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RESUMEN

Las alergias alimentarias han incrementado con el paso de los afios y a nivel mundial se ha
considerado ya un problema de salud publica. Los productos de origen marino, en especial los
crustaceos, son alimentos que pueden desencadenar reacciones alérgicas leves generando
comezén o enrojecimiento de la piel, hasta reacciones mas fuertes causando anafilaxias
sistémicas que podria llevar a la muerte. En México, hasta el 10 % de la poblacion adulta
presenta reacciones alérgicas a alglin crustaceo, por ejemplo, al camaron, asi como a los
cangrejos o jaibas. En estos ultimos se desconocen cuales son los alérgenos que se encuentran
presentes en el musculo. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue identificar las
proteinas alergénicas presentes en el musculo de la jaiba azul (C. arcuatus). Para esto, se
realizo la extraccion proteica a partir de las quelas (pinzas) de la jaiba azul y fueron sometidas
a un procesamiento electroforético en condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-
PAGE) asi como una electroforesis bidimensional. Se realiz6é un ensayo de inmunodeteccion
(western blot) utilizando un pool de sueros de pacientes alérgicos a los crustaceos. Las
proteinas inmunoreactivas fueron identificadas por espectroscopia de masas. En la
electroforesis se observaron bandas desde 6 hasta 200 kDa, las cuales se distribuyeron en un
rango de punto isoeléctrico (pl) desde 4.4 a 7. El andlisis de secuencias obtenidas mostrd que
los péptidos encontrados en las bandas inmunoreactivas de la jaiba azul presentan alta
identidad y cobertura respecto a proteinas alergénicas reportadas en otros crustaceos. Se
identificaron 3 proteinas potencialmente alergénicas en el musculo de la jaiba azul: la
hemocianina con un peso molecular de 70 kDa y pl de 5.61, la a-actina con 40 kDa y pl de
5.32, asi como la triosa fosfato isomerasa con 21 kDa y pl de 5.9. Los sueros de pacientes

alérgicos a crustaceos presentaron inmunoreactividad mediada por IgE frente a las proteinas

Vv



de la jaiba azul. Por lo tanto, C. arcuatus tiene proteinas (hemocianina, la a-actina y triosa
fosfato isomerasa) que podrian desencadenar reacciones alérgicas en personas

inmunosensibles a este tipo de alimentos.
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ANEXOS

Anexo

1 Cuestionario para la seleccion del grupo de estudio



INTRODUCCION

Una alergia alimentaria se define como una reaccion adversa de hipersensibilidad en la cual
engloba una serie de reacciones del sistema inmune involucrando células de la inmunidad
innata y adaptativa. Estas reacciones ocurren una vez que el cuerpo ha ingerido, inhalado o
estado en contacto con un producto potencialmente alérgico desencadenando problemas de
salud; las cuales van desde una rinitis alérgica, urticarias leves hasta descompensaciones de
organos completos o choques anafilacticos (Cruz et al, 2018). Las alergias alimentarias
causadas por crustdceos son muy similares a las alergias alimentarias en general. Estas montan
una respuesta muy fuerte del sistema inmune mediada por anticuerpos del isotipo IgE

causando la hipersensibilidad (Leung et al., 1998).

Las proteinas de los crustidceos son las principales alérgenos y causantes de los problemas
como el sindrome de la alergia oral, problemas en la boca y la garganta hasta anafilaxia
potencialmente mortal, estos problemas se presentan en el consumo del crustaceo, en su
coccidn o bien, con el simple hecho de oler o tocar el alimento (Khora, 2016). Dentro de los
crustaceos con mayor registro alergénico es el camarén. Con técnicas como SDS-PAGE-
Inmunoblot, clonaciéon de DNA y espectroscopia de masas (MALDI-ToF/ESI, LC-MS/MS),
se han identificado proteinas alergénicas como la tropomiosina, arginina cinasa (AK), cadena
ligera de miosina, hemocianina y troponina (Chen et al., 2013; Kalyanasundaram y Santiago,
2015; Kumjim et al, 2016; Wu et al. 2019). También se ha reportado la a-actina como
alérgeno en algunos mariscos y crustaceos, ademas del péptido LVSAVNEIEK como un

importante marcador en la identificacion de la AK en los crustaceos (Rahaman et al., 2012).

Por otro lado, en México las captura y comercializacion de crustaceos forman parte muy
importante en la economia. De acuerdo con el Anuario Estadistico de Acuacultura y Pesca
(2017), se reporto una produccion total de jaiba en general de 48,602 toneladas; donde Sinaloa
se encuentra en primer lugar de produccion y Sonora en el segundo con un total de 10,348
toneladas. Segun la Comision Nacional de Pesca y Acuacultura (CONAPESCA), en el periodo
del 2012 al 2017 se generd una ganancia de 540.81 millones de pesos. Ademads, el Diario
Oficial de la Federacion (DOF) (2019) con informacion del Instituto Nacional de la Pesca

(INAPESCA) muestra a la jaiba azul (C. arcuatus) en el segundo lugar de captura en el



Océano Pacifico de México representando el 24 % en la produccion total. Asi, en la presente
investigacion la jaiba azul (Callinectes arcuatus) es el sujeto de estudio, siendo los Estados de

Sonora y Sinaloa los principales productores a nivel nacional de este crustaceo (DOF, 2018).

Es de importancia destacar que no se han reportado estudios enfocados en la identificacion de
las proteinas alergénicas en la jaiba azul. Sin embargo, se han identificado en otras especies de
cangrejos de las cuales destacan la troponina, triosa fosfato isomerasa, AK, la hemocianina,
actina y la proteina de unién a Ca" sarcoplasmatica (Leung et al., 1998; Mao et al., 2013;
Abramovitch et al., 2013). A pesar de la importancia de la jaiba azul no se dispone de
informacion sobre las proteinas inmunoreactivas a IgE. Es decir, aquellas proteinas presentes
en el musculo de la jaiba azul con capacidad de desencadenar una respuesta inmunologica
relacionada con alergias en humanos. Es asi que, en el presente estudio se busca identificar las
principales proteinas alergénicas de este crustdceo para contribuir en el conocimiento de las
proteinas implicadas en problemas de salud como son las alergias, ademas de abrir las puertas

a nuevas investigaciones en relacion a esto.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Alergias Alimentarias

La mayoria de las personas pueden consumir sin problemas los alimentos que mas prefieren y
gusten, sin embargo, una seccion de individuos tiene el gran problema de presentar alergias a
los productos alimentarios, ya sea durante el consumo o después del mismo (FAO, 2019). Las
alergias alimentarias se definen como una reaccion mediada inmunologicamente
principalmente por anticuerpos IgE, se considera como una reaccion adversa al alimento y se
presenta en cualquier edad (Carrard et al., 2015; Anagnostou et al., 2015), asi bien, de los
alimentos que generan estas reacciones son el huevo, nueces, mani, peces y crusticeos
(MINSAL, 2012). Las alergias en general son muy complejas ademas de ser extremadamente
heterogéneas y pueden estar mediadas por mecanismos inmunes con anticuerpos IgE; asi
como en ausencia de estos, como la intolerancia alimentaria o alguna reaccion adversa toxica
(Smaldini et al., 2016). Asi mismo, la Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica
(EAACI, por sus siglas en inglés) tiene una clasificacion para las reacciones adversas a los

alimentos donde engloba la hipersensibilidad, las toxicas, etc. (Cruz et al., 2018; Fig. 1).

El problema que existe con las alergias alimentarias es tal que en 1999 la Codex Alimentarius
hizo publico un listado de los alérgenos mdas importantes y con mas prevalencias. De esta
manera, y con ayuda de EAACI entre otras organizaciones, divulgaron y promovieron un
correcto etiquetado en los alimentos donde se exprese los ingredientes alergénicos que
contiene el producto (Gendel, 2012). Asimismo, es importante mencionar la cantidad de
alérgeno para desencadenar una reaccion alérgica. Sin embargo, estos niveles son muy
complicados de establecer y se han reportado niveles que van desde 1 hasta 100 mg Kg!
(Taylor et al., 2010; Cruz et al., 2018). El problema es que en ocasiones las cantidades
necesarias para producir alguna reaccion alérgica son muy pequefias, estan en el umbral de los
microgramos (desde 30 hasta 0.003 pg) en algunos alimentos como el huevo, avellanas o
cacahuates produciendo en individuos sensibles reacciones anafilacticas muy graves

(Cochrane et al., 2012).



Reacciones Adversas a los Alimentos

Toxi No toxicas (Hipersensibilidad a
Qree alimentos)
I
I | |
. Intolerancia Alergias
Toxinas alimentaria Alimentarias
[ : |
C i Metaboli I —
ontaminantes etabdlicas . ]
microbianos Mediadas por No mediadas
IgE por IgE
Farmacologicas
Sustancias con . —
actividad Hipersensibilidad tipo 1 | 4 Hipersensibilidad 2,
farmacologica 3.y.4
Idiosincraticas

Figura 1. Clasificacion de reacciones adversas a alimentos (tomado de: Cruz et al., 2018).

Prevalencia de las Alergias Alimentarias

El problema de las alergias causadas por alimentos se ha convertido en un problema de salud
que se ha extendido a nivel mundial (Lopez, 2018). En el caso de América Latina los estudios
de la prevalencia de estas alergias son muy limitadas. Algunos paises que han trabajado en
esto principalmente son Argentina, Brasil, México (Castanon et al, 2002; Bozzola et al,
2007; Guimaraes et al., 2015); sin embargo, estos datos no son suficientes como para asegurar
la prevalencia de las alergias alimentarias. Como se mencioné anteriormente, las alergias
alimentarias se han extendido globalmente y se ha reportado una prevalencia de las mismas en
nifios y adultos que esta en un intervalo desde el 3 al 35 % sin olvidar que estas cifras estdn en

escala mundial (Rona et al., 2007).

