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1. Abreviaturas

AA: Asma alérgica

AR: Rinitis alérgica

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: Acido desoxirribonucleico complementario
BAL: Lavado bronco alveolar

BAT: Prueba de activacion de baséfilos

BPM: Buenas practicas de manufactura

BSA: Albimina sérica bovina
CD: Células dendriticas

CPA: Células presentadoras de antigeno
DBC: Diagndstico Basado en Componentes
DS: desviacion estandar

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
EU: Unidades de Endotoxina

FSC: Dispersion frontal

FceRI: Receptor de alta afinidad de la cadena pesada de IgE
HDM: Acaros del polvo domestico

i. d.: Intradérmico

[ll: instituto de investigaciones inmunolégicas

i. n.: Intranasal

i. p.: Intraperitoneal

IC: Intervalo de confianza

IEA: inmunoterapia especifica basada en alergenos

IgE: inmunoglobulina E

IgG: inmunoglobulina G

IL: Interleugquina

IPTG: Isopropil-B-D-1- tiogalactopiranosido

ISAAC: Estudio Internacional sobre Alergia y Asma en la Nifiez
IUIS: Unién Internacional de Sociedades de Inmunologia
KCI: Cloruro de potasio

kDa: Kilodalton

LB: Luria Bertani

LBA: Luria Bertani con ampicilina (100 pg/mL)

LPS: lipopolisacarido

mADb: Anticuerpo monoclonal

MgCL2: Cloruro de magnesio

NaCl: Cloruro de Sodio

NaH2PO4: Fosfato de sodio di-hidrogenado



NBB: Buffer nativo de uniéon

NEB: Buffer nativo de elucion
Ni-NTA: Resina de niquel

NWB: Buffer nativo de lavado
OD: Densidad optica

ON: Overnigth (incubacion durante 16 horas en la noche)
OR: Odds Ratio

ORa: Odds Ratio ajustado

PB: Peribronquial

PBMC: Células mononucleares de sangre periférica

PBS: Buffer fosfato salino

PV: Perivascular

pNPP: p-Nitrofenil Fosfato

PRR: Receptores de reconocimiento de patrones

rpm: revoluciones por minuto

SSC: Dispersion lateral

SDS-PAGE: Electroforesis en Gel de poliacrilamida con dodecil-sulfato de sodio

TA: Temperatura ambiente
TH2: Células T colaboradoras tipo 2

TLR: Receptores tipo Toll



2. Resumen

La prevalencia de enfermedades alérgicas respiratorias, principalmente asma, ha
aumentado en todo el mundo durante las Ultimas décadas, siendo un problema de
importancia en salud publica; se ha descrito una relacion entre la sensibilizacion a los
acaros del polvo doméstico (HDM) y el desencadenamiento del asma y otras
enfermedades alérgicas, constituyéndose en el factor de riesgo independiente mas
fuerte asociado con el asma. Existe un niumero importante de alergenos de &caros
descritos, pero se conoce poco sobre su potencial para inducir inflamacion (actividad
alergénica) y sintomas. Hasta el momento, la importancia clinica de los alergenos esta
determinada por su alergenicidad, definida como la frecuencia e intensidad de su unién
a anticuerpos IgE, este es un pardmetro limitado ya que algunos alergenos, ademas de
sus propiedades de unién a anticuerpos IgE, pueden inducir inflamacion a través de vias
no mediadas por IgE, que pueden aumentar su actividad alergénica; para evaluar la
actividad alergénica se usan varias pruebas, entre ellas las pruebas de provocacion in
vivo e in vitro, la demostracién de vias de inflamacion no mediadas por IgE, estudios de
casos y controles de frecuencias de union a IgE, y modelos animales de alergia

respiratoria, entre otros.

Blomia tropicalis es un acaro del polvo doméstico, con alta prevalencia en regiones
tropicales y subtropicales, se asocia con enfermedades alérgicas como rinitis y asma y
es una fuente primaria de alergenos, se han identificado 25 proteinas de unién a la IgE,
uno de estas es el alergeno Blo t 21, perteneciente al grupo 21 de los HDM, que a pesar
de ser considerado un sensibilizante frecuente e importante en las poblaciones donde
se ha evaluado su capacidad de unién IgE, cuenta solamente con informacion basica
como sus caracteristicas estructurales, su frecuencia de unién y homologia estructural
con Blo t 5; actualmente no se dispone de bibliografia sobre la capacidad que este pueda
tener de producir sintomas, ni estudios que confirmen o descarten su alergenicidad, por
lo tanto, en este proyecto nos propusimos realizar la caracterizacion alergologica de Blo
t 21, para lo cual, se analiz6 su actividad alergénica mediante su caracterizacion en
términos de actividad alergénica para lo se obtuvo en primer lugar este alergeno en

forma recombinante, con un alto nivel de pureza y bajos niveles de endotoxina para llevar
9



a cabo ensayos que midieron su capacidad de unir IgE mediante western blot y ensayos
de ELISA, pruebas epicutdneas de alergia (SPT) y pruebas de activacién de basofilos
basada en el marcador CD63, en pacientes alérgicos y controles sanos; ademas para

probar su actividad alergénica en un modelo de alergia respiratoria en ratones BALB/c.

Los resultados de esta tesis de grado mostraron que se optimizo la expresion de la
proteina rBlo t 21 en condiciones nativas a partir de una clona de E. coli, en el vector
pPET 45 b + con buen rendimiento y alta pureza; este alergeno mostro su capacidad de
unir IgE en WB y en ensayos de ELISA; se pudo demostrar mediante ensayo de
inhibicidn que su contraparte natural esta representada en el extracto de B. tropicalis. Se
encontré una alta positividad a rBlo t 21 en la SPT realizada a voluntarios alérgicos a
HDM; ademas, este alergeno indujo la sobreexpresion del marcador CD63 en la
membrana de basofilos de pacientes alérgicos. En el modelo murino de asma alérgica
en términos generales este alergeno no genero inflamacion ni hiperreactividad en las

vias respiratorias.

En conclusion, se demostré con ensayos in vitro e in vivo que rBlo t 21 tiene actividad
alergénica, lo que sugiere que es un alergeno clinicamente importante en enfermedades

alérgicas como el asma.

Palabras claves: Blomia tropicalis, alergeno, alergenicidad, actividad alergénica, rBlo t

21, IgE, inflamacion alérgica.
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3. Introduccién

El aumento en la prevalencia de enfermedades alérgicas respiratorias en todo el mundo
durante las ultimas décadas [1] probablemente debido a influencias ambientales y
genéticas, principalmente del asma, se considera un problema de importancia en salud
publica a nivel mundial [2]. En Colombia, el asma tiene una prevalencia del 10% en
adultos y 17% en nifios, siendo el 76% de los asméticos alérgicos a los &caros del polvo
doméstico (HDM), razén por la cual es importante enfocarse en hacer un adecuado
diagndstico, oportuna prevencion y tratamiento [3] de esta condicion que tiene un
profundo impacto en la calidad de vida de los pacientes [4]y conlleva una carga
econOmica importante en costos directos para el manejo de la enfermedad y costos
indirectos debido a los altos niveles de ausentismo [5]; en un estudio se observé que el
56% de los asmaticos tenian gastos mensuales cercanos a $350.000 por causa de la

enfermedad y en un 7% la cifra fue superior [6].

Existe una relacion entre la sensibilizacion a los HDM y el desarrollo de enfermedades
alérgicas [7] [8] en las personas genéticamente predispuestas ,como la rinoconjuntivitis
alérgica (AR), el asma alérgica (AA) y la dermatitis atopica (DA). Los alergenos HDM
mas relevantes en todo el mundo son los granulos fecales de las
especies Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae , Euroglyphus

maynei y Blomia tropicalis [9].

la prevalencia de alergia a HDM es alta ,se estima que del 1% al 2% de la poblacion
mundial puede presentarla, lo que equivale a unas 65 a 130 millones de personas
[10]. La hipersensibilidad a los alergenos de HDM afecta hasta al 85% de los asméticos,
constituyéndose en el factor de riesgo independiente mas fuerte asociado con el asma
[11]; ademas, mas del 50% de los nifios y adolescentes con asma estan sensibilizados
a HDM [12].

De los tratamientos disponibles para el asma solo la inmunoterapia especifica de
alergeno (IEA) puede modificar el curso de la enfermedad [13] y su éxito depende de la
identificacion precisa de las causas de la inflamacion bronquial, por lo cual hay un gran
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interés por llevar el diagndstico de las alergias al nivel molecular, usando componentes
alergénicos purificados (generalmente en forma recombinante) en vez de extractos
naturales de las fuentes alergénicas[14], esto reviste de importancia el concepto de
medicina de precision, en el que mediante un diagndstico mas preciso se pueda tratar
de manera personalizada a cada paciente, teniendo en cuenta tanto el fenotipo de la

enfermedad, como los factores de riesgo genéticos y ambientales [15]

A la fecha hay descritos un nimero importante de alergenos de acaros, pero se conoce
poco sobre su potencial para inducir inflamacion (actividad alergénica) y sintomas. Hasta
el momento, la importancia clinica de los alergenos esta determinada por su
alergenicidad, definida como la frecuencia e intensidad de su unién a anticuerpos IgE,
este es un parametro limitado considerando los conceptos de los ultimos 20 afios en
alergologia experimental y los criterios que sustentan la medicina personalizada, tales
como que algunos alergenos, ademas de sus propiedades de unién a anticuerpos IgE,
pueden inducir inflamacion a través de vias no mediadas por IgE, que pueden aumentar
su actividad alergénica; para demostrar la actividad alergénica, son necesarias otras
pruebas que confirmen la participacion de moléculas candidatas en la reaccion alérgica

inflamatoria[16].

Blomia tropicalis es un &caro del polvo doméstico de almacenamiento, con alta
prevalencia en regiones tropicales y subtropicales, se asocia con enfermedades
alérgicas como rinitis y asma y es una fuente primaria de alergenos, se han identificado
25 proteinas de union a la IgE [17] [18], de las cuales 14 han sido oficialmente
reconocidas y nombradas por el subcomité de nomenclatura de la Union Internacional
de Sociedades Inmunoldgicas (IUIS) y registradas en la base de datos de alergenos
(www. Allergen.org) [19]; son estas moléculas y no el acaro en si, las que causan
alergenicidad, y es identificando cual es el alergeno que esta ocasionando los sintomas
en cada paciente individualizandolo, que se puede realizar un diagnéstico basado en

componentes y realizar medicina de precisién en asma.

Por muchos afos se ha dado por hecho que si un paciente esta sensibilizado (es decir
gue produce IgE especifica contra algun alergeno), ese alergeno le causa los sintomas
cuando se expone. En esta linea de pensamiento hoy en dia la importancia clinica de
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los alergenos se define simplemente por la frecuencia con que une IgE, clasificandoles
como “mayores” o “menores”, lo que podria interpretarse errbneamente como si solo los
primeros fueran clinicamente importantes [20], clasificacion que es objeto de debate
teniendo en cuenta que al estudiar individualmente los componentes de union IgE, se ha
descubierto que varios de ellos tienen baja frecuencia de unién IgE en la poblacion, pero
son capaces de inducir fuerte inflamacién [21] y otros unen IgE con mucha frecuencia,
presentan una actividad alergénica baja [22]. La solucion de estos problemas requiere
de una investigacion detallada de la actividad alergénica de cada uno de los

componentes.

La caracterizacion de un alergeno implica desde el analisis de su capacidad de unién a
anticuerpos IgE hasta la demostracion de su relevancia clinica. La caracterizacion de
los alergenos de B. tropicalis es escasa, concentrandose mayoritariamente en la
descripcion de sus propiedades estructurales, bioquimicas y en términos de su
frecuencia de union a IgE [23]. Del alergeno Blo t 21, que es uno de los componentes de
union a IgE de B. tropicalis, perteneciente al grupo 21 de los HDM, se ha investigado
poco, a pesar de ser considerado ser un sensibilizante frecuente en las poblaciones
donde se ha evaluado su capacidad de unién IgE, contando solamente con informacion
bésica como sus caracteristicas estructurales, su frecuencia de unién y homologia
estructural con Blo t 5 [24, 25]. Recientemente, en el marco de un proyecto de
investigacion que busca la identificacion de alergenos de importancia clinica de B.
tropicalis se detecto que Blo t 21 es el alergeno hacia el cual se presentan los mayores
niveles de IgE especifica dentro una bateria compuesta por 8 alergenos de Blomia
tropicalis (Blot2,Blot5,Blot7,Blot8,Blot10, Blot12, Blot13y Blot 21) (Figura 1).
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Figura 1 Niveles de IgE especifica a un panel de componentes de Blomia tropicalis. Los resultados que se muestran en esta
grdfica corresponden a datos no publicados derivados del proyecto “Determinacion de la actividad alergénica de productos
recombinantes del dcaro Blomia tropicalis y su impacto clinico en asma”, Contrato “807 - 2018”. Se muestran los datos de O.D.
obtenidos para cada alergeno en una muestra de 272 pacientes asmadticos reclutados en el proyecto “Asma y otras enfermedades
alérgicas en Colombia, estdn aumentando en frecuencia.” Codigo: 223945921557.

Actualmente no se dispone de bibliografia sobre la capacidad que este pueda tener de
producir sintomas, ni estudios que evallen su relacion con la presentacion de asma, su
alergenicidad, por lo tanto, la investigacion que se plantea en este proyecto estara

orientada por las siguientes preguntas:

¢ Tiene Blo t 21 una actividad alergénica?

¢Es Blo t 21 un alergeno clinicamente relevante para asma?

4. Marco tedérico

4.1 Fundamentos fisiopatoldgicos de la reaccion alérgica

El componente fundamental de las enfermedades alérgicas es la inflamacion alérgica
cuya molécula principal es la inmunoglobulina E (IgE), un anticuerpo que se une por
receptores de alta afinidad en mastocitos y baséfilos y baja afinidad en linfocitos B y
eosindfilos, cuando esta unién es especificamente con el alergeno sobre la superficie de

estas células se va a desencadenar una cascada inflamatoria que libera sustancias vaso
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activas y es amplificada por la participacion de células del sistema inmune adaptativo y
liberdndose citoquinas como la IL-4, IL-5 e IL-13. El establecimiento de células
portadoras de IgE, principalmente mastocitos, en la mucosa nasal o bronquial durante la
fase de sensibilizacion prepara el escenario para su activacion en un posterior contacto
con el alergeno, momento en el que el antigeno se une a dos anticuerpos adyacentes
gue se entrecruzan fisicamente, desencadenando la degranulacién y la liberacion de
mediadores proinflamatorios tales como histamina, triptasa, leucotrienos y
prostaglandinas. Estos son responsables de los sintomas inmediatos de
broncoconstriccion en asma. También hay mediadores que contribuyen a las reacciones
que ocurren de 4 a 8 h después de una respuesta inmediata [26]; los eosinofilos liberan
una variedad de mediadores proinflamatorios como la proteina basica mayor (PBM), la
peroxidasa de eosindfilos, la proteina catiénica eosinofilica (PCE) y la neurotoxina
derivada de eosinoéfilos, que han demostrado tener efectos sobre las células epiteliales
de las vias respiratorias, al favorecer la hiperreactividad bronquial y broncoconstriccion,
sugiriendo un papel central de esta célula y sus mediadores en la patogénesis del asma
[27].

