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RESUMEN: La alergia alimentaria es el cuarto principal proble-
ma de salud publica segin datos de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS). Afecta a un total de 6-8% de nifios y a 2-4%
de adultos. Debido a la actual gran prevalencia de la alergia ali-
mentaria, se hace necesario el desarrollo de nuevos métodos
de control, tratamiento y estudio. En esta revision se presentan
los enfoques protedmicos y de biologia de sistemas mas recien-
tes para el estudio de la alergia alimentaria. En este sentido, se
resumen con detalle las dos principales estrategias proteémicas
(proteémica de descubrimiento y protedmica dirigida). También
se describen los innovadores enfoques de biologia de sistemas
basados en datos protedmicos para el estudio de los mecanis-
mos de la alergia alimentaria. Finalmente se presentan nuevas
perspectivas y futuras direcciones.
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ABSTRACT: Food allergy is the fourth most important public
health problem according to the World Health Organization
(WHO). A total of 6-8% of children and 2-4% of adults are
affected. Currently, due to this high prevalence, fast and
accurate detection methods for food allergy control, treatment
and research are highly necessary. In this review, the most
recent proteomics and systems biology approaches for the study
of food allergy are presented. In this respect, two proteomics
strategies (discovery and targeted proteomics) for the control
and study of food allergy are summarized. Additionally, the
innovative proteomics-based systems biology approaches for
the study of the mechanisms of food allergy are described.
Finally, new perspectives and future directions are described.
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INTRODUCCION

Las alergias alimentarias son uno de los principales
problemas sanitarios que actualmente afectan a la ma-
yor parte de los paises industrializados. La Organiza-
cién Mundial de la Alergia (WAO) destaca en su ultimo
informe la gran prevalencia que han experimentado
estas enfermedades en los ultimos veinte afios, una
tendencia que no muestra signos de moderacion. Este
considerable incremento estd en estrecha correlaciéon
con la globalizacién de los mercados, con la mejora
en la calidad de vida y con el control de las enferme-
dades infecciosas durante la infancia. Asi, en la Unidn
Europea (UE), la alergia alimentaria es la enfermedad
cronica mds comun en la edad infantil, llegando a tasas
mayores del 6% en algunos paises. En Espaiia, la pre-
valencia de este tipo de enfermedades en la poblacion
general es de un 3-4% (Sicherer y y Sampson, 2014).

Un total de catorce alimentos (pescado, crusta-
ceos, moluscos, gluten, huevos, lacteos, cacahuetes,
soja, apio, frutos de cdscara, mostaza, granos de sé-
samo y diéxido de azufre-sulfitos y altramuces) estan
declarados como alérgenos por la Autoridad Euro-
pea de Seguridad Alimentaria (European Food Safety
Authority, EFSA).

En pacientes sensibilizados, los sintomas clinicos
de la alergia alimentaria normalmente se manifiestan
por medio de urticarias, conjuntivitis, rinitis, proble-
mas gastrointestinales y dificultad respiratoria, dando
lugar en el peor de los casos a un shock anafilactico
minutos después de la ingesta (Sampson, 2003).

Para garantizar la seguridad de los consumidores, la
Comisién Europea en su Directiva 2007/68/EC obliga
a los distintos paises a declarar y asegurar la presen-
cia de cualquier alérgeno o derivado del mismo en el
etiquetado de todos los productos alimenticios. Asi-
mismo, la autoridad de la EFSA reconocio la alta pre-
valencia y alto riesgo en todo el mundo y reclamé a la
comunidad cientifica la necesidad de desarrollar nue-
vos métodos de control y deteccién de dichos alérge-
nos en los productos alimentarios.

La alergia alimentaria presenta un origen multifac-
torial en donde se incluyen factores genéticos, inmu-
nolégicos y ambientales (Lorente, Laffond, Davila y
Moreno, 2001). Es una hipersensibilidad alergénica
tipo | mediada por la producciéon amplificada de in-
munoglobulina E (IgE). Establecido el diagndstico de
alergia alimentaria, la exclusion del alimento alergéni-
co, manteniendo los requerimientos nutricionales, es
en la actualidad el Unico tratamiento apropiado para
prevenir reacciones futuras. Hallar nuevas terapias
para las alergias alimentarias, mas alld de la simple
supresion de la ingesta del alimento alergénico, forma
parte de los objetivos actuales de la ciencia.

