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Resumen/Abstract

1. Resumen/Abstract

Resumen

El cacahuete (Arachis hipogaea) es uno de los principales alimentos que causa
alergia alimentaria, ya que representa un 13,1% y un 16,2% del total de alergias
alimentarias en nifios y en adultos respectivamente. La alergia al cacahuete se caracteriza
porque persiste de por vida, a pequefias dosis desencadena manifestaciones clinicas y con
relativa frecuencia da lugar a un shock anafilactico. Se han descrito hasta 13 proteinas
con capacidad alergénica en el cacahuete, siendo las proteinas Ara hl y Ara h2 las que

presentan una mayor tasa de sensibilizacion entre la poblacion alérgica a ese alimento.

Los alimentos son sometidos a tratamientos tecnoldgicos para su higienizacion, asi
como para alargar su conservacion y mejorar sus propiedades sensoriales. Por ello, el
efecto que dichos tratamientos tienen en la estructura de las proteinas alergénicas de
cacahuete es de gran relevancia ya que pueden inducir su desnaturalizacion, y afectar en
consecuencia su capacidad alergénica y su deteccion. Se han llevado a cabo numerosos
estudios para conocer el efecto de los tratamientos térmicos en las proteinas alergénicas
del cacahuete. Sin embargo, existe muy poca informacion del efecto que tienen en ellas

las nuevas tecnologias de conservacion.

El objetivo principal de este trabajo ha sido estudiar el efecto que tienen los
tratamientos con altas presiones en la proteina Ara hl de cacahuete. Para ello, la proteina
se ha asilado a partir de cacahuete crudo mediante técnicas de precipitacion salina y
técnicas cromatograficas, se han obtenido antisueros frente a ella mediante inoculacién en
conejos y los anticuerpos especificos se han purificado por inmunoadsorcion y se han
conjugado con el enzima peroxidasa. Utilizando estos reactivos, se han desarrollado
diferentes formatos de la técnica de ELISA para la determinacion de la proteina Ara hl

resultando el formato de tipo competitivo directo el mas adecuado para su cuantificacion.

El efecto de las altas presiones en la proteina Ara hl se ha determinado midiendo la
pérdida de inmunorreactividad tras someterla a diferentes presiones y tiempos. Las
muestras tratadas con altas presiones se han analizado también utilizando técnicas
electroforéticas en condiciones nativas y desnaturalizantes. Ademas, se ha determinado el
efecto que tiene la adicion de reactivos que modifican los grupos sulfidrilo en la

desnaturalizacion de la proteina Ara hl.
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La desnaturalizacién de la proteina Ara hl por efecto de las altas presiones ha sido
muy baja a 200 y 300 MPa. A presiones superiores a 400 MPa, se produce una marcada
desnaturalizacién que tiene lugar en los primeros minutos del tratamiento, obteniéndose
una disminucion del 47%, 53% y del 70% a los 20 minutos de tratamiento a 400, 500 y
600 MPa, respectivamente. El grado de desnaturalizacién ha sido similar al tratar la
proteina purificada en tampdn y en un extracto de cacahuete.

Mediante técnicas eletroforéticas, se ha observado que la desnaturalizacién de la
proteina Ara hl por efecto de la presion da lugar a la formacién de agregados mediante

enlaces covalentes y no covalentes.

La adicion del reactivo N-etilmaleimida antes del tratamiento con altas presiones
muestra un efecto protector en la desnaturalizacion de la proteina Ara hl, que parece
deberse al bloqueo del grupo sulfidrilo libre de la proteina. Por el contrario, la adicion de
iodato potasico aumenta su desnaturalizacion debido probablemente a la oxidacion de ese
grupo sulfidrilo. La presencia de ambos reactivos previene la agregacion de la proteina
Ara hl mediante enlaces covalentes, pero no la que se establece mediante interacciones

no covalentes.
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Abstract

Peanut (Arachis hypogaea) is one of the main foods that causes food allergies, as it
represents 13,1 % and 16,2 % of total of total food allergies in children and adults
respectively. Peanut allergy is characterized by persisting throughout life, in small doses
it triggers clinical manifestations and quite often causes an anaphylactic shock. Thirteen
allergenic proteins have been identified in peanuts; being Ara hl and Ara h2 recognized
by more than 90% of peanut allergic individuals.

Foods are subjected to technological treatments to make them safe, to extend shelf-
life and to improve organoleptic properties. Therefore, the effect that such treatments
have on the structure of peanut allergenic proteins is of great importance since it can
induce denaturation and consequently affect allergenic capacity and detection. Many
studies have been carried out in order to know the effect of the thermal treatments in
peanut allergenic proteins. However, there is very little information about the effect of

new processing technologies on them.

The main objective of this study was to study the effect of high pressures treatments
on denaturation of protein Ara hl. To perform this work, Ara hl was isolated from raw
peanut by salting-out and chromatographic techniques, antisera were obtained in rabbits,
and specific antibodies purified by immunoadsorption and conjugated with peroxidase.
Different formats of ELISA technique were developed using these reagents in order to

determine Ara hl protein, being the direct competitive the most suitable format.

The effect of high pressure on Ara hl protein was determined by measuring the loss
of immunoreactivity at different pressures and times. Samples treated by high pressures
were analyzed using electrophoresis under native and denaturing conditions. Moreover,
the effect of the addition of reagents which modify sulfhydryl groups in the Ara hl

denaturation was also determined.
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Denaturation of Ara hl protein was very low at 200 and 300 MPa. At pressures
above 400 MPa, a severe denaturation took place within the first few minutes of
treatment, obtaining a decrease of 47 %, 53 % and 70 % after 20 minutes at 400, 500 and
600 MPa, respectively. The denaturation degree was similar for the purified protein in
buffer and in peanut extract.

Using electrophoretic techniques, it was observed that pressure-induced
denaturation of Ara hl, leads to aggregation by covalent and non-covalent bonds.

The addition of N-ethylmaleimide before treatment with high pressures showed a
protective effect in Ara hl denaturation, which seems to be due to the blocking of the free
sulfhydryl group of the protein. By contrast, the addition of potassium iodate increased its
denaturation probably due to the oxidation of that sulfhydryl group. The presence of both
reagents prevented aggregation of Ara hl protein by covalent bonds, but not by non-

covalent interactions.
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2. Introduccion

2.1.Alergia alimentaria

La alergia alimentaria es un término genérico que incluye aquellas reacciones
adversas a alimentos debidas a su ingestion, contacto o inhalacion, que tienen una
patogenia inmunolégica comprobada. Estas reacciones dependen de la susceptibilidad de
cada individuo y no dependen de la dosis ingerida. Las reacciones alérgicas a alimentos
han de distinguirse de las reacciones tdxicas por alimentos y de las intolerancias
alimentarias. Las reacciones de intolerancia estan relacionadas con defectos de enzimas
implicadas en el metabolismo del alimento y las reacciones tdxicas con la presencia de
agentes quimicos o biol6gicos presentes en el alimento. Ambas son dependientes de la
dosis ingerida y no implican una respuesta inmune del individuo (AESAN, 2007,
Sampson, 2004).

El desarrollo de una alergia alimentaria depende fundamentalmente de la
susceptibilidad del individuo; sin embargo, existen diversos factores que pueden
predisponer la aparicion de una alergia a los alimentos, como por ejemplo los habitos
alimentarios, la edad de introduccion de alimentos en la dieta infantil, la capacidad

alergenica propia del alimento, etc (Cianferoni y Spergel, 2009).

La alergia alimentaria incluye tanto las reacciones de patogenia inmunoldgica que
estan mediadas por IgE (hipersensibilidad o alergia de tipo inmediato) como las que estan
producidas por otro mecanismo inmunitario conocido (no mediadas por IgE). La presencia
de niveles altos de anticuerpos especificos de la clase IgE es caracteristica de las primeras,
mientras que en las segundas, tiene lugar un aumento de otras clases de inmunoglobulinas,

complejos inmunes o una respuesta inmune mediada por células (AESAN, 2007).

En los ultimos afios se ha observado un aumento de la prevalencia de las alergias
alimentarias (Schierer et al., 2003) estimandose que entre un 4 y un 6% de los adultos y
entre un 5 y 8% de los nifios presentan estas reacciones adversas a alimentos (Zugasti,
2009).
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En el desarrollo de una alergia alimentaria tienen lugar las siguientes etapas. Tras
tener un primer contacto con el alérgeno, se produce su captacién por unas células
Ilamadas células presentadoras de antigeno, que lo procesan y lo presentan a los
linfocitos T, que a su vez interaccionan con los linfocitos B, los cuales producen IgE
especificas frente a ese alérgeno concreto. Estas IgE se unen posteriormente a
receptores presentes en la superficie de los mastocitos. Hasta ese momento, el individuo
no manifiesta ninguna sintomatologia. En una exposicion posterior, el alérgeno
reacciona con las IgE de la superficie de los mastocitos, produciendo su degranulacién
y por tanto, la liberacion de histamina y otras sustancias con potente actividad
inflamatoria, que seran responsables de la aparicion de los sintomas de la alergia (Wen
et al., 2007).

La alergia alimentaria mediada por IgE se caracteriza porque la aparicion de sintomas
suele ser répida, antes de dos horas tras la ingestion del alimento. Los Organos
involucrados principalmente son la piel y el tracto gastrointestinal, aunque también puede
verse afectado el tracto respiratorio y otros aparatos y sistemas (Stroble y Hourihane,
2001). Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son de tipo cutaneo como urticaria,
eritema y angioedema; y de tipo digestivo como vomitos, nauseas, dolor abdominal y
diarrea. De manera excepcional (1-2% de las alergias) se dan situaciones graves en las que
aparece una reaccion anafilactica que puede conducir a la muerte si no se interviene
rapidamente. Esta reaccion se da en sujetos muy sensibles y suelen verse afectados
numerosos sistemas (digestivo, respiratorio, cardiovascular) y la piel, dando lugar a una

sintomatologia variada y grave (Bousoiio, 1999).

