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RESUMEN 

 

En los últimos años se ha registrado un aumento en la prevalencia de reacciones 

alérgicas ante el contacto o consumo de crustáceos, ocasionando la activación de 

respuestas inmunológicas mediadas por anticuerpos IgE. La arginina cinasa (AK) es 

una enzima que participa en el metabolismo energético anaerobio de invertebrados a 

través de la síntesis fosfágenos como reserva de energía. Asimismo, es considerada 

como uno de los principales alérgenos presentes en invertebrados. Actualmente, no 

se ha estudiado el potencial alergénico de la jaiba café (Callinectes bellicosus), el cual 

es un crustáceo de gran importancia económica en nuestro Estado. Por lo tanto, el 

objetivo del presente trabajo es identificar a la arginina cinasa como uno de los 

principales alérgenos presentes en la jaiba café y sus epítopos de unión a IgE mediante 

un análisis bioinformático. Para ello, se purificó la AK a partir del músculo mediante 

precipitación fraccionada con sulfato de amonio a un 90% de saturación y por 

cromatografía de intercambio iónico, encontrando una banda única de peso molecular 

de ~40 kDa mediante SDS-PAGE, la cual fue identificada por espectrometría de masas 

como AK. La alergenicidad de la AK fue evaluada “in vitro” mediante western blot en 

condiciones nativas y desnaturalizantes por inmunodetección con IgE, utilizando 

sueros de pacientes alérgicos a la jaiba y/o crustáceos. El 70 % de los sueros 

evaluados presentaron reacción a la proteína nativa, mientras que un 80 % mostró 

detección con la proteína en condiciones desnaturalizantes. Por otro lado, se obtuvo 

la secuencia nucleotídica de 1,075 pb que codifican para 357 aminoácidos 

correspondientes a la AK, la cual tiene >90% de identidad con otras secuencias de 

AKs. A partir de la secuencia de aminoácidos se hizo un análisis bioinformático 

utilizando el programa BepiPred 1.0 y Secret-AAR, encontrando así ocho posibles 

epítopos de unión a IgE, los cuales presentan similitud con otros epítopos reportados 

en crustáceos. Este es el primer estudio en donde se logró identificar a la AK como 

una de las proteínas alergénicas presentes en la jaiba café. 
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INTRODUCCIÓN 

 

En los últimos años, la producción de alimentos marinos ha presentado una alta 

demanda a nivel mundial, ya que son parte importante de la dieta humana por su gran 

aporte nutricional. Sin embargo, la hipersensibilidad a mariscos se ha convertido en 

una de las reacciones anafilácticas de mayor prevalencia en varios países, en donde 

se activan respuestas inmunológicas mediadas por anticuerpos IgE, inducidas 

principalmente por el consumo o contacto con crustáceos (Sicherer y col., 2004; 

Múnera y col., 2013).  

En México las especies más importantes de jaiba que se capturan son 

Callinectes toxotes, Callinectes arcuatus y Callinectes bellicosus, siendo ésta última la 

más comercializada a nivel nacional e internacional y por lo tanto de mayor consumo 

(Cisneros y col., 2014; Ramírez-Félix y col., 2015). Las reacciones alérgicas hacia 

crustáceos han ido en aumento, por lo que varias investigaciones se han dirigido a la 

identificación de las proteínas responsables de causar dicha reacción inmunológica. 

Entre las proteínas alergénicas se destacan la tropomiosina, como el mayor alérgeno 

presente en invertebrados, la miosina y proteínas sarcoplasmáticas unidas al calcio 

(Daul y col., 1994; Shiomi y col., 2008; Rahman y col. 2010). De manera similar, se ha 

identificado a la arginina cinasa (AK) como alérgeno de camarón y de otras especies 

de cangrejos (García-Orozco y col., 2007; Mao y col., 2013). La arginina cinasa es una 

enzima que se encarga de catalizar la transferencia reversible de un grupo fosfato de 

alta energía de la fosfoarginina al ATP, para la regeneración de energía durante el 

aumento de actividad celular y se encuentra abundantemente en el músculo de 

diversas especies de invertebrados (Morrison y James, 1965; Yazawa, 1988). En 

estudios recientes, se ha logrado predecir e identificar experimentalmente epítopos 

lineares y conformacionales de la AK en el cangrejo de los manglares, Scylla 

paramamosain y el cangrejo de río, Procambarus clarkii, con el empleo de diferentes 

técnicas inmunológicas y bioinformáticas (Chen y col., 2013; Yang y col., 2015).  
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Actualmente, no se ha estudiado el potencial alergénico de la jaiba café, por lo 

que se desconocen las proteínas encargadas de provocar reacciones alérgicas a su 

consumo. Por ello, el presente trabajo se centra en identificar a la arginina cinasa como 

una de las principales proteínas alergénicas presentes en la jaiba café y sus posibles 

epítopos de unión con IgE. 
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ANTECEDENTES 

 

Importancia de la producción de crustáceos en México 

 

Los crustáceos son decápodos que se caracterizan por tener el cuerpo segmentado y 

poseer numerosos apéndices articulados, estos habitan en zonas marinas y costeras, 

y son uno de los principales animales marinos de mayor importancia económica a nivel 

mundial (Flores-Campaña y col., 2003; Arzola-González y col., 2010; Vinuesa y col., 

2015). También participan como reguladores ecológicos, siendo parte fundamental de 

la alimentación de diversas especies de peces y de otros animales de gran interés 

comercial (Cognetti y col., 2001; Santamaría-Miranda y col., 2006). Asimismo, se 

consideran parte fundamental de la dieta humana, por contener una gran cantidad de 

proteínas, ácidos grasos, vitaminas y minerales (Zikorski y col., 1990).  

La República Mexicana posee 11, 592.77 km de litoral, en donde 8, 475.06 km 

pertenecen al litoral del Pacífico, la cual es una zona que ofrece una gran diversidad 

de hábitats para el desarrollo de distintas especies marinas (DOF, 2006). En México 

se captura principalmente camarón, jaiba, langosta y langostino, siendo el primero con 

mayor valor económico, aportando alrededor de 17 mil 707 millones de pesos, seguido 

por la jaiba, generando 753.5 millones de pesos al año. El Estado de Sonora se ubica 

como uno de los estados más importantes que cultivan y capturan crustáceos en el 

país (CONAPESCA, 2017). 

 

Producción de jaiba en México 

 

La jaiba ha tenido gran aceptación por comerciantes por su alta calidad de distribución, 

ya que pueden exportarse enteras o desmenuzadas, a granel o en latas puesto que 

toda la captura en el país va directamente al consumo humano. En 2017, se reportó 

una captura de 48, 602 toneladas en donde la jaiba se encontró en la posición 9, tanto 
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en producción como venta pesquera en México, siendo Sinaloa, Sonora y Campeche 

los más grandes productores de jaiba, aportando un 74 % del volumen total (Figura 1 

y 2; CONAPESCA, 2017). Alrededor del 95 % de la captura comercial del Estado de 

Sonora es aportada por la jaiba café y la jaiba azul el 5 % restante. Se comercializa 

principalmente a las ciudades de Ciudad de México, Monterrey y Guadalajara e 

internacionalmente a Japón, Corea y Estados Unidos, en donde alrededor del 22 % de 

la captura total es exportada a este último país (Ramírez-Félix y col., 2003; 

CONAPESCA, 2014; López-Martínez y col., 2014). 
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Figura 1. Producción de jaiba en México (2013-2017). Base de datos de 

CONAPESCA. 
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Figura 2. Participación porcentual de la producción de jaiba en las principales 

entidades. Base de datos de CONAPESCA. 
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Generalidades de la jaiba 

 

Las jaibas, también conocidas como cangrejos nadadores, son crustáceos que 

pertenecen al género Callinectes de la familia Portunidae, habitan en la zona de ribera 

marina y lagunas costeras durante la fase adulta. Las especies C. bellicosus (jaiba 

café) y C. arcuatus (jaiba azul) se encuentran distribuidas en el Océano Pacífico, desde 

el sur de California, Estados Unidos hasta el Golfo de Tehuantepec y Perú, 

respectivamente; por otro lado, C. toxotes (jaiba negra) cubre la región del sur del Golfo 

de California hasta Colombia (Figura 3; Cisneros y col., 2014). Estas especies son un 

componente base en las principales pesquerías comerciales de varios países, siendo 

de igual manera un recurso pesquero marino aprovechado en la mayoría de las costas 

mexicanas. Su captura es habitualmente de tipo artesanal, utilizando artes de pesca 

sencillos y de bajo costo (Escamilla-Montes y col., 1998). 
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Figura 3. Distribución geográfica de Callinectes spp. en el océano Pacífico. Imagen 

modificada de Cisneros y col. (2014). 
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Reacciones alérgicas por consumo de alimentos  

 

Se define como alergia alimentaria a la respuesta anormal del sistema inmunológico 

ante la presencia de un antígeno específico, posterior al contacto, ingesta o inhalación 

de un alimento determinado (Medina-Hernández y col., 2015; Sánchez y col., 2018). 

En los últimos años, los casos por alergias alimentarias han ido en aumento, 

convirtiéndose en un importante problema de salud (Matricardi, 2014). Se ha reportado 

que alrededor de mil millones de personas presentan algún tipo de reacción alérgica 

en el mundo y se cree que esta cifra podría aumentar hasta cuatro mil millones de 

personas en el año 2050 (Asher y col., 2006; Matricardi, 2014).  

 No existen datos precisos sobre la incidencia de alergias hacia alimentos, ya 

que estos varían según su definición, población, métodos de diagnóstico, geografía, 

edad, dieta, entre otros factores. Sin embargo, este tipo de reacciones es frecuente en 

niños durante sus primeros años de vida, perjudicando al 6 % de niños menores de 3 

años y un 2 % de la población adulta (Macías-Iglesias, 2018). Se tienen identificados 

más de 170 alimentos que pueden llegar a causar una reacción alérgica, entre los más 

frecuentes se destacan la leche, el huevo, el pescado, la soya, los frutos secos, el trigo, 

los crustáceos y moluscos (Medina-Hernández y col., 2015).  

