SUMARIO

288

Original

Asma por sensibilizacion a alfa amilasa. ¢ Es este enzima un alergeno de
interés por via digestiva?

J. Blanco Carmona, L. Alonso Gil, B. Bartolomé Zavala*. D. A. Vallverdid*, R.
Palacios*, S. Juste Picon, M.2 M. Garcés Sotillos, F. Garcia Gonzalez, R. Pérez Giménez

Seccion de Alergologia. Hospital General Yague. Burgos. *Departamento [+D. Laboratorio Ifidesa Aristegui

El enzima alfa amilasa (Asp 0 2) constituye en la actualidad uno de los agentes etiolégicos mas importantes del asma
del panadero, alcanzando en algunas series hasta el 32% de las sensibilizaciones. Sin embargo, los casos de panaderos
gue presenten clinica tras la ingesta de productos para cuya fabricacion se utilice este enzima son escasos. Hemos rea-
lizado un estudio con siete panaderos sensibilizados a alfa amilasa, diagnosticados en base a historia clinica, test cuta-
neos, IgE especifica y prueba de provocacion bronquial positivas con alfa amilasa. Preparamos extractos con alfa ami-
lasa cruda, horneada a 100°C y a 200°C. Se realizaron test cutdneos con dichos extractos, asi como SDS-PAGE y
SDS-PAGE-Immunoblotting con los sueros de los siete pacientes. Se observd que los test cutaneos resultaban positivos
con el extracto crudo y con el horneado a 100°C, mientras que en todos ellos, dicha prueba resultaba negativa al utili-
zara-amilasa horneada a 200°C. Asimismo, se demostr6 en los extractos crudos y horneados a 100°C una banda de 48-
50 kDa. En el extracto de enzima horneado a 200°C no se observé banda alguna. Concluimos que el horneado a que
se somete dicho enzima en el proceso de elaboracion del pan y alimentos relacionados (temperaturas superiores a 200°C
durante 20-30 minutos) altera de tal forma su estructura proteica y por ende su alergenicidad, que hace que dicho enzi-
ma no constituya un alergeno de interés por via digestiva en los pacientes afectos de asma del panadero.

PaLABRAS cLAVE: Alfa amilasa / Asma del panadero / Enzimas

Bronchial asthma due to alpha-amylase sensitization. Is this enzyme an
allergen of interest after oral intake?

The enzyme alpha-amylase is currently one of the most significant etiologic agents in baker’s asthma, and in some series it
represents up to 32% of the sensitizations. However, the number of cases of bakers experiencing clinical manifestations after
the oral intake of products in the preparation of which this enzyme is used is small. We have carried out a study on seven
bakers with alpha-amylase sensitization diagnosed through clinical history, skin prick test (SPTs), specific IgE and bronchial
challenge tests which were all positive for the enzyme. Extracts were prepared of alpha-amylase, in the raw state and baked
at 100°C and 200°C. These extracts were used for SPTs as well as for SDS-PAGE and SDS-PAGE-Immunoblotting with the
sera of all seven patients. The SPTs were positive with the extracts prepared with the raw enzyme baked at 200°C. Also, a
48-50 kDa band was demonstrated in the raw and 100°C preparation, while in the 200°C one no band was present. We con-
clude that the baking process to which this enzyme is submitted in the manufacture of bread and related foodstuffs (at tem-
peratures exceeding 200°C for 23-30 minutes) changes its protein structure, and hence its allergenicity, to such an extent that
the enzyme thus treated does not constitute an allergen of interest after oral intake in patients with baker’s asthma.

Key worbs Alpha-amylase / Baker's asthma / Enzymes.

INTRODUCCION Sin embargo, revisada la bibliografia, s6lo hemos
encontrado dos casosde pacientes afectos de
El enzimaa-amilasa (Asp 0 2) ha pasado a serasma del panadero que presentaran sintomas
en los Ultimos afios uno de los agentes etioldgicosecundarios a la ingesta de pan en cuya fabricacion
mas importante del asma del panatjetemostran- se habia utilizado esta sustancia. Hemos tenido la
dose en estos casos la existencia de un mecanisnoportunidad de estudiar 7 panaderos sensibilizados
de hipersensibilidad mediado por IgE. a a-amilasa, y ninguno de ellos referia sintomas
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secunddos a la ingsta de pan u ats poductos de
panaderia en cayeldoracion se utilizean hainas
y enulgentes que llsban a-amilasa. Hemos que
rido valorar cémo las tempeaturas a las que se
someten estos alimentos daote el haneado modi
fican la alegenicidad de diso enzima, y si ello
puede hacer toldble su ingsta a los pacientes sen
sibilizados. No hemos consi@elo en este estudio
cémo puede afttase este enzima por el pH géstr
co, digestion u otos factoes.