El diagnostico de la alergia alimentaria se lleva a cabo mediante la realizacién de un
diagndstico clinico y un diagndstico patogénico. El diagndstico clinico se basa en la
historia clinica del paciente y pruebas de eliminacidn-provocacion; mientras que el
diagndstico patogénico se realiza mediante pruebas cutaneas (prick-test) o seroldgicas,
para demostrar la presencia o ausencia de anticuerpos especificos de la clase IgE frente al

alimento sospechoso (Cianferoni y Spergel, 2009).
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2.2.Alérgenos alimentarios: legislacion y etiquetado

La mayoria de los alérgenos alimentarios son glicoproteinas cuyo tamafio varia
entre 10 y 70 kDa y tienen un punto isoeléctrico &cido. Se caracterizan por ser estables
durante el procesado habitual al que se someten los alimentos, incluyendo tratamientos
térmicos, medios acidos o fermentaciones entre otros (Taylor y Hefle, 2001). En los
alimentos pueden encontrarse uno o varios alérgenos, los cuales pueden ser considerados
alérgenos mayores si mas del 50% de los pacientes alérgicos presentan IgE frente a ellos
0 alérgenos menores si ese porcentaje es menor al 50% (Wen et al., 2007).

Se han identificado mas de 160 alimentos capaces de producir alergias, sin embargo
son 8 los que producen mas del 95% de las reacciones alérgicas. En orden descendiente
de frecuencia estos son: huevo, cacahuete, leche, frutos secos, soja, pescados, mariscos y
trigo (FAO, 2001).

El Unico tratamiento que ha demostrado ser eficaz para evitar las alergias
alimentarias es llevar a cabo una dieta de eliminacion estricta en la cual se elimina el
alimento sensibilizante (Sampson et al., 2003). Por esta razén es imprescindible que las
personas alérgicas puedan conocer si el alimento que van a consumir contiene o no el
ingrediente que les causa la alergia, y de esta manera evitar su consumo. Para ello, un
etiquetado correcto de los alimentos que recoja todos los ingredientes empleados en su

elaboracién, es muy importante para que sea posible un consumo seguro.

Debido a ello, y en base a la gravedad y severidad de las alergias o intolerancias
producidas por determinados alimentos, se publico en el afio 2003 una lista que contenia
12 alimentos susceptibles de producir alergias alimentarias. Tanto los alimentos como los
derivados de estos deben estar recogidos correctamente en las etiquetas de todos aquellos
alimentos que los contengan (Directiva 2003/89/EC, Real Decreto 2220/2004). A partir
de esta lista inicial, se han ido incorporando modificaciones en las que se han afiadido o
eliminado alimentos y/o ingredientes segln los avances cientificos realizados (Directiva
2005/26/CE, Real Decreto 1164/2005; Directiva 2006/142/CE, Real Decreto 36/2008;
Directiva 2007/68/CE, Real Decreto 1245/2008).

En el dltimo Reglamento (UE) N° 1169/2011 del Parlamento Europeo y del Consejo
de 25 de octubre de 2011, se ha actualizado la normativa referida a la informacion que

debe ser facilitada al consumidor, en la que se incluye la referente a las sustancias o
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productos que causan alergias e intolerancias, que debera ser aplicada a partir del 13 de

diciembre de 2014. El Anexo Il de este Reglamento recoge la lista de ingredientes o

adyuvantes tecnoldgicos y sus derivados de mencion obligatoria que deben ser declarados

tanto en alimentos envasados como en los no envasados e incluye:

1. Cereales que contengan gluten (trigo, centeno, cebada, avena, espelta, kamut o sus

variedades hibridas) y sus derivados, excepto:

a.
b.
C.
d.

Jarabes de glucosa a base de trigo, incluida la dextrosa;

Maltodextrinas a base de trigo;

Jarabes de glucosa a base de cebada;

Cereales utilizados para hacer destilados alcohdlicos, incluido el alcohol
etilico de origen agricola.

2. Crustaceos y productos a base de crustaceos.

3. Huevos y productos a base de huevos.

4. Pescado y productos a base de pescado, excepto:

a.

Gelatina de pescado utilizada como soporte de vitaminas o preparados
carotenoides;
Gelatina de pescado o ictiocola utilizada como clarificante en la cerveza y

el vino.

5. Cacahuetes y productos a base de cacahuetes.

6. Sojay productos a base de soja, excepto:

a.
b.

C.
d.

Aceite y grasa de semilla de soja totalmente refinados;

Tocoferoles naturales mezclados (E306), d-alfa-tocoferol natural, acetato
de d-alfa-tocoferol natural y succionato de d-alfa-tocoferol natural
derivados de la soja;

Fitosteroles y ésteres de fitosterol derivados de aceites vegetales de soja;

Esteres de fitostanol derivados de fitosteroles de aceite de semilla de soja.

7. Leche y sus derivados (incluida la lactosa), excepto:

a.

b.

Lactosuero utilizado para hacer destilados alcohélicos, incluido el alcohol
etilico de origen agricola;
Lactitol.

8. Frutos de céascara, es decir: almendras (Amygdalus communis L.), avellanas

(Corylus avellana), nueces (Juglans regia), anacardos (Anacardium accidentale),

pacanas [Carya illinoensis (Wangenh.) K. Koch], nueces de Brasil (Bertholletia
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excelsa), alféoncigos (Pistacai vera), nueces macadamia 0 nueces Australia
(Macadamia ternifolia) y productos derivados, salvo los frutos de céscaras
utilizados para hacer destilados alcohdlicos, incluido el alcohol etilico de origen
agricola.

9. Apio y productos derivados.

10. Mostaza y productos derivados.

11. Granos de sésamo Yy productos a base de granos de sésamo.

12. Dioxido de azufre y sulfitos en concentraciones superiores a 10mg/kg o 10 mg/L
en términos SO, total, para los productos listos para el consumo o reconstituidos
conforme a las instrucciones del fabricante.

13. Altramuces y productos a base de altramuces.

14. Moluscos y productos a base de moluscos.

En el caso de los alimentos envasados, la informacion se proporcionara en el
envase 0 en una etiqueta adherida y en el caso de los no envasados, cada estado adoptara

las formas de expresion y presentacion necesarias para informar al consumidor.

Cuando los ingredientes o coadyuvantes sean utilizados de manera intencionada en
la preparacion y fabricacion de alimentos y se mantengan en el producto final, aunque se
encuentren modificados, hay que destacar que su inclusion en el etiquetado es
obligatorio. La sustancia o producto que causa alergia o intolerancia se destacara
mediante una tipografia que lo haga diferente del resto de ingredientes; si no existe lista
de ingredientes, se indicara mediante la palabra “contiene seguida del nombre de la
sustancia(s)/producto(s)”. Por otro lado la Comision Europea establecera las medidas
necesarias para la aplicacion voluntaria de la alegacion “puede contener”. Toda la

informacion sobre alérgenos queda recogida principalmente en los siguientes articulos:

e Atrticulo 9.1 (c): lista de menciones obligatorias.

e Atrticulo 21: etiquetado de determinadas sustancias o productos que causan
alergias o intolerancias.

e Articulo 36.3 (a): etiquetado voluntario adicional sobre alérgenos (“puede
contener”)

e Atrticulo 44.1 (a) y 44.2: etiquetado de alérgenos en alimentos no envasados.

e Anexo II: lista de sustancias o productos que causan alergias o intolerancias.
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Pese a las exigencias de la legislacion actual en cuanto al etiquetado de alérgenos,
ha de tenerse en cuenta la posible presencia de los denominados “alérgenos ocultos” en
los alimentos. Se consideran “alérgenos ocultos” aquellos que se encuentran presentes en
el producto debidos a errores en la formulacion, a limpiezas ineficientes de las lineas de
produccion o a la contaminacién cruzada durante el procesado. Para estas situaciones, el
articulo 36.3 (a) del Reglamento (UE) N° 1169/2011 contempla la posibilidad de incluir
en la etiqueta “puede contener”, por lo que el sector alimentario se ha decantado hacia
esto como prevencion. Sin embargo, el utilizar este etiquetado preventivo hace que los
individuos alérgicos tengan todavia mas restringidos los posibles alimentos que pueden
consumir de manera segura (Nordlee y Taylor, 1995).

Por todo ello, es necesario disponer de técnicas analiticas sensibles y especificas
para detectar la presencia de alérgenos en los alimentos. Estas técnicas podrian ser
utilizadas tanto en la industria alimentaria para controlar los ingredientes y productos
elaborados, como por la administracion para comprobar que se cumple la normativa

vigente, con la finalidad ultima de proteger a los consumidores alérgicos.

2.3.Alergias al cacahuete

El cacahuete (Arachis hipogaea) pertenece a la familia de las leguminosas en la que
también se encuentran los guisantes, la soja o las lentejas entre otros; sin embargo, la
mayoria de los consumidores lo incluye en el grupo de alimentos conocido como frutos
secos junto con las almendras, pistachos, nueces, etc. En su composicién nutricional
predomina el contenido en grasa (49%), seguido de proteina (27%) e hidratos de carbono
(19%) (Mataix, 2002). El cacahuete puede ser consumido de diversas formas, entero
tostado o frito, tras ser procesado en forma de mantequilla o de aceite 0 como ingrediente
de muchos alimentos, entre los cuales destacan las galletas, turrones, bizcochos, pralinés,

grageados, etc.