En este sentido, las poderosas metodologias -6mi-
cas (Gendmica, Protedmica, Metaboldmica, etc) y de
biologia de sistemas estan logrando un gran impacto
en toda la comunidad cientifica. De hecho, a instan-
cias de la comunidad cientifica dedicada al estudio de
los alimentos, se ha establecido una nueva disciplina
denominada Foodomics (Cifuentes, 2009; Herrero,
Sim@, Garcia-Canfias, lbanez y Cifuentes, 2012).

Figura 1. Principales dreas protedmicas y de biologia de sistemas para el estudio de la alergia alimentaria
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En esta revision se describen los avances mas re-
cientes en las técnicas de protedmica de descubri-
miento y dirigida (Discovery Proteomics y Targeted
Proteomics), asi como de las herramientas de biolo-
gia de sistemas para el control y deteccién de alér-
genos en los alimentos y para alcanzar una mayor
comprensidn de las bases moleculares de la alergia
alimentaria (véase la figura 1). Resultados de gran
transcendencia que estdn siendo utiles no solo para
toda la comunidad cientifica sino también para las
autoridades sanitarias e industrias alimentarias vy
farmacéuticas con el fin de garantizar la seguridad y
proteger la salud de los consumidores.

PROTEOMICA DE DESCUBRIMIENTO EN LA ALERGIA
ALIMENTARIA

La protedmica de descubrimiento tiene como fi-
nalidad el estudio y caracterizacidén a gran escala de
los componentes de un determinado proteoma. Se
basa en la identificacién y cuantificacion de las pro-
teinas, la caracterizacidon de sus modificaciones post-
traduccionales (PTMs) y la identificacion de péptidos
y proteinas biomarcadoras. Asi, las aproximaciones
clasicas de la proteémica Bottom-up son prometedo-
ras tecnologias para la caracterizacion e identificacion
de alérgenos alimentarios. Siguiendo esta metodolo-
gia, la(s) proteina(s) de interés son sometidas a sepa-
racién mediante electroforesis bidimensional (2-DE),
electroforesis capilar (CE) o cromatografia liquida
(LC), para a continuacidn ser digeridas utilizando en-
zimas (por ejemplo, tripsina) y los péptidos resultan-
tes son entonces analizados por espectrometria de
masas en tandem (MS/MS). Utilizando herramientas
de busqueda en las bases de datos, como SEQUEST,
los espectros de fragmentacion son asignados a po-
sibles secuencias peptidicas y las asignaciones son
seguidamente validadas utilizando programas como
Percolator. Hasta la fecha, utilizando aproximaciones
similares varias proteinas alergénicas han sido iden-
tificadas y caracterizadas (véase la tabla 1). Asi, utili-
zando 2-DE, inmunobloting con sueros de pacientes
alérgicos y analisis por espectrometria de masas con
un analizador de tiempo de vuelo y desorcion median-
te laser asistida por matriz (MALDI-TOF) o por croma-
tografia liquida acoplada a espectrometria de masas
en tdndem (LC-MS/MS) fueron identificados nuevos
alérgenos de crustaceos, sésamo, avellana, pistacho,
fruta y gluten (Marzban, Herndl, Maghuly, Katinger y
Laimer, 2008; Ortea, Cafas y Gallardo, 2009; Carrera,
Cafias, Vazquez y Gallardo, 2010; Martinez-Esteso et
al., 2016; Grishina, Bardina y Grishin, 2017).
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Una novedosa estrategia desarrollada por nuestro
grupo de investigacion permitié la secuenciacién de
novo completa de nuevos alérgenos alimentarios (Ca-
rrera et al., 2010). Esta estrategia fue aplicada para
la caracterizacidon de todas las parvalbuminas beta
(B-PRVBs) de todas las especies comerciales de la fa-
milia Merlucciidae. Las B-PRVBs estan consideradas
como el principal alérgeno de los pescados (Elsayed
y Bennich, 1975). Esta metodologia se basa en la
combinacidn de la estrategia clasica de la proteémica
Bottom-up mediante geles 2-DE, la determinacion de
la masa molecular exacta de las proteinas intactas me-
diante espectrometria de masas de resonancia ciclo-
tronica de iones por transformada de Fourier (FTICR-
MS) y la monitorizacidn de los péptidos tedricos ne-
cesarios para completar las secuencias faltantes me-
diante monitorizacion de la fragmentacién de un ion
seleccionado (SMIM) en un espectrémetro de masas
con un analizador de trampa idnica lineal (LTQ). Asi,
con esta estrategia se logré la secuenciacion de novo
completa de veinticinco nuevas isoformas de 3-PRVBs
(Carrera et al., 2010).