Los mariscos (crustáceos y moluscos) son responsables del 2.8-8 % de los 

casos de reacciones alérgicas por alimentos afectando mayormente a adultos (Macías-

Iglesias, 2018). Las reacciones hacia este tipo de alérgenos suelen aparecer como 

consecuencia de la ingesta, inhalación de vapores o contacto con el alimento. 

Normalmente este tipo de alergias son persistentes, frecuentemente causan 

reacciones de anafilaxia y existe un 75 % de posibilidad que las personas que son 

alérgicas a un crustáceo puedan a reaccionar a otras especies de crustáceos (Macías-

Iglesias, 2018). Asimismo, se han descrito casos donde una persona alérgica a 

mariscos puede presentar también alergia a los pescados, esto se debe a una co-

sensibilización (Macías-Iglesias, 2018). 
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Las manifestaciones clínicas de alergias a mariscos son similares a otras 

alergias alimentarias (Tabla 1). Los síntomas generalmente aparecen durante o 

posterior a las dos horas de exposición, aunque se ha reportado reacciones tardías de 

hasta ocho horas después de la ingesta (Lopata y col., 1997). Las afecciones 

respiratorias y orales se presentan con mayor incidencia que en otras alergias 

alimentarias, ocasionando que el individuo presente un cuadro clínico desfavorable 

(Matricardi y col., 2016). A diferencia de otros alimentos, la alergia a mariscos persiste 

de por vida hasta en un 90 % de los casos (Ruethers y col., 2018). La prevalencia de 

alergia a crustáceos es más alta que la provocada por moluscos, de acuerdo a datos 

obtenidos en un estudio realizado en Italia, donde el 10.3 % de los adultos italianos 

presentan afección alérgica a estos alimentos, siendo el langostino y el cangrejo los 

principales en causar anafilaxia, tanto en niños como en adultos (Burney y col., 2010; 

Moonesinghe y col., 2016). El consumo de cangrejos es común en la dieta de muchas 

poblaciones en todo el mundo, encontrándose entre los crustáceos más populares 

(FAO, 2010). Sin embargo, el consumo de cangrejo es una de las ocho fuentes 

principales de alérgenos alimentarios propuestos por la Organización de las Naciones 

Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO) y la Organización Mundial de la 

Salud (OMS). Son frecuentes los informes sobre las reacciones alérgicas inducidas 

por la ingesta de estos crustáceos, especialmente en áreas costeras donde los 

mariscos son comunes en la dieta (Liang y col., 2008). Se han reportado en varios 

países asiáticos una prevalencia en las reacciones inmunitarias hacia crustáceos. En 

Taipei, Taiwán el cangrejo es el alérgeno alimentario más común entre infantes con 

una prevalencia del 88 % (Wan y col., 2010). Mientras que, en Singapur, la alergia al 

cangrejo afecta hasta al 16.2 % de los adultos (Thong y col., 2007).  
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Tabla 1. Sintomatología de reacciones alérgicas a alimentos.  

Sistema Síntoma 

Cutáneos Urticaria 

 Dermatitis atópica  

 Angioedema 

Digestivos Dolor abdominal  

 Dificultad para deglutir  

 Diarrea  

 Vómito 

 Comezón en la faringe  

 Síndrome de alergia oral  

Respiratorios Rinitis 

 Tos 

 Disfonía 

 Asma 

Generales Paro respiratorio (Anafilaxis) 

 Hipotensión 

Fuente: Macías-Iglesias (2018). 
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Respuesta del sistema inmunológico  

 

El sistema inmunológico de algunos sujetos, en situaciones normales tolera bien los 

alimentos, pero existen situaciones en las que reacciona de manera patológica al verse 

afectado por la presencia de antígenos que son obtenidos durante la ingesta de 

alimentos, dando origen a una alergia alimentaria (Macías-Iglesias, 2018). Existen 

algunos factores que podrían ocasionar este tipo de afecciones como, por ejemplo, 

condiciones ambientales, alteraciones en el tracto gastrointestinal, polimorfismos 

genéticos, dosis, tipo y vía de administración del alérgeno o la edad de la persona 

(Macías-Iglesias, 2018). Las reacciones alérgicas por alimentos son similares a otras 

respuestas inmunitarias, necesitan de un estímulo antigénico para generar una 

respuesta (Macías-Iglesias, 2018). Son respuestas moderadas por procesos 

inmunológicos, los cuales se pueden clasificar en función al mecanismo que se 

encuentre implicado durante la afección: 1) respuesta mediada por inmunoglobulinas 

E (IgE), dando lugar a una reacción de hipersensibilidad de tipo I (urticaria, síndrome 

de alergia oral, vómito, diarrea, etc.), 2) respuesta no mediada por IgE (enterocolitis, 

enfermedad celíaca y dermatitis) y 3) mixta, en donde participan ambas respuestas 

(gastroenteritis eosinofílica alérgica, asma alérgica) (Sampson, 1999; Macías-Iglesias, 

2018).  

En el desarrollo de una respuesta inmunitaria ante una alergia alimentaria mediada 

por IgE, se sigue una serie de pasos, en donde el individuo genera sensibilización al 

ser expuesto a una cierta cantidad del compuesto alergénico, induciendo una 

respuesta de anticuerpos IgE (Figura 4): 

1. Fase de sensibilización: comienza cuando se capta la presencia del antígeno y 

los linfocitos T CD4 + (LT) vírgenes son presentados por células presentadoras 

de antígeno (APC) como células dendríticas, macrófagos y linfocitos B (LB) que 

utilizan citocinas (IL-4 e IL-13). Los LT vírgenes se convierten en linfocitos Th2, 

ayudando a que los LB se transformen en células plasmáticas, para la 
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producción de IgE específicas al antígeno. Durante esta fase no se muestran 

síntomas. 

2. Fase efectora: si existe una exposición frecuente al antígeno, se estimula la que 

las inmunoglobulinas E se unan a los receptores de basófilos y mastocitos, 

originando que se activen y liberen compuestos inflamatorios (histamina, 

leucotrienos, etc.) los cuales funcionan como mediadores durante la respuesta 

inmunológica. Una vez dada esta reacción, aparecen síntomas a nivel piel y 

mucosas. Esta fase inicia al poco tiempo de que se da la exposición con el 

antígeno y puede presentar una fase tardía a las 2-24 h de haber estado en 

contacto. 

3. Fase crónica: se debe a la continua repetición de las fases tardías (McFarlane, 

2000; Abbas y Lichtman, 2003). 
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Figura 4. Fases de la respuesta inmune mediada por IgE. Imagen modificada de 

Macías-Iglesias (2018). 
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Características de proteínas alergénicas 

 

Los aspectos de la estructura de la proteína que pueden ser relevantes para la 

alergenicidad son la solubilidad, la estabilidad, el tamaño y lo compacto que se 

encuentre su estructura (Thomas y col., 2005). Estos aspectos reflejan la dependencia 

de la alergenicidad en el transporte sobre las barreras mucosas y la susceptibilidad a 

las proteasas (Thomas y col., 2005). La proteólisis parcial los alérgenos favorece el 

transporte de la mucosa y por lo tanto aumenta el potencial alergénico (Thomas y col., 

2005). Sin embargo, esta modificación postraduccional también puede afectar al 

alérgeno de diferentes maneras, como formar nuevos epítopos o inhibiendo su 

potencial alergénico (Thomas y col., 2005).  

También la participación de anticuerpos IgE específicos han sido de gran 

importancia en la evaluación de los alérgenos alimentarios. Gracias a los recientes 

avances tecnológicos en biología molecular, se han identificado en varias especies los 

compuestos responsables de causar una respuesta inmunitaria, elucidar sus 

estructuras moleculares y los epítopos de unión a IgE, los cuales son considerados 

como un buen indicador en la identificación de pacientes con alergia a alimentos, 

predecir la gravedad clínica y el desarrollo de tolerancia (Lin y Sampson, 2009; Matsuo 

y col., 2015). 

Los epítopos de unión a IgE pueden dividirse en dos tipos: lineales y 

conformacionales. Los epítopos lineales comprenden secuencias continuas de 

aminoácidos, mientras que los conformacionales están formados por aminoácidos 

espacialmente adyacentes ubicados de forma distante en la estructura primaria de las 

proteínas (Figura 5; Matsuo y col., 2015).  
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Figura 5. Tipos de epítopos de células B. Los epítopos lineales (a) están compuestos 

por residuos de aminoácidos continuos, mientras que los epítopos conformacionales 

(b) presentan residuos no continuos a lo largo de la secuencia. Imagen modificada de 

Sanchez-Trincado y col. (2017). 
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Alérgenos en crustáceos  

 

El camarón es uno de los principales alimentos causante de alergias, por lo que ha 

sido una de las especies de crustáceos más estudiadas en el desarrollo de estrategias 

para contrarrestar la respuesta alérgica (Ruethers y col., 2018). Sin embargo, el 

consumo de otras especies como cangrejos y jaibas también se han relacionado con 

el desarrollo de alergias (Ruethers y col., 2018). Los alérgenos en crustáceos son 

proteínas que se localizan principalmente en tejido muscular, el cefalotórax o las 

huevas (Ruethers y col., 2018). Estos compuestos se caracterizan por presentar alta 

solubilidad en agua, elevada estabilidad térmica y un punto isoeléctrico ligeramente 

ácido (Lopata y col., 2016; Ruethers y col., 2018).  