El cacahuete es uno de los principales alimentos causantes de alergias alimentarias,
puesto que en la actualidad se estima que aproximadamente un 0,8% de los nifios y un
0,6% de los adultos son alérgicos al cacahuete, lo que supone un 13,1% y un 16,2% del
total de alergias alimentarias en nifios y adultos respectivamente (Sampson, 2004). Datos
publicados recientemente, indican que los casos de alergia al cacahuete se han duplicado

en nifios en la ultima década en USA y Reino Unido, y se estima que globalmente uno de

10
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cada 150-200 individuos es alérgico a este alimento en los paises occidentales (Sicherer
et al., 2003).

La alergia al cacahuete se caracteriza porque suele persistir de por vida, porque a
pequefas dosis da lugar a manifestaciones clinicas y por ser el alérgeno que produce con
mayor frecuencia una reaccion anafilactica (Wen et al., 2007)

Hasta el momento, se han descrito en el cacahuete hasta 13 proteinas con capacidad
alergénica denominadas desde la proteina Ara hl a la Ara h13 (Tabla 1). De ellas, las
proteinas Ara hl y Ara h2 son consideradas alérgenos mayores ya que presentan elevadas
tasas de sensibilizacion (Wen et al., 2005; Kopplelman y Hefle, 2006). El resto de las
proteinas alergénicas son consideradas alérgenos menores dado que presentan tasas de
sensibilizacion mucho mas bajas. Ademas, las proteinas Ara hl y Ara h2 son
cuantitativamente importantes en el cacahuete, ya que representan aproximadamente el
12-16% vy el 5,9-9,3% del total de las proteinas presentes en el mismo. Ademas, estas
proteinas se caracterizan por presentar una alta resistencia frente a la desnaturalizacion
por los tratamientos térmicos y frente a la proteolisis por enzimas digestivas (Koppelman
et al., 2001).

La proteina Ara hl es una glicoproteina de 63,5 kDa y punto isoeléctrico (pl) de
4,55. Pertenece a la familia de las vicilinas, que son proteinas de almacenamiento de la
semilla, las cuales a su vez pertenecen a la superfamilia de las cupinas (Mills et al.,
2002). La proteina Ara hl se encuentra en el cacahuete en forma trimera, que es estable
en presencia de 1,8 M de NaCl, lo que indica que sus mondmeros se encuentran unidos
principalmente por interacciones hidrofobicas. Ademas, presenta 7 cisteinas de las que 6

se encuentran formando puentes disulfuro (Maleki et al., 2000b).

Se estima que entre un 65 y 100% de las personas alérgicas al cacahuete presentan
IgE especificas frente a la proteina Ara hl. Contiene un total de 23 epitopos lineales,
siendo 4 de ellos los inmunodominantes. La mayoria de los epitopos se encuentran

localizados en la zona de interaccion entre los mondmeros.
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Tabla 1. Alérgenos del cacahuete (Séiz et al., 2013; 1UIS).

PEED Sensibilizacion
Alérgeno molecular  pl Funcidn Familia (%)
(kDa)
Proteina de .

Ara hl 63.5 4,55 almacenamiento de semilla Vicilinas >90
Ara h2 17 5 Proteinade _ Conglutinas >90
almacenamiento de semilla

Proteina de .
Ara h3 57 5,5 almacenamiento de semilla Glicininas 4458
Proteina de .
Ara h4 35,9 55 almacenamiento de semilla Glicininas 44-53
Ara h5 14 46  Proteina de unién de actina  Profilinas 13
Proteina de .
A 145 5.2 almacenamiento de semilla Conglutinas 38
INATBl 158 2 5c oeinade _ Conglutinas 43
almacenamiento de semilla
Proteinas
Ara h8 16,9 5,03 N.D relacionadas N.D
con patogénesis
Proteinas de
Ara h9 9,8 5,0 N.D lipidos N.D
Ara h10 16 9,6-9,8 N.D Oleosinas N.D
Ara h1l 14 9,6-9,8 N.D Oleosinas N.D
Ara h12 8-12 N.D N.D Defensinas N.D
Ara h13 8-11 N.D N.D Defensinas N.D

N.D: no disponible.

La proteina Ara h2 es una glicoproteina que tiene un peso molecular de 17 kDa y pl
de 5,2 (Burks et al., 1992). Pertenece a la familia de las conglutinas que también son
proteinas de almacenamiento de la semilla, cuya estructura estd relacionada con la
superfamilia de las albdminas 2S. Contiene 8 cisteinas, las cuales estan unidas por
puentes disulfuro confiriéndole una elevada estabilidad frente a la actividad de enzimas
(Flinterman et al., 2007; Maleki et al., 2003). La frecuencia de sensibilizacion de la
proteina Ara h2 es del 91% (Saiz et al., 2013) y se han caracterizado hasta 10 epitopos

lineales, siendo 3 de ellos los inmunodominantes (Wen et al., 2005).
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2.4.Efectos de los tratamientos tecnoldgicos en las proteinas

alergénicas del cacahuete

Los alimentos son sometidos a tratamientos tecnoldgicos para su higienizacion, asi
como para alargar su conservacion y mejorar sus propiedades sensoriales. El efecto que
dichos tratamientos tienen en la estructura de las proteinas alergénicas de cacahuete es de
gran relevancia, puesto que pueden inducir su desnaturalizacion, agregacion y/o
interaccién con otros componentes, etc., y dichos cambios pueden afectar su capacidad
alergénica. La mayoria de los trabajos publicados han estado dirigidos al estudio del
efecto que tienen los tratamientos térmicos en su alergenicidad (Beyer et al., 2001;
Maleki et al., 2000). Sin embargo, existe muy poca informacion del efecto que tienen
sobre la proteina Ara hl las nuevas tecnologias de conservacién, como por ejemplo, las
altas presiones, los pulsos eléctricos de alto voltaje, la irradiacion, etc. Aunque no se
espera que estas técnicas reemplacen a los métodos térmicos tradicionales, resultan
interesantes para la industria alimentaria, por lo que actualmente ya existen en el mercado
productos elaborados con estas tecnologias, y se espera que lo hagan en mayor grado en

un futuro préximo y a un coste competitivo.

Los estudios sobre el tratamiento térmico se han llevado a cabo principalmente
tratando el cacahuete entero o sus extractos y determinando su inmunorreactividad
mediante técnicas de Western-blotting, en las que se utilizan sueros de individuos
alérgicos al cacahuete (Beyer et al., 2001; Maleki et al., 2000). Se ha observado que los
procesos de fritura (120°C, 10 minutos) o hervido (100°C, 20 minutos) dan lugar a una
disminucion de la reactividad de las IgE con la proteina Ara hl, mientras que el proceso
de tostado (170°C, 20 min) aumenta su inmunorreactividad (Beyer et al., 2001; Maleki et
al., 2000a y b; Pomés et al.,, 2006). Este aumento de la inmunorreactividad se ha
relacionado con la formacion de nuevos epitopos generados por la reaccidén de Maillard, o
con la exposicion de epitopos localizados en el interior de la proteina en su estado nativo.
Este hecho podria explicar la diversa prevalencia de las alergias al cacahuete observada
en paises con un alto consumo, como China 0 USA. Asi, en China donde el cacahuete se
consume fundamentalmente frito o hervido, la prevalencia de las alergias al cacahuete es
mucho menor que en USA, donde se consume fundamentalmente tostado (Maleki et al.,
2000).
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Por otra parte, algunos de los estudios del efecto del tratamiento térmico en la
alergenicidad de la proteina Ara hl se han llevado a cabo calentando la proteina purificada
y determinado su reactividad con el suero de pacientes alégicos a cacahuete, utilizando una
técnica de ELISA de tipo competitivo indirecto. En estos estudios, se ha indicado que la
proteina Ara hl no disminuye su inmunorreactividad, incluso tras tratamientos a 140°C
durante 15 minutos o a 100°C durante una hora (Burks et al., 1992; Beyer et al,. 2001,
Koppelman et al., 1999). Estos hechos indican que los epitopos reconocidos por las IgE no
se ven alterados por la aplicacion de dichos tratamientos.

Sin embargo, a pesar de que la alergenicidad de la proteina Ara hl parece no verse
afectada por los tratamientos térmicos, los estudios realizados a nivel molecular indican
que dichos tratamientos inducen cambios en su estructura. Utilizando la técnica de
calorimetria diferencial de barrido se ha indicado que la Ara hl tiene una temperatura
maxima y una entalpia de desnaturalizacion de 90,2°C y 1574 kJ/mol, respectivamente.
Ademas, el tratamiento térmico de la proteina Ara hl produce un aumento en la estructura
de hoja plegada beta y de la hidrofobicidad de la proteina, y da lugar a la formacion de
agregados mediante interacciones covalentes (Koppelman et al., 1999, Montserrat et al.,
2013). Recientemente, utilizando una técnica de ELISA de tipo sandwich, se han
determinado los pardmetros cinéticos y termodinamicos de la desnaturalizacion por el
calor de la proteina Ara hl en un rango de temperaturas de 82 a 90°C, los cuales indican
que la desnaturalizacion de dicha proteina sigue un orden de reaccion de n = 1,5
(Montserrat et al., 2013).

La irradiacion es un tratamiento que consiste en exponer los alimentos a radiaciones
ionizantes de naturaleza corpuscular o magnética. Esta tecnologia puede producir la
desnaturalizacion de las proteinas debido a la accion de los radicales libres generados por
efecto de la radiolisis, y su posterior fragmentacidn o agregacion a través de interacciones
electrostaticas y/o covalentes por puentes disulfuro. Se ha observado que la irradiacion de
extractos de cacahuete puede llegar a reducir unas 7 veces la reactividad de las muestras

con IgE del suero de individuos alérgicos (Chung et al., 2008).

