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1. Resumen

Los acaros del polvo doméstico son desencadenantes de manifestaciones
alérgicas. Entre estos, Blomia tropicalis es una de las especies mas abundantes en
las regiones tropicales y subtropicales. Pocos de sus alergenos se han
caracterizado completamente. La frecuencia de sensibilizacion IgE se ha utilizado
como referente para establecer la importancia clinica de los alergenos sin
considerar otros aspectos que pueden ser importantes para el desarrollo de una
respuesta inflamatoria alérgica. El objetivo de esta tesis fue analizar la actividad
alergénica de la proteina recombinante Blo t 13 (rBlo t 13) derivada del acaro B.
tropicalis. Para esto rBlo t 13 se produjo en E. coli, se purific6 mediante
cromatografia de afinidad con resina de niquel y se obtuvo con bajos niveles de
endotoxina. La actividad alergénica de rBlo t 13 se analiz6 mediante la asociacion
entre la frecuencia de reactividad IgE y la presentacién de asma en un estudio de
casos y controles, pruebas de activacion de basofilos indirecta, evaluacion de la
inflamacion de las vias respiratorias en ratones Balb/c mediante la reactividad
bronquial al reto con metacolina, analisis del contenido de células inflamatorias en
lavado broncoalveolar e histologia del tejido pulmonar, determinacién de
anticuerpos IgG1, IgG2a e IgE contra rBlot 13 y la prueba de anafilaxia cutanea
pasiva en ratones Balb/c. En este estudio no se encontrd asociacion entre la
frecuenciade reactividad IgE a rBlo t 13 y la presentacion de asma. No se observo
hiperreactividad bronquial al reto con metacolina en los ratones tratados con rBlo t
13. Sin embargo, en estos ratones el numero de eosinofilos en el lavado
broncoalveolar (BAL), el infiltrado inflamatorio pulmonar, la produccion de moco por
las célulascaliciformesy la produccion de anticuerposIgG1 e IgE especificos fueron
significativamente mayor a lo observado en los ratones tratados con buffer fosfato
salino (PBS). La prueba de anafilaxia cutdnea pasiva fue negativa. Este estudio
sugiere que rBlo t 13 tiene capacidad de inducirinflamacion de tipo Th2, lo cual
sustenta que tiene actividad alergénica.

Palabras claves: Blomiatropicalis, actividad alergénica, rBlo t 13, IgE, inflamacion
alérgica.



2. Introduccién

La prevalencia de enfermedades alérgicas en el Tropico es tan alta como la
observada en los paises templados, pero con diferencias epidemiol6gicas mas
notables, como son la exposicion perenne alos aeroalergenos de &caros del polvo
doméstico (HDM) y la alta frecuencia de infecciones por helmintos en la poblacion
(1). A diferencia de Dermatophagoides pteronyssinus, B. tropicalis prolifera mas
rapidamente en climas calidos y hamedos, lo cual explica su distribucion casi
exclusiva en ambientes tropicales y subtropicales (2-5). La sensibilizacion a estas
dos especies de acaros es muy frecuente en pacientes con asma en Asia tropical,
América Central y Sury Africa, con tasas mayores al 90% en algunos estudios,
siendo Der p 1 y Der p 2 de D. pteronyssinus y Blo t 5 de B. tropicalis, entre los
alergenos mas prevalentes asociados con el asma infantil y de adultos (3, 6).

La investigacion en alergologia molecular ha proporcionado informacion valiosa
sobre la estructura y funcién de moléculas alergénicas individuales, llevando a
desarrollar metodologias que prometen un diagnésticoy tratamiento mas confiables
y precisos, en comparacion a cuando se emplean los extractos alergénicos (7),
como es el Diagnostico Basado en Componentes (DCB) y la Inmunoterapia
Especifica basada en Alergenos purificados (IEA), que permiten la identificacion de
proteinas especificas responsables de la enfermedad y, por lo tanto, mejorar el
tratamiento de la alergia (8). Para una apropiada caracterizacién de los alergenos,
no solo se requiere el usode pruebas para conocerla alergenicidad, en términos de
induccion de anticuerpos IgE especificos, sino también en confirmar la actividad
alergénica, es decir, que ademas de la capacidad de unirse a los anticuerpos IgE,
puedan inducir un proceso inflamatorio (9).