Los efectos alergénicos a los HDM estan dados a través de la sinergia de la respuesta
inmune innata y la adaptativa mediante las células CD4 * Th2 que inducen e impulsan
la respuesta alérgica dependiente de IgE [12, 21] [10, 28] Los componentes que pueden
activar el sistema inmunoldgico incluyen epitopos inmunogénicos,
el polisacéarido estructural quitina del  exoesqueleto, = compuestos coadyuvantes
microbianos y ligandos que se originan a partir de compuestos asociados a
acaros[21],[28].

Los aeroalergenos inhalados penetran en el epitelio de las vias respiratorias, lo que
estimula la migracidén de células dendriticas a los ganglios linfaticos en los sujetos con
predisposicién alérgica [29], la inflamacién en las vias respiratorias luego es dirigida por
células dendriticas y estimulacién de la inmunidad mediada por células Th2. La
perpetuacion de esta respuesta inmune es critica y se sabe que aumenta en pacientes

con alergia a la HDM.
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Se conocen como alergenos a los antigenos con capacidad de activar la cascada
inflamatoria descrita, aunque la definicibn mas amplia de un alergeno es cualquier
molécula que se une a IgE [30], sin embargo, no todos los alergenos van a tener la
misma capacidad inflamatoria, y esto viene dado o no por la frecuencia de
reconocimiento en una poblacion [21]. Entre las razones para no inducir inflamaciéon a
pesar de unir IgE esté la presencia de 1gG (particularmente 1gG4), la cual es capaz de
bloguear la union IgE-antigeno. No se conoce claramente porqué algunas moléculas
inducen mayor produccion de IgG que de IgE, causando que algunos componentes no
tengan actividad alergénica a pesar de inducir IgE. Esto parece tener un componente
genético importante, toda vez que el mismo alergeno puede inducir inflamacion en
algunas personas (o0 en algunas edades) y en otras no. Si bien, se ha dado por hecho
gue todas las moléculas que unen IgE tienen importancia clinica como alergeno,
actualmente se conoce que esto no siempre ocurre, por lo tanto un resultado positivo de
IgE especifica de alergeno representa un estado de sensibilizacion alérgica (riesgo de
enfermedad alérgica), pero no una prueba de enfermedad alérgica [31, 32]; una
respuesta positiva de anticuerpos IgE solo es clinicamente relevante en el caso de que
existan sintomas alérgicos correspondientes definidos objetivamente que estén

asociados temporalmente con una exposicion al alergeno conocida.

En los ultimos afios también se ha demostrado el papel predominante de las células
innatas tipo 2 en el proceso y del poder inflamatorio de varios componentes estimulando
la via innata [21], sin la participacion de IgE y con la produccién de citoquinas como la
IL-25 e IL-33, muchos de ellos con baja frecuencia de union a IgE, por lo que

equivocadamente se conocen como “alergenos menores” [16, 33]

4.2 Diagndstico de alergias basado en componentes

El diagndstico in vitro de la alergia a los HDM se ha basado durante mucho tiempo en la
deteccion de anticuerpos IgE especificos en suero contra todo el extracto, que es una
mezcla de proteinas, polisacéaridos y lipidos alergénicos y no alergénicos obtenidos por
extraccién de una fuente natural y su contenido relativo varia de un extracto a otro, lo

cual puede comprometer la interpretacion de sus resultados; la sensibilizacion a los
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componentes se puede medir individualmente, lo que ayuda a identificar en un nivel
molecular exacto a qué componente esta sensibilizado el paciente. A la luz de esto, los
extractos de alergenos estan siendo reemplazados paso a paso por productos basados
en moléculas [34]. Con la introduccién de microarreglos de alergenos, se han probado
las respuestas de IgE contra un gran numero de moléculas naturales o recombinantes,
lo que obliga al diagndéstico in vitro de alergia en la era de la llamada medicina de
precision, la cual promueve tratamientos personalizados basados en el fenotipo

detallado de la enfermedad del paciente.

Cada vez més los nuevos avances en ciencias dirigen a la alergologia clinica al
diagnostico y tratamiento personalizado. La secuenciacion de un namero creciente de
alergenos clonados ha permitido clasificarlos en grupos de acuerdo a su fuente y
homologia de secuencia, con lo que se orienta el estudio de los fenbmenos de
reactividad cruzada de la respuesta IgE. Se conocen entonces que hay alergenos con
epitopes IgE “Unicos” que son especie-especificos y otros con una gran conservacion de
secuencia que les confiere una alta reactividad cruzada con moléculas homadlogas en
otras especies [35]. El uso de moléculas alergénicas individuales (en lugar de extractos)
ha generado una nueva area de diagnéstico de alergia molecular de alta resolucion,
también denominada 'diagnéstico basado en componentes' (DBC) y consiste en la
deteccién de IgE contra moléculas alergénicas para determinar el perfil molecular de la
sensibilizacion a IgE del paciente [36], el DBC tiene un impacto importante en las
decisiones clinicas sobre IEA. En la actualidad casi la todas las preparaciones que estan
legalmente aprobadas para hacer IEA son extractos alergénicos, en los cuales las
proteinas alergénicas mas sensibilizantes se pueden encontrar en concentraciones
bajas, lo que requiere el uso de dosis mas altas de extracto total, lo que no siempre es
conveniente en la practica clinica; se espera que el DBC ayude a definir cuantos y cuales
son los que deben usarse cuando se detecta polisensibilizacion. Es importante anotar
gue la sola sensibilizacion no define la importancia clinica de los componentes, se debe
investigar la actividad alergénica real de cada componente que une IgE para que el DBC
continte su desarrollo. La maxima utilidad del DBC se espera que se presente cuando
este vaya seguido de IEA basada en los componentes hacia los cuales se detecto la

sensibilizacion y que tengan una actividad alergénica comprobada experimental y
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epidemiologicamente, disminuyendo asi el riesgo de desarrollar nuevas
sensibilizaciones al evitar la exposicion a antigenos innecesarios, toda vez que esta bien
aceptado que la IEA es la modalidad de tratamiento més racional y modificadora de la
enfermedad para los trastornos alérgicos, especialmente para la AR, el asma alérgica y

la alergia al veneno de insectos [37, 38].

El DBC puede ayudar a detectar patrones de sensibilizacion asociados con fenotipos
clinicos [39], como por ejemplo que la sensibilizacion a Der p 2 se asociaba fuertemente
con sintomas de asma [40]. Aun falta determinar si existen alergenos de B. tropicalis que
se asocien con la severidad de la enfermedad, aunque hay datos que lo sugieren [41].

El éxito del DBC depende de una buena seleccion de alergenos [14]. Se debe tener en
cuenta que, al contener cada fuente varios alergenos, la complejidad diagndstica
aumenta, y también sus costos. Por lo tanto, el nimero de alergenos incluidos en una
bateria de DBC deberia contener los clinicamente relevantes y representativos de la
fuente completa al menor niumero posible de componentes. El primer paso para lograr
este proposito es identificar los alergenos individuales relevantes en una poblacién, ya
gue existen alergenos con diferencias importantes en cuanto a las cifras sensibilizacion

en comunidades distintas, e incluso con variacion entre pacientes [42, 43].

Aungue Los alergenos de HDM tienen una alta prevalencia, solo una minoria de las
personas expuestas a ellos presentan sintomas clinicos, notandose una tendencias
familiares a esto lo que sugiere que la predisposicidbn genética hace que algunos
pacientes sean mas vulnerables a la sensibilizacion que otros; por lo anterior, es
pertinente hacer estudios locales de sensibilizaciéon. Con el grupo 4 de alergenos de
acaros se han observado diferencias importantes en cuanto a las cifras sensibilizacion
alérgica en comunidades distintas [42] [43]. Una vez consideradas estas variaciones
geograficas, se pueden lograr combinaciones de pocos alergenos que representen muy
bien a la fuente por ejemplo, con la mezcla Der p 1, Der p 2, Der p 5y Der p 10 se detecta
el 93% de los alérgicos a D. pteronyssinus [44]. Es necesaria realizar la caracterizacion
de los alergenos de B. tropicales, para pretender realizar una adecuada seleccion de los
componentes relevantes clinica y epidemiolégicamente que deban incluirse en una

bateria diagnostica e inmunoterapia especifica para la alergia a B. tropicalis.
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4.3 Consideraciones genéticas de la predisposicion alérgica a HDM

Las razones genéticas de la predisposicién a reaccionar de forma exagerada contra
moléculas inocuas aun no estan claras. parece que la respuesta IgE del huésped
genéticamente predispuesto (y no cualquier propiedad intrinseca particular de las
moléculas) es el principal determinante de si una molécula es o no un alergeno; se
demostré una mayor heredabilidad en los niveles de IgE especifica de alergeno para la
descendencia masculina que para la descendencia femenina. [45]

En cuanto a los alergenos de los HDM, existen asociaciones tanto positivas como
negativas entre diferentes variantes genéticas y la respuesta especifica de IgE,
involucran diferentes alelos y loci y, generalmente, no muestran replicacion entre los
diferentes estudios. Se han implicado los alelos HLA-DPB1*0401 [46]; el DPB1 (*0201);
Otras asociaciones incluyen la hipersensibilidad de IgE a alergenos purificados de B.
tropicalis y D. pteronyssinus con HLA-DRB1*03 [47] y otros alelos HLA, genes de la
regibn 6p21 se han asociado con el riesgo de sensibilizaciébn a los &caros , los
polimorfismos en los genes Th2, por ejemplo, los del gen que codifica la interleucina 4
en el locus 5931 y el STAT6; polimorfismos en los genes que codifican interleucina-18
(IL-18), leucotrieno C4 sintasa (LTC4S), 6xido nitrico sintasa 1 (NOS1) , receptor alfa de
interleucina-4 (ILR4A), proteina nuclear asociada a células dendriticas 1 (DCNP1), factor
regulador de interferén 1 (IRF-1) , CD14, JAK2, proteina de union a GATA 3, CD40 y el

receptor de interleucina-5 alfa (IL5SRA), entre otros. [48].

Dado que la exposicion a los alergenos varia segun la region geografica, se puede
anticipar que los estudios de epidemiologia genética sobre los mismos genes, pero en
distintas ubicaciones pueden obtener resultados diferentes, como por ejemplo los genes

gue codifican IL-4 e IL-10.

En la poblacién colombiana se encontré que el SNP rs12584136 del gen del sustrato del
receptor de insulina 2 (IRS2) se asoci6 con una respuesta alta de IgE a D. pteronyssinus,
y el rs3783118 del dominio AB hidrolasa que contiene la proteina 13 (ABHD13) se asocio

con una baja respuesta de IgE a este acaro. [49]
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Se ha sugerido que los HDM, ademas de inducir inflamacién bronquial mediada por IgE,
también pueden alterar los patrones epigenéticos de las células involucradas en la
homeostasis bronquial, induciendo inflamacion. Por lo tanto, las exposiciones
ambientales que afectan el epigenoma o los polimorfismos que influyen en la interaccion
entre el genoma y la maquinaria epigenética puede desempefar un papel en la
modulacion de las sefiales gen-ambientales que conducen a la sensibilizacion de los
acaros al modificar la metilacién del ADN en las células B [50] y la hipometilacion del
gen de la interleucina 13; los HDM puede inducir modificaciones epigenéticas en la
inflamacion experimental de las vias respiratorias en ratones, cambiando el patron de
metilacion de genes importantes como la fosfodiesterasa 4 D y tgfb1 . Ademas, los HDM
inducen las mismas modificaciones epigenéticas que los gases de escape diésel; sin
embargo, aunque la sensibilizacion a los acaros es uno de los factores de riesgo de
asma mas confirmados, queda por establecer el impacto de los polimorfismos implicados
en relacion con otros rasgos hereditarios que también influyen en la patogenia de la
enfermedad, lo que dificulta la deteccion del efecto real y heredabilidad de todo el

componente genético.[48]

4.4 Alergenos de importancia epidemioldgica en el tropico

La sensibilizacién a los alergenos de los acaros del polvo doméstico (HDM) es un factor
de riesgo importante para el asma en todo el mundo, particularmente en los trépicos,
donde predominan diferentes alergenos y crecen abundantemente durante todo el afio,

por lo que el grado de exposicidn a ciertos alergenos puede ser mayor [51].

Hay mas de 30 especies de &acaros clinicamente relevantes; dos de ellos D.
pteronyssinus (familia Pyroglyphidae) y B. tropicalis (familia Echimyopodidae) estan
ampliamente distribuidos y son las fuentes mas importantes de sensibilizacion alérgica
en el trépico, siendo el primero el mas estudiado [52], por su distribucion en paises
industrializados con mayor actividad cientifica, mientras que B. tropicalis es mas comun
en areas tropicales[53] (Asia, sur de los Estados Unidos y América Latina) [17, 54]. B.

tropicalis es la principal fuente de alergenos en el interior de las casas en Singapur,
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Malasia, Brasil [55], Colombia y Puerto Rico, en donde existe una alta prevalencia de
sensibilizacion y estd fuertemente asociada con la presentacion de enfermedades
alérgicas [24, 25, 56] ; es una causa de sensibilizacion en cerca del 70% de los asmaticos
del tropico [57] y su inclusidon en baterias diagnosticas de alergia en el trépico es
indispensable [58]. Si bien varios de sus alergenos se han producido en forma
recombinante , se ha publicado poco de su actividad alergénica y relevancia clinica, de
manera que todavia no esta totalmente claro que componentes deberian incluirse en
una bateria para DBC [59].

El primer estudio descriptivo de alergenos de B. tropicalis a nivel protedbmico, revel6 un
repertorio completo de alergenos y el impacto de la endogamia en la expresion de
proteinas alergénicas en B. tropicalis: Blo t 2 fue el alergeno mas abundante en extracto
de B. tropicalis con un porcentaje total del 35,2%. Blo t 10 fue el segundo alergeno mas
destacado (14,7%), seguido por Blo t 5 (10,0%), Blo t 13 (9,9%) y Blo t 21 (8,7%).

4.5 Componentes de unién a IgE de Blomia tropicalis

El subcomité de nomenclatura de alergenos de la OMS / IUIS (www.allergen.org/)
reconoce 14 proteinas alergénicas de B. tropicalis, la mayoria de los cuales se han
caracterizado a nivel molecular, revelando diversas estructuras y funciones bioquimicas
[23]. Blot 5y Blo t 21 son los que con mayor frecuencia unen IgE entre los alérgicos a
este acaro [60, 61] pero en nuestra poblacién las cifras de sensibilizacion no superan el
50% [44]; otros alergenos de B. tropicalis (Blot1,Blot2,Blot3,Blot4,Blot6,Blot8,
Blot 11y Blo t 12) muestran una reactividad de IgE de moderada a alta (superior al 50%)
en individuos atépicos. Se demostré una baja reactividad de IgE (inferior al 30%) para
Blot7,Blot 10, Blot 13 y Blo t 19[18]; de estos componentes de unién, 7 (Blot5, Blo t
21,Blot8,Blot12,Blot2Blot13yBlot10) son producidos en el L.LI.