PROTEOMICA DIRIGIDA EN LA ALERGIA ALIMENTARIA

La protedmica dirigida es una estrategia que per-
mite el andlisis selectivo de un determinado nume-
ro de proteinas o péptidos seleccionados que nor-
malmente son considerados como biomarcadores.
Para ello el analizador del espectrometro de masas
es programado para que se centre en el analisis
de determinados compuestos de interés mediante
monitorizaciéon de la reaccion de un ion/multiples
seleccionado(s) (SRM/MRM) en analizadores tipo
triple cuadrupolo (QqQ) o hibridos cuadrupolo-
trampa idénica (Q-Trap) o mediante SMIM (Jorge et
al., 2007). Ademas, en equipos de espectrometria de
masas de alta resolucion (HRMS), como los espectré-
metros de masas tipo Q-Orbitrap, se logra una me-
jora en la velocidad, sensibilidad y rango dindmico
de la monitorizaciéon, denominandose en este caso
monitorizacion de la reaccion en paralelo de un ion/
multiples seleccionado(s) (PRM). Estos ultimos mo-
dos de trabajo (SMIM/PRM) son los mas avanzados
y presentan dos importantes ventajas frente a los
otros modos de barrido: por un lado, consiguen un
considerable incremento en la sensibilidad debido
al promedio de varios espectros de fragmentacién
(MS/MS), de principal importancia para confirmar
la naturaleza o secuencia de la especie identificada,
y por el otro, es un modo de trabajo que permite
obtener cromatogramas virtuales para los diferentes
iones fragmento.
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En el caso de la alergia alimentaria, la protedmica
dirigida se ha aplicado para la deteccidn y cuantifica-
cién en los productos alimenticios de la presencia o no
de determinados alérgenos alimentarios (véase la ta-
bla 1). Asi, la monitorizacién mediante LC-SRM/MRM
en instrumentos tipo QgqQ o Q-Trap ha permitido la
deteccion y cuantificacidn especifica de la presencia
de gluten, huevos, lacteos, soja, avellanas, nueces,
almendras o cacahuetes en productos alimenticios
(Pilolli, Angelis y Monaci, 2017; Angelis, Pilolli y Mo-
naci, 2017; Ansari, Stoppacher, Rudolf, Schuhmacher
y Baumgartner, 2011; Careri, Elviri, Lagos et al., 2008;
Cryar et al., 2012; Heick, Fischer y P6pping, 2011;
Lutter, Parisod y Weymuth, 2011; Martinez-Esteso et
al., 2016; Pedreschi, Ngrgaard y Maquet, 2012; Sea-
ley-Voyksner, Khosla, Voyksner y Jorgenson, 2010)
(véase la tabla 1). Asimismo, utilizando instrumentos
de alta resolucién como el Q-Orbitrap fue posible la
deteccion a nivel de trazas de alérgenos de cacahue-
tes, leche o huevos en otros productos alimenticios
(Monaci, Angelis, Bavaro y Pilolli, 2015; Monaci, Lo-
sito, Angelis, Pilolli y Visconti, 2013; Monaci, Losito,
Palmisano y Visconti, 2011). Por otra parte, hay que
destacar que nuestro grupo de investigacion desarro-
116 una novedosa metodologia para la deteccién de
todas las B-PRVBs de pescado en cualquier producto
alimenticio (Carrera, Cafias y Gallardo, 2012). El mé-
todo se basa en los siguientes pasos: (i) purificacion
rdpida de las B-PRVBs (proteinas termoestables) por
tratamiento con calor (tiempo: 45 min.), (ii) digestion
ultrarrapida con tripsina empleando ultrasonidos de
alta intensidad focalizados (HIFU) (tiempo: 2 min.), y
(iii) monitorizacion mediante SMIM de los péptidos
biomarcadores para la deteccién de las B-PRVBs en
un LTQ (tiempo: 60 min.). Esta estrategia permite la
deteccion directa del principal alérgeno de los pesca-
dos (B-PRVBs) en cualquier producto alimenticio en
menos de dos horas. Es el método mas rapido descri-
to hasta el momento. Esta estrategia también se ha
aplicado para la deteccion de la proteina alergénica
y termoestable Ani s 9, especifica de los Anisakidos,
en cualquier producto alimenticio (Carrera, Gallardo,
Pascual, Gonzalez y Medina, 2016).