El tratamiento por altas presiones consiste en someter los alimentos a presiones en el
rango de 100 a 900 MPa durante periodos de tiempo que generalmente oscilan entre 1y 30
minutos (Mafas y Pagan, 2005; Raso y Barbosa-Céanovas, 2003; Smelt, 1998). En general,

las células vegetativas de las bacterias, los mohos y las levaduras resultan eficazmente
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inactivadas por esta tecnologia, mientras que los esporos bacterianos son muy resistentes a
la presion (Smelt, 1998). Las altas presiones son capaces de modificar la estructura de las
proteinas, al inducir cambios en las interacciones intra e intermoleculares de los grupos
funcionales de los aminoacidos. En general, la aplicacion de presiones superiores a 200-
300 MPa a temperatura ambiente provoca la disociacién de las macroestructuras en
subunidades, asi como la desnaturalizacion de las estructuras monoméricas, probablemente
debido al debilitamiento de las interacciones hidrofobicas y a la separacion de los puentes
salinos inter o intramoleculares. Sin embargo, salvo que las presiones sean muy elevadas,
los enlaces por puentes de hidrogeno y los enlaces covalentes no parecen verse afectados
por estos tratamientos (Hendrickx et al., 1998).

Existen muy pocos estudios sobre el efecto que tiene el tratamiento con altas
presiones en las proteinas alergénicas del cacahuete. Johnson et al (2010), He et al., (2014)
y Huang et al., (2014) aplicaron tratamientos entre 150 y 800 MPa y no observaron
cambios en la estructura secundaria de las proteinas Ara h2 y Ara h6. En el estudio
realizado por Hu et al (2011) se ha indicado que tratamientos de microfluidizacion entre 60
y 180 MPa dan lugar a cambios en la estructura secundaria de la proteina Ara h2 e
incrementan su intensidad de absorcion en el ultravioleta y su hidrofobicidad. Ademas,
estos cambios estructurales disminuyen la inmunorreactividad de la proteina, determinada
mediante una técnica de ELISA en placa, al destruir o enmascarar epitopos que reaccionan
con las 1gG. Si las modificaciones que sufre la proteina Ara h2 afectan también a su

capacidad alergénica es un hecho que esta todavia por estudiar.

Por otra parte, el efecto del procesado constituye probablemente el principal
problema al utilizar técnicas inmunoquimicas para determinar proteinas alergénicas
alimentarias. En estudios realizados para detectar la presencia de cacahuete en alimentos
tratados térmicamente, en los que se utilizan técnicas de inmunoensayo basadas en la
determinacion de la proteina Ara hl, se ha observado que el procesado disminuye la
solubilidad de dicha proteina dificultando su extraccién (Chassaigne et al., 2007). Ademas,
dichos tratamientos desnaturalizan la proteina, destruyendo epitopos que son reconocidos
por los anticuerpos, y/o inducen la agregacidén con otros componentes, enmascarando asi
sus determinantes antigénicos (Poms et al., 2004; Hu et al., 2010). Estos resultados ponen
de manifiesto la necesidad de realizar estudios que permitan conocer el efecto que los

tratamientos tecnoldgicos tienen en las proteinas diana utilizadas para la deteccion de
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cacahuete en alimentos procesados, cuando esos ensayos se van a usar en los programas de

control de alérgenos de alimentos o en la evaluacion de riesgos de alérgenos.
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3. Objetivos

El objetivo general del Trabajo Fin de Master que se presenta ha sido estudiar el
efecto que tienen los tratamientos con altas presiones en la proteina Ara hl de cacahuete.
Para realizar este trabajo se ha contado con la participacion del Centro Nacional de
Tecnologia y Seguridad Alimentaria situado en San Adrian (Navarra) que dispone de un

equipo de altas presiones para la realizacion de los tratamientos.

Para llevar a cabo este objetivo principal, se han planteado los siguientes objetivos
parciales:

e Desarrollar una técnica de ELISA para determinar la proteina Ara hl.

e Determinar el efecto que tienen los tratamientos con altas presiones en la
estructura de la proteina Ara hl, tratando la proteina en tampdn y en extracto

de cacahuete a diferentes presiones y tiempos.

o Estudiar el efecto de la adicién de diferentes reactivos al medio de tratamiento
en la desnaturalizacion por altas presiones de la proteina Ara hl con el objeto
de obtener informacion del mecanismo de accion de accién de dicha

desnaturalizacion.
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4. Materiales y Métodos

4.1.Materiales

Los cacahuetes crudos, con céascara y envasados en atmdsfera modificada fueron
adquiridos en una tienda local. EI conjugado comercial de IgG de cabra anti-1gG de
conejo marcado con peroxidasa, la agarosa, los adyuvantes de Freund completo e
incompleto, la N-etilmaleimida (NEM), los geles Sephacryl S-200, la Concanavalina A
Sheparose y el Azul de Cibacron Sepharose fueron suministrados por Sigma (Poole,
Reino Unido). El gel de Sepharose 4B BrCN-activada, los geles de poliacrilamida, los
tampones para las electroforesis y los marcadores de peso molecular, procedieron de
Pharmacia Biotech (Upsala, Suecia). El test del &cido bicinconinico (BCA) vy el
estabilizador del conjugado de la peroxidasa, eran de Pierce (Rockford, IL, EEUU). El 4-
cloro-1-naftol fue suministrado por Merck (Darmstand, Alemania) y la N-N-
dimetilformamida (DMF) procedia de Carlo Erba (Milan, Italia). El sustrato de la
peroxidasa que contenia tetrametilbencidina (TMB) procedia de ZEULAB (Zaragoza,
Espafia). Las placas de ELISA F96 Maxisorp se obtuvieron de Nunc (Roskilde,
Dinamarca) y las hojas de nitrocelulosa Trans Blot Transfer Medium de Bio-Rad
(Hercules, CA, EEUU). Las membranas de dialisis se obtuvieron de Medicell (Londres,
Reino Unido) y los discos de ultrafiltracion de Amicon (Beverly, MA, EEUU). EI kit

para la conjugacion de los anticuerpos se obtuvo de Innova Biociences (Cambridge, UK).

El resto de productos utilizados no sefialados especificamente fueron reactivos de

tipo analitico obtenidos de diversas fuentes.

4.2.Métodos

4.2.1. Aislamiento de la proteina Ara hl

La proteina Ara hl fue aislada a partir de cacahuetes crudos mediante técnicas de
precipitacion salina y cromatogréaficas. Las fracciones proteicas obtenidas se analizaron

mediante SDS-electroforesis.
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4.2.1.1. Preparacion del extracto de cacahuete

Tras haber estado inmersos en agua destilada durante una hora, los cacahuetes
crudos se pelaron, se dejaron secar y se trituraron con una picadora hasta obtener una
pasta fina y homogénea. Después, el cacahuete se procesd inmediatamente para prevenir
la degradacion causada por proteasas y lipasas enddgenas. La extraccion de las proteinas
del cacahuete se realiz6 con tampén Tris 50 mM, pH 8,2 o con tampdn borato sédico 10
mM pH 9 usando una relacion 20 g de cacahuete por cada 100 mL tampon. La mezcla se

mantuvo en agitacion durante dos horas y las muestras se filtraron por lana de vidrio.

4.2.1.2. Precipitacion con sulfato aménico

La precipitacion salina se realizo afiadiendo sulfato amdnico al extracto obtenido
hasta alcanzar una saturacion del 40%. La mezcla se mantuvo agitando durante una hora
a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugd a 23.000 g durante 45 minutos a
4°C. Al sobrenadante obtenido tras la centrifugacion se le afiadié sulfato aménico hasta
alcanzar una saturacion del 80%, se mantuvo en agitacion durante una hora a temperatura
ambiente y se volvio a centrifugar. Se desecho el sobrenadante obtenido en esta fase y el
precipitado se disolvio en 5 mL del tampdn de extraccion en un bafio de ultrasonidos con
hielo. Posteriormente, el extracto se pasé por un filtro de 0,45 pc. EI mismo
procedimiento de precipitacion salina se realizd para saturaciones de 40-60% y 60-80%

de sulfato amonico.

4.2.1.3. Filtracion en gel Sephacryl S-200

Un volumen de 2 mL del extracto de cacahuete procedente de la etapa anterior se
aplicd en una columna Sephacryl S-200 (90 x 2 cm) que previamente se equilibré con el
tampdn de extraccion correspondiente. Se mantuvo un flujo de 30 mL/hora mediante una

bomba peristéaltica y se recogid el eluido en fracciones de 2 mL.

4.2.1.4. Cromatografia de intercambio idnico en Sepharose Q

Las fracciones enriquecidas en proteina Ara hl procedentes de la filtracién en gel

fueron dializadas frente a tampon Tris 50 mM, pH 8,2 y se aplicaron en una columna de
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Sepharose Q (25 x 3 cm) equilibrada con el mismo tampoén. Seguidamente la columna se
lavo con el mismo tampdn hasta que la absorbancia del eluido a 280 nm fue inferior a
0,02. Para eluir las proteinas retenidas se aplic un gradiente lineal de NaCl entre 0 y 0,5
M. El flujo se mantuvo a 18 mL/h y las fracciones recogidas fueron de 2 mL.

4.2.1.5. Cromatografia en Concanavalina A

Las fracciones enriquecidas en proteina Ara hl procedentes de la cromatografia en
Sephacryl S-200 se aplicaron en una columna de Concanavalina A (10 x 2 cm),
equilibrada con tampon Tris 50 mM pH, 8,2. A continuacién se lavé la columna con el
mismo tampdn para eliminar las proteinas no retenidas hasta que la absorbancia a 280 nm
fue menor de 0,02. La elucion de las proteinas retenidas se llevé a cabo mediante un
gradiente lineal entre 0 y 1 M de a-manopiranosa. El flujo se mantuvo a 24 mL/h y las
fracciones recogidas fueron de 2 mL.