En las últimas dos décadas se han identificado varios alérgenos en crustáceos 

como el camarón tigre grande, Penaeus monodon, el camarón o gamba gris, Crangon 

crangon y cangrejos como el cangrejo del río, Procambarus clarkii, el cangrejo de las 

nieves, Chionoecetes opilio, especies de Scylla y el cangrejo azul, Portunus pelagicus 

(Tabla 2; García-Orozco y col., 2007; Shiomi y col., 2008; Rahman y col., 2010; 

Rosmilah y col., 2012; Chen y col., 2013). Esto ha sido posible en gran medida por el 

desarrollo de la proteómica y transcriptómica apoyado por herramientas de 

secuenciación masiva permitiendo obtener de un gran número de secuencias de 

proteínas en tiempos relativamente cortos y cada vez con un menor costo (Fu y col., 

2018). Además, las técnicas tradicionales de caracterización de alérgenos y el 

desarrollo de nuevas estrategias como la bioinformática han favorecido la identificación 

de epítopos alergénicos (Fu y col., 2018).  

Entre las proteínas alergénicas identificadas en estos organismos se destacan la 

tropomiosina, arginina cinasa, triosa fosfato isomerasa, miosina, entre otras, en las 

cuales se ha encontrado que sus funciones están asociadas con el movimiento 

muscular y el metabolismo energético (Ruethers y col., 2018). La tropomiosina, es 

conocida como uno de los alérgenos más importantes y de mayor prevalencia en 

invertebrados marinos (Shiomi y col., 2008; Rahman y col., 2010). De manera similar, 
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se ha reportado a la arginina cinasa como alérgeno del camarón y de otras especies 

de cangrejos (García-Orozco y col., 2007; Mao y col., 2013). Ambas proteínas son 

capaces de desencadenar reacciones cruzadas y potenciar la respuesta alérgica 

(Giuffrida y col., 2014; Pascal y col., 2015).  Se ha estimado que existe una 

probabilidad del 10 al 51 % de que individuos alérgicos presenten reacción cruzada 

entre la tropomiosina y la AK de diversas especies de crustáceos (Ayuso y col., 2010). 
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Tabla 2. Proteínas alergénicas identificadas en crustáceos. 

Crustáceo Alérgeno Autor(es) 

Cangrejo de río 
(Procambarus 

clarkii) 

Proteína sarcoplasmática de unión 
a calcio (PSC) 

Chen y col. (2013) 

Cangrejo de 
manglares o barro 

(Scylla spp.) 

Arginina cinasa Mao y col. (2013), Shen y 
col. (2011) 

Cangrejo o jaiba 
azul (Portunus 

pelagicus) 

Tropomiosina y arginina cinasa Rosmilah y col. (2012) 

Camarón o gamba 
gris (Crangon 

crangon) 

Arginina cinasa, troponina C, 
tropomiosina miosina de cadena 
ligera, triosa fosfato isomerasa, 

PSC 

Bauermeister y col. (2011) 

Cangrejo de las 
nieves 

(Chionoecetes 
opilio) 

Arginina cinasa Rahman y col. (2011) 

Langostino tigre 
(Penaeus monodon) 

Miosina de cadena ligera, arginina 
cinasa, tropomiosina y PSC  

Rahman y col. (2010), 
Shiomi y col. (2008) 

Camarón blanco del 
Pacífico 

(Litopenaeus 
vannamei) 

Arginina cinasa García-Orozco y col. 
(2007) 

Cangrejo rojo 
(Charybdis feriatus) 

Tropomiosina Leung y col. (1998) 

Camarón café 
(Penaeus aztecus) 

Tropomiosina Daul y col. (1994) 
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Arginina cinasa: Estructura y función 

 

La arginina cinasa (E.C. 2.7.3.3) tiene como función principal catalizar la transferencia 

reversible de un fosfato de alta energía de la fosfoarginina a una molécula de ADP 

para formar ATP: 

                  

Para evitar la hidrólisis de ATP, las cinasas son capaces de proteger sus sitios 

activos de medios acuosos, a partir de un ajuste inducido (Jencks, 1975). Este proceso 

implica el cierre de un dominio sobre otro cuando se une al sustrato. Este cierre de 

dominio también elimina los sustratos y evita el escape de los intermediarios de la 

reacción (Koshland, 1958, 1994; Anderson y col., 1979; Knowles, 1991). Se considera 

que la enzima se encuentra libre al estar en una conformación abierta y se cierra al 

unirse el sustrato. 

En el músculo, la AK funciona como un amortiguador temporal de ATP durante 

las transiciones de descanso al trabajo y también puede servir para aminorar la 

concentración espacial de ATP durante la actividad contráctil sostenida (Ellington, 

2001). Además, se encuentra involucrada en procesos biológicos que demandan 

grandes cantidades de energía, como la contracción muscular, el movimiento flagelar 

y transporte de iones (Bessman y Carpenter, 1985; Wallimann y col., 1992). 

 La arginina cinasa ha sido estudiada ampliamente en invertebrados donde las 

investigaciones han sido dirigidas en aislar a la enzima, determinar sus condiciones de 

trabajo y caracterizarla tanto molecular como bioquímicamente, con el fin de 

comprender su función en el metabolismo energético. La AK posee alrededor de 356 

residuos de aminoácidos con un peso molecular de 38–45 kDa, un punto isoeléctrico 

(pI) aproximadamente de 6 y un pH óptimo de 8.2 y 6.9 durante la síntesis de 

fosfoarginina y ATP, respectivamente (Storey, 1977; Jarilla y col., 2014). Esta enzima 

se ha aislado y purificado en varios insectos y organismos marinos como el camarón 

blanco del Pacífico, Litopenaeus vannamei, donde purificaron y evaluaron la actividad 
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enzimática de la AK (Tabla 3; García-Orozco y col., 2007). En 2013, López-Zavala y 

col. aislaron a la AK y obtuvieron dos estructuras cristalinas en este mismo organismo, 

una en un complejo binario de la enzima AK con arginina y otra en un complejo análogo 

de estado de transición ternaria (Figura 6; López-Zavala y col., 2013). En los reportes 

sobre la obtención de las constantes de Michaelis-Menten, se encontró que en la 

cucaracha americana (Periplaneta americana) y el camarón blanco del Pacífico, la AK 

tiene mayor afinidad por el sustrato ATP, mientras que, en el calamar, 

Symplectoteuthis oualaniensis, es favorable la reacción reversible de la enzima en la 

síntesis de ATP, al tener mayor afinidad al ADP (Storey, 1977; Brown y col., 2004; 

Hernández-Flores, 2014). 
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Tabla 3. Estudios sobre la caracterización de la arginina cinasa en diferentes 

organismos. 

Organismo Aportación(es) Autor(es) 

Camarón de río 

oriental 

(Macrobrachium 

nipponense) 

Aumento en la expresión de la AK durante el 

estrés oxidativo ocasionado por altas 

concentraciones salinas 

Huang y col. 

(2020) 

Pulga de agua 

(Daphnia magna) 

Participación de Hys284 en la actividad 

catalítica de la AK 

Rao y col. (2020) 

Cangrejo de 

manglares o barro 

(Scylla paramamosain) 

Purificación y obtención de la estructura 

cristalina de la AK 

Yang y col. 

(2019) 

Camarón blanco del 

Pacífico (Litopenaeus 

vannamei) 

Purificación, ensayos de actividad enzimática 

y determinación de constantes cinéticas 

Hernández-

Flores (2014). 

Cangrejo de río 

(Procambarus clarkii) 

Purificación y caracterización fisicoquímica e 

inmunológica de la AK 

Chen y col. 

(2013) 

Camarón blanco del 

Pacífico (Litopenaeus 

vannamei) 

Obtención de dos estructuras cristalinas de la 

AK 

López-Zavala y 

col. (2013) 

Pulpo oriental 

(Octopus fangsiao) 

Purificación de la AK y se analizaron sus 

características moleculares, inmunológicas y 

fisicoquímicas 

Shen y col. 

(2012) 

Camarón blanco del 

Pacífico (Litopenaeus 

vannamei) 

Purificación, ensayos de actividad enzimática 

e inmunoreactividad a IgE 

García-Orozco y 

col. (2007) 

Langosta migratoria 

(Locusta migratoria 

manilensis) 

Clonación y expresión de la AK en 

Escherichia coli. Purificación y constantes 

cinéticas (Km y Kd)  

Wu y col. (2007) 
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Figura 6. Complejo binario de la estructura cristalina de la AK de L. vannamei con 

arginina. Imagen tomada de base de datos PBD: 4BHL. 

 

 

 

 

 

. 

 

 

 



33 
 

Arginina cinasa en reacciones alérgicas 

 

La arginina cinasa es uno de los alérgenos más estudiados en invertebrados, ha sido 

caracterizada principalmente en especies de camarones como un alérgeno 

clínicamente relevante después de la tropomiosina (Ayuso y col., 2010). En el camarón 

blanco chino, Penaeus chinensis y en L. vannamei se han identificado las regiones de 

aminoácidos que reaccionan con anticuerpos (Tabla 4). También en el cangrejo de 

manglares, S. paramamosain, predijeron nueve epítopos lineares y siete epítopos 

conformacionales por medio de análisis bioinformáticos. A su vez, detectaron a la 

arginina cinasa como alérgeno en condiciones nativas y desnaturalizantes, mediante 

ensayos dot-blot y western blot, respectivamente (Mao y col., 2013).  

Si bien ya se han reportado y caracterizado alérgenos de algunas especies de 

cangrejos, no se han identificado las proteínas alergénicas de las principales especies 

de jaibas de interés comercial en América, como la jaiba café, C. bellicosus.  Por ello, 

el presente trabajo se propone identificar a la arginina cinasa como una proteína 

alergénica de la jaiba café, así como predecir sus epítopos de unión a IgE. 
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Tabla 4. Sitios de unión a IgE con arginina cinasa en crustáceos. 