MATERIAL Y MET ODO

Pacientes

Rec@emos 7 panades, 5 \arones y 2 rajeres
de edades comgndidas en&r 27 y 53 afios (media
35 afios), sensibilizadoscaamilasa funga (pio-
cedente deAspeqillus oryzag, diagnosticados en
base a histéa dinica, pueba cutanea (jmk) con
extracto dea-amilasa positia, IgE especita
(Phamacia Ca-System) positia y pueba de po-
vocacién bonquial positra con @tracto de dibo
enzima. Ddos los pacientes tokliran, sin eferir
sintomdologia alguna, la ingsta diala de pan y
productos de panaderia en augbricacion utiliza
ban este enzima.

Extractos alegénicos

Utilizamos a-amilasa pocedente delspegillus
oryzae(suministada por Akady ADM Ibérica.
Barcelona) que se hoed a tempeturas de 100 y
200°C duante 20 mintos.

Se pepararon tres nmuestas: a-amilasa cuda
(A), a-amilasa haneada a 100°C (B) g-amilasa
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homeada a 200°C (C). Se incubar5 g de cada
una de ellas en 25 ml de PBS ahte 18 haxs. Se
pasoé poriftro de pael y postadormente por iftro
Millipore (0.22 micas). La concerdicion fnal de
los extractos fue de 2 mg/ml. Se carigon los
extractos en alicuotas hasta el momentoeddizar
los estudios.

Pruebas cutaneas

Se ealizaon en la supeidie anteior del ante
brazo sgun metodolgia de pick y por tiplicado.
Se utilizaon lancetas Dome-Hollisteta medida
de la papula obtenida se calcul6 hallando la media
de la suma #@mética del diametr mayor y el per
pendicular al mismoxpresandolo en mm. Los
resultados sexpresapn respecto a los comties de
histamina (10 mg/ml) y PBS

SDSPAGE

La electoforesis en pFsencia de SDS sealiz6
por el método discontuo de Laemfi en gl de
aciilamida/bis-adtamida al 12,5 %, y sep#icé en
paralelo un p&rén de poteinas con masas molecu
lares conocidas. El método de tincién utilizado fue
tincion con Azul de Coomasie R-250 o tincion de
plata sgun necesidadSe afiadiemn 10pug/calle de
patron y nuesta, conteniendo 2Qig de poteina
(Bradford) cada una, cuando se utiliz la tincion
con Azul de Coomasie ydg en el caso de la tin
cion de pléa.

La tincidn de plta se ealizé con el kit Siler
Stain Plus (BIO-RAD), siguiendo las esp&wtio-
nes del ébricante La evaluacion de las bandas
obtenidas (calculo de las masas mole@dar por
centaje de las bandas en glracto) se ealizd por

Tabla |

Paciente Prick A Prick B Prick C CAP (KU/ml) Prov. brong.
1.JSL 7mm (5mm) 7mm 0 > 100 Inmediaa
2. YLG 11mm (6 mm) 7mm 0 > 100 Inmediaa
3. ABR 8mm (5mm) 8mm 0 6.00 Inmediaa
4. TGR 12mm (7mm) 8mm 0 9.66 Inmediaa
5. CBR 7mm (4mm) 6mm 0 7.20 Inmediaa
6. AOG 10mm (5mm) 7mm 0 10.1 Inmediaa
7. EZL 7mm (5mm) 7mm 0 7.4 Inmediaa

Entre paréntesisalor del contol de histamina. ek A: amilasa anda, pick B: amilasa 100°C, jmk C: amilasa 200°C.
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analisis de imgen en el sistema BIO-IMBE
(Millipor e).

SDSPAGE-ImmunoHotting

Las poteinas sgaradas en SDSAGE fueon
electanseridas a memlanas de PVDF (Immobi
lon-P), y postaormente incubadas con el suedel
paciente Las bandasijadoras de IgE fuem reve-
ladas con un sistema enzimatico, utilizando un con
jugado de Anti-lgE-pesxidasa (diluido 1:25). El
parén de pesos molecuks se evelé con Ngro
Amido.

RESULTADOS

Pruebas cutadneas

En los siete pacientes lasugbas cutaneas
con el tracto cudo (A) resultapn positvas.
Esta positridad pesistio en todos ellos al ensa
yar el xtracto B @-amilasa haneada a 100°C),
si bien en cu@o sujetos se objetd una disni
nucién de la papula obtenida con daamilasa
homeada.

Por el contario, en todos ellos las pebas ealr
zadas con ebgracto C (honeado a 200°Cksulta
ron negativas.

En la Tabla | se ecaggen estos das junto al
resultado del CAP y de laysba de povocacion
bronquial en cada paciente
SDS-Rge

La muesta dea-amilasa anda (A) sometida a
una electoforesis en pesencia de SDS nos mostré
una banda mteica pincipal de 48,3 kDa quepre-
sentda un 95 % en peso de laiesta. Asimismo
se detectam varnas bandas pteicas con masas
moleculaes ente 22 y 38 kDa.ddas ellas con un
porcentaje en peso iafor al 1 %.

La muesta dea-amilasa hareada a 100°C (B)ats
electoforesis en msencia de SOQ3nostré una sola
banda poteica de 50 kDa quepresentha un 100 %
en peso de la nesta. El estudio de la nesta C, obte
nida a pair de a-amilasa hareada a 200°C, no mos
tré6 banda oteica alguna (Buras 1y 2).