4.2.1.6. Cromatografia en Azul de Cibacréon

Las fracciones enriquecidas en proteina Ara hl procedentes de la cromatografia en
Sephacryl S-200 se aplicaron en una columna Azul de Cibacrén (10 x 2cm), equilibrada
con tampon Tris 50 mM pH 8,2. A continuacion se lavé la columna con el mismo tampon
para eliminar las proteinas no retenidas hasta que la absorbancia a 280 nm fue menor de
0,02. La elucién de las proteinas se llevo a cabo aplicando un gradiente lineal de NaCl
entre 0 y 0,5 M. El flujo se mantuvo a 24 mL/hora y las fracciones recogidas fueron de 2

mL.

4.2.2.Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracion de proteina en las muestras de cacahuete se determind usando el
test del acido bicinconinico. Para ello, se prepararon previamente estandares de albimina
sérica bovina (BSA) en tampdn fosfato potasico 1,5 mM, fosfato sédico 8 mM, cloruro
potasico 3 mM, cloruro de sodio 0,14 M, pH 7,4 (PBS) en un rango de concentraciones
entre 125 pg/mL a 2 mg/mL Yy varias diluciones de las muestras a analizar. Despueés, se
afiadieron en los pocillos de una microplaca, 25 pL de los estandares o las muestras por

triplicado, y 200 pL del reactivo BCA diluido 1/50. La mezcla se incub¢ a 37°C durante
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30 minutos y se leyé la absorbancia de los pocillos a 570 nm en un lector de placas
ELISA Multiskan MS (Labsystem, Helsinki, Finlandia). Se prepar6 una curva patron
representando la absorbancia de los estandares frente a su concentracion, y la
concentracion de proteina en las muestras problema se calculé mediante interpolacion de

los valores de absorbancia en dicha curva.

4.2.3.Electroforesis en gel de poliacrilamida

La preparacion de las muestras se realizo en diferentes condiciones segun el tipo de
electroforesis. Para la electroforesis en condiciones nativas, las muestras se diluyeron en
tampon Tris 50 mM pH 8,2 que contenia 1 mM EDTA y azul de bromoferol hasta una
concentracion de 1-2 mg/mL. Para las electroforesis en condiciones desnaturalizantes, a
90 pL de la mezcla anterior se le afiadieron 10 puL de SDS al 25% (p/v, en agua destilada)
y para las electroforesis en condiciones reductoras se afiadieron ademas 10 pL de B-
mercaptoetanol. En estos dos altimos casos, las muestras se incubaron en un bafio a
100°C durante 5 minutos. A continuacion, las muestras se aplicaron en geles comerciales
que contenian una concentracion de acrilamida de 8-25% o del 4-20%. Mediante un
equipo Phast System (Pharmacia, Upsala, Suecia) o Miniprotean Biorad (bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA) se llevaron a cabo las electroforesis siguiendo las
recomendaciones establecidas por el fabricante para cada tipo de gel y condiciones del

analisis.

Cuando la electroforesis finalizo, las proteinas se tifieron con el colorante Phast Gel
blue R. Esta solucion colorante contenia 0.65 g de Azul de Coomassie R, 300 mL de
metanol, 100 mL de acido acético y 500 mL de agua destilada. Los geles se mantuvieron
inmersos en colorante y tras una hora en agitacion, se retird el colorante y se afiadié una
mezcla de decolorante compuesta por 250 mL de metanol, 80 mL de &cido acético, 20
mL de glicerina y 650 mL de agua destilada. Los geles permanecieron en esta mezcla

hasta que quedaron incoloras las zonas del gel donde no habia bandas de proteina.
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4.2.4. Técnicas inmunoquimicas

4.2.4.1. Obtencion de antisueros

Se obtuvieron antisueros de conejos frente a la proteina Ara hl segun el siguiente
protocolo. A cada conejo se le inyectd por via subcutanea 1 mg de proteina disuelta en
0,5 mL de tampon fosfato potasico 10 mM, NaCl 0,15 M, pH 7,4 (SSF) filtrado, y
emulsionados con un volumen igual de adyuvante completo de Freund. Tras un mes, se
repitié la misma inoculacién pero utilizando adyuvante incompleto de Freund. A los 15
dias se realiz6 una sangria de prueba y se determind la presencia de anticuerpos por
Western-blotting e inmunodotting, como se describe a continuacion. Si la sangria
resultaba positiva, los animales se sangraban por incision en la vena auricular externa,
utilizando xileno como vasodilatador, y si era negativa se repetia la inoculacion de la
proteina con adyuvante incompleto. Para las sangrias sucesivas se dejo recuperar a los
animales durante 30 dias, repitiendo las inoculaciones con adyuvante incompleto a los 15
dias después de cada sangria. La sangre obtenida se dejo coagular espontaneamente a
temperatura ambiente, tras lo cual se centrifugd a 500 g durante 15 minutos, y

posteriormente se congeld en alicuotas a -20°C hasta su utilizacion.

4.2.4.2. Inmunodotting

Las muestras (1 pL) se aplicaron sobre una hoja de nitrocelulosa y se dejaron secar.
Posteriormente, la hoja de nitrocelulosa se incubd con una solucion de ovoalbimina al
5% (p/v) en SSF a temperatura ambiente durante una hora en agitacion, con el objeto de
saturar todos los puntos de union de proteinas de la nitrocelulosa. A continuacion, la hoja
de nitrocelulosa se incubd con una dilucién apropiada del antisuero correspondiente en
ovoalbumina al 3% (p/v) en SSF, a temperatura ambiente durante una hora en agitacion
suave. La hoja se lavd 5 veces con SSF y se incub6 a temperatura ambiente durante dos
horas con 1gG de cabra anti-lIgG de conejo conjugado, diluido 1/1000 en ovoalbdmina al
3% (p/v), en SSF. La hoja se lavd como en la etapa anterior, y para el revelado se incubd
con 6 mg de 4-cloro-1-naftol disuelto en 2 mL de metanol, 8 mL de SSF y 10 uL de H,0;
al 30%.
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4.2.4.3. Western-blotting

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa utilizando un equipo de transferencia MilliBlot-SDE Transfer System
(Millipore, Bedford, MA, EEUU). Para ello, se recortaron seis laminas de papel de filtro
Whatmann 3 MM y una membrana de nitrocelulosa de similares dimensiones al gel de
electroforesis. Cada uno de los papeles de filtro permanecié sumergido en uno de los
siguientes tampones: un papel en tampdn Tris 0,3 M, 10% metanol, pH 10,4 (anodo 1),
dos papeles en tampdn Tris 25 mM, 10% metanol, pH 10,4 (4nodo 1) y tres papeles en
tampon Tris 25 mM, glicina 4 mM, 20% metanol, pH 9,4 (catodo). La membrana de
nitrocelulosa se humedeci6 en agua Milli Q.

En el sistema de transfer se colocaron encima de la unidad del anodo y en este
orden el papel de filtro del &nodo I, los del &nodo 11, la membrana de nitrocelulosa, el gel
de electroforesis y los papeles de filtro del catodo. Despues, se coloco la unidad del
catodo y la transferencia se realizé utilizando una intensidad de 2 mA/cm? durante 45
minutos. Una vez transferidas las proteinas a la membrana, la nitrocelulosa se incubd

como se ha indicado en el caso del inmunodotting.

4.2.4.4. Aislamientos de anticuerpos especificos

Para aislar los anticuerpos especificos frente a la proteina Ara hl, un volumen de 10
mL del antisuero se aplico a una columna que contenia la proteina Ara hl insolubilizada
en Sepharose 4B, haciéndolo pasar a un flujo de aproximadamente 0,2 mL/minuto. La
columna se lavo con PBS que contenia 0,5 M NaCl hasta que la absorbancia a 280 nm del
excluido fue menor a 0,02. Después, los anticuerpos se eluyeron con tampon glicina-HCI
0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 2,8. Las fracciones eluidas fueron neutralizadas inmediatamente
con volimenes previamente calculados de tampon Tris 0,5 M, pH 8,0, que se depositaron
en los tubos antes de recoger el eluido. Por ultimo, los anticuerpos eluidos se dializaron
frente a PBS y se concentraron por ultrafiltracion utilizando membranas de punto de corte
de 10 kDa. Los anticuerpos concentrados se congelaron a —20°C hasta su uso. La
concentracion de los anticuerpos purificados se determind por espectrofotometria usando

el coeficiente de extincion a 280 nm &;mg/m = 1,5.
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4.2.4.5. Conjugacion de anticuerpos con peroxidasa

Para la conjugacién de los anticuerpos con peroxidasa se utilizd el Kit de
conjugacién Lightning-Link™ HRP. A 100 uL de anticuerpos aislados (10 mg/mL) se le
afiadieron 10 pL de reactivo LL-Modifier y se agitd. Posteriormente se afiadié a un vial
Lightning-Link™, se resuspendié la mezcla y se mantuvo durante 3 horas a temperatura
ambiente (10-25°C). Tras la incubacién se afiadieron 10 pL del reactivo LL-Quencher.

4.2.4.6. Técnica de ELISA de tipo no competitivo directo

Las placas se tapizaron con 120 pL/pocillo de una solucién de proteina Ara hl (5
pug/mL) en tampon carbonato sodico 0,05 M, pH 9,6. Tras la incubacion a 4°C durante
toda la noche, las placas se lavaron 5 veces con 300 pL/pocillo de agua destilada y se
incubaron con 300 uL/pocillo de una solucion de ovoalbumina al 3% (p/v), en PBS a
temperatura ambiente durante dos horas, con el objeto de saturar todos los puntos de
union de proteinas. Posteriormente, las placas se lavaron 5 veces con PBS que contenia
0,5% de Tween 20 (PBST) y después, se incubaron con 100 pL/pocillo de diferentes
diluciones del antisuero a 37°C durante una hora. Tras 5 lavados con PBST, se afiadieron
100 pL/pocillo de IgG de cabra anti-IgG de conejo marcadas con peroxidasa, diluidas
1/4000 en tampdn PBS y se incubo a 37°C durante una hora. Se lavaron de nuevo 5 veces
con PBST y se afiadieron 100 uL/pocillo de una solucién de TMB, tras 30 minutos de
incubacion a temperatura ambiente, la reaccion se detuvo mediante la adicién de 50
uL/pocillo de acido sulfarico 2 M. La absorbancia de los pocillos se midié a 450 nm en

un lector de placas ELISA.

