente manera: los sobrenadantes de
la digestion con tripsina se recuperaron en microtubos nuevos de 1.5 mL.
El resto de la muestra de la digestion en gel se lavé bajo agitacion constante
a 1400 rpm (Thermomixer, Eppendorf, Alemania), una vez con agua Milli-Q
y dos veces con acetonitrilo al 50% conteniendo 5% de acido férmico. Los
sobrenadantes de todos los lavados se colectaron junto con los sobrenadan-
tes de la digestién y se concentraron mediante vacio con la ayuda de un
evaporador (Vacufugue Plus, Eppendorf, Alemania) hasta sequedad, suspen-
diéndolos después con 15 pL de acido férmico al 1%.

Los péptidos obtenidos de la digestion en gel se analizaron mediante
LC-MS/MS en el Laboratorio de Residuos Toxicos del c1aD, A.c. Las mues-
tras se inyectaron a una columna analitica ZORBAX 300SB-C18 (1.8 pum x
2.1 mm x 100 mm; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) equilibrada
con la fase movil inicial: 1% acetonitrilo (ACN) y 0.1% de acido férmico (FA)
que se mantuvo a 35 °C. Los péptidos se separaron mediante cromatografia
de liquidos de ultra desempeio utilizando el equipo 1290 Infinity (Agilent
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Technologies, Santa Clara, CA, USA), empleando un flujo de 400 uL/min y
las siguientes condiciones cromatograficas: 1 min con 99% de A (H20 con
0.1% FA) y 1% de B (ACN con 0.1% FA); seguida de un gradiente lineal
hasta alcanzar 70% de B en 15 min y un gradiente final de 1 min hasta alcan-
zar 1% de B; con un periodo de equilibrio de 3 min (1% de B) entre cada
corrida.

Los péptidos eluidos de la columna se ionizaron por electrospray con
una fuente de ionizacién Dual AJS ESI (Agilent Technologies), aplicando
3.5 kV y se analizaron por espectrometria de masas en tandem en modo
positivo en el espectrémetro de masas 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) mediante un andlisis depen-
diente de datos. Los espectros se adquirieron en el modo auto MS/MS, el
rango de masas en el modo MS fue de 400 a 1700 m/z (3 espectros/s) y en
el modo MS/MS de 50 a 1700 m/z (1 espectro/s), con un maximo de cinco
precursores por ciclo (Huerta-Ocampo et al., 2020).

Posteriormente, se identificaron las proteinas mediante un analisis
bioinformatico de la siguiente manera: los datos de espectrometria de masas
(archivos con extension .d) se procesaron con el servidor Spectrum Mill MS
Proteomics Workbench (Agilent Technologies) para obtener archivos con
extension .mzXML e identificar las proteinas a las que pertenecen los pépti-
dos digeridos mediante Homology Database Search contra una base que
contiene 92 600 secuencias de proteinas, obtenida a partir del ensamblado
de datos transcriptomicos de C. illinoinensis (para nogal) y para mezquite
contra el proteoma de Prosopis alba (57 575 secuencias) disponible en el
Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas
en inglés).

Se usaron los siguientes parametros: tripsina como proteasa especifica,
permitiendo la omision de un sitio de corte, la tolerancia de masa para los
iones precursores y sus iones fragmento fue de 20 ppm y 0.1 Da, respectiva-
mente, carbamidometilacion de las cisteinas como modificacién fija y oxi-
dacion de las metioninas como modificacion variable. Se consideraron como
proteinas identificadas aquéllas para las que se obtuvieron al menos dos
péptidos.
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Identificacion libre de geles de proteinas del polen
y prediccidn de su alergenicidad