Especie Tipo de 

epítopos 

Epítopos de unión a IgE 

(No. de aminoácidos) 

Autor(es) 

Camarón chino 

(Penaeus 

chinensis) 

Linear 19-33, 55-72, 91-107, 123-

135, 140-154, 158-169, 250-

266, 286-299, 320-333, 337-

356 

Fu y col. 

(2018) 

Cangrejo de río 

(Procambarus 

clarkii) 

Conformacional 91–92, 94–98, 100–101, 106, 

108, 314 115–116, 172, 174–

176, 178–180, 183, 263, 295, 

299 

Chen y 

col., 

(2013) 

 Linear 39-43, 89-103, 146—152, 

252-256, 311-317, 325-330 

 

Cangrejo de 

manglares (Scylla 

paramamosain) 

Linear 39-44, 87-103, 146-151, 174-

181, 253-256, 294-298, 309-

317, 325-330 

Mao y col., 

(2013) 

 Conformacional 91-100, 106, 115-116, 172-

183, 263, 295-299, 315, 320-

321 

 

Camarón blanco 

del Pacífico 

(Litopenaeus 

vannamei) 

Linear 1-18, 25-42, 64,96, 121-141, 

142-159, 160-192, 232-255, 

319-342 

Ayuso y 

col., 

(2012) 
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HIPÓTESIS 

 

 

La arginina cinasa es uno de los principales alérgenos en la jaiba café (Callinectes 

bellicosus) y es capaz de generar una respuesta inmunológica en sueros de pacientes 

alérgicos. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

 

Identificar a la arginina cinasa como uno de los principales alérgenos presentes en la 

jaiba café (Callinectes bellicosus) y sus epítopos de unión a IgE mediante un análisis 

bioinformático. 

 

Objetivos Específicos 

 

1. Purificar la arginina cinasa a partir del músculo de la jaiba café. 

2. Evaluar la inmunoreactividad a IgE in vitro en condiciones nativa y 

desnaturalizada utilizando sueros de sujetos alérgicos.  

3. Obtener una secuencia nucleotídica del ADN complementario que codifica para 

la arginina cinasa de la jaiba café. 

4. Predecir las regiones antigénicas de unión a IgE de la arginina cinasa a partir 

de su secuencia de aminoácidos, mediante un análisis bioinformático. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Evaluación de la arginina cinasa de la jaiba café como alérgeno 

 

Obtención de sueros 

 

Para la obtención de sueros se seleccionaron individuos alérgicos a la jaiba u otros 

crustáceos mediante la aplicación de un cuestionario, con el fin de recopilar 

información sobre los antecedentes familiares, manifestaciones clínicas durante o 

posterior al consumo de crustáceos y si han recibido inmunoterapias (Tabla 5), con la 

autorización del Comité de Ética en Investigación (CEI) de la Universidad de Sonora 

(Anexo I). Se consideraron como criterios de inclusión a aquellas personas con historial 

de alergias hacia el consumo de carne de jaiba (Anexo II). En caso de que los sujetos 

no tuvieran conocimiento de respuesta alérgica al consumo de jaiba, pero si al 

consumo de otros crustáceos, como el camarón, también se recolectaron muestras de 

suero. Esto con la finalidad de identificar si existe una reacción cruzada a estos dos 

tipos de alimentos.  

La recolección de sangre periférica de cada sujeto se llevó a cabo en tubos BD 

Vacutainer® SST™ por venopunción, la cual se conservó a temperatura ambiente 

hasta la formación del coágulo. Todas las muestras se centrifugaron a 3,000 rpm por 

5 min y se recolectó el suero, el cual fue dividido en alícuotas y se conservó a -80°C 

hasta su uso. 
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Tabla 5. Características de los sueros de los sujetos alérgicos y no alérgicos.  

Sujeto 
(código) 

Sexo Edad Control Alergias 
conocidas 

763 H 22 + Camarón 

974 M 28 + Jaiba 

184 M 20 + Jaiba 

447 M 29 + Camarón 

164 H 18 + Varios alimentos 

330 M 19 + Jaiba 

793 H 21 + Jaiba 

365 M 22 + Jaiba 

480 M 22 + Jaiba 

354 H 53 + Jaiba 

503 H 25 - Ninguna 

875 H 34 - Ninguna 
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Recolección de jaiba y purificación de la AK 

 

La jaiba café (C. bellicosus), se obtuvo del área costera de Bahía de Kino, Sonora. 

Esta fue identificada morfológicamente por pescadores dedicados a la captura de este 

organismo. Los especímenes se congelaron a -80 °C en el Laboratorio de 

Investigación de Alimentos de la Universidad de Sonora hasta su uso. La purificación 

de la AK se realizó a partir del músculo de la jaiba para lo cual se siguió el método 

descrito por García-Orozco y col. (2007) modificado. Se homogenizaron 10 g de 

músculo de la quela de la jaiba con 50 mL de buffer lisis (Tris-HCl 100 mM, PMSF 25 

µM, 2-mercaptoetanol 10 mM, EDTA 1mM, clorhidrato de benzamidina 1mM, pH 8.0). 

El homogenado se mantuvo en agitación constante por 16 h a 4 ºC. Posteriormente, 

se clarificó por centrifugación a 18,000 x g por 20 min a 4 ºC. El sobrenadante obtenido 

se sometió a una precipitación fraccionada con sulfato de amonio del 60 y 90 % de 

saturación. Se recuperó el precipitado de la fracción del 90 %, el cual fue resuspendido 

en buffer A (Tris-HCl 10 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM y EDTA 0.1mM, pH 8.0) y se 

dializó exhaustivamente contra este mismo buffer. El dializado se clarificó por 

centrifugación a 18, 000 x g a 4 ºC por 20 minutos y se le midió la concentración de 

proteína por el método de Bradford (Bradford, 1976). Esta fracción se inyectó a una 

cromatografía de intercambio iónico utilizando un sistema de cromatografía líquida 

ÄKTA prime plus (GE Healthcare Life Sciences) y una columna pre-empacada Q 

sepharosa de 5 mL (GE Healthcare Life sciences) previamente equilibrada con buffer 

A. La columna se lavó con este buffer para eliminar las proteínas no unidas. La elución 

se realizó mediante un gradiente lineal del 0 al 100 % de buffer B (buffer A + NaCl 1 

M) a un flujo de 3 mL/min. Durante toda la cromatografía se registró la absorbancia a 

280 nm y se colectaron fracciones de 3 mL, las cuales fueron analizadas por SDS-

PAGE. Las fracciones en las que se observó la presencia de una banda única del peso 

molecular esperado para la AK (aprox. 40 kDa) se almacenaron a 4 ºC para su 

posterior uso. 
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Cuantificación de proteína y electroforesis SDS-PAGE y nativa 

 

La concentración de proteína de las fracciones se determinó por el método de Bradford 

adaptado a microplaca como se describe a continuación: 250 µL del reactivo de 

Bradford se mezclaron con 45 µL de agua ultrapura y 5 µL de la muestra. La reacción 

se incubó a 25 °C por 5 minutos y se midió la absorbancia a una longitud de onda de 

595 nm utilizando un espectrofotómetro de microplaca Multiskan GO (Thermo Fisher 

Scientific, Japón). Cada medición se realizó por triplicado y se utilizó el buffer A como 

blanco de la reacción. La concentración de proteína se calculó por regresión lineal, 

utilizando como referencia albúmina de suero bovino (ASB) como estándar (0 – 2 mg). 

Las fracciones proteicas obtenidas en el extracto y en la precipitación con 

sulfato de amonio, se analizaron por electroforesis de poliacrilamida en geles al12% 

en condiciones desnaturalizantes y nativas (Laemmli, 1970). Por último, los geles 

fueron teñidos por una hora con 0.1 % de azul brillante de Coomassie y se digitalizaron 

en un fotodocumentador Gel Doc®EZ (BioRad). 

 

Identificación de la arginina cinasa por LC-MS 

 

La banda correspondiente al peso molecular esperado para AK fue cortada del gel y 

enviada para su secuenciación mediante servicio del Laboratorio Universitario de 

Proteómica del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional Autónoma de 

México (IBt-UNAM). Brevemente, la muestra fue reducida con ditiotreitol, alquiladas 

con iodoacetamida, digeridas con tripsina y posteriormente se analizaron por LC-MS 

acoplado a un espectrómetro de masas LTQ-Orbitrap Velos con fuente de ionización 

tipo nano-electrospray (ESI). Una vez obtenidas la secuencia del fragmento, estos 

fueron analizados comparándolos con secuencias depositadas en la base de datos de 

UniProt. 
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Evaluación in vitro de la AK de la jaiba café por western blot 

 

La detección de la AK presente en las fracciones del músculo de la jaiba café se realizó 

por inmunotransferencia húmeda en una cámara Mini Trans-Blot® Cell (BioRad). Esta 

se llevó a cabo de la siguiente manera: se utilizaron membranas de fluoruro de 

polivinilideno (PDVF) que fueron sumergidas brevemente en etanol concentrado y 

después en buffer de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, 20 % metanol, pH 

8.3). La transferencia de la AK a la membrana se realizó a 200 mA por 105 minutos. 