Por otra parte, los espectrometros de masas en
modo de adquisicion independiente de datos (DIA) en
equipos de HRMS o en equipos de movilidad idnica
(DIA-IM-MS) han permitido la deteccidn de trazas de
huevo, leche o cacahuetes en varios alimentos (Jo-
hnson et al., 2016; Monaci et al., 2013). Finalmente,
los métodos de protedmica Top-Down permiten la de-
teccién y cuantificacion de los alérgenos alimentarios
a nivel de proteina intacta sin necesidad de digestion
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previa con enzimas. Para ello, se necesitan de equipos
HRMS como el FTICR-MS o el Orbitrap Fusion imple-
mentada con fotodisociacion inducida por ultravioleta
UVPD. Estos métodos se han aplicado para la detec-
cion de leche en muestras de zumos de frutas (Monaci
y van Hengel, 2008) y para la deteccién de B-PRVBs en
pescado (Carrera et al., 2015).

BIOLOGIA DE SISTEMAS EN LA ALERGIA ALIMENTARIA

La biologia de sistemas es una ciencia integradora
que utiliza la informacién obtenida de las ciencias
-émicas, como la protedmica, junto con las herra-
mientas bioinformaticas y la modelizacion computa-
cional para entender y predecir las propiedades de los
sistemas bioldgicos desde un punto de vista holistico.

Aunque la respuesta de los linfocitos Ty B a un alér-
geno presenta un proceso similar a la respuesta frente
a un antigeno convencional, es decir, el linfocito T (del
tipo Th2) reconoce un péptido del alérgeno procesado
y presentado por una célula presentadora de antigeno
en la molécula del complejo mayor de histocompati-
bilidad (MHC) de clase Il, lo que desemboca en la coo-
peracion y diferenciacion de los linfocitos B para dar
lugar a células plasmaticas secretoras de IgE, parece
ser que su inapropiado mecanismo de activacion pre-
senta un papel fundamental en la etapa de sensibiliza-
cion de los pacientes atdpicos (Maggi, 1998). Por esta
razon, la investigacion de los mecanismos molecula-
res de esta inapropiada activacion de las células Ty B
es de gran interés cientifico, no solamente para com-
prender mejor los procesos alergénicos sino también
para entender todos aquellos procesos de respuesta
inapropiada de los linfocitos, en donde se interrumpe
la tolerancia inmunoldgica. Asi las novedosas técnicas
de biologia de sistemas permitirdn desarrollar mode-
los computacionales de los mecanismos de transduc-
cion de sefales y de activacién de los linfocitos Ty B
en los casos de alergia alimentaria. Dichos modelos
podrian identificar potenciales dianas diagndsticas
y terapéuticas. En vista de esto, nuestro grupo esta
trabajando en herramientas de biologia de sistemas
utilizando datos protedmicos para alcanzar una mayor
comprensién de las bases moleculares de la alergia al
pescado. Para ello, se estan desarrollando estudios de
activacion de las células T en casos de alergia al pesca-
do, involucrando principalmente cambios en la abun-
dancia proteica, interacciones proteina-proteina y
modificaciones post-traduccionales (PTMs), principal-
mente fosforilaciones (Carrera, Cafias. y Lopez-Ferrer,
2017). Asi la aplicacion de estas herramientas de bio-
logia de sistemas y simulacién matemadtica culmina-