En M¢éxico se han llevado a cabo estudios para determinar la prevalencia de alergias, es el
caso de Ontiveros et al. (2016) donde se realizé una investigacion poblacional para determinar
la prevalencia de alergias alimentarias en nifios en etapa escolar. Se encontrd que en general,

mas del 40 % de las reacciones adversas a los alimentos eran reacciones alérgicas y dentro de



estas, la que tuvo mayor fuerza clinicamente fue por el consumo de crustaceos (atin mayor que
el consumo de huevo, leche y mani) causando anafilaxia. Se concluyé que en la poblacion
mexicana existe un 10 % de prevalencia en alergias alimentarias destacando los crustiaceos
como uno de los principales efectores de este problema. Por otra parte, Pulido et al. (2019)
realizaron uno de los primeros estudios en la prevalencia de las alergias alimentarias. Los
autores encontraron en los adolescentes una prevalencia de alergias alimentarias de mas del 10
% coincidiendo con el estudio en nifios escolarizados de Ontiveros et al. (2016). Asi mismo,
se demostro que los crustaceos son de los principales causantes de este problema en México.
Es importante mencionar que los estudios de prevalencia en México caen dentro de una region
geografica en particular lo que pudiera sesgar los datos reportados dado que puede variar
mucho segiin los habitos alimenticios de cada poblacion, la disponibilidad del potencial

alimento alergénico o bien, seglin sus costumbres culturales (Pulido et al., 2019).

Respuesta del Sistema Inmune en Alergias Mediada por IgE

Las reacciones alérgicas comienzan al momento en que el alérgeno estd presente en el
organismo de la persona sensibilizada, generalmente estos alérgenos son capturados por
células dendriticas del epitelio, asi mismo, estas células se encargan de transportar el antigeno
a los ganglios linfaticos donde este se procesa y las células especializadas comienzan a
presentar unicamente los péptidos responsables de generar la hipersensibilidad mediada por
IgE (Murphy y Weaver, 2016; Fig. 2). La produccion de IgE en individuos susceptibles con
problemas de alergias es muy elevada, ademads, la cantidad de inmunoglobulina E liberada
dependera mucho de la propension que tenga la persona ante a un alérgeno en especifico.

(Acosta y Paguay, 2019).



Primera exposicion al antigeno

Activacion de linfocitos T y cambio de
clase a IgE en linfocitos B

Produccion de IgE por linfocitos B

Uniodn de IgE a receptores de los mastocitos

Exposicion repetida al alérgeno

Activacion y liberacion de mediadores

Figura 2. Esquema representativo de una reaccion alergénica mediada por IgE (Tomado de:

Abbas et al., 2015).

El problema de los alérgenos es que no se conoce por qué algunos generan reacciones mas
fuertes que otros. Sin embargo, se le atribuye esta fuerza de reactividad a ciertas caracteristicas
de la molécula como podria ser el peso molecular muy bajo, la alta solubilidad en los liquidos
del cuerpo o bien el grado de glicosilacion, esta Gltima caracteristica esta presente en algunos

alimentos (Abbas et al, 2015). El sistema inmunoldgico puede reaccionar frente a los
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alérgenos, ya que para presentar una reaccion alérgica es necesario estar en presencia de esa
molécula en repetidas ocasiones, es decir, al consumir algin producto el cuerpo atin no estd
sensibilizado por lo que no ha producido anticuerpos IgE especificos para esa molécula, lo
cual, en un segundo contacto con ese alimento puede desencadenar problemas de salud muy

graves, incluso la muerte (Abbas et al., 2015).

Por otra parte, también es posible que se presenten reacciones cruzadas al consumir o estar en
contacto con otros productos alimenticios o alergénicos (Xu et al., 2020). Esto se basa en la
similitud de alérgenos, por lo que los anticuerpos se unen sin especificar el tipo de alimento o
sustancia con el cual se esté en contacto, es posible también que epitopes en las proteinas con
funciones similares estén compartidos y los anticuerpos, principalmente IgE, tengan
reactividad a estas (Werfel ef al., 2015). Se ha reportado una variedad de proteinas que causan
una respuesta inmunologica mediada por IgE en ciertos insectos como es el caso de Tenebrio
molitor conocido como gusano de la harina, dentro de las cuales se encuentra la arginina
cinasa (AK), tropomiosina y cadena ligera de miosina (Broekman et al., 2017). Se ha visto
también que los sujetos con alergia al gusano de seda (Bombyx mori) son sensibilizados con
AK principalmente (Zhao et al., 2015). En el caso de otros insectos como la cucaracha
(Blattella germanica), también se han encontrado como principales proteinas alergénicas a la
AK y a la tropomiosina, asi como la troponina, la enolasa y la hemocianina (de Gier y
Verhoeckx, 2018). En estudios realizados por Van Broekhoven et al. (2016) mostraron la
reactividad cruzada que tienen individuos alérgicos a crustaceos con el gusano de la harina,

donde las IgE se unieron a la proteina tropomiosina.

Pacientes con un historial de hipersensibilidad al camarén han mostrado reactividad con otro
tipo de alimentos marinos como las ostras, almejas, mejillon y algunos otros moluscos
cefalopodos como el pulpo y el calamar (Leung et al, 1996). Por otra parte, estos alimentos
suelen consumirse crudos (frescos) o cocinados. En estudios realizados por Rolland et al.
(2018) mostraron que en ambas preparaciones la reactividad de la IgE permanecia, sin
embargo, en algunos moluscos la reactividad aumentaba en el alimento ya cocido. Asi mismo,
se han reportado reactividad cruzada de la tropomiosina del camarén con algunos cangrejos y

langostas (Yong et al., 2006).



Epitopes Alergénicos

Un epitope es aquella region de una macromolécula o antigeno la cual es reconocida por algin
receptor o por algin anticuerpo (IgE) (Liu y Sath, 2018). Estos se pueden dividir dependiendo
del tipo de reconocimiento que se presente, por ejemplo, si reconoce aminoacidos
consecutivos lineales, o bien, reconoce aminoacidos separados con base a la conformacion de
la proteina (Matsuo et al, 2015). Un epitope lineal se define como una secuencia de
aminoacidos de una proteina en su estructura primaria, dando lugar a la formacion de péptidos
que después seran expuestos para asi montar la respuesta alérgica mediada por IgE
(Mohapatra y Lockey, 2001). El otro tipo de epitope es el conformacional, el cual varia
principalmente en la continuidad de los aminoacidos de una proteina de tal manera que al
momento de que la molécula se pliegue, estos aminoacidos quedan cerca y son reconocidos
por los anticuerpos. Para producir una reaccion alergénica es necesario que la proteina esté
completa y bien estructurada porque algun cambio en esta pude generar la pérdida del epitope
de interés (Harrer et al., 2010). Los epitopes se pueden dividir a su vez por el tipo de célula
que sera capaz de reconocerlo. es decir, las células T del linaje Th2 reconocen epitopes
esencialmente lineales que va de 12 a 26 aminoacidos, en este reconocimiento de antigeno se
da la liberacion de interleucinas encargadas de desencadenar las reacciones alérgicas (Murphy
y Weaver, 2016). En cambio, los reconocimientos por linfocitos B se da en epitopes tanto
lineales como no lineales y también epitopes con modificaciones con carbohidratos en su

estructura (Aalberse, 2000).

Es preciso mencionar que los anticuerpos reconocen estructuras complejas de casi cualquier
naturaleza, ya sea que el antigeno se haya degradado o no (Abbas et al., 2015). Sin embargo,
en otro tipo de receptores como los de los linfocitos T, es necesario que el antigeno sea
degradado y procesado para que con ayuda de células especializadas sea reconocido por el
linfocito T interactuando con el complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por sus

siglas en inglés) de la célula (Liu y Sathe, 2018).



Alergenicidad en el Consumo de Productos Marinos

No se debe de confundir una alergia causado por alimentos marinos con la intolerancia al
alimento, aunque puede presentar sintomas similares tienen mecanismos de accion diferentes,
por ejemplo, la presencia de ciertas neurotoxinas etc., en cambio una reaccion alérgica es
producida por ciertas proteinas intrinsecas en el alimento o bien por proteinas de algiin otro
organismo que esté presente en el mismo alimento (Baird et al., 2014; Friedman et al., 2017).
El efecto que 9ieneen las proteinas alergénicas varia mucho, va desde rinitis alérgica hasta
choques anafilacticos y es muy dificil predecir la respuesta que tendra cada individuo frente a
estas proteinas dado a que las interacciones que se tienen con el sistema inmunoldgico son
muy complejas (Russell et al., 2000). Por otra parte, segun datos proporcionados por la
Federacion Mexicana de la Diabetes (FMD) y el Instituto Mexicano del Seguro Social (2018),
el 25 % de la poblacion presenta algiin problema alérgico incluyendo las alimentarias, donde
alrededor del 4.2 % de los individuos estdn dentro de los 3 a 5 afios y menos del 4 % de 18

anos o0 menos.

El consumo de mariscos tiene un valor nutricional muy importante, ya que estos son
portadores de altas cantidades de proteina, sin embargo, los crustaceos como el camaron
blanco (Litopenaeus vannamei) son considerados alimentos alergénicos, ya que se ha visto que
proteinas como la arginina cinasa tiene inmunoreactividad a IgE en sueros de pacientes
alérgicos al camaron (Garcia-Orozco et al., 2007; Fernandes et al., 2015; Fu et al., 2018). Las
reacciones alérgicas no solo se dan al consumir este tipo de alimento, sino que también al
momento de la coccidon o por el contacto con la piel. Por otra parte, la alergenicidad que se
presenta por consumo de crustidceos se manifiesta de por vida (Ruethers et al., 2018). El
consumo del pescado también tiene un valor nutricional muy alto gracias a los 4cidos grasos
insaturados que se encuentran presentes, asi como las altas concentraciones de proteinas (Van
Hecke et al., 2019), lo cual lo hace candidato al consumo humano. Estas ventajas traen
consigo otro tipo de problemas, por ejemplo, al aumentar la demanda del pescado se necesitan
mas trabajadores y se ha reportado que la manipulacion de este producto puede sensibilizar al
individuo y desencadenar reacciones alérgicas (Garcia et al.,, 1997). También ocasiona alergia

en el consumo y problemas en vias respiratorias (Sugita et al., 2007), por ejemplo, la caballa



del Pacifico (Scomber japonicus) es capaz de montar respuesta inmune al ser ingerido como

alimento en personas con hipersensibilidad (Yoshida et al., 2008).

No so6lo los crustaceos o los peces generan alergenicidad. Se ha reportado que la proteina mas
alergénica en alimentos marinos (la tropomiosina) estd presente en los moluscos y producen
alergias, dentro de estas estan: Ostras (Crassostrea gigas), mejillon (Mytilus edulis), abulon
(Haliotis discus hannai) y almeja (Ruditapes philippinarum) (Suh et al., 2020). También se
sabe que en el musculo del pulpo (Octopus vulgaris) la tropomiosina es la responsable de

alergenicidad (Ishikawa et al., 2001).