4.6 Generalidades de Blot 21

Fook Tim chew y col. identificaron por primera vez en 2007 el alergeno Blo t 21, una
proteina con peso de 13 kDa, formada por 129 aminoacidos, localizada en
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los contenidos del intestino medio y posterior de B. tropicalis, asi como en las particulas
fecales.

producto de un gen de copia Unica que comparte algunas similitudes con los genes que
codifican los alergenos del grupo 5, tales como las estructuras primarias y
secundarias determinadas por resonancia magnética (RMN), la cual consta de tres
hélices a antiparalelas, ensambladas en un haz helicoidal. A pesar del hecho de que
algunos residuos de epitopos de IgE putativos se conservan en las estructuras
tridimensionales de Blot 5 y Blo t 21, ambos tienen mas del 40% de residuos cargados
y 20% de residuos polares en toda la secuencia, este alto nivel de residuos accesibles
a los disolventes podria permitir que los anticuerpos se unieran mas facilmente a ellos y
constituir la base de su alergenicidad [56], encontrando en algunas poblaciones una
reactividad IgE mayor al 90% [24, 56], se ha demostrado que los anticuerpos IgE séricos
en el 42% al 98% de los individuos sensibilizados a B. tropicalis reaccionan con Blo t 5
y Blot 21.

Blo t 21 comparte 41% y 39% de identidad de aminoacidos con Der p 21 y Blo t 5,
respectivamente [24]. En un estudio, 253 nifios fueron evaluados con Derp 21y Blot 21
se informé una frecuencia de reactividad IgE del 64 % y el 56 %, respectivamente [62].
Blo t 21 tiene una reactividad cruzada de baja a moderada con Blot5y Derp 5. Blot5
y Blo t 21 se consideran alergenos principales, A pesar de compartir una estructura
tridimensional (3D) extremadamente similar, estos alergenos no reaccionan de forma
cruzada, por RMN se mapearon los epitopos de unién a IgE de Blo t 21 casi en la misma
region que Blo t 5 pero con un epitopo conformacional adicional [25], pero la co-
sensibilizacion entre estos 2 alergenos es comun, actualmente una molécula hibrida
denominada BTH2 que es una version hipoalergénica de los recombinantes Blot 5y Blo
t 21 es un prometedor candidato a vacuna para la inmunoterapia de la alergia a B.

tropicalis [63].

A pesar de su importancia de este componente de union a IgE de B. tropicalis se
desconoce su funcion biologica y actividad alergenica, por lo que es importante

caracterizarlo y definir si debe o no ser incluido al realizar DBC para este HDM.
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4.7 Evaluacioén de la actividad alergénica.

Existe relativamente poca informacion disponible sobre los alergenos de HDM, es
probable que el nivel de expresidn, la estabilidad y la posibilidad de permanecer en el
aire de estas proteinas, entre otras caracteristicas fisicas y bioquimicas, no sean las
mismas [26]. Por lo tanto, se espera que la respuesta alérgica contra los HDM sea
heterogénea, siendo la capacidad que tiene cada uno de inducir IgE especifica, el
fenotipo mas conocido resultante de este proceso. Se ha asumido que la IgE especifica
representa casi todas las propiedades y circunstancias que hacen que un componente
sea alergénico, sin embargo, el reconocimiento por anticuerpos IgE especificos (unién a
IgE) es necesario pero no suficiente para ser un alergeno, ya que estos también inducen
reactividad y sintomas de alergia; en este sentido, el impacto clinico de la alergia a HDM
ha sido documentado consistentemente por estudios epidemiolégicos y experimentos de
provocacién en modelos humanos y animales [26].

Lo anterior ha obligado a replantearse los criterios para definir un verdadero alergeno y
a sugerir pruebas que ayuden a definir si una molécula, ademas de tener alergenicidad,
tiene también actividad alergénica. Se han empleado diferentes metodologias (Tabla 1),
como la evaluacion de la frecuencia e intensidad de union a la IgE mediante técnicas de
inmunoensayo como el ELISA, pruebas de provocacion in vivo como retos orales o las
pruebas cutaneas e in vitro, como la prueba de activaciéon de basofilos o de liberacion
de histamina, estas Ultimas ofrecen numerosas ventajas, como cuantificacion precisa,
ausencia de interferencia farmacologica y mayor seguridad [64], también son Utiles la
capacidad inducir inflamacion a través de modelos animales o mediante ensayos de

anafilaxia cutanea pasiva.

Estos estudios, se han realizado con alergenos alimentarios, del polen o con extractos
de acaros, principalmente del D. pteronyssinus.; de los 14 componentes de B. tropicalis
reconocidos como alergenos por el Comité de Nomenclatura de alergenos de la
OMS/IUIS, solo Blo t 8 tiene comprobada su actividad alergénica por las pruebas
mencionadas [65], en el I.I.I se estan estudiando actualmente Blo t 13 [66] y Blo t 2 [67];

es esencial realizar este tipo de pruebas al resto de alergenos de B. tropicalis si se quiere
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aprovechar al maximo el DBC (el cual apunta a la medicina de precisién) ya que no
tendria sentido identificar supuestos alergenos cuya participacion real en la fisiopatologia

de la enfermedad no esta confirmada[16].

Tabla 1 Ensayos para evaluar la actividad alergénica y la relevancia clinica de los alergenos.

Ensayo Comentario

Capacidad de unién a IgE Evalia la alergenicidad, un componente
importante de la actividad alergénica

Prueba de provocacion in vivo: cutaneas, La prueba mas representativa de relevancia
nasales, conjuntivales, bronquiales clinica
Pruebas de provocacion in vitro: liberacién de Evaluar la activacién celular dependiente de
histamina, activacion de baséfilos IgE
Estudios de casos y controles Soporte estadistico de relevancia clinica

Evaluar vias inflamatorias adicionales no

Mecanismos de accién .
mediadas por IgE

Modelo animal de alergia Apoya la hipotesis de relevancia clinica
Anafilaxia cutanea pasiva Induccién de una respuesta IgE especifica
. o Una forma indirecta de confirmar los efectos
Estudios de evitacion -
clinicos
. . Apoya la causalidad y confirma la relevancia
Inmunoterapia especifica de componentes clinica

Tomado de [59]

4.8 Estado del arte: la medicina personalizada en alergologia clinica

Clasicamente se han manejado varias enfermedades con el enfoque tradicional en
medicina basado en protocolos y guias de manejo aplicadas de manera generalizada a
diversos grupos poblacionales, pero existen condiciones como las enfermedades
alérgicas, como el asma, que ameritan otros enfoques para tratarlas dada la
heterogeneidad en su expresion clinica. El gran progreso cientifico derivado de la
Genodmica y la Protedmica ha impulsado la idea de la aplicacibn masiva de un modelo
de medicina personalizada o de precision, que tenga en cuenta, ademas de los agentes
causales de origen ambiental, la influencia de la condicion genética del individuo en la

escogencia y respuesta al tratamiento [68].

En alergologia clinica ha sido una necesidad la personalizaciéon del diagndstico de

sensibilizacion IgE y el tratamiento de las alergias. Actualmente se utilizan extractos
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completos (mezclas de alergenos y no alergenos) para diagnosticar sensibilizacion IgE
y hacer la inmunoterapia, lo cual, por varias razones, ha mostrado limitaciones [69].
Aunque los extractos son la representacion mas general y natural del proteéma de una
fuente alergénica, su empleo se limita porque el contenido de cada alergeno varia mucho
entre lotes dependiendo del protocolo de preparacion del extracto, el origen de la fuente,
y de las caracteristicas fisicoquimicas de la proteina (como solubilidad y estabilidad). Por
eso no ha sido posible estandarizar los extractos alergénicos, lo cual genera problemas
en el diagndstico y el tratamiento de alergias, por ejemplo, cuando en la preparacién con
la que se realiza la inmunoterapia no esta bien representado el alergeno relevante para
el paciente en particular, ademas de aumentar el riesgo de efectos adversos y nuevas
sensibilizaciones por contener mas proteinas de las necesarias [70]. Por todo esto se
requiere reemplazar los extractos por los componentes verdaderamente relacionados
con la patogénesis de la enfermedad, lo cual representara un real avance en el

diagndstico y el tratamiento de las enfermedades alérgicas.

El DBC consiste en la determinacion, in vitro o in vivo, de sensibilizacion IgE hacia los
componentes alergénicos relevantes de las fuentes de importancia epidemiolégica en
una region, definiéndose al nivel molecular el perfil de sensibilizacion en cada paciente
[14]. El problema de la estandarizacion se resuelve usando alergenos purificados, a la
vez que se conoce si la respuesta a una fuente es mediada o no por alergenos de
reactividad cruzada, teniendo por estas razones el DBC una mayor sensibilidad y
especificidad diagnéstica [71]. La purificacion de alergenos de fuentes naturales es un
proceso laborioso y costoso, lo que hace que sea mas ventajoso producir estas
moléculas de forma recombinante, lo cual permite mayor produccién a menor costo;
varios estudios han demostrado que pueden producirse alergenos recombinantes con
caracteristicas fisico-quimicas e inmunoldgicas similares a su contraparte natural [72],
por lo cual podrian reemplazarlos como reactivos de uso clinico. Esto conlleva a que
deban definirse aspectos basicos de la estructura molecular en cada recombinante,
Como su correcto plegamiento y estructura secundaria, lo cual corrientemente se hace

mediante dicroismo circular.
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Ahora bien, aunque el DBC se considera un avance en el reemplazo de los extractos
alergénicos como reactivos diagnosticos, este parte de la suposicién de que la sola
sensibilizacion es la que indica el impacto clinico. De hecho, actualmente se emplean
ensayos multiplex como una opcion costo efectiva, ya que en una sola prueba se evalian
cientos de alergenos usando una minima cantidad de muestras de sangre; actualmente
se encuentran disponibles la plataforma ISAC que cuenta con 112 componentes
moleculares [73], siendo la mas usada en clinica, aunque de B. tropicalis solo incluye el
componente Blo t 5; mas recientemente se lanzo la plataforma ALEX que contiene 208
componentes (incluyendo extractos y componentes purificados) [74]; desde enero del
afo 2020, esté disponible una version actualizada de esta analitica, ALEX? que amplio
el panel de alergenos a 295 (157 extractos alergénicos y 125 componentes moleculares
incluidos Blo t 5, Blo t 10 y Blo t 21); hasta ahora la seleccion de los alergenos para
armar estas plataformas se realiza teniendo en cuenta Unicamente la capacidad de
sensibilizacion de los alergenos, sin importar si estos componentes que unen IgE son
también capaces de inducir inflamacion por accion directa en el sistema inmune innato,
mediada por IgE, o por ambas, lo cual es necesario para que la estrategia de DBC sea

realmente de medicina personalizada y de precision.

Como se ha descrito, el DBC se perfila en el inmediato futuro como una de las
aplicaciones de la medicina personalizada en alergologia, sin embargo, existe todavia
una grave limitacion y es que desconocemos la relevancia clinica de cada alergeno
individual. Esto obstaculiza el diagndstico y por supuesto el tratamiento mediante
inmunoterapia, investigar en este campo es un paso esencial para avanzar en esta

estrategia de diagndstico, manejo y el disefio de posibles vacunas contra la alergia.

5. Hipotesis

Blo t 21 tiene actividad alergénica.
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6. Objetivo general

Determinar la actividad alergénica de Blo t 21.

7. Objetivos especificos

1. Optimizar la producciéon de Blo t 21 en un sistema de expresion procariético.

2. Determinar y cuantificar la presencia de Blo t 21 dentro del extracto de Blomia

tropicalis como componente de union a IgE
3. Evaluar la actividad alergénica de Blo t 21 en humanos

4. Estudiar si Blo t 21 tiene la capacidad de inducir inflamacion en las vias aéreas en

un modelo de sensibilizacién en ratones

8. Metodologia

8.1 Disefio general del estudio

Este trabajo de tesis hace parte de un proyecto mas general titulado “Determinacién de la
actividad alergénica de productos recombinantes del &caro Blomia tropicalis y su impacto
clinico en asma”, Contrato “807 - 2018”, financiado por Minciencias (investigador
principal: Luis Caraballo) y que tiene como objetivo principal: determinar la actividad
alergénica e impacto clinico de productos recombinantes del &caro Blomia tropicalis. El
presente proyecto cuenta con aval del Comité de Etica en Investigaciones de la

Universidad de Cartagena.
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8.2 Evaluacioén de la actividad alergénica

8.2.1 Expresion del recombinante Blo t 21

Con el fin de optimizar la expresion de Blo t 21 se produjo una nueva version del
recombinante. Inicialmente se habia aislado de la biblioteca de ADNc del Instituto
de Investigaciones Inmunologicas la secuencia codificante del alergeno, la cual se
clond directamente desde la reaccion de amplificacion al vector pET100 [54]. La
desventaja de este sistema de clonaje es la adiciébn de 26 amino acidos extra, lo
cual puede afectar la solubilidad y estabilidad de la proteina. El disefio optimizado
de Blo t 21 se logré eliminando el péptido sefial que consta de 16 aminoacidos
(determinado por el programa Signalip 5.0) y cambiando el vector pET100 por
pET45. Adicionalmente, la secuencia fue optimizada mediante servicio técnico
ordenado a GenScript (Piscataway, USA) quienes realizan un cambio en los
codones del gen, utilizando los sin6bnimos de mayor uso en el organismo de
expresion (E. coli cepa BL21 DE3). La secuencia optimizada fue subclonada por
GenScript en el vector pET45b+ el cual contiene una cola de 6 aminoacidos de
histidina en el extremo N-terminal con el fin de purificar la proteina de manera mas
sencilla mediante una columna de Ni-NTA. La secuencia del alergeno dentro del
plasmido se muestra en las Figuras 2 y 3, esta nueva version del recombinante de
denomino rBlo t 21-opt.Para la expresién se realizd un repique por agotamiento de
una clona en una placa de Petri con medio Luria Bertani suplementado con
ampicilina a 100 pg/mL (LBA), se incub6 a 37°C durante 16 horas ON. Al dia
siguiente se inoculé una de las colonias aisladas del cultivo anterior en medio LBA,
se incubo6 a 37°C, 250 rpm y ON. Posterior a esto, se realizo una dilucion 1:20 del
cultivo en medio liquido LBA, se incub6 por 2 horas a 37°C y 250 rpm hasta alcanzar
una densidad 6ptica a una longitud de onda de lectura de 600 nm (ODeoo) entre 0,5
y 0,8, al lograr la OD, se indujo la expresion de la proteina con Isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG) (Sigma Aldrich, cat. 16758-10G) 1 mM durante 5 horas
a 37°C y 250 rpm. Se estudi6 la cinética de la expresién tomando una alicuota de

cultivo durante cada hora durante la induccion. Las bacterias se recolectaron por
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centrifugacion y los pellets se almacenaron a -20°C. Se reconstituyeron los pellet
agregando por cada 10 mL de cultivo usado para la extraccion 1 mL de buffer NBB
1x pH 8,0, se realizaron 4 ciclos de congelacion y descongelacién y 5 ciclos de
sonicacion en el equipo Sonic Dismembrator 705 (Fisher Scientific, Estados
Unidos), con una amplitud de 10 en intervalos 1 minuto. La muestra se llevd a
rotacion 20 rpm durante 4 horas a TA y luego se centrifug6 a 5000 rpm durante 15
minutos a 4° C y se recogio el sobrenadante final correspondiente al lisado nativo
Blo t 21 pET45 b(+) DE 21, el cual se purific6 mediante cromatografia de afinidad
usando la resina de niguel, Ni-NTA Agarose Qiagen (cat. 30230) durante 1 hora en
rotador vertical Fisher scientific a TA; se realizaron 4 lavados con 1 ml de buffer por
cada ml de lisado utilizado , de la siguiente manera: lavado 1 con buffer NBB 1X,
los siguientes 3 lavados con NWB pH 8,0 (NaH2P0O4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol
20 mM), luego se realizaron 6 eluciones con 1 ml de NEB pH 8,0 (NaH2PO4 50 mM,
NaCl 300 mM, Imidazol 250 mM) por cada 10 ml de la muestra de lisado inicial
usada.
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Figura 2. Mapa del plasmido vector pET45b (+). Se representa en azul la insercién de la secuencia de
nucledtidos de interés que expresara la proteina recombinante Blo t 21; este plasmido contiene un gen de
resistencia antibidtica a la ampicilina graficado en color morado.
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Posteriormente se realiz6 didlisis de la proteina a buffer Tris usando una membrana
para didlisis de 6-8 kDa (Spectra/Por™, Spectrum Lab, cat. 08670C) haciendo
cambio de buffer cada 2 horas hasta completar 8 horas. La proteina se filtré con un
filtro de 0.2 um, se liofilizd y se conservo a -20 grados con la etiqueta Blo t 21 WOSP
6x his lote EB 1001. Cada uno de los pasos: expresion, lisis, purificacion y dialisis
de la proteina se verific6 mediante SDS-PAGE 15% vy tincion con azul de
Coomassie. La concentracion de rBlo t 21 se determind por densitometria usando
como referencia una curva de calibracion estandar de albumina sérica bovina (BSA)
y Bradford.