4.2.4.7. Técnica de ELISA de tipo competitivo directo

Las placas se prepararon del mismo modo que en el apartado anterior y se
incubaron a 37°C durante una hora con 50 uL/pocillo de las diferentes soluciones
estandar de la proteina Ara hl o de las muestras problema, y con 50 uL/pocillo de los
anticuerpos conjugados con peroxidasa diluidos 1/90.000 en PBS. A continuacion, tras 5
lavados con PBST, se adicion0 la solucion del sustrato, y la lectura de la absorbancia tras

parar la reaccion con acido sulfarico se realiz6 como se ha descrito en el apartado 4.2.4.6.
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4.2.4.8. Técnica de ELISA de tipo competitivo indirecto

Las placas se prepararon del mismo modo que se ha descrito anteriormente y se
incubaron a 37°C durante una hora con 50 uL/pocillo de las diferentes soluciones
estandar o de las muestras problema, y con 50 uL/pocillo del antisuero anti-Ara hl. Tras
la incubacién, la placa se lavd 5 veces con PBST y se afiadieron 100 pL/pocillo de 1gG de
cabra anti-lIgG de conejo marcadas con peroxidasa, diluidas 1/4000 en tamp6n PBS vy se
incub6 a 37°C durante una hora. Las siguientes etapas se realizaron como se ha descrito
en el apartado 4.2.4.6.

4.2.4.9. Técnica de ELISA de tipo sandwich

Las placas se tapizaron con 120 upL/pocillo de una solucion de anticuerpos
especificos (5 pg/mL) frente a la proteina Ara hl en tampdn carbonato sédico, 0,05 M,
pH 9,6. Tras la incubacion a 4°C durante toda la noche, las placas se lavaron 5 veces con
300 uL/pocillo de agua destilada y se incubaron con 300 uL/pocillo de una solucién de
ovoalbumina al 3% (p/v) en PBS a temperatura ambiente durante dos horas.
Posteriormente, las placas se lavaron 5 veces con 300 pL/pocillo de PBST y después, las
placas se incubaron con 100 uL/pocillo de las diferentes soluciones estandar o de las
muestras problema, a 37°C durante 30 minutos. Tras 5 lavados con PBST, se afiadieron
100 pL/pocillo de una dilucién 1/50.000 del conjugado anti Ara hl en PBS que se
mantuvo a 37°C durante 30 minutos, tiempo tras el cual las placas se lavaron 5 veces con
PBST. Por ultimo, se afiadi6 el sustrato y se midio la absorbancia de los pocillos como se

ha indicado en el apartado 4.2.4.6.

4.2.4.10.Preparacion de estandares de Ara hl

Los estandares de proteina Ara hl para usar en las técnicas de ELISA se prepararon
determinando su concentracion por espectrofotometria, siendo su coeficiente de extincion
a 280 nm e1mgm. = 0,59. Las muestras se diluyeron en BSA al 0,5% en PBS que contenia
0,05% de timerosal a una concentracion 50 veces mayor a la usada en los ensayos, y se
guardaron en alicuotas que se mantuvieron congeladas a -20°C hasta su uso. En el

momento del analisis, las muestras estandar se descongelaron y se diluyeron en PBS.
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4.2.5. Tratamiento de altas presiones

La proteina Ara hl disuelta en PBS (200 pg/mL y 1 mg/mL) conteniendo azida
sodica fue tratada a varias presiones (entre 200 y 600 MPa) durante diferentes tiempos
(entre 1 y 30 minutos). Las muestras de Ara hl se trataron también en presencia de los
reactivos NEM disuelto en DMF y KI1O;3 disuelto en agua destilada. Las concentraciones
finales de estos reactivos fueron de 0,44 mM de NEM y 0,1 mM de KIO3z;. Ademas, se
ensayd la adicién de DMF (10 pL/mL) como control, ya que este reactivo es utilizado
para solubilizar el NEM.
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5. Resultados y discusion

5.1.Aislamiento de la proteina Ara hl

La proteina Ara hl se aislo a partir de cacahuete crudo. Para la extraccion de las
proteinas se ensayaron dos tampones, Tris 50 mM, pH 8,2 y borato sédico 10 mM, pH
9,0. Aunque el perfil de bandas que se observa mediante SDS-electroforesis (Figura 1)
fue similar en ambos casos, la concentracion de proteina de los extractos, determinada
mediante la técnica del BCA, fue ligeramente mayor con el tampén Tris que con el
tampon borato (23,6 mg/mL y 19,7 mg/mL respectivamente), por lo que se selecciond el

primero de ellos como tampdn de extraccion.

El extracto obtenido con el tampdn Tris se sometio a una precipitacion salina con
distintas concentraciones de sulfato aménico (saturaciones del 40-60%, 40-80% y 60-
80%) obteniendose un mayor enriquecimiento en la proteina Ara hl con respecto a las

otras proteinas con una saturacion del 60-80% (Figura 1).

Arahl———> A B S a6

1 2 3 45

Figura 1. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida 8-25% de los extractos de
cacahuete. (1) Extracto obtenido con tampon Tris y (2) tampdn borato; Extracto en
tampon Tris tras la precipitacion con sulfato amonico con saturaciones del (3) 40-60%
(4) 40-80%, (5) 60- 80%.
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El extracto obtenido tras la precipitacion salina se aplico6 a una columna de
Sephacryl S-200. EI cromatograma muestra la presencia de tres picos (Figura 2) cuyas
fracciones se analizaron por SDS-electroforesis (Figura 3). En el primer pico eluye
mayoritariamente la proteina Ara hl al encontrarse en el cacahuete en forma trimera, en
el segundo pico, eluyen las proteinas Ara h2 y Ara h6 entre otras, y en el tercer pico
eluyen los componentes de bajo peso molecular, principalmente pigmentos que absorben
fuertemente a 280 nm.
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Figura 2. Perfil de la cromatografia en Sephacryl S-200 del extracto de cacahuete obtenido tras
precipitacion con sulfato amonico (60-80%). Las fracciones recogidas fueron de 2 mL.

Ara h6
Ara h2

' -
Ara hl —> ‘. - .

22 25 29 32 34 37E

Figura 3. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida 8-25% de las fracciones de la cromatografia en
Sephacryl S-200. Los nameros corresponden a las fracciones de la cromatografia. E: extracto de cacahuete
obtenido tras la precipitacion con sulfato amonico (60-80%).
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Las fracciones enriquecidas en la proteina Ara hl (21 a 26) se recogieron conjuntamente
y se aplicaron en una columna de intercambio anionico de Sepharose Q, cuyo perfil
cromatogréfico y electroforesis de algunas de las fracciones obtenidas se muestran en las
Figuras 4 y 5 respectivamente.

Todas las proteinas quedaron retenidas en el gel y eluyeron con un gradiente lineal de
NaCl. La proteina Ara hl eluyé a una concentracion salina de aproximadamente 0,35 M.
Otras proteinas contaminantes eluyeron a una concentracion salina menor o mayor a la
indicada para la proteina Ara hl como se observa en la electroforesis de las fracciones 35 a
38 y 62 a 67 (previamente concentradas por ultrafiltracion). Las fracciones 45 a 58, que

contenian Ara hl mayoritariamente, se recogieron conjuntamente.
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Figura 4. Perfil de la cromatografia en Sepharose Q de la fraccién enriquecida en Ara hl
obtenida en la filtracion en Sephacryl S-200. Las fracciones recogidas fueron de 2mL.

A .

Figura 5. SDS- electroforesis en gel de poliacrilamida 4-20% de las fracciones de la
cromatografia en Sepharose Q.

1: Fracciones 35 a 38 4: Fraccion 50

2: Muestra enriquecida en proteina Ara hl del Sephacryl S- 200) 5: Fracciones 62 a 67
3: Fraccion 48
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El aislamiento de la proteina Ara hl se ha llevado a cabo utilizando diferentes tipos
de cromatografia, entre las que destacan, la cromatografia de exclusién molecular (Boldt
et al., 2005; Van Boxtel et al., 2006), de intercambio aniénico (Van Boxtel et al., 2006;
Burks et al., 1991; Palmer et al., 2005), hidrofébica (Van Boxtel et al., 2006) y de
afinidad en Concanavalina A (Marsh et al., 2008; Mondoulet et al., 2005; Wichers et al.,
2004).

En este trabajo, a pesar de que la fraccion enriquecida en proteina Ara hi,
procedente de la cromatografia en Sepharose Q, se ha sometido a cromatografias en
concanavalina A y en Azul de Cibacrén, no se ha obtenido en ninglin caso un mayor
grado de pureza, por lo que estas etapas no se han incluido en el protocolo de aislamiento
de dicha proteina (resultados no mostrados).

Cuando la proteina Ara hl se aislé para inmunizar conejos y obtener antisueros
frente a ella, se selecciond un menor nimero de fracciones de las cromatografias con el
objeto de obtener una mayor pureza. En estos casos, el grado de pureza, determinado
mediante densitometria, fue superior al 98%. Cuando la proteina Ara hl se aislo para
llevar a cabo los tratamientos con altas presiones, dado que se necesitaba disponer de una
cantidad elevada de proteina, el nimero de fracciones tomadas de las cromatografias fue
mayor, obteniéndose en estos aislamientos un grado de pureza de aproximadamente el
85%.