Las proteinas solubles del polen de palo verde (P. microphylla) se extrajeron
segun el método reportado previamente por nuestro grupo de trabajo
(Huerta-Ocampo et al., 2022). Se redujeron 100 pg de proteina soluble de
polen con ditiotreitol 10 mM, se alquilaron con iodoacetamida 55 mM y
se digirieron en liquido con tripsina grado espectrometria de masas (Pierce
Biotechnology), empleando una proporcion de tripsina: proteina de 1:30
por 20 h a 37 °C. Después de la digestion, los péptidos se desalaron em-
pleando cartuchos C18 (Sep-Pak C18, Waters) y se secaron al vacio a 37 °C,
utilizando el equipo Vacufuge plus (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Los
péptidos se analizaron por espectrometria de masas en taindem (LC-MS/
MS) de la siguiente manera: se suspendieron en una solucién de acetonitrilo
al 10% con 0.1% de acido férmico y se separaron empleando un cromato-
grafo de liquidos de ultra desempefo (Dionex Ultimate 3000, RSLCnano
UHPLC system, Thermo Fisher Scientific, San José, CA, USA) acoplado a
un espectrémetro de masas de alta resolucion (Q-Exactive Plus high resolu-
tion mass spectrometer, Thermo Fisher Scientific). Los péptidos se atraparon
en una precolumna (C18 PepMap 100, 5 um, 100 A, 300 um didmetro interno
X 5 mm) y, posteriormente, se separaron mediante un gradiente de elucién
de 250 min en una columna capilar a un flujo de 250 nL/min (EASY Spray
Column, PepMap RSLC, C18, 3um, 100 A, 75um x 150 mm). Las fases mo-
viles fueron las siguientes: (A) acido férmico al 0.1% en agua y (B) acetoni-
trilo: agua con 0.1% de acido férmico, en proporcion 90:10 (v/v). El espectro-
metro de masas se operé en modo positivo mediante un programa de
adquisicion dependiente de datos. En el modo MS se filtraron los iones con
un rango de 300-2000 m/z. Los 10 iones mas intensos de cada escaneo en
modo MS con estados de carga de 2 y superiores aislaron con una ventana
de aislamiento de 1 m/z en el cuadrupolo y se fragmentaron con una ener-
gia normalizada de colision de 27%. La masa/carga de los iones precursores
se midi6 a una resolucién de 70000 (a 200 m/z) mientras que la de los frag-
mentos de midi6 a una resolucion de 17500 (Palafox-Félix et al., 2022).

La identificacidon de proteinas se realiz6 utilizando el software Max-
Quant (v 2.1.4.0) y la base de datos de proteinas de Prosopis alba, disponible
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en el NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/taxonomy/207710/ que
cuenta con 57,662 secuencias. Para predecir la alergenicidad de las proteinas
del polen, las secuencias de los ortélogos filogenéticamente mas cercanos de
las proteinas identificadas se analizaron en AllerTop v.2.0. (Dimitrov et al.,
2014) (https://www.ddg-pharmfac.net/ AllerTOP/method.html) (Figura 2).
Las proteinas potencialmente alergénicas se analizaron con la herramienta
AllerCatPro 2.0 (Nguyen et al., 2022) (Disponible en: https://allercatpro.
bii.a-star.edu.sg/).

Resultados

Proteinas alergénicas en polen de zonas desérticas identificadas
mediante métodos inmunomprotéomicos basados en geles

En el Laboratorio de Protedmica del ciap hemos identificado proteinas
alergénicas especificas en pdlenes de arboles del desierto con relevancia
clinica como el mezquite y el nogal pecanero. La inmunodeteccién bidimen-

Figura17.3. A) Perfil bidimensional de proteinas de polen de P. velutina, tefidas con azul de
Coomassie R-350. B). Inmunodeteccidn bidimensional de proteinas alergénicas del polen de P.
velutina, con un conjunto de sueros de pacientes alérgicos en dilucién 1:15

Fuente: Huerta-Ocampo, J. A, Batista-Roche, L. G., Morales-Amparano, M. B., Robles-Burguefio, M. d. R., Ra-
mos-Clamont Montfort, G., Vazquez-Moreno, L., Ramirez-Jiménez, F,, y Teran, L. M. (2022). Identifica-
tion of Allergenic Proteins in Velvet Mesquite (Prosopis velutina) Pollen: An Immunoproteomics
Approach. Life, 12 (9), 1421. https://doi.org/10.3390/life12091421. ISSN: 2075-1729.
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sional de proteinas alergénicas del polen de Prosopis velutina revel6 41 manchas
de proteinas reconocidas por los anticuerpos IgE del suero de los pacientes
alérgicos (Figura 17.3) y el anilisis por espectrometria de masas en tdndem
permitio identificar 24 proteinas tnicas (Huerta-Ocampo et al., 2022) (Ta-
bla 17.1).