https://doi.org/10.3989/arbor.2020.795n1010


https://doi.org/10.3989/arbor.2020.795n1010

ran con la generacién de un modelo in-silico que pre-
diga el comportamiento de las células T en el caso de
la alergia al pescado. Este modelo tendrd un impacto

directo en la identificacion de potenciales dianas para
el desarrollo de nuevos farmacos que logren el trata-
miento y control de estas enfermedades alérgicas.

Tabla 1. Resumen de las Ultimas aplicaciones protedmicas para el estudio de la alergia alimentaria

Protedmica

Alérgeno alimentario

Herramientas Prote6micas

Referencias

Descubrimiento

Frutas

2-DE, immunoblot

Marzban et al., 2008

Crustaceos, sésamo,
avellanas, pistachos

2-DE, inmunoblot

Grishina et al., 2017

Gluten

LysC, tripsina, quimiotripsina, LC-MS/MS DDA

Martinez-Esteso et al., 2016

Crustéceos (Arginina
quinasa)

Protedmica Bottom-up, tripsina, LC-MS/MS

DDA

Ortea et al., 2009

Pescado (Parvalbimi-
nas, B-PRVBs)

Protedmica Bottom-up, tripsina, Glu-C, LC-

MS/MS DDA, FTICR-MS, SMIM

Carrera et al., 2010

Dirigida Gluten LC-SRM Martinez-Esteso et al., 2016
Huevos, leche LC-SRM Angelis et al., 2017
Huevos, leche, soja, - gppyy Pilolli et al., 2017
avellanas, cacahuetes
Sealey-Voyksner et al.,
Gluten LC-MRM 2010
Leche LC-MRM Ansarietal., 2011
Leche, huevos, soja,
cacahuetes, avellanas, LC-MRM Heick et al, 2011
nueces, almendras
Leche LC-MRM Lutter et al., 2011
Huevos LC-MRM Cryar et al, 2012
Cacahuetes LC-MRM Pedreschi et al., 2012
Pescado LC-MRM Sun et al., 2019
Nueces LC-MRM3 Korte y Brockmeyer, 2016
Cacahuetes Microfluidica-MRM Sayers et al., 2018
Cacahuetes ICP-MS, LC-MRM Careri, Elviri, Maffini et al.,
2008
Gluten LC-MS/MS DDA Weber, Chantal y Godefroy,
2009
Huevos LC-MS/MS DDA Lee y Kim, 2010
Leche LC-MS/MS DDA Hong et al., 2012
Cereda, Kravchuk, D’Amato,
Leche LC-MS/MS DDA Bachi y Righetti, 2010
D’Amato, Kravchuk, Bachiy
Leche LC-MS/MS DDA Righetti, 2010
Monaci, Losito, Palmisano y
Leche LC-MS/MS DDA (XIC) Visconti, 2010
Hebling, McFarland, Calla-
Cacahuetes LC-MS/MS DDA (XIC) han y Ross, 2013
Cacahuetes LC-HR-MS/MS DDA (XIC) Monaci et al., 2015
Lupino LC-MS/MS DDA, LC-SRM Mattarozzi, Bignardi, Elviri y

Careri, 2012
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Protedmica Alérgeno alimentario

Herramientas Prote6micas

Referencias

Leche LC-HR-MS/MS (XIC, SMIM) Monaci et al., 2011

Cacahuetes LC-MS/MS SMIM Careri, Elviri, Lagos et al,
2008

Crustéceos LC-MS/MS SMIM %tlela' Cafias y Gallardo,

Pescado (B-PRVBs)