8.2.2 Remocién de endotoxina arBlot 21

La deplecion de endotoxina se realizé usando el estuche ToxinEraserTM Endotoxin
Removal (GenScript, Estados Unidos, catalogo: L00338 Version: 09092015)
siguiendo las indicaciones del fabricante. El principio de este método esta basado
en hacer correr la muestra a través una matriz de afinidad que contiene polimixina
B modificada (PMB) y asi lograr una disminucién eficaz de los niveles de
endotoxinas con el uso repetido del método; inicialmente, la columna se lavd con 5
mL de Buffer de regeneracion contenido en el estuche a una velocidad de 0.25
mL/min, este proceso se repitié 2 veces mas; luego, la columna se equilibré con 6
mL del “Equilibrium 17 Buffer’ (formula del fabricante) a una velocidad de 0.5
mL/min, esto se repitié 3 veces. Por ultimo, se colocé 5 mL de rBlo t 21 en la columna
y se ajusto la velocidad a 0.25 mL/min. fueron necesarios tres ciclos de remocion.
Después del procedimiento se realizé densitometria usando como referencia una
curva de calibracion estdndar de BSA para estimar la concentracion de las proteinas
antes y después de la disminucién de endotoxinas, la proteina recolectada se

guardo a 4°C para la posterior medicién de la endotoxina.
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Selected: Kpnl (4988) — BamHI (5332) = 344 bp [49% GC]
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Figura 3. Vista ampliada de la secuencia de nucledtidos insertada en el plésmido pET45b (+) depositada en
GenBank. la secuencia madura de Blo t 21 comienza en el aminodcido Leu 10, con solo 2 aminodcidos
adicionales en este vector entre la secuencia de hexabhistidina (flecha morada) y la secuencia de la proteina
madura (resaltada en azul).

8.2.3 Cuantificacion de endotoxina

La medicibn de la endotoxina se realiz6 mediante un ensayo colorimétrico
cuantitativo usando el kit ToxinSensor™ Endotoxin Detection System de GensScript
(Cat. LO0350) de acuerdo a indicaciones del fabricante, este método esta basado
en la reaccion del Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL) y un sustrato
cromogénico que permite detectar las concentraciones de endotoxinas de las
muestras mediante la generacion de color. Brevemente, se usaron estandares de
endotoxina de E. coli en un rango de 1 — 0.06 EU/mL. Se utilizaron diferentes

diluciones de rBlo t 21 antes y después de la disminucién de endotoxina en las
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muestras; se colocaron 100 pl de estandar, proteina o blanco (agua libre de
endotoxina) en viales libres de endotoxinas; se agregaron 100 ul del lisado de LAL
reconstituido a cada vial, se incubaron las muestras por 10 minutos a 37 °C. Luego,
se agregaron 100 ul del sustrato cromogénico y se incubo a 37°C durante 6 minutos.
Por ultimo, se agrego estabilizador de color. Para la medicion de la endotoxina, se
colocaron las muestras y estandares por duplicado en una placa enzimatica de 96
pozos y se midid la OD a 545 nm en el espectrofotometro Multiskan™ (Thermo

Fisher Scientific).

8.3 Ensayo de inhibicion de Elisa de B. tropicalis con Blo t 21

Para la inhibicion ELISA entre rBlo t 21 y el extracto de B. tropicalis, usamos un pool
de sueros los cuales tenian OD positiva tanto a extracto de B. tropicalis como a Blo
t 21 a una dilucion previa titulacion 1:20 (Tabla 2) se incubaron con los inhibidores
rBlo t 21 , extracto de B. tropicalis (Lote EB029) y BSA como control de inhibidor no
relacionado respectivamente, a diferentes concentraciones (0,0001; 0,001; 0,01;
0,1; 1; 10 y 100 pg/mL). Después de la adsorcion durante 7 h en rotacion continua
a 4 °C, se cargaron 100 pL del pool inhibido en cada pocillo la microplaca de 96
pozos (Immunolon® 4HBX-Thermo Fisher Scientific, cat. 6404) recubierto con
extracto de B. tropicalis en fase sélida (Se uso suero sin inhibir diluido 1:20 en buffer
de bloqueo, Como controles positivos y negativos se escogieron Ssueros
previamente habian demostrado presencia o ausencia, respectivamente, de IgE
frente a extracto de B. tropicalis y Blot 21 y también PBS para validar la
absorbancia base en cada placa).Todos los experimentos se realizaron por
duplicado. Los anticuerpos IgE unidos a la fase solida se midieron mediante ELISA
y los resultados se expresaron en porcentaje de inhibicion, calculado asi: porcentaje
(%) de inhibicion = OD suero sin inhibidor - OD suero inhibido / OD suero sin
inhibidor x 100. [35, 75, 76].
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8.4 Determinacion de la reactividad IgE especifica a rBlo t 21 en humanos.

Para la evaluacion de la actividad alergénica de rBlo t 21 se emplearon muestras
derivadas de pacientes asmaticos alérgicos residentes en la ciudad de Cartagena
de Indias que fueron reclutados en el programa ASA (Ascaris y Severidad del
Asma), proyecto de investigacion (602-2009, Departamento Administrativo de

Ciencia y Tecnologia e Innovacion y Universidad de Cartagena).

8.4.1 Deteccion de IgE humana especifica contra Blo t 21 mediante
ELISA

La reactividad de anticuerpos IgE especificos a la nueva version del recombinante
Blo t 21 se determind mediante ELISA indirecto en 28 sueros de individuos

sensibilizados y no sensibilizados a B. tropicalis, pertenecientes al estudio ASA.

Se uso el rBlo t 21 lote EB 1001 (380 pg/mL) y extracto de B. tropicalis (Lote eB029,
2280 pg/mL) que fueron reconstituidos en PBS vy filtrados con un filtro de 0.22 um
para luego cuantificar su concentracibon mediante densitometria (rBlo t 21) vy
Bradford (Extracto de B. tropicalis).

Se uso el protocolo estandarizado en el I.1.1 de ELISA indirecto para medir IgE
especifica humana para rBlo t 21 [77]. Brevemente, en una microplaca de 96 pozos
(Immunolon® 4HBX-Thermo Fisher Scientific, cat. 6404) se recubrieron con 0,5 ug
de rBlo t 21 y 1 ug de extracto de B. tropicalis por pozo (100 pL por pozo) en buffer
carbonato/bicarbonato pH 9.2 ON a 4°C; luego de 5 lavados con PBS- Tween 20
0.1%, se bloquearon los pozos con PBS- BSA 1% mas azida de sodio al 0,02%
(buffer de blogueo) por 3 horas a TA y en camara humeda, posteriormente se
agregaron 50 pL de sueros humanos diluidos 1:5 en buffer de bloqueo y se dejaron
incubando ON a TA (se escogieron sueros que previamente habian demostrado
presencia o ausencia de IgE frente a extracto de B. tropicalis mediante ELISA),
Posteriormente se agregaron 50 pL de anti-IgE humana marcada con fosfatasa
alcalina (Sigma-Aldrich, cat. A3525) diluida 1:1000 en buffer conjugado y se incubo6

por 2 horas a TA. El revelado de la reaccion se hizo con p-nitrofenil fosfato (pNPP)
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(Sigma-Aldrich, cat. N2640) diluido en dietanolamina/MgCI2 0,5 M pH 9,8 a una
concentracion de 1mg/ml. Se incub6 por 60 minutos y se realizo la lectura de la OD
a 405 nm en el espectrofotometro Multiskan™ (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos). Todos los experimentos se realizaron por duplicado, previa titulacion del
ELISA, como controles positivos y negativos se escogieron sueros que previamente
habian demostrado presencia o ausencia, respectivamente, de IgE frente a extracto
de B. tropicalis y Blo t 21 y PBS para validar la absorbancia base en cada placa. Se
tomé como punto de corte 0,11 [77], utilizando para esto el promedio de la OD de

los controles negativos mas 2 DS.

8.4.2 Western Blotting (WB)

Se realizé un WB usando sueros de pacientes sensibilizados a B. tropicalis para
evaluar la reactividad IgE rBlo t 21. El protocolo se realiz6 como se describe antes
[35]. Se utilizd un conjunto de sueros de 6 pacientes sensibilizados a B.
tropicalis con IgE especifica para B. tropicalis entre 1,835 y 2,909 OD segun lo
determinado por ELISA y 6 controles no alérgicos con IgE especifica para B.
tropicalis con OD por debajo de 0,1 y el control de tampdén PBS para evaluar la
reactividad de rBlo t 21, en la Tabla 2, se describen los sueros empleados.

Se realiz6 una electroforesis de acrilamida SDS-PAGE al 15% con rBlot 21 en una
celda electroforética Mini-Protean 3 (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU). Se usoé la
celda Mini Trans-Blot (Bio-Rad) para transferir las proteinas desde el gel de
electroforesis a una membrana de nitrocelulosa con poro de 0,45 um, en buffer de
transferencia pH 8,3 (tris HCL 0.25mM, glicina 192 mM, metanol 20% y SDS 0,1%)
a 180 mA constantes durante 90 minutos. La eficiencia de la transferencia se evalu6
mediante tincion de Ponceau. La membrana con las proteinas transferidas se
bloqgueé con PBS 1x-BSA 3%, durante una hora en agitacidbn constante.
Posteriormente, la membrana se cortdé en 3 partes, y se incubo en agitacion lenta
ON cada fraccion marcada con una de las condiciones: pool de sueros positivo,
pool de sueros negativos o PBS (previamente se absorbieron 2 ml de cada pool de
suero o PBS durante 5 H con 100 ug / ml de inhibidor extracto de E. coli); al dia
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siguiente se realizaron 3 enjuagues y 2 lavados de PBS tween 20 0,1% y 2
enjuagues y 2 lavados de PBS 1x ,Posteriormente, las membranas se incubaron
durante 3 H en agitacion lenta con anti-IgE humana marcada con fosfatasa alcalina
(Sigma-Aldrich, cat. A3525) diluida 1:500 en buffer conjugado PBS 1x-BSA 0,2%;
luego se realizaron 3 enjuagues y 4 lavados con tampon 0,15 M NaCl 0,05 M Tris-
HCI (pH 7,5). La reaccion se revelo utilizando nitro-azul-tetrazolio y 5-bromo-4-cloro-
3-indoil-fosfato disueltos en tampdn de fosfatasa alcalina (pH 9,5) protegida de la

luz, se detecto sefal a los 65 segundos por lo que se par6 la reaccion.

Tabla 2. Caracteristicas de los sueros usados para realizacion de western blot.

Pool positivo Pool negativo

cédigo oD cédigo oD
ASC 027 2,844 |AL 0,087
ASC 079 1,654 |EM 0,087
ASC 191 2,714 B 0,099
ASC 274 2,795 DM 0,091
ASC 332 1,835 LAC 0,092
AH 2,909 MCMA 0,096

8.4.3 Prueba cutanea de alergia (SPT)
Se produjo bajo BPM en el I.1.1 un extracto glicerinado con el rBlo t 21 expresado y

purificado segun se detall6, a una concentracion de 25 pg / ml, la concentraciéon
optima se defini6 mediante titulacion en sujetos con niveles altos y bajos de IgE
especifica utilizando 6 diluciones del recombinante rBlo t 21 en glicerol al 50% (1,6;
3,12 6,25; 12,5; 25 y 50 pg / ml) (Figura 7 a).

La prueba se realiz6 por personal médico entrenado a 27 voluntarios con previo
diagnéstico de rinitis alérgica y/o asma que hubieran tenido crisis desencadenadas
por el polvo doméstico, y 5 controles sanos ( se interrogd sobre la presencia de
sintomas de asma en la actualidad y en el pasado, definiendo un caso como

cualquier sujeto que respondiera “si” a tener sintomas de asma y/o rinitis y un control
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como cualquier sujeto que ni tuviera sintomas ni un diagnéstico médico previo de
asma y/o rinitis confirmado por el médico investigador). La prueba se realiz en el
antebrazo con una bateria de aeroalergenos que incluyo el extracto de B. tropicalis,
rBlot21 25 pg / ml, D. pteronyssinus, epitelio de gato, perro, Periplaneta americana
y Aspergillus fumigatus, fosfato de histamina (1 mg / ml) como control positivo y una
solucién de glicerol al 50% como control negativo. La prueba se considero positiva
si el diametro medio de la papula a los 15 minutos es 3 mm mayor al control
negativo. Se pidié a los pacientes que no hubieran tomado antihistaminicos o
corticosteroides orales o topicos durante al menos 1 semana antes de la prueba
cutanea.

A los voluntarios participantes se les tomo muestra de sangre para posterior
determinaciéon de niveles de anticuerpos IgE especificos para Blo t 21 mediante

ELISA indirecto siguiendo el protocolo antes detallado.