Estas proteinas han sido ampliamente reconocidas como alérgenos del
polen, de alimentos y alérgenos de contacto. Entre ellas destaca la presencia

Tabla 17.1. Proteinas alergénicas identificadas en el polen de mesquite terciopelo (Prosopis velutina)

Numero Mr/pl
Proteina de acceso* Tedrico# PM/CS$§ Puntajef  Mancha
ATP synthase subunit beta 1624089683 60.1/5.9 19/44% 378 12
Carbonic anhydrase 1624114052 37.3/8.8 2/7% 34 13
Enolase 1624040022 48.0/5.8 7/18% 121 17
Fructose-bisphosphate aldolase 1624108864 38.8/6.7 13/38% 242 30
GDSL esterase/lipase 1624029014 37.9/6.1 7/18% 101 29
Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 1624040970 38.9/8.8 5/20% 93 32
Glutelin type-D 1 1624065233 38.4/6.3 7/20% 121 36
G3PDH 1624127796 36.5/7.8 12/45% 183 31
Malate dehydrogenase, mitochondrial 1624051156 36.3/8.8 10/31% 188 37
Mitochondrial-processing peptidase 1624112156 55.2/5.9 6/13% 79 14
Nucleoside diphosphate kinase 1624076552 16.4/6.8 6/40% 109 41
Pathogenesis-related protein 1 (PR-10) 1624126639 18.1/9.0 2/17% 30 41
Polygalacturonase-like 1624065841 38.4/6.3 5/15% 83 27
Fructokinase-5 1624052972 35.3/5.9 13/44% 234 22
Profilin 1624112235 14.4/4.8 3/25% 51 40
Proteasome subunit alpha 1624127659 27.5/6.7 6/26% 109 33
Pyruvate dehydrogenase subunit beta 1624021117 40.2/5.8 4/11% 65 18
Rho GDP-dissociation inhibitor 1 1624023092 25.2/4.7 2/16% 28 2
S-adenosylmethionine synthase 1624121540 43.0/6.1 4/12% 76 26
Superoxide dismutase, mitochondrial 1624128322 26.5/7.2 4/19% 63 39
Thaumatin-like protein 1b 1624039760 25.8/5.0 2/10% 32 1
Triosephosphate isomerase, cytosolic 1624021851 27.2/5.9 9/52% 168 38
UDP-arabinopyranose mutase 1 1624085496 41.1/5.6 11/28% 187 20
UTP-glucose-1-p uridylyltransferase 1624020612 51.9/5.6 15/34% 273 16

* Numero de acceso a la base de datos del ncsl, ‘Masa molecular tedrica (kDa)/punto isoeléctrico; §NUmero
de péptidos/cobertura de secuencia de la proteina. Puntaje obtenido con el programa Spectrum Mill
(Puntajes =24y al menos dos péptidos fueron necesarios para una identificacion mas confiable de las
proteinas).

Fuente: Huerta-Ocampo, J.A,; Batista-Roche, L.G.; Morales-Amparano, M.B.; Robles-Burguefio, M.d.R.; Ra-
mos-Clamont Montfort, G.; Vazquez-Moreno, L.; Ramirez-Jiménez, F.; Teran, L.M. (2022). Identification
of Allergenic Proteins in Velvet Mesquite (Prosopis velutina) Pollen: An Immunoproteomics Approach.
Life, 12 (9), 1421. https://doi.org/10.3390/1ife12091421. ISSN: 2075-1729.
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Figura 17.4. Inmunodeteccion bidimensional de proteinas alergénicas del polen de Carya
illinoinensis. A) Perfil bidimensional de proteinas de polen de Carya illinoinensis teriidas con azul
Coomassie R-350. B) Inmunodeteccion (Western Blot bidimensional) de proteinas alergénicas del