5.2.0btencion y caracterizacion de antisueros anti-Ara hl

Los antisueros frente a la proteina Ara hl se obtuvieron mediante inoculacion en
conejos (grado de pureza del 98%, Figura 6a). La inmunorreactividad y la especificidad
de los antisueros se comprobaron mediante las técnicas Western-blotting e inmunodotting
(Figuras 6¢ y d). En la figura 6¢, se muestran los resultados de la caracterizacion de los
antisueros obtenidos mediante la técnica del Western-blotting en los que aparece una
Unica banda coloreada en la muestra del extracto, que tiene la misma movilidad que la
banda correspondiente a la Ara hl (Figura 6b). Del mismo modo, en el inmunodotting
(Figura 6d) aparecieron dos manchas coloreadas donde se aplicaron el extracto de
cacahuete y la proteina Ara hl y no hubo reaccion en las otras proteinas aplicadas. Todo

ello indica que el antisuero reconoce especificamente a la proteina Ara hl.
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Figura 6. (a) y (b) SDS-electroforesis en gel de poliacrilamida 8-25%, (c) Inmunodotting y (d) Western-
blotting obtenidos utilizando un antisuero anti-Ara hl.

PM: patrén de pesos moleculares 4: Lactoferrina (2mg/mL)
1: Proteina Ara hl grado de pureza del 98% (2mg/mL) 5: a- lactalbdmina (2mg/mL.)
2: Proteina Ara hl grado de pureza del 85% (2mg/mL) 6: Proteina Ara h2 (2mg/mL)

3: Extracto de cacahuete (8mg/mL)

El patrén esta constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97 kDa), albimina sérica bovina (67 kDa),
ovoalbtimina (45 kDa), anhidrasa carbonica (30 kDa), inhibidor de tripsina (20,1 kDa) y a-lactalbGmina bovina
(14,4 kDa).

Para determinar el titulo de los anticuerpos se realiz6 una técnica de ELISA de tipo
no competitivo indirecto. El titulo de un antisuero se define como el inverso de la
dilucion correspondiente al 50% de la maxima absorbancia obtenida. Un ejemplo de una
curva de titulacion se muestra en la Figura 7, cuyo titulo fue de 1/7.000

aproximadamente.
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Figura 7. Curva de titulacion de un antisuero frente a la proteina Ara hl de cacahuete.
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5.3.Aislamiento y conjugacion de anticuerpos con peroxidasa

Los anticuerpos anti-Ara hl presentes en los antisueros se aislaron mediante una
cromatografia de afinidad, utilizando una columna que contenia Ara hl insolubilizada en
Sepharose 4B. En la Figura 8 se muestra el perfil de esta cromatografia.
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Figura 8. Cromatografia de un antisuero anti-Ara hl utilizando una columna que contenia la
proteina Ara hl insolubilizada en Sepharose 4B. Las fracciones recogidas fueron de 2 mL. La
flecha indica el momento de aplicacion del tampon de elucion.

En el perfil de la cromatografia se observan dos picos, en el primero, eluido con
PBS que contenia 0,5 M NaCl, eluyen los componentes del antisuero que no
interaccionan con el inmunoadsorbente. El segundo pico, eluido a pH 2,8, contiene los
anticuerpos que han interaccionado con la proteina Ara hl. El analisis de las fracciones
mediante una técnica de ELISA de tipo no competitivo indirecto, mostro la ausencia de
anticuerpos especificos en el primer pico. Las fracciones 26 a 29 se recogieron, se
concentraron por utltrafiltracion y se congelaron a -20°C hasta uso. El rendimiento del
proceso de aislamiento de los anticuerpos anti-Ara hl a partir de los antisueros de conejo
fue muy bajo por lo que se realizaron varios aislamientos. Posteriormente se llevd a cabo
la conjugacion de los anticuerpos con peroxidasa mediante el procedimiento descrito en

el apartado de métodos.
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5.4.Desarrollo de técnicas de ELISA para la determinacién de la

proteina Ara hl

En este trabajo se han desarrollado tres formatos de ELISA para la determinacion
de la proteina Ara hl (séndwich y competitivo directo e indirecto, Figura 9a y b
respectivamente). Para optimizar los ensayos, se realizaron diversas pruebas utilizando
varias concentraciones y tampones de dilucién para la fijacion de la proteina y de los
anticuerpos en la placa, distintos bloqueantes y tampones de lavado, asi como varias
diluciones y condiciones de dilucion del antisuero y del conjugado.

Con el formato de tipo sandwich el ruido de fondo obtenido con el estandar cero
(sin proteina) en PBS fue muy alto y se redujo al aumentar el pH. A pH 9,2 el ruido de
fondo se consideré aceptable pero también se veia reducida considerablemente la
absorbancia de los estandares de proteina (Figura 9a). En el caso de los formatos directo e
indirecto, se obtuvo una recta estandar con mayor pendiente para el formato directo,
hecho que se debe probablemente a que durante el aislamiento de los anticuerpos se han
seleccionado los que tienen una mayor afinidad por la proteina Ara hl. Ademas, en este
formato se evita una etapa de incubacion, acortandose asi la duracion total del ensayo.
Por todo ello, para los posteriores analisis se utilizé el formato directo para determinar la

proteina Ara hl.
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Figura 9. Curvas de calibracion obtenidas mediante las técnicas de ELISA de tipo (a) sandwich y (b)
directo e indirecto para la determinacién de la proteina Ara hl.
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En la Figura 10, se muestra la curva de calibracion obtenida para determinar la
proteina Ara hl utilizando la técnica ELISA competitivo directo que fue lineal en un
rango de concentraciones entre 50 ng/ mL y 5 pg/mL (R® > 0,98), con un limite de
deteccion de 10,2 ng/mL y un limite de cuantificacion de 20,6 ng/mL.
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Figura 10. Curva de calibracion de la técnica ELISA de tipo competitivo directo
para la determinacion de la proteina Ara hl.

5.5.Efecto del tratamiento con altas presiones en la proteina Ara hl

En este trabajo, se ha estudiado el efecto que tiene el tratamiento con altas presiones
en la desnaturalizacion de la proteina Ara hl. Para ello, un extracto de cacahuete y la
proteina purificada se sometieron a diferentes presiones y tiempos de tratamiento. El
grado de desnaturalizacion se determiné midiendo la pérdida de la inmunorreactividad de
la proteina Ara hl mediante una técnica de ELISA de tipo competitivo directo. Ademas,
algunas de las muestras tratadas de la proteina purificada se analizaron mediante
electroforesis en condiciones nativas y en condiciones desnaturalizantes, en presencia de

SDS con y sin -mercaptoetanol.

5.5.1. Determinacion de la proteina inmunorreactiva

En la Figura 11 se muestra la relaciébn entre la concentracion de proteina
inmunorreactiva a cada presion y tiempo de tratamiento, y la concentracién inicial de la
proteina Ara hl obtenida tras el tratamiendo de la proteina purificada (a) y del extracto de

cacahuete (b).
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Como puede observarse en la Figura 1la, la proteina Ara hl mantiene su
inmunorreactividad tras el tratamiento a 200 MPa a todos los tiempos estudiados y a 300
MPa, la disminucién de la concentracion de la proteina inmunorreactiva es muy baja,
menor a un 15% tras 30 minutos. A 400 MPa, se observa una disminucion gradual hasta
un 50% del valor inicial en los primeros 10 minutos, y después la concentracion se
mantiene préacticamente constante a tiempos mayores. A 500 y 600 MPa, la concentracion
de proteina inmunorreactiva disminuye de forma muy marcada en el primer minuto, y
después lentamente, obteniéndose una disminucion del 53% y el 70% a los 20 minutos

de tratamiento.

En el tratamiento del extracto de cacahuete (Figura 11b), el comportamiento de la
proteina Ara hl a 200 y 300 MPa fue similar al observado con la proteina purificada. A
presiones mayores, la disminucion de la proteina Ara hl inmunorreactiva fue muy
marcada en el primer minuto de tratamiento, obteniéndose una disminucion del 53%,
57% y 78 % tras 20 minutos a 400, 500 y 600 MPa, respectivamente.
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Figura 11. Efecto de las altas presiones sobre la desnaturalizacion de la proteina Ara hl del cacahuete
(a) purificada y (b) en extracto, a diferentes presiones y tiempos de tratamiento.
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Existen muy pocos estudios sobre el efecto de las altas presiones en las proteinas
alergénicas del cacahuete. Huang et al. (2014) determinaron el efecto del tratamiento
entre 200 y 800 MPa en las proteinas del cacahuete utilizando un test comercial de
ELISA de tipo sandwich con anticuerpos frente a un extracto de proteina de cacahuete.
Estos autores observaron que el tratamiento de un extracto de cacahuete a 200 MPa no
disminuia la concentracién de proteinas inmunorreactivas y obtuvieron una disminucion
del 50% a 400 MPa y del 70% a 600 y 800 MPa tras tratarlo 10 minutos a esas presiones,
valores que son similares a los obtenidos en este trabajo.

Hu et al. (2011) trataron un extracto de cacahuete con presiones entre 50 y 200 MPa
durante 5 minutos y observaron mediante SDS-electroforesis una disminucion en la
intensidad de la fraccién de conaraquina Il, en la que se encuentra mayoritariamente la
proteina Ara hl, mientras que la presion no tenia efecto en el perfil de bandas de las
fracciones de araquina y conaraquina de tipo .

Johnson et al. (2010) también indicaron que el tratamiento con altas presiones a 600
y 700 MPa a 20°C y a 80°C no tenia efecto en la estructura de la proteina Ara h2,

determinada por la técnica de dicroismo circular.