Una vez terminada la transferencia, se lavó la membrana con 0.05 % de Tween-20 en 

TBS (Tris con buffer de solución salina) y se incubó durante 1 h en solución 

bloqueadora (5 % caseína de leche bovina en buffer Tween/TBS) a temperatura 

ambiente. Se lavó nuevamente con buffer Tween/TBS y se incubó a temperatura 

ambiente con suero de sujetos alérgicos (1:250 con buffer Tween/TBS) como 

anticuerpo primario por 24 h. Se retiró el anticuerpo primario, se lavó la membrana con 

buffer Tween/TBS y se incubó nuevamente la membrana con el anticuerpo secundario 

(anticuerpo IgE antihumano de conejo; Sigma Aldrich) a una dilución de 1:3000 con 

buffer Tween/TBS por 1.5 h (García-Orozco y col., 2007). Previamente el anticuerpo 

secundario fue biotinilado con 200 uL de biotina-n-succinimida 0.1 M (BNHS) en 

dimetilformamida (DMF) y dializado contra NaCl 0.1 M por 24 h. Posteriormente, se 

lavó la membrana con buffer Tween/TBS y se incubó con estreptavidina conjugada 

con peroxidasa (HRP; EMD Millipore Corp) a una dilución de 1:2000 con buffer 

Tween/TBS por 1.5 h. Finalmente, las proteínas fueron detectadas empleando la 

solución reveladora: 10 mg de 3 3,3‐Diaminobencidina (DAB; Sigma Aldrich) en 15 mL 

de buffer TBS y 12 µL de peróxido de hidrógeno (30% p/v; H2O2). La reacción se detuvo 

hasta que se observó la presencia de bandas en el tamaño esperado. Se realizaron 

controles experimentales y negativos con sueros de sujetos no alérgicos. 
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Predicción de epítopos de unión a IgE de la arginina cinasa de la jaiba café 

 

Diseño de oligonucleótidos 

 

Actualmente no se encuentra reportada la secuencia nucleotídica de la arginina cinasa 

de la jaiba café, por lo que se diseñaron oligonucleótidos a partir de la secuencia 

reportada de la jaiba azul del Atlántico, Callinectes sapidus en la base de datos 

GenBank (No. acceso: AF233355.1) para obtener de la secuencia de la AK. Los 

oligonucleótidos contienen entre 40 y 60 % de GC y una longitud entre 20 y 24 pares 

de bases con el fin de obtener un amplicón de ~1000 pares de bases, tamaño idóneo 

para la obtención de la secuencia nucleotídica que codifica a la arginina cinasa (Tabla 

5). 
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Tabla 6. Características de los oligonucleótidos diseñados para AK de C. bellicosus. 

Oligonucleótidos Secuencia pb %G
C 

Tm 
°C 

AKcrab_Fw1 ATGGCTGACGCTGCTACCATTG 22 54.5 68 

AKcrab_Rv1 TTACTGCATTTCCTTCTCAATCTT 24 33.3 62 

AKcrab_Fw2 GACCAAGGAAGTGCAGCAAAAGC 23 52.1 68 

AKcrab_Rv2 GGAAGCGGTCACCCTCCTTGA 21 61.9 70 
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Extracción de ARN total de C. bellicosus 

 

Para la obtención de la secuencia de ADN complementario (ADNc) se utilizaron 130 

mg del músculo de la quela de la jaiba café, los cuales fueron macerados en 1 mL de 

reactivo TRIzol® (Invitrogen, CA) y de acuerdo con lo descrito por Chomczynski y 

Sacchi (1987). Posteriormente, al ser homogenizado el músculo, se añadieron 200 μL 

de cloroformo, se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugó a 

12,000 x g por 15 minutos a 4 °C. Se recolectó la fase acuosa y se llevó a cabo 

nuevamente la extracción adicionando 500 μL de TRIzol®. Se recuperó la fase acuosa 

a la cual se le adicionó 1 mL de isopropanol frío, se incubó por 10 minutos y se 

centrifugó a 12,000 x g por 15 minutos a 4 °C. Se desechó el sobrenadante y el 

precipitado se lavó con 1 mL de etanol frío al 75 % en agua tratada con dietil 

pirocarbonato al 0.1 % (DEPC). Para finalizar la extracción, se centrifugó a 7,500 x g 

por 5 minutos a 4 °C y se desechó el sobrenadante; el exceso de etanol restante se 

eliminó por evaporación. El precipitado se re-suspendió en 30 μL de agua DEPC al 0.1 

%. 

 

Cuantificación y evaluación de la integridad del ARN Total 

 

El ARN total obtenido se cuantificó por triplicado a una longitud de onda de 260 y 280 

nm en el espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000 v 3.5.2, (Thermo Scientific, USA). 

Posteriormente, se valoró la integridad del ARN por electroforesis en gel de agarosa 

al 1 % con UView™ 6x Loading Dye (1 μL/5 μL de muestra; Bio-Rad Laboratories, Inc.) 

como marcador fluorescente, utilizando 3 μg de ARN total. La electroforesis se llevó a 

cabo a 60 volts y el gel fue fotodocumentado con el sistema Gel Doc™ EZ Gel 

Documentation System (Bio-rad, USA) y analizado con el programa Image Lab™ 

Sofware (Bio-rad, USA). 
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Digestión del ADN genómico presente en muestras de ARN total y síntesis del 

ADN complementario 

 

Para la obtención completa del ADNc fue necesario eliminar la contaminación por ADN 

genómico (ADNg) que se encuentra en la muestra de ARN total extraída. Para ello se 

digirieron 5.5 µg de muestra con DNasa I (1 U/µg de ARN; Sigma, USA) en buffer de 

reacción y siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, la mezcla se incubó 

a 37 °C por 20 minutos, se añadió 1 µL de EDTA 50 mM para inactivar la enzima y se 

incrementó la temperatura a 70 °C por 10 minutos. Posteriormente, se comprobó la 

eliminación del ADNg por medio de PCR convencional y electroforesis en gel de 

agarosa al 1 %. 

El ADNc fue sintetizado a partir de 5 μg de ARN total de C. bellicosus libre de 

ADNg empleando el kit comercial SCRIPT cDNA Synthesis Kit (Jena Bioscience, 

Alemania), siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se preparó una 

mezcla con 5 μg de ARN total, 0.5 µL de oligo (dT)20, y se incubó a 65 °C por 5 minutos. 

Se enfrió en hielo por 5 minutos, se agregó una segunda mezcla con 4 µL de SCRIPT 

RT Buffer complete, 1 µL de dNTP Mix 10 mM, DTT stock solution 100 mM, 1 µL de 

RNase Inhibitor y 0.5 µL de SCRIPT Reverse Transcriptase y se llevó hasta un 

volumen de 20 μL con H2O libre de nucleasas. La reacción se incubó a 25 °C por 5 

minutos y después a 42 °C por una hora. Posteriormente, se incubó a 70 °C durante 

15 minutos para inactivar la enzima transcriptasa reversa. Finalmente, el ADNc se 

almacenó a -20 °C hasta su uso.  

 

Obtención de la secuencia nucleotídica de la arginina cinasa 

 

A partir del ADNc sintetizado se llevó a cabo un PCR convencional utilizando los 

oligonucleótidos diseñados para la amplificación de la arginina cinasa de C. bellicosus. 

La reacción de PCR se realizó usando 24 μL de la mezcla preparada a partir de 12.5 

μL H2O agua ultrapura, 2.5 μL coral 10x, 2.5 μL buffer 10x, 0.5 μL dNTPs 10 mM, 5 μL 
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solución Q 5x, 0.125 μL Taq (5 U/μL) y 0.5 μL de cada oligonucleótido 1.6 mM y 1 μL 

de ADNc (equivalentes a 200 ng de ARN total). Las condiciones de amplificación 

fueron las siguientes: 95 °C por 5 minutos (un ciclo); 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 

30 segundos y 72 °C por 1.5 minutos (35 ciclos) y una extensión de 72 °C por 10 

minutos en un termociclador C-1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad, USA). Por 

último, los productos de PCR obtenidos se analizaron en geles de agarosa al 1 % y 

purificados por columnas GFX (General Electric, CA), siguiendo las condiciones del 

fabricante. La secuenciación nucleotídica se llevó a cabo por el método de Sanger a 

través de un servicio externo a la Unidad de Síntesis y Secuenciación del Instituto de 

Biotecnología de la Universidad Autónoma Nacional de México (IBt-UNAM). La 

secuencia fue analizada en el software Chromas y fue identificada realizando una 

búsqueda blast en la base de datos de NCBI contra la secuencia reportada de C. 

sapidus (No. acceso: AF233355.1). A partir de la secuencia obtenida, se dedujo la 

secuencia de aminoácidos por el programa ExPASy 

(https://web.expasy.org/translate/). 

 

Predicción de los epítopos de unión a IgE de la arginina cinasa 

 

La predicción de las regiones alergénicas presentes en la secuencia deducida de 

aminoácidos de la AK, se realizó a través de diferentes programas informáticos. Se 

utilizaron los softwares BepiPred 1.0 y Secret-AAR los cuales pronostican la ubicación 

de los epítopos lineales de células B utilizando una combinación entre el modelo oculto 

de Markov y un método de escala de propensión o epítopos conformacionales con 

ayuda del algoritmo Random Forest (Larsen y col., 2006; Cornejo-Granados y col., 

2018). Y para los epítopos conformacionales se usó DiscoTope 2.0 que predice 

residuos de aminoácidos discontinuos con tendencia a ser alergénicos. Este programa 

calcula la accesibilidad a la superficie (estimada en términos de números de contacto) 

y califica a los aminoácidos a ser propensos a ser epítopos. El resultado final se calcula 
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al combinar las puntuaciones de propensión de los residuos en la proximidad espacial 

y los números de contacto (Kringelum y col., 2012). 