8.4.4 Prueba de activacion de basofilos (BAT)

Para la realizacion de la BAT se seleccionaron 5 casos de pacientes asmaticos y/o
riniticos reclutados en nuestro estudio que tuvieran IgE y prueba cutanea al extracto
de B tropicalis y a rBlo t 21 (Tabla 3) y 4 controles sanos sin antecedentes de
sintomas alérgicos y una respuesta SPT negativa a alergenos inhalantes comunes
como controles negativos. Brevemente, se tomé una muestra de 10 ml de sangre
periférica en tubo heparinizado, para cada paciente, se afiadieron 20 pL de una
combinacion optimizada de tres anticuerpos monoclonales fluorescentes CD63-
FITC/CCR3APC/CD3-PECY 7y 50 uL de sangre entera y 20 uL de cada estimulo
a diferentes concentraciones: rBlo t 21 0,1 pg/mL( 1 ug/ ml, 0,1 ug/ mly 0,01 ug/
ml); extracto de B. tropicalis 1 pg/mL, PBS o Anti-IgE dilucién 1:20 como control
negativo y positivo respectivamente, se incubo durante 30 minutos a 37 °C en un
bafio de maria, protegidos de la luz, posteriormente se paré la reaccion con 50 pL
de solucion de parada ( PBS-EDTA 20 mM) y luego se realizo la lisis celular con la
mezcla “Fix-and-Lyse” contenida en el kit Allergenicity Kit (Beckman Coulter, cat.

A17116), se centrifugo durante 5 minutos a 200 g, se descartd el sobrenadante
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mediante aspiracion y luego se realizé un lavado con PBS mediante centrifugacion
durante 5 minutos a 200 g, finalmente se resuspendio el pellet celular en 250 uL de
PBS y se analizé por citometria de flujo utilizando el equipo FACS-ARIA 11l (Becton
Dickinson, Estados Unidos). La lectura de los basdfilos en el equipo se detuvo
cuando se adquirieron 500 baséfilos para cada condiciéon. El analisis de los datos
se realizo utilizando el software Kaluza version 2.1 (Beckman Coulter, Estados
Unidos). Se usé para la identificacion de basdfilos activados la estrategia CD3-
CCR3+CD63+ (Figura suplementaria 1), los resultados se expresaron como % de
células CD3-CCR3+CD63+. Se consider6 una prueba positiva cuando este
porcentaje supero el 15% de todos los basofilos seleccionados (eventos SSClow
CD3-CCR3+) [78].

Tabla 3. Descriptiva de las muestras utilizadas en BAT

Cdédigo Sexo Edad DX '9E Blot | SPTBlot SPTBT*
21 (OD) 21 *
Pacientes alérgicos
BT14 M 24 AR 0,1943 9 8
BT 28 M 10 AR 0,2779 11 11
BT 33 M 35 AS 0,3243 20 11
BT 35 F 35 AR 0,2424 16 5
BT 36 M 22 AR 0,2183 7 12
Controles no alérgicos
BT 29 M 25 Cs 0,0993 1 1
BT 37 F 35 CS 0,0957 1 1
BT 34 F 22 CS 0,0906 1 1

Abreviaturas: M: masculino; F: femenino; DX: diagnostico; AR: rinitis alérgica; AS: asma; CS: control
sano; SPT: prueba epicutdnea alergia; BT: Blomia tropicalis; *: papula en mm.
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8.5 Modelo animal de inflamacion respiratoria

Se realiz6 un modelo de inflamacién respiratoria con rBlo t 21 en ratones hembra
de la cepa BALB/c de 8 semanas de edad, con peso 20+ 2 g, comprados al Instituto
Nacional de Salud (Bogota, Colombia). Los ratones se mantuvieron en un ambiente
libre de patdégenos a una temperatura de 18-25°C, 50-90% de humedad relativa y
ciclo de luz/oscuridad de 12 horas. Se alimentaron con una dieta estandar de

alimento concentrado y agua potable a libre demanda.

Para generar inflamacion alérgica de las vias respiratorias se llevd a cabo un
protocolo de inmunizacion y retos nasales realizado en un estudio anterior [79]: se
dividieron los ratones en cinco grupos experimentales : 1) PBS + Alum; 2) rBlo t 21
+ Alum; 3) Extracto de B. tropicalis + Alum; 4) PBS soloy rBlot 21 solo (Figura 9
a). Los ratones recibieron tres inyecciones intraperitoneales (i.p) los dias 0, 7y 14
segun el grupo asignado se administré PBS, rBlo t 21 o extracto de B. tropicalis con
o sin hidroxido de aluminio en 50 pL (Imject® Alum, Thermo Fisher Scientific, Cat.
77161). Se administraron 20 microgramos del alergeno cada vez. Siete dias
después de la ultima inmunizacién, los ratones se expusieron bajo sedacion con
sevoflurano al 100%, diariamente (3X) a 20 ug de rBlo t 21 (contenido de endotoxina
2,83 EU/mg), 40 ug de extracto de B. tropicalis (contenido de endotoxina 1,9 EU/mg)
o PBS, por via intranasal (i.n). Cada grupo experimental contenia 5 a 6 ratones. Los
grupos PBS y extracto de B. tropicalis se definen como control negativo y positivo
respectivamente del experimento. Se realizo replica de estos experimentos con

diferencia de 1 semana en su realizacion.

8.5.1 Medicion de la hiperreactividad de las vias respiratorias

La funcidn pulmonar se evalué mediante la obstruccion del flujo de aire inducida por
metacolina, utilizando un pletismografo de cuerpo completo (Buxco® Troy
Electronics, Estados Unidos). El ensayo se realiz6 al dia siguiente de finalizados los
retos nasales (dia 24); la hiperreactividad bronquial se evalu¢ indirectamente en los
ratones conscientes mediante la medicion de valores de pausa aumentada (Penh)
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[80], luego de nebulizarlos con 200 yuL de metacolina (Sigma-Aldrich, cat. A2251-
25G) a concentraciones en ascenso: 3,125 mg/mL, 6,25 mg/mL, 12,5 mg/mL y 25
mg/mL. Se utiliz6 un protocolo de 5 minutos de aclimatamiento, 1 minuto de
nebulizacion, 3 minutos de medicién y 2 minutos de recuperacion por cada grupo

de ratones.

8.5.2 Eutanasia y recoleccion de muestras

Se realiz6 eutanasia de los animales 24 horas después del reto con metacolina (dia
25) (Figura 9 a), administrando por via i. p 200 yL de Eutanex (INVET, cat. IE-083,
Pentobarbital sédico 390 mg y Difenilhidantoina sodica 50 mg) asegurando el
cumplimiento de las normas relacionadas con el bienestar del animal. Se realizé la
diseccion del abdomen y se tomé muestra de sangre total de la aorta abdominal que
fue depositada en tubos con 50 pL de EDTA 0,5 M, se centrifugaron a 5.000 g
durante 5 minutos a 4°C, se separo el plasma y se almacené a -80°C hasta realizar
medicion de anticuerpos especificos (IgG1, 1gG2a, IgE). Se recolecté el lavado
broncoalveolar (BAL) en 1 mL PBS al 1% con inhibidor de proteasas para analisis
celular por citometria de flujo y de citoquinas. Se extrajo el pulmén derecho y se
colocé en 3 mL de formalina tamponada al 10% para los analisis histolégicos y el
pulmon izquierdo se almacend una parte en RNA Later para analisis transcriptémico
y la otra se congel6 para analisis epigenéticos. Finalmente se obtuvo el bazo y se
deposité en 3 mL de medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino
inactivado al 5% para realizar cultivo de esplenocitos y estimulacién con rBlo t 21,
extracto de B tropicalis, medio y PHA (Fitohemaglutinina-M) para el posterior

andlisis de citoquinas en los sobrenadantes de los cultivos.

8.5.3 Lavado broncoalveolar (BAL)

El BAL se realizo introduciendo un catéter periférico neonatal 24G x3/4 por la boca
del ratén hasta llegar a las vias respiratorias, se tomé 1 mL de PBS frio con coctel

inhibidor de proteasas 1x (PeroteoGuard™ EDTA-Free Protease Inhibitor, Clontech,
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cat. 635673) con una jeringa. Se adapto el catéter a la jeringa, se administré el
contenido en los pulmones y se aspir6 completamente el contenido 3 veces. Se
deposito el BAL en tubos de 1.5 mL y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos
a 4°C. El sobrenadante se almacend a -80°C hasta la medicién de citoquinas. El
sedimento se resuspendié en 1 mL de buffer de lisis 1x (BD Pharm Lyse™, cat.
555899) durante 5 minutos a 4°C, se lavdo mediante centrifugacion y luego se
resuspendid en 500 pL de Stain Buffer, se centrifugd a 300 g durante 7 minutos a
4°C, se descarto el sobrenadante y se dejé en 60 yL de Stain Buffer. La muestra
se dividio en dos alicuotas de 30 pL cada una. Luego se incub6 una de las alicuotas
con 30 pL del coctel de anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos para
la identificacibn de macréfagos alveolares (CD170+ CD11b low), eosindfilos
(CD170+ CD11b hi), neutrodfilos (Ly6G+ CD11bhi) y linfocitos (CD3+) durante 20
minutos a 4°C y protegidos de la luz (Tabla suplementaria 1). La otra alicuota se
incubé con 30 pL de una mezcla de anticuerpos utilizados como control de isotipo
(Tabla suplementaria 2). Se realiz6 un lavado con PBS mediante centrifugacion,
se descartd el sobrenadante y se resuspendio en Stain Buffer. Luego se procedi6
con la lectura en el citdmetro de flujo FACS-ARIA IlI (BD, Estados Unidos) y se uso

para el analisis el software Kaluza version 2.1 (Beckman Coulter, USA).

8.5.4 Histologia

Se tomaron los pulmones sumergidos en formalina al 10% y se introdujeron en
parafina y se cortaron en secciones de 4 um de espesor y se tifieron con
hematoxilina-eosina (HE) (Thermo Shandon, Ref. 6765015) y &cido Peryodico de
Schiff (PAS) (Merck, Ref. HX99153846) en el Laboratorio de Histologia de la
Universidad de Cartagena (Dra. Inés Benedetti). Los cortes se visualizaron
mediante microscopia oOptica para evaluar la inflamacion pulmonar y la produccion
de moco; Para determinar la gravedad de la infiltracion de células inflamatorias, se
realizaron recuentos de células inflamatorias peribronquiales (PB) y perivasculares
(PV), basados en una modificacion del sistema de puntuacién de 5 puntos descrito

por Myou et al [81]. La inflamacién pulmonar total se definio como la suma de las
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puntuaciones de inflamaciéon PB y PV. El grado de produccion de moco se determino
mediante el recuento de células caliciformes PAS positivas en las vias respiratorias
(identificadas por una tincion de color magenta), utilizando el sistema de puntuacion
de 5 puntos descrito por Tanaka et al [82] (tabla suplementaria 3). Las imagenes
se capturaron con un aumento final de 10x y 40x en un microscopio Leica DM500
conectado a una camara Leica ICC50 HD (Suiza). Las imagenes se procesaron con
el software Leica Aplication Suite version 3.0.

8.5.5 Determinaciones serolégicas

Los niveles de anticuerpos IgG1 e IgG2a especificos de alergeno se determinaron
en ratones mediante ELISA. Las placas de microtitulacion de 96 pozos
(Immunolon® 4HBX-Thermo Fisher Scientific, cat. 6404) se recubrieron con los
alergenos a 0,25 pg/mL rBlo t 21 y 1 pg/mL extracto de B. tropicalis mediante
incubacion ON a 4 °C; al dia siguiente, los pozos se bloquearon con PBS-BSA 1%
durante 2 horas a TA. Posterior a 5 lavados con PBS-Tween 20 1%, se agregaron
los plasmas de los ratones tratados con rBlo t 21, extracto de B. tropicalis o PBS
diluidos 1:500 (ELISA 1gG1l) o 1:250 (ELISA IgG2a) en buffer de bloqueo y se
incubaron por 2 horas a 37°C. Después de 5 lavados con PBS-Tween 20 1%, los
pocillos se incubaron con el anticuerpo biotilinado anti-mouse IgG1(BD
Pharmigen™, cat.553441) o anti-mouse IgG2a (BD Pharmigen™, 550332) diluidos
1:1.000 en buffer conjugado durante 2 H a TA; luego de lavar 5 veces con PBS-
Tween 20 1%, se agrego la Extravidin/fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich, cat. E2636)
a unadilucion 1:3000 en buffer conjugado durante 1 hora a TA. La reaccion se revelo
incubando los pozos en oscuridad durante 60 minutos con pNPP 1mg/mL diluido en
dietanolamina/MgCI2 0,5 mM pH 9.8 a TA, se realiz0 la lectura en un lector de ELISA

a 405 nm (Multiskan™ Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).

Con el fin de aumentar la sensibilidad del ELISA de IgE se redujeron los niveles de
anticuerpos IgG en el plasma de los ratones; para esto los plasmas diluidos 1:6 se
incubaron con 50 pL de proteina G Sepharose™ 4 Fast Flow (GE Healthcare, ref.

17-0618-01) durante 30 minutos a TA enrotacion, luego se recuperé el sobrenadante,
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este procedimiento se repitid6 3 veces, luego se centrifugo a 2000 g por 2 minutos

para recuperar la fraccion con IgE.

La cuantificacion de IgE especifica contra rBlo t 21 y B. tropicalis se realizo fijando el
antigeno a una concentracién de 0,25 pg/50 pL y 0,5 pg/50 pL por pozo
(respectivamente) en una placa de 96 pozos mediante incubacién ON a 4°C. Los
pozos luego se bloquearon con PBS-BSA 1% durante 3 horas a TA. Posterior a 5
lavados con PBS-Tween 20 1%, se agregaron los plasmas de los ratones tratados
con proteina G y se dejaron en incubacion ON a 4°C. Después de 5 lavados con
PBS-Tween 20 1%, se incubd con el anticuerpo biotinilado anti-mouse IgE
(eBioscience™, Clon 23G3 ref. 13-5992-82) a una dilucion 1:1000 en buffer de
bloqueo por 1 horas a TA. Posteriormente se realizaron 5 lavados con PBS-Tween
20 1%, y se incub6 con el conjugado Extravidin/fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich,
cat. E2636) a una diluciébn 1:2000 en buffer conjugado durante 1 hora a TA.
Finalmente se agregd como sustrato de color pNPP 1mg/mL diluido en
dietanolamina/MgCI2 0,5 mM pH 9,8 incubado en oscuridad a TA. Se realizé la
lectura de la OD a 405 nm a los 60 minutos usando el lector de ELISA (Multiskan™

Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).

9. Andlisis estadisticos

Los analisis se llevaron a cabo utilizando SPSS versiéon 17.0 (SPSS Chicago, IL,
Estados Unidos) Y GraphPad Prism version 5.01 para Windows (GraphPad
Software, SanDiego, CA, Estados Unidos). Para los andlisis epidemiolégicos de la
serologia IgE se describieron los datos dependiendo de su distribucion, ya sea
usando media mas desviacion estandar o mediana mas rango intercuartilico. Para
evaluar la intensidadde la respuesta IgE de las muestras independientes, también
se escogieron las pruebas de acuerdo con la distribucion de los datos, usando la
prueba t-student en caso de ser paramétrica, o la prueba U de Mann-Whitney si es
no paramétrica. Para la comparacion de las proporciones de sensibilizacion entre

los grupos de casos y controles se uso la prueba de chi-cuadrado.
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Se realizé la prueba de Wilcoxon para comparar las diferencias entre el % de activacién de los
basoéfilos de los sueros no estimulados y los estimulados con rBlo t 21 y B. tropicalis. La diferencia
del % de activacion de baséfilos después de la estimulacién con rBlo t 21 incubados con sueros de
los sujetos alergicos vs controles sanos se evalué con la prueba U de Mann-Whitney.Se utilizé6 ANOVA
unidirecional con analisis post hoc de Dunnet para evaluar las diferencias en eltamaio de las papulasen
la SPT, el contenido de células en el BAL, niveles de anticuerpos 1gG1, IgG2a e IgE en suero, la
puntuacion de la inflamacidn pulmonar y de células caliciformes. Se utiliz6 ANOVA bidireccional
con andlisis post hoc de Bonferroni para evaluar la reactividad bronquial al reto con metacolina

entre los grupos experimentales.