Proteinas Alergénicas en Alimentos de Origen Marino

Los alérgenos que se han reportado en productos como los peces, moluscos y crustaceos, son
altamente solubles en agua, ademas, se han descrito proteinas alergénicas de crustdceos como
la tropomiosina, la actina, aldolasa A, arginina quinasa, hemocianina y la triosa fosfato
isomerasa (Garcia-Orozco et al., 2007; Rahman et. al., 2011; Gamez et al.,, 2011; Kamath et
al., 2014). Estos alérgenos se encuentran principalmente en el tejido muscular (Ruethers et al.,
2018). La tropomiosina es considerada uno de los alérgenos mas comunes presentes en los
mariscos, en crustaceos, pero también en moluscos. Se ha reportado que la tropomiosina
presenta homologia de més del 90 % con crustaceos con algunos camarones y cangrejos
(Motoyama et al., 2007). La estructura secundaria y terciaria de esta proteina le da estabilidad,
lo que la hace muy resistente a tratamientos con calor y presion. La tropomiosina al estar
presente en crustaceos comestibles, a pesar de que este se cocine, seguird manteniendo su

caracteristica de alergenicidad (Kamath et al., 2014).

Después de la tropomiosina, la arginina cinasa (AK) es la mas frecuente aislada en crustaceos
y que presenta reactividad a IgE (Pascal et al., 2015). Esta proteina estd involucrada en el
metabolismo energético de los organismos regulando los niveles de ATP (Ruethers et al.,
2018). La AK al contrario de la tropomiosina, es una proteina termolabil y en estudios
realizados se ha descrito que bajo un tratamiento de calor la alergenicidad de esta proteina
comienza a reducirse, asi mismo, tiene mas del 50 % de homologia en otro tipo de organismos

como los moluscos, sin embargo, no solamente se encuentra en alimentos marinos, sino que
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también se ha identificado en los dcaros de polvo en donde AK también tiene un papel

alergénico (Rahman et al., 2011; Shen et al., 2012; Kamath et al., 2014).

Se han descrito también ciertas proteinas que son capaces de generar una respuesta alérgica
(Tabla 1) como las cadenas ligeras de miosina y la troponina, ambas moléculas estan
involucradas en la contraccion muscular mediante uniones de Ca?’, asi mismo, al igual que
otras proteinas, son termoestables y resistentes a cambios de pH, ademas de tener la
caracteristica de presentar alta reactividad frente a IgE (Pascal et al., 2015). También la actina,
proteina involucrada en la contraccion muscular, ha sido considerada como un importante
alérgeno (Rahaman et al., 2012). Por otra parte, también se han reportado proteinas de alto
peso molecular como la hemocianina, esta proteina se encuentra en la hemolinfa y es la
encargada del transporte de oxigeno en los crustaceos (Olianas et al, 2006). Esta molécula
esta constituida por varias subunidades las cuales pueden desencadenar reacciones alérgicas en
individuos susceptibles (Piboonpocanun et al, 2011). De las proteinas mencionadas
anteriormente, la tropomiosina y la AK son las mas aisladas en crustaceos, por ejemplo en
camarones como: L. vannamei (camaron blanco), Penaeus monodon (camaron tigre) y
Fenneropenaeus chinensis (camaron chino), entre otros (Yu et al., 2003; Bauermeister et al.,
2011). Asi mismo, la informacion que existe de las proteinas con potencial funcion alergénica
de la jaiba es practicamente nula, sin embargo, se han aislado proteinas alergénicas de algunas
variedades de cangrejo, por ejemplo: del cangrejo de barro (Scylla serrata), cangrejo rojo
(Charybdis feriatus) y el cangrejo de las nieves (Chionoecetes opilio) se han reportado la
tropomiosina, la AK y ademds de una molécula llamada proteina de unién sarcoplasmatica

(Leung et al., 1998; Shen et al., 2011; Rahaman et al., 2012).
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Tabla 1. Principales proteinas alergénicas identificadas en crustaceos.

Especie Proteina

Técnica utilizada Referencia

para la identificacion

proteica
Cangrejo de las Arginina cinasa Espectroscopia de Rahaman et. al.,
nieves Proteina de unid masas (MALDI-ToF, 2011
(Chionoecetes rotgma © union a LC-MS/MS)
e calcio

opilio) L.

sarcoplasmatica

Troponina

Actina

Camaro6n blanco  Arginina cinasa
(Litopenaeus
vannamer)

Camaron del mar  Tropomiosina

del norte (Crangon .. .
Arginina cinasa

crangon)
Triosafosfato

1somerasa

Cadena ligera de la
miosina

Cangrejo del barro

(Scylla serrata) ~ Arginina cinasa

Cangrejo rojo Tropomiosina
(Charybdis
feriatus)

Cangrejo de Hemocianina
Shanghai (Riocheir
Sinensis)

Clonacion de DNA 'y  Garcia-Orozco et

espectroscopia de al., 2007
masas
Espectroscopia de Bauermeister et

masas (MALDI-Tof) al, 2011

Espectroscopia de Shen et al., 2011
masas (MALDI)

Clonacion de DNA Leung et al.,
1998

Clonacion de DNA  Zhang et al.,
2016
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Identificacion de proteinas alergénicas.

A lo largo del presente trabajo se ha hablado de las proteinas alergénicas que se encuentran
mas comunmente en crustaceos, por ejemplo, la tropomiosina y la AK. En estas proteinas se
han realizado estudios para intentar predecir los epitopes responsables de la alergenicidad y se
ha encontrado caracteristicas similares en ambas como la alta hidrofilia, ademas, con analisis
de accesibilidad y flexibilidad se encontrd6 que estas proteinas pudieran tener regiones
flexibles, estiradas y facilmente expuestas lo cual son caracteristicas muy importantes en las
proteinas altamente alergénicas (Fu et al., 2018). Dentro de los crustaceos y productos de
origen marino, los péptidos causantes de alergenicidad son muy conservados entre especies
(Cheng et al., 2008). En el estudio realizado en Penaeus chinesis y, comparando con otras
especies, se encontrd que tanto la tropomiosina y la AK tienen aminoacidos criticos para la
generacion de alergenicidad los cuales son: acido aspartico (D), acido glutdmico (E) y leucina
(L). Esto se realizd con técnicas bioinformaticas determinando la conservacion de los

aminoacidos (Fu et al., 2018).

En estudios realizados por Rahman et al. (2011) analizaron un extracto crudo a partir del
cangrejo de las nieves (Chionoecetes opilio) donde encontraron alergenicidad por IgE con
sueros sanguineos humanos. En este estudio los autores hicieron uso de una serie de analisis
con espectroscopia de masas acoplado a cromatografia liquida para encontrar los péptidos
presentes en la muestra encontrando 6 proteinas principales causantes de alergia, como la
proteina de unién a calcio sarcoplasmatica, troponina, tropomiosina, arginina cinasa, o-actina
y el reticulo endoplasmatico liso ATPAasa, sin embargo, la AK fue la mas activa. Varios
estudios demuestran que utilizar electroforesis bidimensional seguido de técnicas
inmunologicas como el western blot ademas de la espectroscopia de masas con tratamiento
previo de digestion proteica mediada por enzimas, son muy funcionales y eficientes para

separar proteinas e identificarlas posteriormente (Shriver ef al., 2011; Misnan et al., 2012)
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Importancia de la Captura y Consumo de jaiba

Los crustaceos en general son y han sido de mucha importancia a niveles economicos y
alimentarios, ya que son recursos que para las naciones aportan grandes cantidades en
millones de pesos, ademas de ser reguladores ecoldgicos puesto que son parte de la dieta de
otro tipo de organismos (Miranda et al., 2006). Asi bien, los crustdceos son decapodos ya que
estos tienen una cabeza y un cuerpo segmentado donde las diferencias entre ellos se
encuentran principalmente en las variaciones del térax y abdomen (Edgecombe, 2010).
Alvarez et al. (2014) mencionan que: “El total de 1, 775 especies de decapodos se distribuye
de la siguiente manera: marinas 1, 597 (89.9 %) y 178 dulceacuicolas (10.1 %); en aguas del

Pacifico 866 (48.6 %); y Golfo de México 21 (1.3 %)”.

Meéxico es uno de los principales productores de peces, moluscos, asi como de crustdceos
(FAO, 2017). Las jaibas son de las especies con mayor produccion a nivel nacional, se ha
reportado un aumento de produccion del mas del 50 % en los afios 2012 a 2016 y
econdmicamente representa una derrama de 684 millones de pesos (CONAPESCA, 2018). A
nivel estatal, Sonora estd presente como un importante generador de productos marinos como

el camaron, calamar, almeja y la jaiba (CONAPESCA, 2015).

Ahora bien, segun datos del Anuario Estadistico de Acuicultura y Pesca del 2017 la
produccioén total de la jaiba en México es de 48, 602 (Tabla 2) donde Sinaloa representa el
primer lugar con el 39 % y Sonora el segundo lugar con el 21 % seguido por Campeche y
Veracruz (Fig 3). Por otra parte, la exportacion de la jaiba a paises como Estados Unidos,
Japon, China, Hong Kong, entre otros, ha reportado en el 2017 un valor de 46, 985 dolares.
Asi mismo, ya se han reportado datos preliminares del afio 2018 donde se muestra un aumento
en la produccién total con un valor de 50, 272.48 toneladas y Sonora también aument6 su
produccion con un valor total de 10, 742.66 toneladas (SIAP, 2018). La jaiba en México se
comercializa principalmente en dos presentaciones: en pulpa y entera con un valor en pesos
por kilogramo de 150 y 49 respectivamente (valores hasta el 2017). Dentro del gran total de la
produccion de las jaibas en México, tanto Sonora como Sinaloa siguen representando los
primeros lugares de produccion de la jaiba azul con aproximadamente el 35 % de la totalidad

de produccion de este crustaceo a nivel nacional (DOF 2018).
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Tabla 2. Produccion de la Jaiba en México en toneladas (Anuario Estadistico de Acuicultura 'y

Pesca, 2017).