 

Modelo estructural de la arginina cinasa y sus regiones alergénicas 

 

A partir de la secuencia deducida de aminoácidos, se generó un modelo por homología 

de la estructura de la AK de C. bellicosus. El modelo se construyó utilizando el 

programa Phyre2 en el modo intensivo (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/; Kelley y 

col., 2015) tomando como templado la estructura cristalina de la arginina cinasa del 

cangrejo herradura del Atlántico, Limulus polyphemus depositada en la base de datos 

Protein Data Bank (PDB: 1RL9), ya que este tiene >77% de identidad de la secuencia 

de aminoácidos comparado con la AK de C. bellicosus. El análisis del modelo y las 

imágenes generadas se realizaron con el programa UCSF Chimera (Pettersen y col., 

2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 
 

RESULTADOS Y DISCUSIONES 

 

Purificación e identificación de la AK 

 

La AK se purificó a partir del extracto crudo del músculo de la jaiba café, C. bellicosus, 

mediante precipitación fraccionada con (60 y 90 %) con sulfato de amonio. En la 

fracción del precipitado al 90% de saturación de sulfato de amonio se observó una 

banda abundante correspondiente al peso molecular esperado ( aprox. 40 kDa) para 

la AK  (Figura 8, carril 3). Esta fracción se inyectó a la cromatografía de intercambio 

iónico en la que se observó la presencia proteína en varios picos. En la figura 7 se 

muestra un cromatograma típico de la purificación de la AK, en el cual se observa 

claramente la separación de varios picos. En las fracciones correspondientes al pico 

mayoritario (4 % de buffer B equivalente a 0.04 M de NaCl)  se observó la presencia 

de una banda única alrededor de los 40 kDa (figura 8 cariles 6-10); la cual corresponde 

a la proteína de interés, ya que ésta concuerda con lo reportado en 2013 por Mao y 

col., donde obtuvieron una banda con un peso molecular de 40 KDa que pertenece a 

la arginina cinasa del cangrejo de los manglares, Scylla paramamosain. Estas 

fracciones se mezclaron y fueron utilizadas para realizar la identificación de la enzima 

por cromatografía LC-MS. Las secuencias obtenidas fueron analizadas en el programa 

Scaffold (Proteome Software) y se comparó con la secuencia de AK reportada de 

Callinectes sapidus (GenBank: AF233355.1), obteniendo un 60% de cobertura con la 

jaiba azul del Atlántico, identificando así la proteína purificada como arginina cinasa 

con un 100% de similitud (Figura 9). De acuerdo con este resultado se confirmó que la 

proteína purificada con el procedimiento anteriormente descrito corresponde a la 

arginina cinasa de la la jaiba café C. bellicosus. 
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Figura 7. Cromatografía de intercambio iónico las fracciones proteicas del músculo de 

la jaiba café. La absorbancia obtenida se muestra de color azul y el gradiente de 0 a 

100 % de buffer B (NaCl) se representa en color verde, el cual fue aplicado a partir de 

la fracción 6, de manera que el pico formado entre las fracciones 16 y 17 indica la 

elución de la enzima (flecha naranja). 
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Figura 8. Electroforesis SDS-PAGE de fracciones obtenidas por CII. 1) Marcador de 

peso molecular, 2) clarificado, 3) precipitado al 90 % con sulfato de amonio, 4) 

proteínas no unidas a columna antes de la elución con buffer B, 5) proteína eluída a 1 

% de buffer B y 6-10) fracciones puras de AK. Gel teñido con 0.1 % de azul brillante 

de Coomassie. 
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Figura 9. Identificación y cobertura de la AK de C. bellicosus con la AK de C. sapidus. 

Se marca en amarillo aquellos péptidos identificados de la muestra de C. bellicosus y 

de verde los residuos modificados (No. acceso: AF233355.1). 

 

 

 

 

 

 

 



52 
 

Inmunodetección de la AK de la jaiba café por western blot 

 

La inmunoreactividad de la AK se evaluó mediante la técnica “western blot” empleando 

diez sueros de sujetos alérgicos a la jaiba y/o crustáceos, dos sueros de sujetos no 

alérgicos (Tabla 6) y se realizaron tres controles experimentales: sin anticuerpo 

primario (sueros), sin anticuerpo secundario y sin ningún anticuerpo. El 80 % de los 

sueros mostraron reactividad con la AK desnaturalizada (carriles 3-10), los sueros de 

pacientes no alérgicos (carriles 11 y 12) y los controles experimentales no mostraron 

reactividad contra la AK (carriles 13-15; Figura 10). En el caso del inmunoensayo con 

la enzima nativa, solo siete de los diez sueros utilizados mostraron ser positivos la 

unión entre IgE con la AK (carriles 4-10); en las tiras de sueros no alérgicos (carriles 

11 y 12) y los controles no presentaron bandas (carriles 13-15; Figura 11). En los 

sueros 763 y 974 (carriles 1 y 2, respectivamente) no hubo detección de bandas en 

ambas pruebas. Esto podría deberse a que el paciente 763 desconoce si es alérgico 

a la jaiba, pero fue seleccionado para este ensayo ya que en las respuestas al 

cuestionario mencionó que es alérgico al camarón y existen antecedentes familiares 

sobre alergias a crustáceos. Al no haber detección de la AK probablemente sus 

anticuerpos no presentan reactividad cruzada o no es alérgico a la enzima evaluada. 

Por el lado del paciente 974, indicó en sus respuestas que si ha presentado reacción 

inmunológica al consumo de la jaiba. Sin embargo, al dar negativo a la prueba de 

inmunodetección, significa que no es alérgico a la AK. En el caso de estos dos sujetos 

es posible que la respuesta alérgica esté relacionada a otra proteína presente en el 

músculo de la jaiba como la tropomiosina, miosina de cadena ligera u otras proteínas, 

como lo reportado en el camarón gris, C. crangon donde se identificaron seis proteínas 

diferentes en sueros de sujetos alérgicos (Bauermeister y col., 2011). 

Como se mencionó anteriormente, existen dos tipos de epítopos, los lineales 

que comprenden regiones de aminoácidos continuas y son reconocidos en su 

estructura primaria por los anticuerpos IgE y los conformacionales, que son aquellas 

regiones de aminoácidos que se encuentran distanciados espacialmente cuando se 

encuentran en su estructura secundaria y/o terciaria (Bannon, 2004; Matsuo y col., 
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2015). SDS-PAGE es una técnica electroforética que ayuda a separar a las moléculas 

por su tamaño y carga utilizando SDS (dodecilsulfato sódico) como detergente, el cual 

desnaturaliza la estructura terciaria y secundaria de las proteínas para poder estimar 

su peso molecular (Brunelle y Green, 2014). Los resultados obtenidos nos indican que 

los anticuerpos de los sueros de pacientes alérgicos que mostraron alergenicidad a la 

AK, presentan reconocimiento a epítopos tanto lineales como conformacionales, dado 

que la banda detectada a los 40 kDa se mantiene en ambas condiciones. El suero 184 

(carril 3) fue el único en presentar diferencias entre ambos ensayos. Esto podría 

deberse a que los anticuerpos IgE del sujeto 184 podrían mostrar sensibilidad 

únicamente a los epítopos lineales de la enzima al encontrarse expuestos 

estructuralmente, permitiendo su interacción. Caso similar sucede en el estudio 

reportado por Mao y col. (2013), donde evaluaron a la AK nativa y desnaturalizada de 

S. paramamosain, utilizando sueros de pacientes alérgicos, obteniendo predominancia 

en la unión de IgE a la AK nativa, donde nueve pacientes presentaron reactividad, 

mientras que, en condiciones desnaturalizantes, solo tres de ellos reaccionaron con la 

enzima, concluyendo que su grupo de estudio tiene predominancia a epítopes 

conformacionales que a los lineales.  

La arginina cinasa ya ha sido identificada como proteína alergénica en varios 

organismos. García-Orozco y col. (2007), reportaron a la AK como el primer alérgeno 

identificado en el camarón blanco del Pacífico, L. vannamei (Lit v 2), por medio de 

ensayos western blot utilizando sueros de pacientes alérgicos. En el cangrejo del 

barro, S. serrata, se logró detectar a la AK purificada y recombinante como proteína 

alergénica a través de un ensayo dot-blot con suero de cuatro pacientes alérgicos a 

crustáceos (Shen y col., 2011). Por otro lado, Rosmilah y col. (2012) evaluaron la 

alergenicidad del extracto crudo y cocido del cangrejo azul, P. pelagicus, en donde 

detectaron en >90 % de los sueros, bandas correspondientes a la arginina cinasa en 

el extracto crudo, pero ésta no apareció en el extracto cocido, debido a que la AK es 

una enzima termolábil y se degrada a altas temperaturas. Resultados similares se 

reportaron en el camarón gigante de río, Macrobrachium rosenbergii y en el langostino 

tigre, P. monodon (Samson y col., 2004; Yadzir y col., 2012).  
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Con estos resultados se puede concluir que la AK de la jaiba café, es capaz de 

generar una reacción inmunológica mediada por IgE en sueros de pacientes alérgicos. 
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Figura 10. Inmunodetección de la AK en condiciones desnaturalizantes. 1-10) Sueros 

de pacientes alérgicos, 11-12) sueros de pacientes no alérgicos, 13) control sin 

anticuerpo primario, 14) control sin anticuerpo secundario y 15) control sin ambos 

anticuerpos. Se señala con flechas la ubicación de las bandas detectadas. 
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Figura 11. Inmunodetección de la AK en condiciones nativas. 1-10) Sueros de 

pacientes alérgicos, 11-12) sueros de pacientes no alérgicos, 13) control sin anticuerpo 

primario, 14) control sin anticuerpo secundario y 15) control sin anticuerpos. Se señala 

con flechas la ubicación de las bandas detectadas. 
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Secuencia nucleotídica de la arginina cinasa 

 

Obtención de la secuencia nucleotídica de la AK 

 

Para obtener la secuencia del ADNc de la AK, se aisló y se cuantificó el ARN total 

extraído por espectrofotometría a una longitud de onda de 260 y 280 nm, obteniendo 

una concentración de 933 ng/µL y una relación 260/280 de 2.0. La concentración de 

ARN se deriva de la absorbancia a 260 nm, la longitud de la trayectoria de la luz y el 

coeficiente de extinción molar (Douglas y col., 2005). Mientras que la pureza se obtiene 

a partir de la relación de la absorbancia de la muestra a 260 y 280 nm. El ARN debe 

tener una relación 260/280 de alrededor de 1.8 – 2 para ser considerado como un 

producto puro (Douglas y col., 2005). La evaluación de la integridad del ARN se hizo 

mediante la visualización de las bandas 28S y 18S del ARN ribosomal (ARNr) y por la 

ausencia de barridos en una electroforesis en gel de agarosa al 1 % (Figura 12; Mueller 

y col., 2004). 