polen
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Fuente: Morales-Amparano, M. B., Valenzuela-Corral, A, Ramos-Clamont Montfort, G., Vazquez-Moreno, L.,
Escobedo-Moratilla, A., Pastor-Palacios, G., Ovando-Vazquez, C. M., Teran, L.M. & Huerta-Ocampo, J. A.
(2021). Immunoproteomic identification of allergenic proteins in pecan (Carya illinoinensis) pollen.
Journal of Proteomics, 248 (2021) 104348. https://doi.org/10.1016/j.,jprot.2021.104348. ISSN 1874-
3919.

de las proteinas PR-10 y profilina, dos conocidas familias de panalérgenos,
lo que podria explicar, en gran medida, el fenémeno de reactividad cruzada
entre el polen de mezquite y otras fuentes de alérgenos.

También la aplicacion del Western blot bidimensional permitié la detec-
cién de 18 manchas de proteinas del polen del nogal pecanero (C. illinoi-
nensis), reconocidas por los anticuerpos IgE presentes en un conjunto de
sueros de pacientes alérgicos (Fig. 17.4).

Los datos de la espectrometria de masas y su analisis bioinformatico
permitieron identificar 17 proteinas alergénicas iinicas en el polen de nogal
(Tabla 2) (Valenzuela-Corral, 2019; Morales-Amparano et al., 2021).

Como la enolasa, que es reconocida como un alérgeno de hongos y de
contacto, ademas de ser un alérgeno del polen. Fructocinasa, Gliceraldehido
3 fosfato deshidrogenasa y Fructosa bisfosfato aldolasa, las tres reconocidas
como alérgenos en polen de coco, plantago (Plantago lanceolata) o girasol,
entre otras proteinas relevantes (Morales-Amparano et al., 2021).
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Tabla 17.2. Proteinas alergénicas identificadas en el polen de Carya illinoinensis mediante LC/MS/
MS y un andlisis bioinformdtico

Mr/pl
Mancha* Proteina Identificador®  Mr/pl Exp.c Teéri‘:od PId/CS¢ Puntaje’
1 ATP synthase subunit beta,** XP_018849756.1 53.6/5.2 59.8/5.6 13/38% 766
2 Enolase XP_018806299.1 52.2/5.5 52.6/6.3 2/5% 159
3 ATP synthase subunit alpha* XP_018843285.1 51.4/57 55.8/6.2 4/10% 245
4 Malate dehydrogenase-like XP_018808212.1 41.0/6.4 36.0/6.5 4/17% 151
4 G3PDH, cytosolic*® XP_018846382.1 41.0/6.4 36.7/6.7 3/10% 91
5 Fructose-bisphosphate aldolase’ XP_018812677.1 39.0/6.6 38.8/6.9 4/19% 241
6 L-lactate dehydrogenase PON40627.1 38.5/6.8 37.8/6.8 2/13% 114
7 Malonyl-CoA: ACP transacylase 1-2  XP_018819156.1 34.4/5.1 44.7/8.2 2/8% 120
8 Enoyl-ACP-reductase XP_018825271.1 36.5/5.3 41.6/7.7 5/19% 171
9 Thiamine thiazole synthase 2 XP_018820652.1 31.0/5.3 38.0/5.4 2/7% 91
10 Pyridoxal 5'-phosphate synthase XP_018810049.1 33.9/5.6 33.5/5.8 2/8% 144
11 Malate dehydrogenase® XP_018826582.1 32.8/5.7 43.8/7.6 3/13% 91
13 Carbonic anhydrase* XP_018823093.1 30.7/6.2 36.7/7.0 3/13% 116
14 Triosephosphate isomerase’ XP_018823301.1 29.7/6.4 27.5/6.0 4/28% 144
15 Triosephosphate isomerase® XP_018823301.1 28.6/6.2 27.5/6.0 4/27% 110
17 Profilin*$ XP_018846365.1 11.3/4.8 14.3/5.0 2/19% 111
18 Nucleoside diphosphate kinase B XP_018819438.1 15.0/6.6 16.3/6.3 2/16% 52

* Los numeros de mancha corresponden a la Figura 4." Los identificadores corresponden a la base de datos
del ncei. © Masa molecular/punto isoeléctrico experimentales. ¢ Masa molecular/punto isoeléctrico
teoricos. ¢ Péptidos identificados/cobertura de secuencia. ‘valores de score > 47 indican identidad o
extensa homologia p < 0.05. *Glicoproteinas * Proteinas reportadas como alérgenos en el polen
S Proteinas alergénicas no reportadas en el polen.