Entidad 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Total 28,004 20,605 22,817 20,262 21,536 26,878 34,468 42,108 51,132 48,602
Sinaloa 13,071 6,499 6,226 6,107 8,222 1,361 13,601 18,768 24,495 18,969
Sonora 3,921 4,766 4,052 4,073 3,587 4,644 6,985 5,769 6,621 10,348
Campeche 1,642 1,594 2,180 1,534 2,198 2,718 3,862 5,642 6470 6,308
Veracruz 3,756 2,797 3,558 3,511 3,275 4,104 4,530 2,842 3987 5,178
Tamaulipas 3,026 2,493 4,516 3,282 2,094 1,724 3,233 5,555 6,356 4,033
Tabasco 1,253 986 1,342 1,155 1,397 1,274 778 1,093 1,083 1,476
Baja California 600 813 562 271 441 488 823 1,849 1,520 1,277
Sur

Chiapas 571 453 131 117 144 313 300 230 148 337
Yucatan 51 53 39 23 3 11 36 34 7 225
Otras 174 151 151 190 175 240 319 326 445 452




m Sinaloa

B Sonora

= Campeche
Veracruz

m Otras

Figura 3. Participacion de la produccion de jaiba en las principales entidades (Anuario

Estadistico de Acuicultura y Pesca, 2017).

Jaiba Azul (Callinectes arcuatus)

Las jaibas son crustidceos de la superfamilia Portunoidea y del género Callinectes. En el
Pacifico mexicano se encuentran principalmente C. arcuatus (jaiba azul), C. bellicosus (jaiba
café) y C. toxotes (jaiba negra), la captura de estas especies representa una gran importancia
economica directa para la zona (Ramirez et al., 2003). C. arcuatus habita en las aguas marinas
del Golfo de California y se distribuye desde california hasta Pert y es sabido que las lagunas
costeras son consideradas altamente importante como hébitat de este crusticeo dado a las
caracteristicas alimentarias que existen en estos lugares que ayuda también en etapas de
migracion (Arciniega y Romero, 2013). C. arcuatus tiene la capacidad de soportar niveles de
salinidad hasta 65 % y su desarrollo se da a una temperatura que va desde los 17.5 °C a los 34
°C a no mas de 40 m de profundidad, asi mismo se ha descrito que la temporada reproductiva
de esta se da en los periodos de verano y primavera, en contraste, en otofio es la abundancia

mas baja del afio (Paul, 1982; Lizarraga et al., 2003).

En el Océano Pacifico dentro del territorio mexicano, la jaiba azul se encuentra en el segundo
lugar de produccién (DOF, 2019). Asi mismo, segun el Anuario Estadistico de Acuacultura y
Pesca (2017) el consumo de crusticeos (excluyendo el camarén) en México fue

aproximadamente de 72 mil toneladas para consumo humano.
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Por lo anteriormente presentado, resulta de interés estudios sobre la alergenicidad por
consumo de especies marinas de interés comercial como la jaiba azul. Asi mismo, es de
relevancia identificar las proteinas presentes en el musculo de este crustdceo, para establecer

las bases de posibles estrategias para disminuir o contrarrestar dicha respuesta inmunologica.
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HIPOTESIS

La jaiba azul (Callinectes arcuatus) tiene en su musculo al menos tres proteinas capaces

de desencadenar una respuesta alergénica mediada por anticuerpos IgE.

18



OBJETIVO

Identificar proteinas del musculo de la jaiba azul (Callinectes arcuatus) con potencial

alergénico para humanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener suero sanguineo de sujetos con y sin antecedentes de alergia al consumo de
crustaceos.

Separar las fracciones proteicas del musculo de la jaiba azul por técnicas
electroforéticas.

Evaluar in vitro la inmunoreactividad de IgE de las fracciones proteicas utilizando
sueros de los sujetos de estudio.

Identificar las proteinas inmunoreactivas a IgE mediante secuenciacion.
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METODOLOGIA

Recoleccion de Organismos

La jaiba azul C. arcuatus se obtuvo en la zona costera de Bahia de Kino en el Estado de
Sonora, esto con ayuda de pescadores locales dedicados a la captura de estos crustiaceos. Se
identificaron morfologicamente y se transportaron al Laboratorio de Investigacion de

Alimentos de la Universidad de Sonora y se almacenaron a - 80 °C hasta su uso.

Identificacion del Grupo de Personas de Estudio y Obtencion del Suero

Sanguineo

La seleccion de sujetos se realizd mediante la aplicacion de cuestionarios segiin Montalvo
(2016) con algunas modificaciones para identificar individuos con historial de alergenicidad al
consumo de jaiba y otros crustaceos e individuos que no presentan este tipo de problema
(Anexo 1). Se seleccionaron a 4 personas voluntarias dentro de las cuales, tres aseguraron
presentar alergia al consumo/contacto a la jaiba y/o crustdceos. Dos mas de ellos, no
presentaban alergias alimentarias. Estos ultimos fueron utilizadas como controles negativos en
los ensayos inmunologicos. Para la recoleccion de las muestras sanguineas se aplico la técnica
de venopuncion periférica utilizando tubos BD Vacutainer® de 6 mL con activador de
coagulacion. Para recuperar el suero sanguineo la muestra se centrifugd por S min a 1.4 x g.
Con los sueros recolectados se realizd un pool utilizando los tres sueros de las personas
alérgicas. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Todos los procedimientos para
la obtencion tanto de los tejidos como de los sueros fueron aprobados por el comité de ética en

investigacion de la Universidad de Sonora (#CEI-UNISON 15/2022).
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Obtencion del Extracto Proteico del Musculo de la Jaiba Azul

(Callinectes arcuatus)

Se tomaron 5 g del musculo de la jaiba azul el cual fue resuspendido en buffer lisis (Tris 25
mM, B-mercaptoetanol 10 mM, EDTA 1 mM, PMSF 25 uM a pH 8) (Garcia-Orozco et al.,
2007). Este se homogenizo en tres intervalos de 15 segundos hasta obtener una solucion
uniforme. El homogenado se mantuvo en agitacion constante durante la noche a 4 °C
Posteriormente se centrifugd a 4 °C por 20 min a 18,000 x g; se recolectd el sobrenadante y se
cuantificd la concentracion de proteinas por el método de Bradford. Para esto se mezclaron 45
uL de agua tridestilada con 5 pL de la muestra en 250 pL del reactivo de Bradford. Se incubd
durante 5 min a 25 °C y se le midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un
espectrofotometro de microplacas (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO) (Bradford, 1976).
Las mediciones se realizaron por triplicado y para el blanco se utilizo el buffer de lisis. Se
utilizaron diluciones seriadas de albumina (1, 0.5, 0.25 y 0.125 mg/mL) para la construccion
de la curva estandar para la cuantificacion proteica. El clarificado obtenido a partir de la
extraccion proteica fue sometido a la SDS-PAGE cargando 32 pg de proteina al 12 % de
acrilamida en condiciones de 15 mA y 25 mA por 1 h y 20 min. Esto para obtener el patron

electroforético de la muestra.
Separacion Proteica por Electroforesis Bidimensional

La electroforesis bidimensional se realizé en dos etapas. Separacion por isoelectroenfoque o
punto isoeléctrico (pl) y separacion por peso molecular (SDS-PAGE) (Misnan et al., 2008). La
separacion por pl se realizé utilizando el fraccionador 3100 OFFGEL (Agilent Technologies,
Monthey, Suiza) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se utilizaron tiras de gradiente de
pH inmovilizados (IPG) las cuales tienen un rango de pH de 3 a 10 de 24 cm de largo con
recoleccion de muestra de 24 pocillos. Se cargo en total 1.6 mg de proteina en solucion stock
OFFGEL 1.25X (Urea 8.4 M, Tiurea 2.3 M, DTT 0.07 M, anfolito) y se enfoco a 64 kV/h,
corriente maxima de 50 pA, voltaje maximo 4,500 V por 52 h a 22 °C. Se recolectaron las 24
muestras y fueron almacenadas a -20 °C hasta su uso. Por otra parte, la segunda etapa
(separaciéon por peso molecular), se realizO mediante SDS-PAGE en condiciones

desnaturalizantes y reductoras (Laemmli, 1970). Se agregaron 12 pL. de muestra de los
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pocillos 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12 y 13 del isoelectroenfoque con puntos isoeléctricos de 4.45,
4.47, 5.03, 5.32, 5.61, 5.9, 6.19, 6.48 y 6.77, respectivamente. Estos se corrieron en gel de
poliacrilamida al 5 % gel stocking y 12 % gel separador a 15 mA por 15 min y 25 mA por 40
min. El gel obtenido durante este proceso se utilizd para realizar la electrotransferencia para

los ensayos de inmunoreactividad.
Evaluacion de Inmunoreactividad a IgE

Esta se realiz6 siguiendo la técnica de inmunotranferencia descrita por Garcia-Orozco ef al.,
(2007) con ligeras modificaciones. Brevemente, los geles obtenidos a partir de la electroforesis
bidimensional se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF)
previamente activada con metanol al 99 % por 1 min. La transferencia se realiz6 a 200 mA por
1 h y 45 min en buffer Towbin (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol al 20 %);
posteriormente la membrana fue bloqueada con leche desgrasada al 5 % en buffer de bloqueo
TTBS (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0.5 %) durante 2 h a temperatura ambiente
(Towbin et al., 1979). La membrana se lavo tres veces por 5 min cada uno con buffer de
lavado TTBS (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0.05 %). Después, la membrana fue
incubada con el anticuerpo primario (pool de sueros de pacientes alérgicos), dilucion 1:50 en
buffer de lavado con agitacion constante durante toda la noche a temperatura ambiente. Se
lavé la membrana tres veces por 5 min con buffer de lavado y se incub6 con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa de rabano (Goat anti human IgE-HRP) dilucion 1:8000
durante 1 h. Se lavo la membrana dos veces por 5 min con buffer de lavado y una vez con
buffer TBS (Tris 20 mM, NaCl 150 mM). Las bandas fueron reveladas utilizando 3,3'-
diaminobencidina (DAB) y H2O> entre 5 y 10 min. Los sueros de los pacientes alérgicos
fueron evaluados individualemte bajo las mismas condiciones de ensayo descritas
anteriormente. Se utilizaron los sueros de los pacientes sin alergias a crustaceos como control

negativo.
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Identificacion de Proteinas Inmunoreactivas Mediada por IgE por

Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Masas (LC-MS/MS)

Las bandas de las proteinas alergénicas detectadas en la inmunodeteccion se compararon con
un gel SDS-PAGE réplica corrido bajo las mismas condiciones y tefiido con azul de
Coomassie. Se seleccionaron las bandas que coincidieron con el pl y el peso molecular de la
inmudoteccion. Estas bandas fueron recortadas directamente del gel réplica y se mantuvieron
en tubos separados con 50 uL de agua Milli-Q a 4 °C para su identificacion. Esta se realizo
mediante servicio en la Unidad de Protedmica del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México. Brevemente, las muestras se redujeron utilizando ditiotreitol
(DTT) y se alquilaron con iodoacetamida. Ademas, las muestras fueron digeridas in gel
utilizando como enzima proteolitica a la tripsina y se incubaron por 18 h a 37 °C. Para la
obtencion de la secuencia parcial de las proteinas se llevo a cabo una cromatografia liquida
acoplada a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos con ionizacién nano-electrospray
(ESI). La identificacion de proteinas se realizé mediante el alineamiento de péptidos (BLAST)

en la base de datos UniprotKB/Swiss-Prot (McCormack et al., 1997).