Para la amplificación del gen de interés es necesario eliminar el ADN genómico 

del RNA extraído, ya que en el ARNm maduro se encuentran secuencias codificantes 

(exones) y la presencia de ADNg podría causar posibles interferencias al momento de 

evaluar la expresión génica. En la Figura 12b se confirma la eliminación del ADNg 

tratado con la enzima DNAsa I por la ausencia de una banda de amplificación del gen 

AK (carril 2). Posteriormente, se llevó a cabo la síntesis del ADNc y la amplificación de 

AK de C. bellicosus por PCR convencional utilizando los oligonucleótidos previamente 

diseñados. En la Figura 12c se muestra una banda de amplificación de ~1000 pb (carril 

2) correspondiente al gen AK, utilizando los primers Fw1 y Rv1. En el carril 4 el control 

positivo empleando ADNg amplificado con AK y el carril 3 representa el control 

negativo de AK utilizando ADNg. Por lo anterior, se confirma la obtención del fragmento 

de interés de 1000 pb correspondiente a la arginina cinasa de C. bellicosus. 
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Figura 12. Obtención de la secuencia nucleotídica de la AK de la jaiba café. a) 

Integridad del ARN total de C. bellicosus. 1) Marcador de peso molecular y 2) ARN 

total de C. bellicosus. b) Digestión del ADN genómico de C. bellicosus. 1) Marcador de 

peso molecular, 2) ARN tratado con DNasa I. c) Amplificación del fragmento de ADNc 

de C. bellicosus. 1) Marcador de peso molecular, 2) ADNc amplificado con AK, 3) 

control negativo utilizando ADNg amplificado con AK y 4) control positivo utilizando 

ADNg amplificado con AK. 
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Secuencia nucleotídica y aminoacídica de la arginina cinasa 

 

Se llevó a cabo la purificación del producto de PCR del fragmento amplificado de 1000 

pb a través de columnas GFX, obteniendo una pureza de 1.94 y una concentración de 

41.34 ng/uL de ADN. A través de un servicio externo a la Unidad de Síntesis y 

Secuenciación del Instituto de Biotecnología de la Universidad Autónoma Nacional de 

México (IBt-UNAM) se obtuvo la secuencia nucleotídica completa de la AK de la jaiba 

café la cual posee un marco de lectura abierto de 1075 pb, el codón de inicio (ATG) se 

encuentra en la posición 2 y el codón de termino (TAA) en 1073 pb (Figura 13). La 

secuencia de nucleótidos fue comparada con la secuencia reportada de C. sapidus 

(No. acceso: AF233355.1), obteniendo una identidad del 99% en ambas secuencias; 

por lo tanto, la secuencia corresponde al transcrito de una AK (Figura 14). 

Posteriormente, se obtuvo la secuencia deducida de aminoácidos utilizando el 

programa ExPASy generándose una secuencia de 357 residuos de aminoácidos 

(Figura 13). Adicionalmente, se hizo un alineamiento de la secuencia deducida de 

aminoácidos con la AK de otras especies cangrejos y de camarones, consiguiendo un 

>92 % de similitud, indicando que la secuencia de la AK de C. bellicosus se encuentra 

altamente conservada entre crustáceos (Figura 15). 

A lo largo de la secuencia de aminoácidos deducida de la AK de C. bellicosus 

se encuentran solo dos residuos distintos al de C. sapidus, en la posición tres, donde 

se cambia un ácido aspártico (D) por un ácido glutámico (E) y en la posición 50 un 

ácido aspártico por una glicina (G). Sin embargo, esta variación no genera algún 

cambio en la estructura de la proteína ni en su función, puesto que ambos aminoácidos 

presentan características químicas similares (Vasudevan y Sreekuman, 2012).  

 



60 
 

 

Figura 13. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida de la AK de C. bellicosus. 

Alineamiento de la secuencia nucleotídica obtenida y su traducción a aminoácidos. Se 

muestran de color amarillo el codón de inicio (ATG) y de gris el codón de termino (TAA). 
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Figura 14. Alineamiento secuencia nucleotídica de la AK de C. bellicosus contra la AK 

de C. sapidus. Los asteriscos (*) representan las bases nucleotídicas similares entre 

secuencias, los espacios cuando son distintos y los guiones (-) las pares de bases no 

secuenciadas (No. acceso: AF233355.1). 
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Figura 15. Alineamiento secuencia de aminoácidos de la AK de C. bellicosus contra 

especies de crustáceos. Se muestra de color amarillo el sitio activo. Los asteriscos (*) 

representan los residuos similares entre secuencias, los dos puntos (:) cuando el 

cambio es conservativo, el punto (.) cuando el cambio es semi-conservativo y el 

espacio es cuando el cambio de residuo no es conservativo (No. acceso C. sapidus: 

AF233355.1; S. paramamosain: AFK25805.1, L. vannamei: Q004B5.1 y P. chinensis: 

AAV83993.1). 
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Estructura tridimensional teórica de la AK de C. bellicosus 

 

El programa Phyre2 es uno de los servidores gratuitos en línea de predicción de 

estructuras más utilizados en el mundo. Permite utilizar diferentes herramientas 

informáticas para analizar estructuras, funciones y mutaciones de proteínas. A través 

de él se pueden construir modelos 3D teóricos por homología, permitendo identificar 

los posibles sitios de unión a ligandos y evaluar el efecto de variantes de aminoácidos 

(Kelley y col., 2015). A partir de este programa, se analizó la secuencia deducida de 

356 residuos de aminoácidos de la AK, obteniendo un total de 99 modelos de 

estructura similar a la nuestra, siendo la estructura cristalográfica del complejo arginina 

cinasa/creatina/ADP del cangrejo herradura del Atlántico, Limulus polyphemus el 

organismo con mayor porcentaje de identidad (77%) dentro de la base de datos PBD 

y con un nivel de confianza del 100%. Este último dato es de importancia, ya que 

valores >90% de confianza significa que el modelo generado por Phyre2 es confiable. 

La estructura teórica de la AK de la jaiba café consta de un dominio pequeño N-

terminal α-helicoidal y un dominio C-terminal grande que posee una hoja β antiparalela 

de ocho cadenas, la cual está rodeada por siete hélices α y su sitio activo putativo se 

localiza en Cys271-Thr277 (Figura 16a; Zhou y col., 1998). Como se observa en la 

Figura 16b, los plegamientos del modelo obtenido presentan alto grado de 

conservación en base a la sobreposición con la estructura de la AK del cangrejo 

herradura del Atlántico y esto se ve reflejado en la similitud en la secuencia primaria 

de ambas especies, ya que presentan 77 % de identidad (Figura 17). A comparación 

de esta enzima con su homólogo en vertebrados, la AK no termina con residuos de 

prolina-glicina en el extremo N-terminal, mientras que, en la CK, las moléculas de 

prolina limitan los cambios conformacionales y son los aminoácidos que terminan las 

hélices (Wang y col., 2013). El sitio de unión, lugar donde se lleva a cabo la 

transferencia reversible del fosfato, se encuentra en el dominio C-terminal en el cual 

se aloja un sustrato ATP o ADP y el dominio N-terminal interactúa con la arginina o 

fosfoarginina (Suzuki y col., 2000). Las interacciones dominio-dominio son importantes 

para la estructura y su función catalítica. Sin embargo, se desconoce la participación 
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de todos los residuos que se encuentran en el entrelazamiento de ambos dominios. 

Se ha sugerido que esta unión se da entre los residuos Asp62 y Arg193 ubicados en 

el N-terminal y C-terminal, respectivamente, proporcionando estabilidad a la enzima 

cuando se encuentra en una conformación cerrada (unida al sustrato) (Zhou y col., 

1998; Suzuki y col., 2000; Yousef y col., 2003; Uda y Suzuki, 2004; Kenyon y col., 

2012; Wu y col., 2012).  
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Figura 16. Modelo estructural tridimensional teórico de la AK. a) Modelo estructural 

teórico por homología de la arginina cinasa de la jaiba café, C. bellicosus. Se 

representa de color verde el dominio C y de azul el dominio N. Los aminoácidos del 

sitio catalítico se muestran en palos. b) Modelo de la estructura superpuesta de la AK 

de C. bellicosus (rojo) con la de L. polyphemus (azul; PDB: 1RL9). 
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Figura 17. Alineamiento secuencia de aminoácidos de la AK de C. bellicosus contra 

L. polyphemus. Se muestra de color amarillo el sitio activo. Los asteriscos (*) 

representan los residuos similares entre secuencias, los dos puntos (:) cuando el 

cambio es conservativo, el punto (.) cuando el cambio es semi-conservativo y el 

espacio es cuando el cambio de residuo no es conservativo (No. acceso: 1RL9_A). 
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Análisis bioinformático de los epítopos de unión a IgE de la arginina cinasa 

 

La predicción de epítopos de células B permite identificar aquellas regiones 

alergénicas capaces de generar una respuesta inmunológica, con la finalidad de 

producir anticuerpos para la creación de vacunas o estudiar la estructura y función de 

estas (Sanchez-Trincado y col., 2017). El reconocimiento de las IgE por estas regiones 

se debe a su exposición con la superficie de la proteína y en la mayoría de los casos, 

estas se unen a residuos espacialmente plegados en la proteína, es decir a epítopos 

conformacionales (Larsen y col., 2006). Sin embargo, el 10% de los casos de 

reactividad cruzada, son ocasionados por la unión de anticuerpos a fragmentos de 

aminoácidos continuos (Pellequer y col., 1991). Por ello la predicción de epítopos se 

ha convertido en un estudio esencial al momento de evaluar la alergenicidad de 

alimentos y enfermedades. 