Fuente: Morales-Amparano, M. B., Valenzuela-Corral, A., Ramos-Clamont Montfort, G., Vazquez-Moreno, L.,
Escobedo-Moratilla, A, Pastor-Palacios, G., Ovando-Vazquez, C. M., Teran, L.M. & Huerta-Ocampo, J. A.
(2021). Immunoproteomic identification of allergenic proteins in pecan (Carya illinoinensis) pollen.
Journal of Proteomics, 248 (2021) 104348. https://doi.org/10.1016/j.,jprot.2021.104348. ISSN 1874-3919.

Identificacidn de proteinas de polen y prediccién
de su alergenicidad empleando herramientas
libres de geles y analisis bioinformaticos

Complementando las investigaciones realizadas utilizando Western blot
bidimensional, hemos identificado proteinas alergénicas presentes en el po-
len de palo verde (P. microphylla), empleando una estrategia libre de geles.
Este enfoque permitié identificar con éxito 808 proteinas, entre éstas, 79 se
predijeron como supuestos alérgenos utilizando la herramienta bioinfor-
matica AllerTop v.2.0 y, a su vez, se analizaron en el software AllerCatPro
2.0. (Morales-Amparano et al.,, 2022). Las proteinas alergénicas putativas
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Tabla 17.3. Proteinas alergénicas putativas en el polen de Parkinsonia microphylla
y sus alérgenos homélogos en otras fuentes

Proteina alergénica putativa en palo verde  Alérgeno reconocido Especie % ldentidad
Proteina de unién luminal 5 Cora10 Corylus avellana 93
Peptidil-prolil cis-trans isomerasa 1 Arah 18 Arachis hypogaea 91
Proteina relacionada al choque térmico 80 Hev b HSP80 Hevea brasiliensis 89
Profilina Queac?2 Quercus acutissima 88
Metionina sintasa Salk3 Salsola kali 87
Malato deshidrogenasa, mitocondrial Citr | MDH Citrullus lanatus 85
Superdxido dismutasa [Mn], mitocondrial Hevb 10 Hevea brasiliensis 83
Lactoilglutatién liasa GLX1 Ory s Glioxalasa | Oryza sativa 77
60S proteina ribosomal acida P2A Prudu5 Prunus dulcis 76
Proteina relacionada a patogénesis (PR10) Glym4 Glycine max 68
Glucano endo-1,3-beta-glucosidasa Hevb 2 Hevea brasiliensis 64
60S proteina ribosomal &cida P1 Alta 12 Alternaria alternata 51
Poligalacturonasa Plaa2 Platanus acerifolia 51
Fosfoglicerato quinasa, citosodlica Cand a PGK Candida albicans 51
Isoforma homéloga de calnexina Pen ch 31 Arthroderma benhamiae 50
Poligalacturonasa Plaa2 Platanus acerifolia 50
Proteina de choque térmico 90-5 Hev b HSP80 Hevea brasiliensis 44
Pectinesterasa Actd 7 Actinidia deliciosa 43
Exopoligalacturonasa Olee 14 Olea europaea 43
Proteasa similar a subtilisina SBT1.4 Cucm 1 Cucumis melo 4
Cadena beta de tubulina Lepd 33 Lepidoglyphus destructor 40
Peroxidasa 31 Tri a Peroxidasa Triticum aestivum 39
Disulfuro-isomerasa Alta4 Arthroderma benhamiae 35
Piruvato quinasa isomerasa A Panh9 P. hypophthalmus 34
Piruvato quinasa 1, citosdlica Sals9 Salmo salar 33
Proteina de choque térmico de 70 kDa 17 Malas 10 Malassezia sympodialis 31
Exopoligalacturonasa Olee 14 Olea europaea 31
MLP- proteina 423 Actd 11 Actinidia deliciosa 27
Factor de elongacién 1-gamma Peras Periplaneta americana 27
Coatémero subunidad alfa-2 Bla g RACK1 Blattella germanica 26
Coatémero subunidad beta-2 Bla g RACK1 Blattella germanica 24
D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa 2 Asp f FDH Aspergillus fumigatus 24
Glutation S-transferasa F9 Peras Periplaneta americana 24
Proteasoma subunidad beta tipo 6 Zeam 20S Zea mays 23
Xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa 2 Aspf16 Aspergillus fumigatus 22