10.10. Consideraciones éticas

El presente estudio como parte de un estudio mas amplio cuenta con el aval del
Comité de Etica de la Universidad de Cartagena (Anexo 1). Se emplearon sueros
de humanos recolectados en estudios previos que contaron con consentimiento
informado ; de acuerdo con el articulo 11 de la resolucion 8430 de 1993 expedida
por el Ministerio de Salud: "Por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas
y administrativas para la investigacién en Salud", este trabajo se clasifica como
investigacion con riesgo minimo al realizar registro de datos a través de
procedimientos comunes, que consistieron en la extraccion de sangre por puncion
venosa en adultos en buen estado de salud y realizaciébn de SPT; estas fueron
realizadas por personas entrenadas especialmente para llevar a cabo estos
procedimientos. Todos los datos de los pacientes recolectados fueron tratados de
forma an6nima, soélo utilizada con fines académicos y fueron revisados solo por el
equipo de investigacion como datos grupales, sin entrar a identificar sujetos
puntuales. A los pacientes donadores que se les tomé muestra de sangre y

realizacion de SPT se les solicitd un consentimiento informado (Anexo 2).

Los modelos experimentales que contemplan el uso de ratones de laboratorio se
rigen por las regulaciones vigentes establecidas en la Ley 84 de 1989 de la
Republica de Colombia, Capitulo VI y la Resolucion 08430 de 1993 del Ministerio

43



de Salud referente al uso de animales vivos en experimentos e investigacion por la
cual se adopta el Estatuto Nacional de Proteccién de los animales. De igual manera,
contamos con toda la infraestructura y condiciones necesarias para el cuidado y uso
de los animales de laboratorios, en concordancia con las legislaciones y
recomendaciones estipuladas por el CCAC (Committee on Care and Use of
Laboratory Animals, U.S), al igual el manual operativo establecido por el bioterio de

la universidad de Cartagena.

11. Resultados

11.1 Optimizacion de la produccion de rBlo t 21

Como se describio en la metodologia, la secuencia madura de Blo t 21 fue insertada
en un vector recombinante que permiti6 obtenerla con pocos aminoacidos
adicionales a su secuencia. En la Figura 4 a, se muestran los resultados de la
induccion de la expresion de la proteina rBlo t 21-opt la cual migré a una masa
molecular de ~14,6 KDa (este peso molecular coincidié con el peso molecular
tedrico del recombinante marcado de 15 kDa calculado a partir de la secuencia de
aminoéacidos de Blo t 21 y es menor que el observado para la version anterior de
Blo t 21/pET100). Esta banda se observé en el cultivo inducido con IPTG 1 pM, pero
no en la condicién sin el estimulo. Los resultados de la cinética de la expresion
apoyan que son necesarias 5 horas de induccién con IPTG para obtener los
resultados 6ptimos. La proteina rBlo t 21 pudo obtenerse en forma soluble bajo
condiciones de purificacion nativas. No fue necesaria la solubilizacion del pellet con
detergentes (como se realizaba con Blo t 21/pET100) y el proceso de purificacion
usando resina Ni-NTA e imidazol 250 mM fue bastante eficiente. El porcentaje de
pureza de rBlo t 21-opt determinado en un gel de electroforesis SDS-PAGE tefiida
en azul de coomasie fue mayor al 99% (Figura 4 b). El rendimiento del proceso
produccion para Blo t 21-opt fue de 14.2 mg/L de cultivo.
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En la Figura 4 c, se muestran los resultados del WB realizado donde se observa

qgue el conjunto de sueros de individuos IgE positivos para B. tropicalis reconocio

rBlo t 21-opt, confirmando que existe una fuerte reactividad a la proteina en sueros

de pacientes alérgicos a B tropicalis.

El método de remocién de endotoxina con la matriz de polimixina B tuvo una
eficiencia del 97,1%; después del tratamiento el nivel de endotoxina en la proteina
fue de 2,83UE/mL, en comparacion con la proteina sin tratar que mostro un nivel de
endotoxina de 98,6 UE/mL. La concentracion de proteina medida por densitometria
con estandares de BSA no se vio afectada después de la remocion de endotoxina.
La proteina con niveles reducidos de endotoxina fue utilizada en los experimentos

del modelo de inflamacion respiratoria de raton.
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Figura 4. Produccion de la proteina recombinante Blo t 21. (a). SDS-PAGE 15% de la expresion de rBlo t 21

PET 45 b+ en E. coli BL21 (DE3), nétese la cinética de expresion donde se observa que la expresion optima se
obtiene a las 5 horas; (b). SDS-PAGE 15% de la purificacion de rBlo t 21 pET 45 b+ con la resina de niquel, Ni-
NTA Agarose Qiagen (cat. 30230); (c). Western blot de la rBlo t 21 pET 45 b+ probado con sueros de humanos
sensibilizados a B. tropicalis (pool de sueros +) o solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (pool de sueros
-). Abreviaturas: MW: Marcador de peso molecular 26614 (Thermo unstained Protein ladder); HO: hora cero,

H1: hora 1, H2: hora 2, H3: hora 3, H4: hora 4, H5: hora 5; FT: flow throught.

MW

11.2 La contraparte natural de rBlo t 21 esta presente dentro del extracto de

B. tropicalis

El rBlo t 21-opt purificado inhibi6é alrededor del 40 % de la unién de IgE al extracto

de B. tropicalis , segun se determind en la inhibicion del ensayo inmunoabsorbente
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ligado a enzimas (ELISA) ( Figura 5). Ademas, se realiz6 un punto de inhibicion con
100 pg/ml de extracto de heces de B. tropicalis, encontrando que rBlo t 21 inhibid
alrededor del 24,3% de la unién de IgE al extracto de heces de B. tropicalis (datos

no graficados).
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Figura 5. Inhibicion del ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) usando un pool de sueros con
IgE positiva para B. tropicalis; extracto de B. tropicalis en fase sdlida.

11.3rBlot 21 se une a IgE en sueros de individuos humanos sensibilizados
e induce activacion de basofilos

Se encontré que rBlo t 21-opt en este trabajo es reconocida por la IgE de los sueros
de los individuos sensibilizados a Blo t 21 y no en los sueros de los individuos no
sensibilizados (Figura 6). El punto de corte obtenido en el sistema de ELISA fue de
OD > 0,11. Se encontré que, de los 22 individuos, 95,4 % (21) tienen positividad en
IgE especifica a rBlo t 21 (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas de las muestras utilizadas para medir niveles de IgE

CODIGO SEXO EDAD DX IgE aBlot21(OD) | SPTBlot21
Btl F 26 RA 0,141 POSITIVO
Bt4 M 20 AS 0,197 POSITIVO
BtS F 43 RA 0,091 NEGATIVO
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Bt6 F 24 RA 0,112 POSITIVO
Bt8 M 25 AS 0,150 POSITIVO
Bt9 F 17 RA 0,114 POSITIVO
Bt10 F 17 AS 0,234 POSITIVO
Bt12 F 26 AS 0,115 POSITIVO
Bt14 M 24 RA 0,194 POSITIVO
Btl6 F 38 AS 0,122 POSITIVO
Btl18 F 29 AS 0,333 POSITIVO
Bt19 F 20 RA 0,167 POSITIVO
Bt20 M 26 RA 0,167 POSITIVO
Bt21 F 37 RA 0,350 POSITIVO
Bt22 F 36 RA 0,140 POSITIVO
Bt23 F 38 RA 0,133 POSITIVO
Bt25 F 37 RA 0,165 NEGATIVO
Bt26 M 33 RA 0,165 POSITIVO
Bt28 M 10 RA 0,278 POSITIVO
Bt29 M 25 CS 0,993 NEGATIVO
Bt30 F 36 RA 0,107 POSITIVO
Bt31 M 25 RA 0,127 POSITIVO
Bt32 F 32 CS 0,089 NEGATIVO
Bt33 M 35 AS 0,324 POSITIVO
Bt34 F 22 CS 0,091 NEGATIVO
Bt35 F 35 RA 0,242 POSITIVO
Bt36 M 22 RA 0,218 POSITIVO
Bt37 F 35 CS 0,096 NEGATIVO
Bt38 F 27 CS 0,088 NEGATIVO
Bt39 F 65 CS 0,088 NEGATIVO
Bt40 M 27 CS 0,090 NEGATIVO

Abreviaturas: M: masculino; F: femenino; DX: diagnostico; AR: rinitis alérgica; AS: asma; CS: control
sano; SPT: prueba epicutdnea alergia; las muestras C1-C3 corresponden a donantes sanos que se
usaron para determinar el punto de corte del ensayo. las 3 dltimas muestras fueron tomadas de
voluntarios no alérgicos para establecer el punto de corte del ensayo y no incluidos en los analisis
estadisticos posteriores

Para evaluar la actividad alergénica de rBlo t 21 se realiz6 la determinacién de la
frecuencia de union de la inmunoglobulina E (IgE) mediante realizacion de SPT y
ELISA indirecto a 27 individuos de la ciudad de Cartagena con diagndstico previo
de asma y/o rinitis, cuyos sintomas se exacerbaban al exponerse al polvo doméstico

y 4 controles sanos no alérgicos. (Tabla 5).

De los 27 pacientes alérgicos a B. tropicalis, 23 (85.2%) mostraron una SPT positiva
arBlo t 21. La media del tamafio de la papula entre los positivos para rBlo t 21 fue
de 9,83 mm, como se observa en la Figura 7 b-c el diametro de la papula inducido
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por rBlo t 21 fue mayor que el inducido por el extracto de B. tropicalis (p<0,02,
prueba de Mann Whitney).

Todos los pacientes con SPT positiva para Blo t 21 tuvieron niveles de OD en ELISA
IgE especifico al alergeno mayores al punto de corte establecido, mostrando una
correlacion positiva entre los resultados obtenidos en estos dos ensayos (r de
Pearson 0,683 p: 0,0005). (Tabla 4, Figura 7 e).

4 0,0017

Niveles de IgE a rBlo t 21 pET 45
OD (405 nm)

0L==-29% 00- - - -vrtomyy - - --

1
positivos negativos

Figura 6. Reactividad IgE a rBlo t 21. Medicion de niveles de IgE especifica a rBlo t 21 en sujetos sensibilizados
medida por ELISA indirecto OD 405 mm (linea punteada corresponde al punto de corte 0,11).

11.3.1 rBlo t 21 induce activacion de basofilos

De los pacientes reclutados para la determinacion de sensibilizacion a rBlo t 21, se
seleccionaron aleatoriamente unos donantes para la realizacién de pruebas de
activacion de basofilos. Se encontrd que la estimulacién de sangre total con anti-
IgE, el extracto de B. tropicalis y rBlo t 21 indujo sobre expresion del marcador CD63,
mientras que no se observd que PBS produjera este efecto en ninguna de las
muestras de los individuos (Figura 8 a), En la Tabla 3 se describen algunos datos
relacionados con el estado de sensibilizacion de las muestras utilizadas en BAT
basado en CDG63. Los resultados de activacion de basofilos de muestras
individuales se muestran en la Figura 8 b como % de activacion. El rBlo t 21 indujo
una regulacion al alza significativa de la expresion de CD63 en los 5 pacientes

sensibilizados a Blo t 21. El mayor valor de activacion de basofilos se observo en el
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paciente BT 36 (% activacion 60), el cual estaba altamente sintoméatico al momento
de la prueba, presentando ademas un nivel de activacion basal de basofilos
relativamente elevada con relacion al resto de pacientes, pero por debajo del punto
de corte establecido (15%). No se observd activacion en las células de los 3
controles no sensibilizados con rBlo t 21 (representados en color verde en la Figura
8 b).

Tabla 5. Caracteristicas sociodemograficas de la poblacién de estudio pruebas de union a IgE

Caracteristica

Alérgicos (n:27) Sanos (n: 4)

Edad en afos (rango) 29,4 (10-43) 28,5 (22-35)
Sexo M [n (%)] 10 (37) 1(25)
Diagnostico [n (%)]

Asma 7 (25,9) 0(0)

Rinitis 20 (74,1) 0(0)
Sensibilizacion a BT 24 (88.9) 1(25)
(%)
Sensibilizacién a Blo t 23 (85.2) 0 (0)
21 (%)
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Figura 7. Evaluacidon de la actividad alergénica a rBlo t 21 mediante SPT. (a). Titulacion del extracto
glicerinado; (b). caracteristicas de la papula de rBlo t 21; (c). Positividad de la SPT, de los sujetos positivos al
extracto de B. tropicalis solo uno no fue positivo a rBlo t 21(%) la linea punteada corresponde al punto de
corte de 3 mm de tamafio de la paula para considerar positiva la prueba (se tomaron los valores corregidos
posterior a restar el valor obtenido con el control negativo); (d). Niveles de IgE especifica a rBlo t 21 medida
por ELISA indirecto en los diferentes grupos de pacientes (linea punteada corresponde al punto de corte para
positividad establecido en 0,98 medido a una OD de 405 nm); (e). Analisis de correlacion entre los resultados
obtenidos en la SPT y los niveles de IgE a rBlo t 21 por ELISA, todos los pacientes con SPT positiva tuvieron
niveles de IgE medidos a una OD de 405 mm por encima del punto de corte establecido para considerarse
positivos (r de 0,683 p: 0,0005). Abreviaturas: BT: extracto de B. tropicalis; CS: controles sanos; AA: asma
alérgica; AR: rinitis alérgica; SPT: prueba epicutanea de alergia; mm: milimetros.

11.4 rBlo t 21 no induce inflamacién en las vias aéreas en un modelo de
sensibilizacion en ratones

11.4.1 Ausencia de hiperactividad bronquial ante el reto con
metacolina.

No se encontraron diferencias significativas en los valores de Penh entre los grupos
de ratones no sensibilizados (PBS) y los que recibieron rBlo t 21. Los ratones
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tratados con extracto de B. tropicalis mostraron hiperreactividad bronquial
significativamente mayor a la dosis de 25 mg/mL de metacolina comparado con los
ratones del grupo PBS (Figura 12 b).
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Figura 8. Evaluacién de la activacién de basoéfilos por rBlo t 21. (a). Resultados de BAT en los 5 pacientes
alérgicos participantes del estudio, se usaron como estimulos los alergenos rBlo t 21 y extracto de B.
tropicalis, PBS Y anti IgE como control negativo y positivo de la prueba, respectivamente; (b). Resultados
individuales de la BAT en los 5 pacientes alérgicos (lineas negras) y los 3 controles no alérgicos (lineas
verdes) a las diferentes concentraciones de rBlo t 21, la linea punteada indica el punto de corte definido en
15%. Significancia estadistica: *: p<0,05; n.s: no significativo.