Analisis Estadistico

De acuerdo con las caracteristicas de esta investigacion, el proyecto fue descriptivo por lo que

no requirid de un analisis estadistico.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Obtencion del Extracto Proteico de la Jaiba Azul

A partir de las quelas de la jaiba azul se obtuvieron 5.1 + 0.1 g de musculo en promedio. Asi
mismo, se obtuvo en promedio 9.9 +1.8 mg/mL de proteina. En la Figura 4 se muestra el
patron electroforético por SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes y reductoras. Se
pueden observar una variedad de bandas proteicas. Ha ef al. (2019) reportaron alrededor de 38
bandas en un rango de 200 a 11 kDa en el cangrejo morado (Scylla tranquebarica), asi mismo
Wu et al. (2019) encontraron en el extracto crudo del cangrejo crusifijo (Charybdis feriata)
aproximadamente 22 bandas de 100 a 15 kDa. En la presente investigacion a partir de los 5 g
crudos del musculo de la jaiba azul, se detectaron 25 bandas en un rango de 100 a 6 kDa. Lo

cual nos indica un patron electroforético consistente con los reportado en otras especies.
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Figura 4. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE 12 %) del
clarificado crudo de la jaiba azul (C. arcuatus). Carril 1, marcado de peso molecular de amplio
rango (Biorad®); Carril 2, clarificado de la jaiba azul. SDS-PAGE al 12% en condiciones

reductoras. El gel se tifi6 con azul del Commasie al 0.01%.
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Analisis de la Separacion Proteica por Electroforesis Bidimensional

El desarrollo de esta técnica se realizo en dos etapas: por separacion por pl y por peso
molecular. Para la primera etapa se utilizo el equipo 3100 OFFGEL (Agilent Technologies,
Monthey, Suiza) donde se cargaron 1.6 mg de proteina para la separacion por pl. En la Figura
5 se puede observar un esquema de la distribucion de la muestra al momento de terminar el
analisis. Se obtuvieron 24 fracciones liquidas del clarificado separadas por su punto isoléctrico
en un rango de pH de 3 a 10. El volumen de cada pocillo recolectado varié segun el pH, en
promedio se recuperaron 100 pL por pocillo. Las muestras obtenidas se resguardaron y
posteriormente se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % en
condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE). Para esto se seleccionaron las
fracciones proteicas recolectadas en la primera etapa (separacion por pl) en un rango de pH
especifico. Se partio del pl de 4.45 hasta 8.51. Se ha visto que la mayoria de las proteinas
presentes en el musculo de origen marino como los peces y mariscos presentan un pl dentro
del rango seleccionado (Ochiai y Ozawa, 2020). Ademas, también se encuentran las proteinas
mayormente alergénicas en crustaceos como la AK y la tropomiosina (Leung et al., 1998,

Shen et al., 2011, Lopata et al., 2016).

Pocillos >

Tira IPG »> |

Figura 5. Diagrama de la distribucion de pH en cada pocillo segun la tira de gradiente de pH

inmovilizado (IPG).

Una variedad de proteinas alergénicas tanto en plantas, animales, como en alimentos, ha sido
separadas y posteriormente identificadas gracias a la electroforesis bidimensional como la
enolasa, aldehido deshidrogenasa mitocondrial, arginina cinasa, actina y la troponina (Martins
et al., 2017; Yadzir et al., 2018; Huerta-Ocampo et al., 2020). Especificamente en alimentos de

origen marino como mariscos y crustdceos ha sido identificada la tropomiosina como el
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principal alergeno, asi como la paramiosina, la actina, también la parvalbumina y la
mioglobina, estas en rangos de 15 a 100 kDa (Rosmilah et al., 2012; Ochiai y Ozawa, 2020).
En la Figura 6 se puede observar los geles SDS-PAGE obtenidos a partir de las fracciones
recolectadas en la primera dimension. En el eje de las X se muestran los valores de los puntos
isoeléctricos donde cada carril representa las fracciones recolectadas en la primera dimension.
Asi mismo, en el eje de las Y se muestra la escala del peso molecular evaluada. Se pueden
observar una variedad de bandas desde los 90 kDa hasta 6 kDa aproximadamente. Asi mismo,
la mayor concentracion de bandas proteicas se encuentra en un rango de pl desde 4.45 hasta
6.77. Ha et al. (2019) reportaron una banda persistente a los 34-38 kDa en extractos proteicos
del cangrejo de barro morado (Scylla tranquebarica), sugiriendo a la proteina tropomiosina
como una molécula alergénica. Tambien se han reportado proteinas como la cadena ligera de
la miosina, la proteina sarcoplasmatica de unién a calcio, la troponina, asi como la triosa
fosfato isomerasa, con pesos moleculares de: 17-20, 20.25, 20-21 y 28 kDa, respectivamente
(Lopata et al., 2016). Por otra parte, Piboonpocanun et al. (2011), encontraron una proteina
inmunoreactiva a IgE en pacientes alérgicos a crustaceos, esta molécula fue reportada con un
peso molecular de 75 kDa aproximadamente y fue identificada en el camarén gigante de
malacia (Macrobrachium rosenbergii) como hemocianina. Ademas, en otros productos de
origen marino como el pez del Nilo (Lates niloticus) o en cangrejos (C. opilio), se ha
encontrado a la actina, una proteina altamente conservada, como un alérgeno importante

(Rosmilah et al., 2012; Tomm et al., 2013).

26



v

pl
PM (kDa) 445 474 503 532 561 59 619 648 kDa 677 7.06 735 7.64 793 822 851
1%
97
66

31

21

14

Figura 6. Electroforesis bidimensional de clarificado crudo de la jaiba azul (C. arcuatus).
Separacion proteica por punto isoeléctrico (eje X). Separacion proteica por peso molecular

(eje Y).

Inmunodeteccion de la SDS-PAGE vy la Electroforesis Bidimensional

del Clarificado Crudo de la Jaiba Azul (C. arcuatus)

Las proteinas del clarificado crudo de la jaiba se separaron por SDS-PAGE vy electroforesis
bidimensional. En ambos casos se inmunodetectaron las posibles porteinas reactivas contra
IgE de los sueros de pacientes alérgico al consumo de la jaiba. En la Figura 7 se muestra la
inmunodeteccion a partir de la SDS-PAGE, se utilizaron 3 sueros de pacientes alérgicos a
crustaceos, incluyendo a jaibas (Fig. 7, carriles 3-5). Mientras que en la linea 6 se encuentra el
suero de un paciente no alérgico a crustaceos. El carril 7 solo fue expuesto al anticuerpo
secundario, es decir, sin sueros alérgicos o no alérgicos (control negativo). Como se puede
observar, se encuentran algunas bandas inmunoreactivas en los pacientes alérgicos a
crustaceos. Se detectan bandas a los 65-70 kDa, 31 a 45 kDa, asi como algunas en el intervalo
de 21 a 30 kDa. Se observo que la intensidad de las bandas vario entre cada paciente alérgico.
Lo cual podria estar relacionado a que no todas las personas tienen la misma sensibilidad al

organismo o bien, a sus proteinas (du Toit et al., 2016). Por otra parte, en el carril nimero 6
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(suero de paciente no alérgico) no se observan bandas inmunoreactivas, asi como tampoco se

observan bandas en el control negativo de la inmunodeteccion (carril 7).

Wu et al. (2019) trabajaron con el cangrejo crucifijo (Charybdis feriatus) y reportaron 12
proteinas alergénicas en un intervalo desde 18 kDa hasta los 200 kDa. Dentro de las proteinas
identificadas se encontr6 la cadena ligera de la miosina (200 kDa), la hemocianina (75 kDa),
la arginina cinasa (38 kDa), la troponina (24 kDa) y la triosa fosfato isomerasa (27 kDa). En el
presente trabajo, y como se representa en la Figura 7, estas proteinas encontradas en el
cangrejo crucifico, probablemente se encuentren en la jaiba azul y sean las causantes de
alergias en los pacientes. La banda de los 70 kDa en los carriles 3, 4 y 5, podria estar dada por
la proteina hemocianina, asi como la triosa fosfato isomerasa en bajos pesos moleculares. Por
otra parte, también se han visto estas proteinas con pesos moleculares practicamente iguales,
en el camaron blanco (L. vannamei) asi como también podrian estar presentes en otros
cangrejos como el cangrejo de barro (S. serrata) (Ar et al., 2015; Lee et al., 2018). Con esta
informacion obtenida se procedid con la inmunodeteccion de las proteinas del clarificado

crudo de la jaiba azul en dos dimensiones (peso molecular y por pl).
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Figura 7. Inmunodeteccion de la SDS-PAGE del clarificado crudo de la jaiba azul (C.
arcuatus). Carril 1) Marcador de peso molecular. Carril 2) Clarificado crudo del musculo de la
jaiba azul. Carril 3, 4 y 5) Sueros de pacientes alérgicos. Carril 6) Suero de paciente no
alérgico (control negativo). Carril 7) En presencia de anticuerpo secundario, sin sueros de

pacientes alérgicos (control negativo).