Fuente: Martha Beatriz Morales-Amparano, Daniela Alvarez-Campa, Magdalena Hernandez-Ortiz, Sergio
Encarnacion-Guevara, Luis Manuel Teran-Juarez y José Angel Huerta-Ocampo. (2022). Proteomics
and bioinformatics tools reveal allergenic composition of Parkinsonia microphylla pollen. Avances en
Ciencias e Ingenieria, 13(3), 23-30 ISSN: 0718-8706. https://www.executivebs.org/publishing.cl/avan-
ces-en-ciencias-e-ingenieria-vol-13-nro-3-ano-2022-articulo-3/.
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identificadas se clasificaron en funcién de su identidad de secuencia con las
proteinas alergénicas de la base de datos del Subcomité de Nomenclatura
de Alérgenos.

Encontramos que existe evidencia de alergenicidad para 36 proteinas
(Tabla 17.3). Cinco de éstas, identificadas y predichas como alergénicas,
fueron reportadas también en el polen de mezquite al probarse con suero
de los pacientes alérgicos (Huerta-Ocampo et al., 2022). Esto confirma la
eficacia de la utilizacion de los andlisis predictivos y revela la importancia
del palo verde como una fuente relevante de aeroalérgenos.

Discusion

De la identificacion de proteinas alergénicas al desarrollo
de diagnésticos y tratamientos para la alergia al polen

El desarrollo de nuevas modalidades de diagnoéstico y tratamiento de la
alergia respiratoria requieren de estudios especificos que determinen las pro-

teinas responsables de la respuesta alérgica en cada una de las fuentes aler-

Figura 17.5. Opciones para el tratamiento de la alergia respiratoria
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génicas. Es ampliamente reconocido que, a diferencia del tratamiento far-
macolégico dirigido unicamente a tratar los sintomas, la inmunoterapia
alérgeno-especifica (para la cual existen diversas modalidades, sin embargo,
no son el objeto de este capitulo), es el tratamiento mas efectivo y perdurable
contra la alergia respiratoria (Calderdn et al., 2012) y requiere, al igual que
el diagndstico, que los alérgenos estén identificados y bien caracterizados
(Figura 17.5).

Conclusiones

En el Laboratorio de Proteémica del c1AD, y gracias a nuestras colaboracio-
nes con el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias y el Instituto
Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica, A.C., hemos aplicado la
inmunoprotedmica en conjunto con herramientas bioinformaticas para ge-
nerar los primeros reportes y predicciones sobre alérgenos de polenes con
relevancia clinica y que son predominantes entre las especies de arboles del
desierto como Prosopis velutina (mezquite terciopelado), Parkinsonia micro-
phylla (palo verde) y Carya illinoinensis (nogal pecanero). En algunos casos
(por ¢j. la profilina y enolasa de polen del nogal pecanero), hemos avanzado
en la generacion y caracterizacion de versiones recombinantes de estas pro-
teinas alergénicas, que requieren de una validacion de su equivalencia an-
tigénica con las proteinas de la fuente natural y que son la clave para el
desarrollo de nuevas modalidades diagndsticas y terapéuticas. Nuestro ob-
jetivo es desarrollar una estrategia inmunoterapéutica segura para los pa-
cientes.
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