En los últimos años se han desarrollado varios métodos computacionales para 

la predicción de epítopos de células B. Uno ejemplo de ellos es BepiPred 1.0, el cual 

es un servidor que predice la localización de los epítopos lineares de células B, 

utilizando una combinación del modelo oculto de Markov y métodos de escala de 

propensión, basándose en las propiedades fisicoquímicas, antigenicidad, hidrofilia, 

hidrofobicidad invertida, accesibilidad y el plegamiento de la estructura secundaria 

(Larsen y col., 2006). Por otro lado, Secret AAR es un programa gratuito en línea que 

permite identificar las regiones antigénicas que se encuentran presentes en una 

secuencia proteica por medio de BepiPred y así poder calcular la Abundancia de 

Regiones Antigénicas (AAR, por sus siglas en inglés) para estimar así la densidad 

antigénica de una proteína (Cornejo-Granados y col., 2018). Este valor se calcula entre 

la relación de la longitud de la secuencia y el número de epítopos identificados por 

BepiPred, considerándose como epítopo aquellos fragmentos de >6 aminoácidos de 

longitud. Un valor bajo significa que la proteína tiene mayor densidad de epítopos, es 

decir, más regiones antigénicas (Cornejo-Granados y col., 2018). Para la predicción 

de epítopos conformacionales de células B, se encuentra disponible en línea el 

programa DiscoTope 2.0, el cual pronostica residuos discontinuos en base a la 
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estructura tridimensional de las proteínas. Estos son determinados a partir de la 

accesibilidad a los aminoácidos en la superficie y puntúa a los residuos según su 

propensión a tener contacto con los anticuerpos. Al final se combinan las puntuaciones 

de la propensión en cuestión a la proximidad espacial y los números de contacto 

(Kringelum y col., 2012). 

A partir de los dos primeros programas, se llevó a cabo la predicción de los 

epítopos lineales a partir de la secuencia deducida de aminoácidos de la AK. Se 

encontraron ocho posibles regiones alergénicas en la estructura de la AK de C. 

bellicosus:  LI:40-45, LII:58-74, LIII: 91-104, LIV: 112-117, LV: 130-136, LVI: 145-151, 

LVII: 203-213 y LVIII: 312-325. El valor obtenido de AAR es de 44.74, indicando que 

la enzima presenta baja densidad antigénica. Empleando el modelo tridimensional 

generado de la arginina cinasa de C. bellicosus, se localizó la posición espacial de los 

epítopos lineales predichos (Figura 18). Se encontró que el epítopo II está al interior 

de la estructura de la AK, mientras que los demás epítopos están localizados en la 

superficie, por lo que los anticuerpos IgE tendrían una mayor accesibilidad de unión 

con la enzima hacia estos últimos. Los epítopos fueron comparados con los reportados 

en S. paramamosain (No. acceso: AFK25805.1), L. vannamei (No. acceso: Q004B5.1) 

y P. chinensis (No. acceso: AAV83993.1). Los epítopos LII, LIII, LV, LVI y LVIII de la 

jaiba café son los más conservados al compararlos con los reportados en las otras 

especies con una similitud de >50 % (Figura 19).  

Con el programa DiscoTope 2.0 se predijeron 28 residuos discontinuos: 92, 94-

98, 100-101, 103, 106, 108, 115-117, 172, 174-180, 183, 263, 293, 295, 317, 319-320 

y 334. Estos fueron ubicados en el modelo tridimensional, encontrando siete posibles 

epítopos conformacionales (CI: 92, 94-98, 263; CII: 100-101, 103, 334; CIII: 106, 108; 

CIV: 115-117; CV: 172, 174-180, 183; CVI: 293, 295; CVII: 317, 319-320) y fueron 

comparados con los epítopos reportados en P. clarkii (No. acceso: AFA45339.1) y en 

S. paramamosain, obteniendo una similitud de >81 % (Figura 20 y 21).  En los últimos 

años, se ha estudiado la composición de aminoácidos en las proteínas alergénicas 

para comprender la interacción con los anticuerpos. Se ha encontrado que los epítopos 

suelen estar conformados por aminoácidos polares y cargados, los cuales se localizan 
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normalmente en la superficie de la proteína (Rubinstein y col., 2008). Esto las 

predispone a la formación del complejo antígeno-anticuerpo, ya que las cadenas 

laterales de los aminoácidos se encuentran expuestas, favoreciendo así la unión con 

anticuerpos (Rubinstein y col., 2008). También se ha sugerido que la tirosina (Y) se 

encuentra abundantemente en regiones alergénicas y, con escases, los aminoácidos 

alifáticos hidrofóbicos (Rubinstein y col., 2008).  Esto concuerda con los epítopos 

predichos para la AK de la jaiba café, conteniendo en su mayoría residuos de lisina (K) 

y glutamina (Q), los cuales son aminoácidos polares y, ácido aspártico (D) y ácido 

glutámico (E), que son aminoácidos cargados negativamente. En cuanto a los 

aminoácidos aromáticos (a excepción de la tirosina) y alifáticos, estos aparecen con 

menor frecuencia. Asimismo, varios autores han reportado que los epítopos se 

encuentran constantemente en los lazos de la estructura secundaria de las proteínas, 

dado que estas son regiones flexibles y están expuestos en la superficie de la molécula 

(Janine y Chothia, 1990; Reimer, 2009, Zhao y col., 2012). Los epítopos LVI y LVII se 

encuentran como hélice α y hoja β, respectivamente, mientras que los epítopos 

restantes se ubican en lazos, coincidiendo con lo anterior.  

Los métodos de predicción de epítopos de células B son herramientas que 

pronostican epítopos altamente significativos (Kringelum y col., 2012). Con estos 

resultados, se puede inferir que los epítopos predichos podrían llegar a ser los 

responsables de la inducción de una respuesta alergénica por el consumo y/o contacto 

con la jaiba café y una reacción cruzada con otros crustáceos. Para confirmar esto, 

sería necesario sintetizar péptidos de cada uno de los epítopos predichos y llevar a 

cabo los ensayos de inmunodetección correspondientes.  
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Figura 18. Predicción computacional de epítopos lineales de la AK de C. bellicosus. a) 

Modelo estructural tridimensional de la predicción de epítopos lineales de la arginina 

cinasa de la jaiba café, C. bellicosus. Se representan en color rojo las siete regiones 

antigénicas de superficie y de azul la interna (II). b) Estructura de los ocho epítopos 

lineales mostrados por separado con palos. Se marcan de color rojo los átomos de 

oxígeno, de azul los de nitrógeno y de amarillo los de azufre. 

 

a) 

b) 
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es de crus táceos  

 

Figura 19. Comparación y alineamiento de los epítopos lineales predichos de la AK de 

C. bellicosus contra las de otras especies de crustáceos. Los asteriscos (*) representan 

los residuos similares entre secuencias, los dos puntos (:) cuando el cambio es 

conservativo, el punto (.) cuando el cambio es semi-conservativo y el espacio es 

cuando el cambio de residuo no es conservativo. Se marcan de color amarillo los 

epítopos predichos de la AK de la jaiba café, de gris las de S. paramamosain, de verde 

las de L. vannamei y de azul las de P. chinensis. LI-LVIII, representan los siete epítopos 

conformacionales predichos en la Figura 20a (No. acceso C. sapidus: AF233355.1; S. 

paramamosain: AFK25805.1, L. vannamei: Q004B5.1 y P. chinensis: AAV83993.1). 

 

de C. bellicosus 
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Figura 20. Predicción computacional de epítopos conformacionales de la AK de C. 

bellicosus. a) Modelo estructural tridimensional de la predicción de epítopos 

conformacionales de la arginina cinasa de la jaiba café, C. bellicosus. Se representan 

en color azul las siete regiones antigénicas pronosticadas. b) Estructura de los ocho 

epítopos conformacionales mostrados por separado con palos. Se marcan de color 

rojo los átomos de oxígeno, de azul los de nitrógeno y de amarillo los de azufre.  

 

 

 

a) 

b) 
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Figura 21. Comparación y alineamiento de los epítopos lineales predichos de la AK de 

C. bellicosus contra las de otras especies de crustáceos. Se marcan de color amarillo 

los epítopos predichos de la AK de la jaiba café, en azul los de P. clarkii y en verde los 

de S. paramamosain. Los asteriscos (*) representan los residuos similares entre 

secuencias, los dos puntos (:) cuando el cambio es conservativo, el punto (.) cuando 

el cambio es semi-conservativo y el espacio es cuando el cambio de residuo no es 

conservativo. CI-CVII, representan los siete epítopos conformacionales predichos en 

la Figura 21a (No. acceso S. paramamosain: AFK25805.1 y P. clarkii: AFA45339.1). 
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CONCLUSIONES 

 

Se logró purificar e identificar a la AK de la jaiba como una proteína alergénica en 

sueros de pacientes alérgicos, a través de ensayos in vitro en condiciones nativas y 

desnaturalizantes. Por otro lado, se obtuvo la secuencia nucleotídica completa del 

ADNc y de aminoácidos de la AK de C. bellicosus, las cuales no se encuentran 

reportadas y presentan gran similitud con C. sapidus y otras especies de crustáceos.  

Por medio de programas bioinformáticos, se predijeron ocho epítopos lineales 

y siete epítopos conformacionales de la secuencia deducida de la AK de la jaiba café, 

de los cuales LII, LIII, LV, LVI, LVIII, CI, CII, CIII, CIV y CV son conservados entre 

especies, sugiriendo que podría generar reacciones alérgicas cruzadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 
 

RECOMENDACIONES 

 

Sintetizar péptidos de los epítopos predichos de la AK y realizar ensayos in vitro con 

sueros de pacientes alérgicos, para confirmar su alergenicidad. 

Estudiar el efecto alergénico del músculo de la jaiba café después de ser tratada 

térmicamente. 

Caracterizar bioquímica y estructuralmente a la arginina cinasa de la jaiba café. 
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