En la Figura 8 se pueden observar bandas inmunoreactivas desde los 21 kDa hasta los 90 kDa
aproximadamente; asi como respectivos valores de pl desde 5.03 a 6.48 evaluados. Dentro de
este intervalo se han reportado la mayoria de las proteinas alergénicas en crustaceos. Estudios
realizados en crustdceos como el camaron de agua dulce (Macrobrachium nipponense) han
demostrado que la hemocianina es un importante alérgeno termoestable de aproximadamente

75 kDa (Srinroch et al., 2015). También se ha visto inmunoreactividad de pacientes alérgicos a
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una proteina de 72-75 kDa en el camardn gigante de malasia (Macrobrachium rosenbergii) la
cual fue identificada como hemocianina. Ademas, en el estudio de Wu et al. (2019), se reportd
que la hemocianina como un alérgeno importante en el cangrejo crucifijo (Charybdis feriata);
la cual tiene un peso molecular de 75 kDa. Brassea-Estardante et al. (2022) reportaron a la
arginina cinasa como un alérgeno presente en el cangrejo café (Callinectes bellicosus), esta
proteina se identifico con un peso molecular de aproximadamente 40 kDa. Ademds, Rosmilah
et al. (2012), también identificaron a la arginina cinasa como alérgeno en el cangrejo nadador
azul (Portunus pelagicus) con peso molecular de 41 kDa y pl de aproximadamente 6.2. Los
autores también identificaron a la tropomiosina como un fuerte alérgeno en este crustaceo,
reportando un peso molecular de 36 kDa y pl de 4.7. También se ha visto que la troponina con
peso molecular de aproximadamente 21 kDa es un importante alérgeno en crustaceos
(Buermeister et al, 2011). En la Figura 8 se observan varias bandas de proteinas
inmunoreactivas, como la banda de ~ 40 kDa con pI de 5.03 (niumero 1), la banda de 70 kDa
con pl de 5.61 (niimero 2), la banda de 25 kDa y pl de 5.9 (nimero 3), asi como la banda de
aproximadamente 50 kDa con pl de 6.19 (nimero 4). Estas proteinas inmunoreactivas de la
jaiba azul (C. arcuatus) coinciden en sus pesos moleculares y pl con las ya reportadas,
sugiriendo fuertemente, estar presente en este crustaceo, como la a-actina, la hemocianina y la
triosa fosfato isomerasa, siendo asi las principales proteinas alergénicas causantes de una
respuesta inmune originada por alimentos (Yang et al., 2017; Barre et al., 2018; Jasim et al.,

2021).
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Figura 8. Inmunodeteccion del clarificado crudo de la jaiba azul (C. arcuatus). Eje X
Separacion proteica por pl. Eje Y separacion proteica por peso molecular. Con flechas

marcadas como 1, 2, 3 y 4 se representan las bandas seleccionadas para la secuenciacion por

LC-MS/MS.

Proteinas Identificadas por Cromatografia Liquida Acoplada a

Espectrometria de Masas (LC-MS/MS)

La seleccion de estas bandas se hizo mediante un andlisis previo, con base en una busqueda
bibliografica de las proteinas inmunoreactivas a IgE en crustaceos, tomando como criterio de
seleccion el peso molecular y pl; y por supuesto la inmunoreactividad. Al realizar la
comparacion entre la inmunodeteccion y el gel de la 2D réplica, las bandas seleccionadas

tenian alta semejanza tanto en peso molecular y pl con las siguientes proteinas alergénicas: la
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tropomiosina, troponina, hemocianina, arginina cinasa, actina y la triosa fosfato isomerasa
(Mohamad et al, 2015; Yang et al, 2019). Bajo esta primicia, las bandas recortadas y
digeridas con tripsina, se analizaron por espectroscopia de masas para obtener la secuencia
parcial de las proteinas y proceder a la identificacidon; y posteriormente, al andlisis de
comparacion de secuencias con las bases de datos de alérgenos. Para esto las bandas se

recortaron directamente de un gel 2D réplica como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Gel bidimensional (2D) del clarificado crudo de la jaiba azul (C. arcuatus). Las
flechas y los numeros marcados del 1 al 4 representan a las bandas seleccionas y recortadas

directamente del gel.

En la Tabla 3 se muestran las proteinas inmunoreactivas a IgE identificadas de la jaiba azul.
En esta tabla se indican la secuencia de los péptidos obtenidos del servicio de identificacion de
proteinas. Ademas, la comparaciéon de los datos de pI y PM obtenidos en este trabajo, asi
como los reportados para los alérgenos que se tomaron como referencias, el organismo en el
que se identifico y el porcentaje de identidad de cada péptido. En primera instancia, los
péptidos obtenidos fueron comparados con las bases de datos de alérgenos mediante el
algoritmo BLASTp® de la plataforma Centro Nacional para la Informacién Biotecnologica

(NCBI, por sus siglas en inglés). Dada la informacion recopilada, cada péptido presentd una
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identidad del 100 % en dos de las proteinas de referencia; las cuales corresponden a: la a-

actina y la triosa fosfato isomerasa. En el caso de la hemocianina, los péptidos variaron en su

identidad desde el 50 hasta el 100 % (Tabla 3). Estas proteinas fueron reportadas como

alérgenos en otros crustaceos como la langosta americana (H. americanus), el cangrejo de

manglares (S. serrata) y el cangrejo de barro (S. paramamosain).

Tabla 3. Proteinas alergénicas identificadas en la jaiba azul (C. arcuatus).

Banda PM/pl PM/pl Proteina Organismo  *Péptidos Encontrados e Identidad
observado calculado  Identificada referencia
1 40 kDa/5.32 42 kDa/5.31 o-actina Homarus SYELPDGQVITIGNER (100 %)
. AGFAGDDAPRAVFPSIVGRPR (100 %)
americanus

70 kDa/5.61 77 kDa/5.54 Hemocianina Scylla serrata
21 kDa/5.9 16 kDa/5.31 Triosa Scylla
fosfato paramamosain
isomerasa

TTGIVLDTGDGVTHTVPIYEGYcLPHAIL (100 %)
GYSFTTTAER (100 %)

EITALAPPTIK (100 %)

DLTAYLTK (100 %)

DAYVGDEAQSK (100 %)

YDNNHVEFSFNEGR (84 %)

VYEEIRDPHLK ELSQSFDPLSGHYDDDGVAAK
93 %)

YMDNIFR (100 %)

HWFSLFNTR (89 %)
ITGVSNFK (100 %)
VRDMLILESR (70 %)
DAIAHGYFTGR (100 %)
KGESFFWVHHQLTVR (81 %)
WNAIELAK (50 %)
FALPPGVLEHFETATR (100 %)

GAFTGEISPAMIK (100 %)
NVFGEPDQLISEK (100 %)

* El valor entre paréntesis indica el porcentaje de identidad de la secuencia respecto a la proteina del organismo
de referencia
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Adicionalmente, en la Figura 10 se muestra el multialineamientos de la a-actina de distintos
organismos (peces y cangrejos) como el cangrejo azul (Portunus trituberculatus), la langosta
americana (Homarus americanus), artemia (Artemia franciscana) y también del pez-arroz
(Oryzias latipes). En sombreado gris estdn representados los 7 péptidos identificados en C.
arcuatus (Tabla 3) correspondientes a la banda inmunoreactiva 1 (Figura 8). Donde se observa
que los 7 péptidos son idénticos a la a-actina de la langosta americana (H. americanus).
Ademas, los péptidos marcados con 1 y 6 tienen unicamente dos variaciones en los residuos en
todos los organismos, seguido de los péptidos 2, 4, 5, 7 y 3. Por lo tanto, la proteina con
inmunoreactividad de IgE obtenida de la jaiba azul corresponde al alérgeno a-actina. Cabe
mencionar que Rahaman et al. (2012), estudiaron a C. opilio para determinar los posibles
alérgenos presentes en el musculo de este crustaceo. Estos autores reportaron varias proteinas
alergénicas como: la arginina cinasa, la tropomiosina, la proteina de unidon a calcio
sarcoplasmatica, la troponina y la a-actina. Esta ultima fue identificada con espectroscopia de
masas con un peso molecular de 42 kDa. Por otra parte, la a-actina ha sido reportada como un
alérgeno importante no sélo en crustaceos, sino también en otros organismos de origen marino
como la almeja (Carpet clam; Mohamad et al., 2015). En esta investigacion, la proteina fue
reportada como alergénica, con peso molecular de 42 kDa, pl de 5.3. En este sentido, la
proteina identificada en C. arcuatus coincide con su peso molecular de (aprox. 40 kDa) y
punto isoeléctrico (5.3) con respecto a la a-actina de H. americanus, C. opilio y Carpet clam.
En conjunto, la proteina con capacidad de interactuar con sueros de pacientes alérgicos (a
través de IgE) y con el PM y pl obtenida de la jaiba azul (C. arcuatus) corresponde a la a-
actina; la cual se ha demostrado que es capaz desencadenar reacciones alérgicas en humanos

en otros crustaceos.

La actina es una proteina altamente abundante en las células eucariotas, asi como conservada
entre especies (Jung ef al., 2013). Esta molécula participa principalmente en la contraccion
muscular, ademas del movimiento interno de vesiculas, fagocitosis, en la division celular,
hasta en senalizaciones celulares (Cadoret er al., 1999). Para lograr el movimiento del
musculo, es necesario la intervencion de otras proteinas como la tropomiosina, troponina y
sobre todo la miosina (Lehman et al., 2020). Esta tltima se une directamente con una serie de

filamentos de actina (cabeza de la miosina-filamento de actina), y ATP. Esta union prova la
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disociacion entre la actina y la miosina. Una vez sucedido esto, el ATP es hidrolizado y
comienza una serie de cambios conformacionales en todo el complejo, generando ADP y P;
asociados a la miosina. Este proceso hace que la miosina se una nuevamente a la actina
liberando el P;. Esta liberacion genrea una fuerza mecanica por nuevamente un cambio
conformacional produciendo el desplazamiento entre la actina y la miosina, lo cual se traduce
a movimiento o contraccion muscular (Lehninger et al., 2009). Esta gran importancia que
tiene la actina en los procesos celulares, principalmente en el musculo, hace que sea una
proteina importante englobando hasta el 10 % del total de proteinas celulares (Jung et al,
2013). Al estar presente en partes comestibles en organismo (musculo), por ejemplo,
crustaceos como el cangrejo o bien otros animales marinos, podria ser mas probable que un
individuo susceptible, alérgicamente hablando, pueda desarrollar algun tipo de reaccion
adversa a este alimento (Jasim et al., 2021). Asi como se mostro en la presente investigacion,
en la jaiba azul y partir del muasculo de esta, las IgE del suero de personas alérgicas a

crustaceos reaccionaron en presencia la a-actina.
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P. trituberculatus MCDDEDGVALVCDNGSGMVKAGFAGDDAPRAVFEPSIVGRARHOGYMYGMGQKDAYVGDEA G
H. americanus MCDDDDVSPLVYWDNGSGMVEAGFAGDDAPRAVFPS IVGRPRHOGVMVGMGEQKDAYWVGDEA )
A. franciscana MCED-EVTALVIDNGSGMCKAGFAGDDARPRAVFPS IVGRPRHOGVMVGMGEQKDEYWVGDEA 59
0. Latipes MCDDEETTALVCDNGSGLVEAGFAGDDARPRAVFPS IVGRPRHOGVMVGMGEQKDESYWVGDEA 5]