5.5.2. Determinacion del perfil electroforético

Las muestras de proteina Ara hl sometidas a altas presiones se analizaron
utilizando distintos tipos de electroforesis. En la electroforesis en condiciones nativas
(Figura 12a), la proteina Ara hl se muestra como una banda difusa cuya intensidad y
extension es mayor en la muestra sin tratar que en la tratada a 600 MPa durante 20
minutos. Ademas, en la muestra tratada se observa un incremento en la intensidad del
color en el punto de aplicacion de la muestra, lo que indica la presencia de agregados de
alto peso molecular, que no pueden penetrar en el gel. Al analizar el sobrenadante y el
precipitado obtenidos tras centrifugar la muestra tratada a 16.060 g durante 15 minutos,
se observa que en la carrera del sobrenadante la banda difusa de la proteina es muy tenue,
pero no aparecen agregados en el punto de aplicacion de la muestra, que si se visualizan

en el precipitado.

En la figura 12b se muestra la SDS-electroforesis de la proteina Ara hl tratada a

diferentes presiones. La muestra sin tratar presenta una banda de aproximadamente 63
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kDa que corresponde a la forma monémera de la proteina. En las muestras tratadas, la
intensidad de la banda de 63 kDa es menor para todas las presiones aplicadas. Ademas,
aparecen otras bandas bastante difusas de mayor peso molecular a 400 MPa y a presiones
superiores, indicando la presencia de agregados. En estas muestras no se observa color en
el punto de aplicacion de las muestras, lo que indica que los agregados observados en
condiciones nativas se han disgregado en parte, debido al efecto del detergente. Estos
resultados indican que algunos de los agregados formados por efecto de la presion, son
debidos a interacciones de tipo no covalente.

Al analizar las mismas muestras en condiciones reductoras no se observaron
diferencias entre la muestra sin tratar y las tratadas, lo cual indica que los agregados
observados en la SDS-electroforesis de las muestras tratadas son debidos a interacciones

covalentes mediante puentes disulfuro.

Figura 12. (a) Electroforesis nativa, (b) SDS-electroforesis en gel de poliacrilamida 8-25% sin f-
mercaptoetanol y (c) con B-mercaptoetanol.
PM: patrén de pesos moleculares

1: Ara hl sin tratar 5: Ara hl 600 MPa 5 min

2: Ara hl 300 MPa 30 min 6: Ara hl 600 MPa 20 min

3: Ara hl 400 MPa 20 min 7: Ara hl 600 MPa 20 min (sobrenadante)
4: Ara h1 500 MPa 20 min 8: Ara hl 600 MPa 20 min (precipitado)

El patron esté constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97 kDa), albimina sérica bovina (67
kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carboénica (30 kDa), inhibidor de tripsina (20,1 kDa) y a-
lactalbimina bovina (14,4 kDa).
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5.5.3. Efecto de los reactivos NEM y K1O3en la desnaturalizacion de la proteina
Arahl

Se ha estudiado también el efecto que tiene en la desnaturalizacion de la proteina
Ara hl la adicion al medio de tratamiento del reactivo NEM, que es un compuesto que
bloquea los grupos sulfidrilo, y de KIO3 que induce la oxidacion de los grupos sulfidrilo.

5.5.3.1. Determinacion de la proteina inmunorreactiva

Los resultados obtenidos en el tratamiento de la proteina Ara hl en presencia de
dichos reactivos a 400 y 600 MPa durante 20 minutos se muestran en la Figura 13. Como
puede observarse, la adicion de NEM no afecta a la proteina sintratar y el grado de
desnaturalizacion de la proteina tratada es menor que en ausencia del reactivo. Por el
contrario, la adicion de KIO3 induce la desnaturalizacion de la proteina Ara hl y aumenta

su sensibilidad frente a las altas presiones.

Ara hl (%)
(o]
o

N
o

N
o

o

Control NEM KIO3
m Sin tratar =400 MPa 20 min 600 MPa 20 min

Figura 13. Efecto de la adicion de los reactivos NEM y KIO; sobre la desnaturalizacion de la
proteina Ara hl del cacahuete purificada tratada a 400 y 600 MPa durante 20 minutos.
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5.5.3.2. Determinacion del perfil electroforético

En la electroforesis en condiciones nativas, la banda de la proteina Ara hl en las
muestras tratadas es mas tenue que en la muestra sin tratar, tanto en presencia como en
ausencia de los reactivos afiadidos. En todas las muestras se observa la presencia de
agregados de alto peso molecular que no entran en el gel. A pesar de que la electroforesis
es una técnica cualitativa, se observa en la Figura 14a como la intensidad de la banda
difusa de la Ara hl es mayor en las muestras tratadas con NEM a pesar de que todas las
muestras tenian la misma concentracion de proteina. Este hecho sugiere que la presencia
de NEM previene en parte la agregacion de la proteina. La adicion a la muestra de DMF,
utilizada para disolver del NEM, no afect6 el perfil de la proteina ya que es similar al de

la muestra tratada en ausencia del reactivo.

El analisis de las mismas muestras mediante SDS-electroforesis (Figura 14b)
muestra que el perfil es similar para la proteina tratada en ausencia y en presencia de
DMF, observandose la formacién de agregados, mientras que estos agregados no se
obervan en las muestras tratadas en presencia de NEM y KlOs. La intensidad de la banda
de la Ara hl en estas muestras es similar a la no tratada. La electroforesis en condiciones
reductoras muestra un perfil similar en todas las muestras, lo que indica que los
agregados observados en la SDS-electroforesis estan formados por enlaces covalentes.

Figura 14. (a) Electroforesis nativa, (b) SDS-electroforesis en gel de poliacrilamida 8-25% sin y (c) con
B-mercaptoetanol.

PM: patrén de pesos moleculares 3: Ara hl 600 MPa 20 min DMF
1: Ara hl sin tratar 4: Ara h1 600 MPa 20 min NEM
2: Ara hl 600 MPa 20 min 5: Ara hl 600 MPa 20 KIO;

El patrén esta constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97 kDa), albumina sérica bovina (67
kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carbonica (30 kDa), inhibidor de tripsina (20,1 kDa) y a-
lactalbimina bovina (14,4 kDa).
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El efecto protector del NEM en la desnaturalizacion de la proteina Ara hl por
efecto de las altas presiones ha sido observado también en otras proteinas como la f-
lactoglobulina y la a-lactalbimina (Huppertz et al., 2003; Mazri et al., 2014 ; Yang et al.,
2002). Este efecto se ha atribuido al bloqueo del grupo sulfidrilo libre de la proteina que
previene las reacciones de oxidacion de los grupos sulfidrilo y/o las reacciones de
intercambio sulfidrilo-disulfuro que inducen la agregacién de las proteinas por
interacciones covalentes (Yang et al., 2002). Por el contrario, la menor baroestabilidad de
la proteina Ara hl cuando es tratada en presencia de KIO3 coincide con los resultados
obtenidos en el tratamiento de la B-lactoglobulina con altas presiones (Mazri et al., 2014).
Se conoce que el KIO3; puede oxidar las proteinas como se indica a continuacion
(Huppertz et al., 2003):

6 proteina— SH + 103" > 3 proteina — S — S proteina + 3 H,O + I 1)

Proteina—SH + 105" = proteina-SOzH + I (2

En nuestro estudio, la reaccion (2) parece ser la que ocurre de forma preferente ya
gue no se observan agregados en la SDS-electroforesis de estas muestras. Ademas, la
inmunorreactividad de la proteina nativa sin tratar disminuye de forma muy marcada al

afadirle este reactivo.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que las altas presiones inducen un
cambio conformacional en la proteina Ara hl que da lugar a la exposicion del grupo
sulfidrilo libre de la proteina, el cual, a través de reacciones de oxidacion y de
intercambio de sulfidrilo-disulfuro produce la agregacién de la proteina por interacciones
covalentes. Ademas, el cambio conformacional por efecto de la presion induce la

formacidn de agregados de la proteina por interacciones no covalentes.
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6. Conclusiones

1. La aplicacion de técnicas de precipitacion salina y de técnicas cromatogréficas
permite obtener la proteina alergénica Ara hl del cacahuete con un alto grado de

pureza.

2. La inoculacion de la proteina Ara hl purificada en conejos da lugar a la
obtencion de antisueros con un alto titulo, que reaccionan con la proteina de

forma especifica por las técnicas de inmunodotting y Western-blotting.

3. El formato de la técnica de ELISA de tipo competitivo directo resulta mas
adecuado que el de tipo competitivo indirecto y el de tipo sandwich para la
determinacion de la proteina Ara hl.

4. La desnaturalizacion de la proteina Ara hl por efecto de las altas presiones,
determinada como la pérdida de la reactividad de la proteina con sus anticuerpos
especificos, es muy baja a 200 y 300 MPa. A presiones de 400 MPa y
superiores, se produce una marcada desnaturalizacion que tiene lugar en los
primeros minutos del tratamiento. El grado de desnaturalizacion es similar al

tratar la proteina purificada en tampon y en un extracto de cacahuete.

5. El reactivo N-etilmaleimida muestra un efecto protector en la desnaturalizacion
de la proteina Ara hl inducida por la presion, que parece deberse al bloqueo del
grupo sulfidrilo libre de la proteina, lo que previene su agregacién mediante
enlaces covalentes. La presencia de este reactivo no previene la agregacion de la

proteina mediante interacciones no covalentes.

6. EIl tratamiento con altas presiones de la proteina Ara hl en presencia de iodato
potasico aumenta su desnaturalizacion e inhibe su agregacion por enlaces
covalentes debido probablemente a la oxidacion del grupo sulfidrilo libre de la
proteina. La presencia de este reactivo no previene la agregacion de la proteina

mediante interacciones no covalentes.
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7. El mecanismo de la desnaturalizacion de la proteina Ara hl por las altas
presiones parece deberse a un cambio conformacional de la proteina, que
produce por una parte la exposicion de su grupo sulfidrilo libre y la posterior
agregacion mediante puentes disulfuro y/o reacciones de intercambiio sulfidrilo-

disulfuro y por otra parte la agregacion mediante enlaces no covalentes.
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