HIFU-LC-MS/MS SMIM

Carreraetal., 2011

Pescado (B-PRVBs)

HIFU-LC-MS/MS SMIM

Carreraetal., 2012

Anisakidos (Anis s 9)

HIFU-LC-MS/MS PRM

Carrera etal., 2016

Huevos, Leche

LC-HR-MS/MS DIA (XIC)

Monaci et al., 2013

Cacahuetes

LC-DIA-IM-MS

Johnson et al., 2016

Leche Protedmica Top-Down, LC-MS SIM

Monaci et al., 2008

Pescado (B-PRVBs)

Protedmica Top-Down, HRMS-UVPD

Carrera et al., 2015

2-DE, electroforesis bidimensional; MALDI-TOF MS, espectrometria de masas con analizador de tiempo de vuelo y desorciéon mediante laser
asistida por matriz; FTICR-MS, espectrometria de masas de resonancia ciclotrénica de iones por transformada de Fourier; LC-MS/MS, croma-
tografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem; HR-MS/MS, espectrometria de masas en tandem de alta resolucién; SIM,
monitorizacidn de un ion seleccionado; SMIM, monitorizacion de la fragmentacion de un ion seleccionado; SRM, monitorizacién de la reac-
cion de un ion seleccionado; MRM, monitorizacién de la reaccién de multiples iones seleccionados; MRM?, monitorizacion de la reaccién de
multiples iones seleccionados al cubo; PRM, monitorizacidn de la reaccion en paralelo de un ion seleccionado; DDA, adquisicién dependiente
de datos; DIA, adquisicion independiente de datos; XIC, cromatograma de un ion extraido; HIFU, ultrasonidos de alta intensidad focalizados;
ICP-MS, espectrometria de masas por plasma acoplado inductivamente; IM-MS, espectrometria de masas de movilidad iénica; HRMS, espec-
trometria de masas de alta resolucién; UVPD, fotodisociacion por ultravioleta.

Fuente: elaboracién propia.

CONCLUSIONES Y NUEVAS PERSPECTIVAS

En esta revisidon se resumen las capacidades de la
protedmica y de la biologia de sistemas para el estu-
dio de la alergia alimentaria. La combinacién de las
dos principales estrategias protedmicas (Descubri-
miento y Dirigida) han permitido la secuenciacion de
novo completa de nuevos alérgenos alimentarios. Asi-
mismo, la monitorizacién de varios péptidos biomar-
cadores de alérgenos mediante SMIM o PRM permite
la deteccidn rapida de los alérgenos en cualquier pro-
ducto alimenticio en menos de 2 horas.

Por otra parte, la aplicacion de la cuantificacion abso-
luta mediante AQUA-LC-MRM (Ahsan, Rao, Gruppuso,
Ramratnam y Salomon, 2016), el uso de la electrofore-
sis capilar (CE) acoplada a aproximaciones de proteémi-
ca Top-Down en instrumentos de HRMS (Alvarez, Mon-
tero, Llorens, Castro-Puyana y Cifuentes, 2018), la pro-
tedmica Cross-Talk y el empleo de los nuevos modos de
fragmentacion como HCD (high-collision dissociation),
ETDhcD (electron-transfer-high-collision dissociation)
y UVPD (ultraviolet photo-dissociation) para lograr la
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secuenciacion de novo completa de proteinas intactas,
son las nuevas perspectivas que se estan empezando
a utilizar en el campo de la alergia alimentaria. Ade-
mas, la incorporacion de estos resultados en sistemas
portatiles, nano-biosensores tipo lab-on-a-chip, arrays
de proteinas o sistemas de microfluidica (Neethirajan,
Weng, Tah, Cordero y Ragavan, 2018), ofrecen nuevas
ventajas para la industria alimentaria y las autoridades
de control alimentario para poder realizar los analisis
de control de los alérgenos alimentarios en sus propias
companiias sin necesidad de personal especializado e
instrumentacion costosa con el fin de garantizar al con-
sumidor una seguridad alimentaria.
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