1:-?_:!: H * *1:5“-:1:: kkmkhmk bR bR ek hewphoat H$1=H>61=$H=I=$H=I=*:**H*du-c
P. trituberculatus QAKRGILTLKYPIEHGIITHWDDMEKIWHHTFYMELRVAPEESPTMLTEAPLMPKANREK 128
H. americanus QSKRGILTLKYPIEHGIITNWDDMEK IWHHS FYNELRIAPEESPVLLTEAPLNPKANRER 128
A. franciscana QSKRGILTLKYPIEHGWV TNWDDMEK IWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREK 119
d. Latipes QSKRGILTLKYPIEHGIITNWDDMEK IWHHT FYNELRVAPEEHPTLLTEAPLNPKANREK 128

1=:H=F$H=F*H**H*==HH: :H*$H=F*H**H*1=:H1=$H=h*:**ﬂ* H. :$H=F$H=F*H**H*1=H

3

P. trituberculotus MTQIMFESFSLEAMYVTIQAVLSLYASGRTTGOVCDSGDGEVSHVVPYYEGYALPHAINRL 188
H. americanus MTQIMFEIFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDTGDGY THTVPIYEGYCLPHAILRL 188
A. franciscana MTOQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDOGYSHTVPIYEGYALPHAILRL 179
d. Latipes MTOQIMFETFNVPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDAGDGY THNVPYYEGYALPHAIMRL 188
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4 5

P. trituberculotus DLAGRDLTAYLMKIMTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYIALDFESEMNVAAASSSLDK 248
H. americanus DLAGRDLTAYLTKIMTERGYSFTTTAEREIVRDIKEK LCYVALDFENEMNIAAASSSVER 248
A. franciscana DLAGRDLTDYLMKILTERGYTFTTTAEREIVRDIKEK LCYVALDFEQEMATAASSTSLER 239
J. Latipes DLAGRDLTDYLMKILTERGYSFVTTAEREIVRDIKEK LCYVALDFENEMATAASSSSLER 248

EEE ST S 2 *1=:Hd=$x=k:xI*H**H**HH#:#H:E*H**:#:1:5-“-:1:.:-::!: =|:1<:*:H::H
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P. trituberculatus SYELPDGQVITIGMERFRAPEALFQPSFLGMESVGLHETWYSSIMRCDIDIRKDLFANIV 308
H. americanus SYELPDGOVITIGNERFRCPESLFQPSFLGMESVGIHETVWYNSIMRCDIDIRKDLFANNY 308
A. franciscana SYELPDGOQIITIGNERFRCPEALFQPSFLGMETCGIHETAYNSIMKCDVDIRKDLYANTY 299
0. Latipes SYELPDGOVITIGNERFRCPETLFQPSFIGMESAGIHETAYNSIMKCDIDIRKDLYANNY 308
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P. trituberculatus MSGETTMYPGIADRMQKEITSLAPSTLKIKIVAPPERKYSVWIGASILASLSTFQAMWIT 368
H. americanus LsGETTMYPGIADRMOKEITALAPPTIKIKIIAPPERKYSVWIGESILASLSTFQTHWIT 368
A. franciscana LSGEGTTMFPGIADRMOKEITMLAPSSMEKIKIIAPPERKYSVWIGESILASLSTRFQQMWIS 359
d. Latipes LeGETTMYPGIADRMOKEITALAPSTMKIKIIAPPERKY SVWIGASILASLSTFQQMWIS 368
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P. trituberculotus KEEYEESGPGQIVHRKCF 377
H. americanus KEEYDESGPGIVHREKCF 377
A, franciscang KQEYDESGPSIVHRKCF i76
0. Latipes KQEYDEAGPSIVHRKCF 377
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Figura 10. Alineamiento de la a-actina en diferentes organismos marinos (peces y cangrejos).
En sombreado gris se representa los péptidos resultantes en el andlisis LC-MS/MS de la jaiba
azul (C. arcuatus). Portunus trituberculatus No. Acceso: XP 045108201.1, Homarus
americanus No. Acceso: Q962VS5, Artemia franciscana No. Acceso: Q9U612, Oryzias
latipes No. Acceso: Q98972.
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En sombreado gris estan representados los 10 péptidos identificados en C. arcuatus. Donde se
observa que estas moléculas son idénticas en la hemocianina del crusticeo C. sapidus.
Ademas, los péptidos marcados con 3 y 5, también son idénticos en M. magister y en S.
paramamosain. Los péptidos restantes (1, 2, 4, 6, 7, 8, 9 y 10) tienen pequenas variaciones en

algunos residuos.

En este sentido, también se realizé el andlisis de la secuencia de 10 péptidos encontrados para
la banda inmunoreactiva 2 de 70 kDa y plI de 5.61 (Tabla 3 y figura 8) obtenida del musculo
de C. arcuatus mediante al algoritmo BLASTp®. De estos péptidos se encontrd que
compartian, la mayoria, una identidad desde el 81 hasta el 100 % a la hemocianina de del
cangrejo nadador (Scylla serrata) (Tabla 3). Ademds de coincidair con la proteina
hemocianina de varios crustdceos como el cangrejo dungeness (Metacarcinus magister), el
cangrejo azul del atlantico (Callinectes sapidus) como se muestra en el multialineamiento en
la figura 11. En este sentido y sombreado gris, estdn representados los 10 péptidos
identificados en C. arcuatus. Donde se observa que estas moléculas son idénticas en la
hemocianina del crustdceo C. sapidus. Ademas, los péptidos marcados con 3 y 5, también son
idénticos en M. magister y en S. paramamosain. Los péptidos restantes (1, 2,4, 6,7, 8,9y 10)
tienen pequefias variaciones en algunos residuos. Estudios realizados en cangrejos del género
Scylla han demostrado que existen moléculas causantes de alergias en humanos. Estas
moléculas han sido identificadas como proteinas presentes en el musculo como lo reportd
Jasim et al. (2021). En dicha investigacion se reportaron como proteinas alergénicas: la
arginina cinasa, la actina y la hemocianina en el cangrejo morado (Scylla tranquebarica). Los
autores encontraron que le hemocianina es uno de los mayores alérgenos en este crustaceo con
un peso molecular de 73 kDa y un punto isoeléctrico de 5.7. Estos datos concuerdan con la
proteina identificada en C. arcuatus incluyendo el peso molecular, el punto isoeléctrico, asi
como la reactividad a IgE de personas alérgicas a crusticeos. Ademas, se ha visto que la
hemocianina también es inmunoreactiva a IgE de pacientes alérgicos en otros crustaceos como
el camaron de agua dulce (Macrobrachium nipponense), el camarén gigante de malasia y el
cangrejo crucifijo (Charybdis feriata), todas con pesos moleculares de 72-75 kDa (Srinroch et

al., 2015; Wu et al. 2019) Por lo tanto, la proteina alergénica corresponde a la hemocianina.
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Sin duda, le hemocianina es una de las proteinas mas importante para la supervivencia ya que
es la principal encargada de transporte de oxigeno en la hemolinfa de moluscos y artrépodos.
La union del oxigeno (O2) se da gracias a la coordinacion entre iones de cobre (Cu®) (Markl y
Decker, 1992). La hemocianina se encuentra como hexdmeros o bien, en multiplos de los
mismo, ademas, las subinidades se pligan en tres dominios dentro de los cuales se encuentra el
sitio activo, es decir, la unién de (O2) (Decker et al, 2007). Un dato interesante es que, en
comparacion de la hemoglobina, la cual al ser oxigenada a través del hierro en el grupo hemo,
la molécula toma un color rojo. Sin embargo, en los crustaceos, por ejemplo, la hemocianina
se oxigena y debido al cambio de estado del Cul a Cull se torna de color azul (Coates y Nairn,
2014). También es importante mencionar que la hemocianina por evolucion debid de
adaptarse a los distintos cambios de temperatura, esto a que los organismos se encuentran en
diferentes habitats (temperatura, estrés, etc), lo que hace que esta proteina sea altamente
resistente a los cambios como el congelamiento, descongelamiento y calentamiento (Coates y
Costa-Paiva, 2020). En la presente investigacion se encontr6 a la hemocianina como proteina
inmunoreactiva a IgE a partir del musculo de la jaiba azul crudo, sin embargo, se ha visto que
incluso con tratamientos acidos y por cocimiento del crustaceo al vapor, sigue manteniendo

estabilidad y reactividad a IgE (Rahman ef al., 2011; Jasim et al., 2021).
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Figura 11. Alineamiento de la secuencia de aminodcidos de la hemocianina en diferentes
crustaceos. En sombreado gris se representa los péptidos resultantes en el anélisis LC-MS/MS
de la jaiba azul (C. arcuatus). Metacarcinus magister No. Acceso: Q5G2AS, Callinectes

sapidus No. Acceso: QINGLS, Scylla paramamosain No. Acceso: AKC96433.1.

Por ultimo, también se obtuvo la secuencia parcial de la banda reactiva a IgE 3 encontrada en
C. arcuatus con un peso molecular aproximado de 21 kDa y un pl de 5.9. En este caso se
obtuvieron dos péptidos (GAFTGEISPAMIK y NVFGEPDQLISEK) (Tabla 3 y figura 8). Al
igual que las proteinas anteriormente identificadas, se analizaron los péptidos mediante el
algoritmo BLASTp®. Se encontré que ambos péptidos (1 y 2) cuentan con el 100 % de
identidad a la proteina triosa fosfato isomerasa del cangrejo de barro (Scylla paramamosain).
En la Figura 12 se muestra el multialineamiento de la triosa fosfato isomerasa en distintos
organismos como el cangrejo azul de Core del Sur (Portunus trituberculatus), el camardn gris
(Crangon crangon), el cangrejo de barro (S. paramamosain), el cangrejo de barro anaranjado
(Scylla olivdcea), y los cangrejos de rio (Archaeopotamobius sibiriensis y Procambarus
clarkii). Se destaca que, en todos estos organismos, los péptidos encontrados en la jaiba azul
son idénticos. Ademas, la triosa fosfato isomerasa ha sido estudiada he identificada como
alérgeno en A. sibiriensis (alérgeno: Arc s8), C. crangon (alérgeno: Cra ¢ 8) y P. clarkii
(alérgeno: Pro ¢ 8) (Bauermeister et al., 2011; Yang et al., 2017; Barre et al., 2018). Asi
mismo, en S. paramamosain (alérgeno: Scy p8) también fue identificada como una proteina
inmunoreactiva a IgE (Yang et al., 2019). Esto aporta informacion que coincide directamente
con nuestros hallazgos dado que, como se mostro en la Figura 8, los sueros de los pacientes
alérgicos a crustaceos reaccionaron a esta proteina. Cabe destacar que la Union Internacional
de las Sociedades Inmunoldgicas (International Union of Immunological Societies o IUIS)
menciona que la triosa fosfato isomerasa es una proteina importante presente en los alimentos
que tiene la caracteristica de generar reacciones alérgicas en individuos susceptibles

(Bauermeister et al., 2011).