11.4.2 Ausencia de infiltrado eosinofilico en BAL en ratones tratados
conrBlot21

Los analisis de citometria de flujo indican que el grupo tratado con rBlo t 21 no tuvo
diferencias significativas con relacién al PBS en el nimero de eosindfilos, neutréfilos
ni macroéfagos alveolares , el grupo de ratones inmunizados con B. tropicalis mostro
un numero significativamente mayor de eosindfilos que los otros dos grupos ( Figura
9 c¢) y no mostré cambios significativos en el recuento de neutréfilos, macrofagos
alveolares ( Figura 9 d). La estrategia de seleccién usada en este experimento se
muestra en la Figura S1 a partir de las células CD45+ que incluyeron macréfagos
alveolares, eosindfilos y neutrofilos.

Estos resultados sugieren que rBlo t 21 no induce inflamacion alérgica de las vias

respiratorias en los ratones inmunizados y desafiados con este alergeno.
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Figura 9. Modelo de inflamacion de las vias respiratorias en ratén por HDM. (a) Se sensibilizaron 5 grupos de
ratones BALB/c por via intraperitoneal con rBlo t 21, extracto de B. tropicalis o PBS adsorbidos o no en alumbre
en los dias 0, 7, 14. Los dias 21, 22 y 23 se reto por via intranasal a cada grupo con su estimulo especifico, y se
sacrificaron 24 h después del reto con metacolina (b) Los grdficos de lineas muestran la resistencia de las vias
respiratorias en respuesta a dosis crecientes de metacolina. (c) Porcentaje de eosindfilos en BAL (n= 4-6 ratones
por grupo). (d) Numero total de macrofagos alveolares en BAL (n= 4-6 ratones por grupo). (e)Los niveles de
1gG1 especifica de Blo t 21. (f) Niveles de IgG1 especifica de extracto de B. tropicalis. (g) Niveles de 1gG2a
especifica de Blo t 21. (h) Niveles de IgG2a especifica de Blomia tropicalis. (i) Niveles de IgE especifica de Blomia
tropicalis. (j) Niveles de IgE especifica de Blomia tropicalis; todos los anticuerpos se midieron en suero de
ratones mediante ELISA, los resultados se muestran como la absorbancia a 405 nm (valor OD 405. Las barras
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y las barras de error representan la media * desviacion estandar; se representa el valor de p solo cuando es
estadisticamente significativa por T de Student para datos no apareados o ANOVA unidireccional con andlisis
post hoc de Dunnet para la comparacion de los datos entre los grupos. Los datos son representativos de dos
experimentos independientes.

11.4.3 La respuesta humoral inducida por rBlo t 21 sugiere la
necesidad de un adyuvante para su polarizacion TH2

Se midi¢ la reactividad de las inmunoglobulinas 1gG1, IgG2a e IgE de ratén contra
rBlo t 21 mediante ELISA, se encontré que este alergeno unido al adyuvante alum
induce un aumento significativo en la IgG1 cuando se compara con el grupo PBS y
ademas el aumento es mayor que el inducido por el extracto de la B. tropicalis
(Figura 9 e); mientras que los titulos de anticuerpos IgG2a en los ratones tratados
con rBlo t 21 + alum fueron significativamente mas altos que en los otros grupos no

fueron lo suficientemente elevados para considerarse positivos (Figura 9 g).

En los ratones inmunizados con rBlo t 21 + alum se observaron anticuerpos 1gG1
contra B. tropicalis, en los ratones inmunizados con el extracto de B. tropicalis no
se observaron anticuerpos IgG1l contra rBlo t 21(Figura 9 h). Estos resultados
sugieren que rBlo t 21 + alum induce una respuesta humoral polarizada al fenotipo
TH2, mas no lo hace sin un adyuvante, lo cual podria considerarse un componente

importante en su actividad alergénica.

Los niveles de anticuerpos IgE en los ratones inmunizados con Blo t 21 (Figura 9 i)
y con el extracto de B. tropicalis (Figura 9 j) en el grupo experimental no fueron
significativamente diferentes a los ratones del grupo PBS, solo 2 ratones del grupo
inmunizado con Blo t 21 + alum tuvieron un nivel de anticuerpos IgE

significativamente mas altos que los demas grupos.
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Figura 10. Analisis histolégico de pulmones del modelo de inflamacion alérgica. (a). Analisis histoldgicos en
cortes de tejido pulmonar. Se muestran microfotografias representativas (x10 fila superior y x40 fila inferior)
de la inflamacién PB o PV tefiidos con H/E. (b) Microfotografias representativas (x10 fila superior y x40 fila
inferior) tincién con PAS que se observan en color magenta (flechas). (c). Puntuacion total de la inflamacidn
pulmonar de los analisis histolégicos mediante tincion con HE de los cortes de tejido pulmonar. (d).
Puntuacidon de células PAS positivo de los analisis histoldgicos mediante tincidn con acido peryodico de shift
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de los cortes de tejido pulmonar. Las barrasy las barras de error representan la media + desviacion estandar
ANOVA unidireccional con analisis post hoc de Dunnet para la comparacion de los datos entre los grupos. Los
valores de media * desviacion estandar se muestran para 4-6 ratones por grupo. Se colocan los valores de
cuando esta es estadisticamente significativa. Los datos son representativos de dos experimentos
independientes.

11.4.3 rBlo t 21 no induce inflamacion tisular, pero induce leve
hipersecrecién de moco en las vias respiratorias.

El analisis histolégico de los pulmones de los ratones tratados con rBlo t 21 muestra
que no hubo cambios significativos en respuesta inflamatoria tisular segin se
observo en el infiltrado peribronquial y perivascular en comparacion con los ratones
tratados con PBS, aunque el grupo tratado con rBlo t 21 + alum mostraron valores
mas elevados en estas mediciones sin alcanzar la significancia estadistica (Figura
10 a-c), se observa que rBlo t 21 + alum presenta un conteo mayor de células PAS
positivas en los andlisis histolégicos que el grupo tratado con PBS (Figura 10 b-d).
Se observo en los ratones tratados con el extracto de B. tropicalis una respuesta
inflamatoria tisular con un alto contenido en infiltrado peribronquial y perivascular en

comparacion con los otros grupos.

12. Discusion
B. tropicalis es el HDM con mayor prevalencia de sensibilizacion en Colombia y
varios paises del tropico [24, 25, 56, 57, 59], el conocimiento sobre la actividad
alergénica de sus componentes de unién a IgE aun es limitado, no estando
totalmente definido que componentes deben incluirse en una bateria para DBC [59]
, lo que dificulta el manejo de la alergia con enfoque en la medicina de precision. En
este estudio evaluamos la actividad alergénica de Blo t 21 mediante diferentes
métodos experimentales. Los resultados obtenidos indican que este alergeno es

capaz de inducir reacciones clinicas importantes en los individuos sensibilizados.

Si bien la frecuencia de union de anticuerpos IgE especificos es necesaria, esta no

es suficiente para que un alergeno sea clinicamente relevante, el impacto clinico de
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la alergia a HDM se debe documentar por experimentos de provocacion en modelos

humanos y animales [26];

La primera parte de este trabajo consistio en optimizar la produccién del
recombinante de Blo t 21 para los experimentos que permitieran evaluar la actividad
alergénica del mismo. Optimizamos la expresion de la proteina rBlo t 21 en
condiciones nativas a partir de una clona de E. coli, en el vector pET 45 b +, logrando
un recombinante sin péptido sefial y con menos aminoacidos adicionales,
caracteristicas que lo hacen mas similar la proteina natural que el recombinante del
cual disponiamos en el I.1.I, con buen rendimiento y alta pureza como se muestra
en la Figura 7 b. Las proteinas recombinantes obtenidas en bacterias gram
negativas como la E. coli generalmente contienen altos niveles de lipopolisacarido
(LPS) o endotoxina. La exposicidon experimental a LPS ha generado algunos
resultados contradictorios, a veces opuestos, en las respuestas del huésped a la
estimulacién con alergenos [83]. EI LPS es un patron molecular asociado a
patogenos (PAMP) que dependiente de la concentracion es capaz de inducir una
respuesta inmune innata al interactuar con el receptor TLR-4 induciendo la
secrecion de citocinas proinflamatorias [84, 85]. Por tanto, es importante disminuir
los niveles de endotoxina en las preparaciones de recombinantes con el fin de evitar
respuestas inmunitarias por el efecto del LPS en los cultivos celulares o en
experimentos in vivo, con este fin en este estudio utilizamos un método basado en
hacer correr la muestra a través una matriz de afinidad que contiene polimixina B
modificada (PMB) y asi logramos disminuir eficazmente los niveles de endotoxinas
del recombinante en 97,1%, posterior a 3 ciclos de remocién; la proteina
administrada en los ratones a una concentracién 20-25 pg/100 pL contenia 2,83 UE,
se ha establecido un limite para el nivel de endotoxina aceptado en las soluciones
a administrar en ratones de experimentacion para vacunas por cualquier via de 1,5
UE/mL [86], sin embargo el limite es un poco mayor en los farmacos probados en
ratones en fases preclinicas los cuales contienen hasta 3 UE/mL[87]; se puede
concluir que en nuestro estudio los niveles de endotoxina administrados son
bastante reducidos y aceptables, teniendo en cuenta que, en condiciones naturales

la exposicion a los extractos y alergenos se hace en un contexto donde también
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existen niveles de endotoxina, ya que al igual que los aeroalergenos, el LPS es
omnipresente en nuestro entorno de vida, incluso, estudios de la microbiota

en extractos de HDM se asociaron con miembros de bacterias gram negativas [88].

Los experimentos de inhibicion ELISA mostraron que rBlo t 21 inhibe alrededor del
40 % de la capacidad de unién de IgE de los sueros de pacientes dirigidos contra el
extracto de B. tropicalis lo que indica que la respuesta a Blo t 21 puede ser
aproximadamente mas de una tercera parte de la reactividad total del extracto, lo
que respalda la utilidad potencial de Blo t 21 en matrices para el diagnéstico resuelto
por componentes y en vacunas para la alergia a el HDM con mas prevalencia en

nuestro medio B. tropicalis.

De los voluntarios con diagnéstico previo de asma o rinitis alérgica que participaron
en este estudio 88,9% presento una SPT positiva para B. tropicalis, y entre estos el
85,2% estaba sensibilizado al componente Blo t 21-opt. Aunque el tamafio de
muestra es pequefio para definir prevalencia, estos hallazgos sugieren que hay una
sub-estimacién de las cifras de prevalencia de sensibilizacion al usar la versiéon
recombinante Blo t 21/pET100.

La prueba de activacién de basofilos es una prueba de provocacion in vitro [59] que
depende tanto de la reactividad como de la sensibilidad, una BAT con alergenos
moleculares no solo identifica el alergeno al que el paciente esta sensibilizado por
IgE, sino también la actividad alergénica de estos anticuerpos IgE especificos. Un
alergeno induce una respuesta en los basdfilos a través de FceRI (esta es la
reactividad de los basdfilos), en concentraciones en las que los pacientes no
alérgicos no reaccionarian (esta es la sensibilidad de los baséfilos). Se ha
demostrado que la reactividad de los basofilos se correlaciona con los sintomas [89]
y aumenta en las exacerbaciones de asma [90]; en este estudio demostramos que
rBlo t 21 induce activacion de basdfilos en los pacientes alérgicos sensibilizados,
medida por la sobrerregulacion del marcador CD63 [78, 91] al comparar el
porcentaje de activacion [92] tomando como punto de corte el ya establecido de

15% [78], pero no lo hace con los controles sanos. Esto sugiere la capacidad de Blo
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t 21 de generar inflamacion en el contexto de enfermedades alérgicas como el asma

y la rinitis.

A pesar de opiniones de algunos investigadores sobre la limitada confiabilidad
predictiva de los modelos de asma en ratones [93], mediante estos modelos se ha
podido definir mejor la respuesta inflamatoria a los antigenos y los aeroalergenos
aun estando lejos de ser réplicas perfectas del asma humana; confirmar que
experimentalmente un alergeno es capaz de inducir inflamacion de las vias
respiratorias en modelos animales de asma alérgica apoya la hipdtesis de
relevancia clinica de este alergeno [59]. La caracterizacion de las moléculas de
unién a IgE de B. tropicalis mediante modelos de inflamacion alérgica de las vias
respiratorias se ha realizado para los componentes Blot 12 [79], Blot 5 [94], Blot 8
[65] y mas recientemente en el Ill Blot 2 [67] y Blo t 13 [66]; en esta tesis
informamos el primer modelo animal experimental que evalud la inflamacién de las

vias respiratorias inducida por el componente Blo t 21 en ratones Balb/c.

El protocolo de inmunizacion con rBlo t 21, con o sin alum, no generd
hiperreactividad bronquial al reto con metacolina en las pruebas de funcién
pulmonar; el valor de Penh es una medida indirecta que mide el cambio de presién
en el flujo de aire dentro de una camara (flujo de caja) debido a la respiracion del
animal [95]. Este medida puede afectarse por factores como el estrés del animal, el
calentamiento o la humidificacion de la cAmara [96] haciendo que con frecuencia se
obtengan valores atipicos o inesperado, se observaron valores basales y posterior
al reto con metacolina de Penh en algunos ratones del grupo PBS bastante elevados
por lo que no se observaron diferencias significativas en la medicion de la
resistencia a la via aérea en relacién con el grupo inmunizado con rBlo t 21, cabe
anotar que estos ratones que mostraron hiperreactividad de la via aérea no tuvieron
otras caracteristicas de asma alérgica en los deméas experimentos realizados. La
realizacion de pruebas de funcién pulmonar que midan directamente la resistencia
a la via aérea [97], o la realizacion de modelos de asma que incorporen

exacerbaciones inducidas por patdgenos, incluidos el tabaco, los virus respiratorios

58



y las bacterias permitiria tener una mayor certeza de los resultados de esta
medicion.

Consistentemente con los hallazgos de la pletismografia, rBlo t 21 tampoco indujo
una respuesta inflamatoria de tipo Th2, aumento en el nimero de eosindfilos en el
BAL, presencia de infiltrado celular inflamatorio, aumento en el nimero de células
calciformes en los pulmones, produccion de anticuerpos IgG1 ni IgE especificos,
aunqgue en todos los casos hubo una medicion superior al grupo de control negativo,
esta no fue estadisticamente significativa; un hallazgo interesante fue observar que
los ratones tratados con rBlo t 21 + alum tuvieron un aumento en la produccién de
moco pulmonar demostrado por el aumento del nimero de células caliciformes en
los cortes histolégicos pulmonares, este es uno de los cambios que conducen a la
remodelacion en los pulmones caracteristicos de asma, junto con la hipertrofia del
musculo liso, fibrosis subepitelial, y la deposicion de colageno [98]; ademas, estos
ratones tuvieron altos niveles de anticuerpos IgGl junto con niveles
significativamente mas bajos de anticuerpos 1gG2a, lo cual sugiere la capacidad de
rBlo t 21 para inducir una respuesta humoral polarizada hacia el fenotipo Th2,
siempre y cuando este acompafiado con un adyuvante, en este caso hidroxido de
aluminio, esto difiera a lo observado con otros componentes como Blo t 12, el cual
en un modelo murino de asma alérgica igual al realizado en este trabajo, indujo
inflamacion alérgica al inmunizar los ratones con o sin el uso de alum como

adyuvante. [79]

El hidroxido de aluminio (alum) es un conocido adyuvante que proporciona una
inmunogenicidad mejorada e induccién de inflamacién proalérgica de tipo Il [99], por
su efecto depdsito, activacion del inflamasoma (NALP3/NLRP3) [100] lo que resulta
en la produccion de IL-1, IL-13 e IL-18. [101], mejorar en la captacion y presentacion
de antigenos a CPA [102] [103].