SDSPAGE-ImmunoHbotting

Se ealizé un ens@ de SDS-RGE Imnuno
blotting con las 3 mestas dea-amilasa, incubéan
dolas con el suerde los pacientes. Las IgEsepr
sentes en el suerde los pacientes sgafon a la
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Fig 1. SDS-RAGE tras tincion con Azul de Coomassiealle
1: a-amilasa calentada a 200°C. CallexZamilasa calentada
a 100°C. Calle 3x-amilasa. M: paa6n de masas molecuéss.
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Fig 2. SDS-RAGE tras tincion de Pla. Calle 1:a-amilasa

calentada a 200°C. Calle @:amilasa calentada a 100°C.

Calle 3:a-amilasa. M: pa6n de masas molecués.
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Fig. 3. SDS-RAGE ImmunoHotting de la nuesta dea-amila
sa.

36



Ndm. 5
1 = I 9 K /™ T OO Anl
|k el || |

- 84 .12
— B0
- e

o -
e - — 500
2
|I 1,4

|

Fig. 4. SDS-FAGE ImmunoHotting de la nuesta deo-amila
sa calentada a 100°C.
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Fig. 5. SDS-RAGE ImmunoHotting de la nuesta dea-amila
sa calentada a 200°C.

proteina de 48,3 kDa y 50 kDa en lagastas A y
B, respectramente mientas que en el enga rea
lizado con la mesta C no se obsed fijacion de
IgE a la memtana (kguras 3, 4y 5).

DISCUSION

El enzimao-amilasa (ppcedente delspegillus
oryzag se utiliza como aditb en la &bricacién de
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lidad y teniendo en cuenta que el pan esédeuio
a tempesturas supdores a 200°C dante 20-25
minutos, no giste peligo de sobedosifcacion. Rr
ello, y aunque por loenenl se utiliza en uneefa
cién 0.01 % especto a la cantidad de &, es
dificil en la practica dzer qué cantidad de-amila-
sa puede»astir en los poductos de panaderia.

A pesar del @ciente nimer de casos destos
de sensibilizaciones a este enzimaepgnadars,
las pullicaciones que ecaggen sintomas &s la
ingesta de pan son escasas.

Losadéa descibe un caso de pvocacion oal
positiva con 10 mg dex-amilasa cuda en un
paciente que padecia asma del parmaglajue sin
embago, toleaba la ingesta de pan.

Kenry? descibe el caso de unaujer akcta de
asma del panaderque pesenté una caida del
PEFR del 21 % &s povocacion oal a dole cie
go cona-amilasa cocinada (100°C dunte 30
minutos). En mesta opinion, si bien la metodoclo
gia del estudio es aarcta, hg que hacer hingaé
en que el pan es hoeado a tempeaturas nuy
superores (220 a 250°C) a la utilizadas enhdic
estudio. Asimismo, Baéipullica un caso de asma
del panadear que pesentha dinica exclusivamen
te nasal, y un aumento de lasistencias nasales
por inomanometria &s ingfir pan cono-amilasa.
Llama la @encidon quepese a ser una paciente
asmatica, no mostra ninglin cambio en la funcion
pulmonar y que la procacion con pan sia-amk
lasa podujela, asimismo, cambios en lassisten
cias nasales en el limite de ser sigatfvos. Las
multiples sensibilizaciones que padecia esta
paciente (Denaophayoides pteonyssirus, @ite-
lios, pélenes) podrian justimos una preba fal-
samente posita.

Baur se plantea si puede consigise a lao-ami
lasa un antigno por via digstva. De once panaede
ros estudiados, tan sélo en uno encieatra débil
respuesta a la-amilasa calentada (200), por lo
que deduce que el calor no ingatde brma dso
luta la cpacidad de dlwo enzima pax fijar IgE. En
dicho trabajo considea que son @ctisos mas estu
dios paa \alorar la alegenicidad esidual o paii-
cion de mevos deteminantes s el honeado.

pan y otos poductos, siendo afiadido tanto en la No hemos ealizado pnebas de pwvocacion oal

fabrica de hanas como post@rmente en la para
deria, a tavés de los denominados mejaotes o
emulgentes panaos. Su actiidad enziméatica se
inactiva ente 70 y 75°C. Dada su bajanaesthi-
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en ruestos pacientes,a/ que todos ellos toldvan
sin poblema la ingsta de pan y pductos de
bolleria, que ellos mismoslfricaban utilizandoo-

amilasa.
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En rnuesto estudio, y a pesar deatarse de via digestva en los pacientes eaftos de asma del
pocos casos, pace quedar demosio que una panadep por sensibilizacion a dio enzima.
vez sometido dico enzima a las tempaturas
habituales de hareado, la actidad alegénica
desaarece tal y como quedaftejado en los test
cutaneos. Alun mas, tal y como seiesata en el BIBLIOGRAFIA
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