La triosa fosfato isomerasa (EC 5.3.1.1) es una proteina con funcion enzimatica, se encarga de

la interconversion entre el fosfato de dihidroxiacetona y el D-glicarldehido-3-fosfato en la
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glucolisis y en la gluconeogénesis (Figura 13). Para ello, utiliza el grupo carbonilo tanto del
dihidroxiacetona como del D-glicarldehido-3-fosfato. La enzima utiliza un mecanismo de
transferencia de protones donde comienza por este grupo carbonilo para ser posible la reaccion
de isomerizacion (Wierenga et al., 2010; Lopez-Zavala et al.,, 2016). Esta proteina de gran
importancia para el proceso energético en crustaceos se encuentra en el citoplasma de las
células, ademas de estar distribuida ampliamente entre organismos; desde bacterias, hongos
hasta plantas y animales. Esto conlleva a que los procesos alergénicos asociados a esta
proteina se vean distribuidos en una amplia gama de alimentos (Yang et al., 2017). Como es el
caso de la jaiba azul, la cual hemos investigado y encontrado que la triosa fosfato isomerasa en
este organismo, puede descandenar respuestas alérgicas en individuos susceptible a este tipo
de alimentos. Por otra parte, a pesar de que se lograron obtener dos péptidos de la banda que
representa a la proteina de 21 kDa y un pl de 5.9, estos son muy importantes en los proceso
del desarrollo de la respuesta alérgica al consumo de la jaiba en humanos (Yang et al. 2019).
Asi mismo, esta proteina se ha reportado con peso molecular cercano al que se encontr6 en el
presente trabajo (An et al.,, 2013; Barre et al., 2018). Debido a esto, podemos sugerir que la
proteina identificada en C. arcuatus es la triosa fosfato isomerasa. Sin embargo, se recomienda
realizar mas estudios para mejorar la calidad de la muestra y obtener de esta manera, una
mayor cantidad de secuencias de péptidos que permitan una identificacion del alérgeno con

mayor precision.
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P. trituberculatus MAPSRRFFVLGNWKMNVNASRIESLSRLLSEAKLDRKTEFVIGCPSCYLSYARQLLPSHY 60
C. crangon MSGSRKFFVGGNIWKMNGDKAAIDGIVDFMKKGPLNPNTEVVVGCPQCYLSYTREKLPAEL 60
5. paramamosain MANQRKF FVGGNWKMNGDKAAIDGIISFM-KGPLMADTEVVVGCPQCYLMYTREHMPANT 59
5. olivacea MANQRKFFVGGNWKMNGDKAAIDGIISFM-KGPLMADTEVVVGCPQCYLMYTREHMPANT 59
A. sibiriensis =~ --------- GGNWKMNGDRASIDSIISFM-KGPLSGDTEVVVGCPQCYLMYTREHLPSNI 5@
P. clarkii HANQRKFFUGGNNKMNGDR&GIDSIISFM KGPLSﬂDTEVVVGCPQEYLHYTREHLPSHI 59
EE S S = o A > _'-U-‘ * 3-‘** LR H-* .
1 2
P. trituberculatus GVAAQNSYKVSRGNFSGEVSPAMVQECGADWIILGHPERRTIFGETDDLIAEKITHALSA 128
B. crangon GVAAQNCYKVAKGAFTGEISPAMVKDCGCEWVILGHSERRNVENEPDQLISEKVGHALEA 120
5. paramamosain GVAAQNCYKTAKGAFTGEISPAMIKDCGCEWVILGHSERRNVFGEPDQLISEKVGHALEA 119
5. olivacea GIAAQNCYKTAKGAFTGEISPAMIKDCGCEWVILGHSERRNVFGEPDQLISEKVGHALEA 119
A. sibiriensis GVAAQNCYKVAKGAFTGETISPSMIKDCGCEWVILGHSERRNVFNEPDTLISEKVGHALEA 116
P. clarkii GVAAQNCYKVAKGAFTGEISPSMIKDCGCEWVILGHSERRNVFNEPDTLISEKVGHALEA 119
H:**H*_*H_::'—k *:*H:**:*:::&*_:*:*-‘c** -‘Hf-:*_:i-:_* * *'—k:**: **'—k_i-:
P. trituberculatus GAKVVACVVERKEDRNDMLTEEALAAQMRTLASAVTDWSRVVLAFEALWASGTGVLATPS 180
B. crangon GLKVIPCIGEKLDERESHRTEEVVFAQMKALVPNISDWSRYVIAYEPVWAIGTGKTASPE 186
5. paramamosain GLKVIPCIGEKLEERESHRTEEVVFAQMKALVPNISDWSRYVIAYEPVWAIGTGKTATPE 179
5. olivacea GLKVIPCIGEKLEERESHRTEEVVFAQMKALVPNISDWSRYVIAYEPVWAIGTGKTATPE 179
A. sibiriensis GLKVIPCIGEKLEERESHRTEEVVFAQMKALVPNISDWSRYVVIAYEPVWAIGTGKTATPE 170
P. clarkii GLKVIPCIGEKLEERESHRTEEVVFEQMK&LVPNISDWSRVVIAYEPUN&IGTGKT&TPE 179
- JICJOC Jlt_ = :_J-t JIC-OCJ-C_: B :J.-’_ :-*‘C:-’*Jk‘c-* * *-t LR ¥ WL
P. trituberculatus QVQKVLSMLRRWLRLHVGNHLAENIRIIYAGSVSAATCQELACLPDLDGFLVGSAALKPD 249
B. crangon QAQDVHAKLRQWLTENVSAEVAESCRITYGGSVSPSNCAELAKMGDIDGFLYGGASLKPD 249
5. paramamosain QAQDVHAKLRQWLRDNVSPQVAESTRITIYGGSVSAGNCKELAKTGDIDGFLYGGASLKPD 239
5. olivacea QAQDVHAKLRQWLRDNVSPQVAESTRITIYGGSVSAGNCKELAKTGDIDGFLVGGASLKPD 239
A. sibiriensis QAQEVHAKLRQWLRDNVHAEVADSTRITIYGGSVTPGNCKELAKTGDIDGFLYGG------ 224
P. clarkii QAQEVHAKLRQWLRDMVHAEVADSTRITIYGGSVTPGNCKELAKTGDIDGFLYGGASLKPD 239
Hl*.* H P‘#:P‘# :'-dc_ LnEe **H*_H**: __* O *:'—k*!ﬁ-ﬂ'—k**_
P. trituberculatus LIHIVNARHPRPGKLPLTISHRPDQRWA 268
C. crangon FVTIINARG------------------- 249
5. paramamosain FVTIINARA--------ommmmm oo - 243
5. elivacea FVTIINARA--------mmmmm oo - 243
A. sibiriensis = - --m-mmome - 224
P. clarkii FVOIINARD---------------ou-- 248

Figura 12. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la triosa fosfato isomerasa en
diferentes crustaceos. Con sombreado gris se representa los péptidos resultantes en el analisis
LC-MS/MS de la jaiba azul (C. arcuatus). Portunus trituberculatus No. Acceso:
AOASB7FWMA4. Crangon crangon No. Acceso: D7F1Q0. Scylla paramamosain No.
Acceso: AOAILSYRA2. Scylla olivacea No. Acceso: AOAOP4AWBHS. Archaeopotamobius

sibiriensis No. Acceso: Q8T5G9. Procambarus clarkii No. Acceso: FSAGE9.
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Figura 13. Interconversion del fosfato de dihidroxiacetona y el D-glicarldehido-3-fosfato por

la triosa fosfato isomerasa.
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CONCLUSIONES

En presencia de sueros de individuos alérgicos a la jaiba y crusticeos, dentro de la
complejidad de proteinas obtenidas en el clarificado del musculo de la jaiba azul (C.
arcuatus), se identificaron tres proteinas inmunoreactivas a IgE utilizando sueros de pacientes
alérgicos al consumo de este crustdceo: la hemocianina, la a-actina y la triosa fosfato

isomerasa.
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RECOMENDACIONES

Separar individualmente a las proteinas alergénicas identificadas en este trabajo ayudard a
mejorar la reactividad a IgE. Ademas, se recomienda realizar estos estudios utilizando una
mayor cantidad de sueros de pacientes alérgicos a la jaiba y/o a crustaceos. Asi como obtener
la secuencia completa de las proteinas alergénicas para posteriores analisis estructurales e

identificar los posibles epitopes en cada una de estas moléculas.
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ANEXO 1

CUESTIONARIO PARA LA SELECCION DEL GRUPO DE ESTUDIO

Fecha:

Nombre: Edad: Sexo:

1- Dentro de sus familiares, ;alguno presenta problemas de alergias? Si su respuesta

es positiva indique qué tipo de alergias (a comida, polen, etc.).

2- (Usted ha tenido episodios alergénicos al consumir alguno de los siguientes

alimentos? (Marque el o los alimentos por favor).

(O Jaiba () Langosta
O Pescado O Camaron
O Pulpo O Otros (especifique)
3- (La alergia se presenta al consumirlos, al contacto o en presencia del alimento?

4- ;Qué sintomas manifesté después de la reaccion alérgica?
O Shok anafiléactico (afectacion de dos o mas 6rganos)

O Rinitis alergénica (estornudos, congestion nasal, etc)

O Cutéaneos (hinchazon, picazén)

O Gastrointestinales

O Otros (especifique)

5- ¢(Su problema de alergia ha sido diagnosticado y confirmado por un profesional

de la salud?

6- ;Usted esta dispuesto en ser participante de este estudio?

Firma
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