Cabe destacar que alergenos rBlo t 21 se preparo en base a una traduccion directa
de su informacién gendmica, in vivo, los alergenos sufren modificaciones antes de
entrar en contacto con las células del hospedero. Algunas de las modificaciones son

procesos bioquimicos intracelulares bien caracterizados conocidos como
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modificaciones co-traduccionales o0 postraduccionales, como homo vy
heterooligomerizacién, glicosilacion, escisidén de un péptido lider, propéptido y otros
eventos proteoliticos, union de cofactores metalicos o ligandos orgénicos y
oxidacion de prolina a hidroxiprolina; otros se deben a procesos extracelulares mas
aleatorios, a menudo influenciados por las condiciones ambientales (humedad, UV,
ozono). Estas modificaciones de la estructura del alergeno pueden aumentar su

alergenicidad, aunque este tema requiere de mayor investigacion. [104]

Por otra parte, contrario a lo que se hace en los modelos de inflamacion
experimental, los componentes alergénicos no ingresan al individuo genéticamente
predispuestos como una molécula aislada, lo hacen en conjunto con otras proteinas,
alergenos y heces; las heces de HDM tienen enzimas con actividad proteolitica,
capaces de degradar una amplia gama de sustancias, incluidas otras proteinas y
alergenos, que parece jugar un papel importante en la alergenicidad de ciertos
acaros, ya que puede facilitar el acceso del alergeno al sistema inmunolégico y tiene
un papel coadyuvante proalérgico influyendo en su inmunogenicidad [105]. Los
alergenos con actividad enzimética se encuentran en los grupos 1, 3, 4, 6, 8, 9, 15,
18 y 20 [106, 107]. Mientras que las proteasas de serina (tripsina y quimotripsina)
parecen ser mas abundantes en los extractos fecales que en los de cuerpo entero
[108]. Estas enzimas proteoliticas al interactuar con la elastasa pulmonar, inactivan
un inhibidor de la elastasa humana in vivo, el cual tiene actividad antimicrobiana y
antielastasa; la inactivacion de estos componentes innatos del sistema de defensa
pulmonar puede aumentar la susceptibilidad de los pacientes con inflamacion
alérgica a las infecciones y, por lo tanto, exacerbar las enfermedades respiratorias

alérgicas [109].

Por altimo, en nuestro medio tropical es posible estar expuesto a un numero variable
de epitopos de al menos 40 componentes alergénicos potenciales de los acaros;
ademas, se sabe que el genotipo individual y la exposicion a otras condiciones
ambientales influyen en la respuesta inmunitaria final [16]; todo lo anterior puede
explicar en parte porque rBlo t 21 a pesar de demostrar en este estudio

caracteristicas que indican su actividad alergénica, como capacidad de inducir una
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fuerte y frecuente respuesta IgE en humanos expuestos a B. tropicalis y su
capacidad de generar activacion celular, no indujo inflamacién alérgica pulmonar en
ratones, probablemente, por la necesidad de un cofactor que estaria presente en la
sensibilizacion natural y puede potenciar su actividad alergénica; aunque seria
interesantes teniendo en cuenta la alta co-sensibilizacion con Blo t 5 realizar

estudios locales de reactividad cruzada con este componente.

Los ratones inmunizados con el extracto de B. tropicalis no desarrollaron
anticuerpos IgG1, IgG2a ni IgE contra rBlo t 21, a pesar de haber demostrado en
este mismo estudio que el alergeno Blo t 21 esté bien representado en el extracto
utilizado para inmunizar a los ratones; una explicacion seria que los niveles de
anticuerpos en suero de los ratones inmunizados con rBlo t 21 podrian estar por
debajo de los niveles detectables por el ensayo [34]. Estos resultados indican que
es pertinente y de gran valor realizar medicién de citoquinas Th2 en las muestras
biolégicas conservadas de estos ratones, para confirmar el tipo de respuesta

observada.

Los resultados de modelos animales de inflamacion alérgica de las vias respiratorias
con alergenos como Blot5[110], rBlot8[111], rBlot 2 [67] y rBlo t 13 [66], muestran
diferencias significativas en la inflamacion de la via respiratoria y la hiperreactividad
bronquial y respuesta humoral entre los grupos experimentales tratados con el
alergeno al compararlos con los controles negativos. En este trabajo no
encontramos que in vivo rBlo t 21 causara inflamacion en un modelo murino, lo cual
puede indicar que este alergeno no tiene una actividad intrinseca que estimule
componentes de la respuesta inmune innata, sin embargo, los modelos deben
continuarse explorando a dosis mayores del alergeno en la inmunizacion o
investigando la interaccion de este alergeno con otros componentes de union a IgE

u otros tipos de adyuvantes.

Los hallazgos de esta investigacion respaldan la importancia clinica de rBlo t 21 en
la presentacion de asma, por lo que se podria recomendar seguir usando en paneles

diagnésticos, para ayudarnos a identificar con gran sensibilidad la alergia a B.
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tropicalis, en combinacién con otros componentes de unién a IgE de este acaro

[112] y para uso de vacunas de IEA.

13. Conclusiones

e Blot 21 tiene actividad alergénica en humanos.
e El estudio con ratones sugiere que Blo t 21 solo no tiene la capacidad de
inducir inflamacion de la via aérea ni hiperreactividad bronquial al reto con

metacolina.

14. Perspectivas futuras

1. Estudiar la respuesta IgE total a rBlo t 21 y su relacion con el posible efecto
de la sensibilizacion con el desarrollo de asma.

2. Realizacién de pruebas in vivo de provocacién como estimulacién conjuntival
0 nasal en humanos, asi como la prueba de anafilaxia cutdnea pasiva en

ratones

3. Medir los niveles de citoquinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) yde alarminas en
sobrenadantes de cultivos de células de bazo y BAL, que se mantienen
congelados, lo cual permitiria definir mejor el tipo de perfil que induce el

alergeno Blo t 21.

4. Realizacion de pruebas de reactividad cruzada entre Blot 21 y Blo t 5 en

individuos de nuestra region.
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a los leucocitos. Se eliminaron las dupletas.

De los CD3 neg se identificaron como basdfilos a las células que

expresaban los marcadores de superficie CCR3 y como marcador de activacién CD63.
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Figura suplementaria 2. Estrategia de gatting para la identificacion de células inmunes en BAL. Estrategia de
gatting para la identificacion de células inmunes en BAL. La dispersion frontal (FSC) y la dispersion lateral (SSC)
se uso para incluir todos los leucocitos (A) y eliminar los restos y dobletes de células (B). Las células inmunes
se identificaron dentro de las células individuales (C) como CD11b low y CD11b hi. Los neutrdfilos se
identificaron como Ly6G+ y los eosindfilos como CD170+ dentro del grupo de células CD11bhi (D). Los
macrdfagos alveolares se identificaron como F4/80+ CD170+ (E) y los linfocitos como CD3+ (F) dentro de las

células CD11b low.

Tabla suplementaria 1. Anticuerpos monoclonales y fluorocromos utilizados para identificacién de

células en BAL

MARCADOR

CD3e

CD11b

CD170 (Siglec-F)
F4/80

Ly6G

Tabla suplementaria 2. Anticuerpos monoclonales y fluorocromos utilizados como control de

FLUOROCROMO
PECy7

PE

PerCP/e-Fluor 710
FITC

APC

isotipo para la identificacion de células en BAL

EMPRESA

eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience

REFERENCIA

25-0031-82
12-0112-81
46-1702-82
11-4801-81
17-5931-81

MARCADOR FLUOROCROMO | EMPRESA |REFERENCIA
CD45 e-flour 450 eBioscience | 40-0451-82
Armenian Hamnster IgG PECy7 eBioscience | 25-4888-82
CD11b PE eBioscience | 12-0112-82
Rat IgG2a k (CD170) PerCP/e-Fluor 710 | eBioscience | 46-4321-82
Rat IgG2a k FITC eBioscience | 11-4321-80
Rat 1gG2b k APC eBioscience | 17-4031-82

tabla suplementaria 3. Puntuaciones de la inflamacién pulmonar y células caliciformes PAS

positivo de los analisis histolégicos del pulmon.

Infiltracion peribronquial (PB) y perivascular (PV)

Células caliciformes PAS positivas
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Parametro

Células inflamatorias ausentes

Pocas células sueltas

Un anillo de células de 1-2 capas de
espesor

Un anillo de células de 3 a 5 capas de
espesor

Un anillo de células de mas de 5 capas
de espesor

Puntuacién
0
1
2

Parametro
Ausentes
<25%
25-50%

50-75%

>75%

Puntuacién
0
1
2
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17. Anexos

Anexo 1. Aval ético

EL PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACIONES
DE LA UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

HACE CONSTAR

Que, el proyecto litulodo *Determinacién de la aclividad alergénica de productos
recombinanfes del dcaro Blomia Mopicalis y su impacto clinico en asma"”,
presentado por luis Caroballo Graclo, docente adscrito (a) al Instifuto de
Investigaciones Inmunolégicas de la Universidad de Cartagena, se ajusta a los
requermientos de los referentes éficos contemplados en la resolucién B430 de 1993
del Ministerio de Solud y por no fratorse de un proyeclo relacionado con ensayos
climcos farmacoléglcos. se omite el requerimiento contemplado en a resolucidn
2378 de 2008.

El presente proyecte requiere de Corsentimlento Informade, de acuverdo al resgo
inherente, sequn la inferpretacion del articulo 11 de ko resolucion 08430 de 1993, 1al
<como consta en el Acta N® 108 del Comité de Elica en Investigaciones con fecha
10/05/2018.

Para corstancio se frma en la cudad de Cartegena, el diez (10) de mayo del afio
dos mi dieciocho (2018).

PRESIDENTE

Crrtrn = Cra 4 Mo 3030 Clausies de b Merced Tl 8542061
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Anexo 2. Consentimiento informado

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES INMUNOLOGICAS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

En este documento expreso mi consentimiento para participar en el Proyecto “Determinacion de la
actividad alergénica de productos recombinantes del acaro Blomia tropicalis y su impacto clinico en
asma”, el cual hace parte del Programa de Prevalencia y Factores de Riesgo de Asma y Alergias
adelantado por el Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas de la Universidad de Cartagenay dirigido
por el Dr. Luis Caraballo. En esta ocasién se me ha informado que en esta investigacidon se buscan
identificar los componentes del acaro Blomia tropicalis, una fuente importante de sustancias
alergénicas en Colombia, que pueden inducir la presentacion de asma. De esta manera, se puede

contribuir a un mejor diagndstico de la causa de la enfermedad y a un posterior tratamiento dirigido.

Se me han explicado los objetivos de esta investigacién, los procedimientos y actividades que se
necesitan para realizarla, los beneficios y los posibles riesgos. Sé que sus resultados ayudaran a
mejorar el diagndstico de alergias en mi poblacidon. También se me ha informado que los examenes y
procedimientos serdn realizados por personal experto, no tendran ningln costo para mi y sus

resultados seran confidenciales.

Tengo conocimiento que esta investigacion es de riesgo minimo, pero algunos procedimientos pueden
generar molestias. Que la realizacion de la prueba cutanea puede generarme ardor, prurito, aparicion de
ronchas en brazo y otras partes del cuerpo, serd realizada por un médico con entrenamiento en el area
; que la toma de sangre se realizard como se hace rutinariamente en los laboratorios clinicos, por una
persona debidamente entrenada. Que los riesgos de la venopuncidén son leves (formacién de hematoma,
infeccidn) y se evitan si quien la realiza utiliza una buena técnica. Que la prueba de activacidon de basodfilos
es una prueba diagndstica de sensibilizacidon alérgica que no confiere ningun riesgo o efecto adverso en

mi persona, aparte de lo relacionado con la toma de muestra de sangre venosa.

Se me ha garantizado que cualquier pregunta o duda que tenga sobre los procedimientos, riesgos,

beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion puedo preguntarlos a los teléfonos
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6698491 y 3215328844 del Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas, los investigadores han colocado

a mi disposicidén toda la informacién disponible sobre otras investigaciones como esta que se han

realizado en otros paises y cualquier material educativo que me interese revisar. Se
gue puedo retirar mi consentimiento cuando desee y dejar de participar en el estudio s

tenga ningun perjuicio o se afecten mis derechos legales, mi reputacidn o mi acceso a

salud. De acuerdo con lo establecido por la ley, en caso de que se generen dafios a mi

o ha ovnlica
ha-explica
in que por e

0s servicios

o
lo

He

persona con

no

consecuencia de los procedimientos realizados durante esta investigacion, el tratamiento o la

indemnizacion a la que legalmente tendria derecho serd asumida por la institucidn responsable de la

investigacion.

De manera voluntaria y sin coaccion alguna, manifiesto mi disposicion a contribuir con las actividades

necesarias para la realizacién de esta investigacidon y por lo tanto autorizo:

1. Que se me realice una prueba de sensibilizacién cutanea a aeroalergenos que incluye acaros

del polvo doméstico, epitelios animales y hongos, con el fin de determinar si estoy

sensibilizado a alguno de estos.

2. Que se me tome una muestra de 20 cc de sangre venosa con la cual se realizard una prueba

de activacién de basofilos con alergenos de Blomia tropicalis, esto con el fin de saber si esta

actividad alergénica sobre estas células.

Este proyecto fue revisado y aprobado por un comité de Etica Médica y todos sus protocolos se ajustan

a las leyes internacionales y a las disposiciones vigentes en Colombia segin la Resolucién N.2 008430

de 1993, que establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacidon en

salud.

ACEPTO Y FIRMO EN SENAL DE APROBACION:

Nombre CC:

Firma:

Firma del Testigo # 1: Parentesco:

Nombre del Testigo # 2: CC:

Firma del Testigo # 2: Parentesco:
Firma: Parentesco:
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18. Fuentes de financiacién

Este trabajo fue financiado por el proyecto de Colciencias “Determinacion de la
actividad alergénica de productos recombinantes del 4caro Blomia tropicalis y su
impacto clinico en asma”, Contrato “807 - 2018”, del cual el investigador principal es
el Dr. Luis Caraballo, y el proyecto estudios sobre la patogénesis del asma en el
tropico: oportunidades de generaciébn de conocimientos e innovacion en
biomedicina — Bolivar, BPIN: 2020000100405 (IP: L Caraballo) para la compra de
materiales y reactivos y apoyo de sostenimiento; y la Universidad de Cartagena,
entidad que ademas financio el segundo afio de mi maestria con una beca de

matricula por semillero de investigacion.
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