Uno de los criterios utilizados para analizar las preparaciones de los extractos
alergénicos utilizados para lainmunoterapiay el DCB (10) es la frecuencia de unién
IgE en la poblacién (11). Teniendo en cuenta este criterio, se han clasificado los
alergenos como “mayores” y “menores”. Para los alergenos de B. tropicalis se
considera a los alergenos Blot 5y Blot 21 como alergenos mayores (12-15), con
frecuencias de sensibilizacion IgE que van desde un 12% hasta un 95% en
poblaciones alérgicas de regiones tropicales (14, 16). Seguidode Blot 1y Blot 2,
que se clasifican como alergenos de nivel medio (17-20). Los datos de
sensibilizacion IgE y actividad alergénica para los alergenos menores son
relativamente escasos, por lo que esta investigacion propone analizar la actividad
alergénicade rBlo t 13, un alergeno con baja frecuencia de sensibilizacion IgE (21,
22), mediante la asociacion entre frecuenciadereactividad IgE y asma en un estudio
de casos y controles, pruebas de activacion de baséfilos indirecta, evaluacion de la
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actividad inflamatoriaen las vias respiratorias y prueba de anafilaxiacutaneapasiva
en ratones Balb/c.

3. Marco tedrico
3.1 Respuestainmune alérgica

Las alergias son cada vez mas frecuentesy afectan a millones de personas en el
mundo (23). La alergia se desarrolla por la exposicion repetida a los alergenos, que
se derivan de fuentes diversas como los acaros, epitelios de animales, alimentos,
plantas, hongos, etc. (24). La presentacion de estas, esta determinado por varios
factores como son las caracteristicas genéticas de unapoblacién, la edad, estilos
de vida, desarrollo socioeconémico, clima y biodiversidad (1, 25, 26).

Los &caros son unade las principales fuentes alergénicas, siendo sus particulas
fecalesricas en contenido alergénico, estas con un diametro aproximado de 10 pym,
pueden inhalarse facilmente porlas vias respiratorias, para luego ser internalizados
y procesados por las células presentadoras de antigeno (CPA),como las células
dendriticas (CD) que son las principales responsables del procesamiento de los
alergenos (27).

La respuesta primaria a un alergeno es la sensibilizacién, que implica la
diferenciacion de las células T CD4*en células Th2 (28). Estas células tienen la
propiedad de producir citoquinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) necesarias para que la
Inmunoglobulina cambie a IgE en las células B (29). Estos anticuerpos IgE solubles
especificos para alergenos se unen al receptor de alta afinidad de la cadena pesada
de IgE (FceRIl) expresado en la superficie de las células efectoras, como los
basdfilos y los mastocitos (30). Tras repetidos encuentros con alergenos, los
anticuerpos IgE unidos a la superficie de estas células sensibilizadas se
entrecruzan, lo que resulta en la activacion y liberacion inmediata de varios
mediadores inflamatorios como la histamina que conduce al desarrollo de los
primeros sintomas clinicos caracteristicos de las manifestaciones alérgicas
mediadas por IgE como la rinitis, conjuntivitis u obstruccion de las vias respiratorias
(31).

3.2 Propiedades alergénicas de las proteinas de union a IgE

En la mayoria de los individuoslos alergenos generalmente no provocan respuestas
inmunes relevantes. Sin embargo, en ciertas personas, inducen la produccion de
anticuerpos IgE especificos que pueden mediar dichas reacciones alérgicas. La
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capacidad de inducirla produccién de anticuerpos IgE se denomina"alergenicidad”.
Este modelo de alergenicidad se ha replanteado a medida que las investigaciones
cientificas sugieren que ciertas caracteristicas bioquimicas de algunos alergenos,
especialmente los alergenos de los acaros tienen la capacidad de conducira un
cuadro proinflamatorio o inflamatorio al estimular la respuestainmuneinnata, lo cual
podria estar asociado a su actividad alergénica (9, 32).

Algunos alergenos pueden inducir la produccion de anticuerpos IgE y por lo tanto
“sensibilizar” al sujeto de modo que la exposicion posterior a esa sustanciainduzca
unareaccion alérgicainflamatoria (33). Sin embargo, no todos los alergenos tienen
la misma capacidad de inducir esta respuesta inflamatoria, la cual puede o no
relacionarse con la frecuencia de sensibilizacion IgE en una poblacion.
Recientemente se ha demostrado que ciertos alergenos pueden inducir una
respuestainmune innata asociada con lainflamacién local, pero se cree que ocurre
independientemente de la IgE, a través de receptores tipo Toll (TLR) y otros
receptores en el epitelio bronquial, y con la produccién de citoquinas
proinflamatorias como la IL-25 e IL-33, que llevan a la activacion de vias de
sefializacion intracelulares que conducen ala polarizacion haciaelfenotipo Th2 (32,
33)

Los alergenos que presentan unabaja frecuenciade sensibilizacién IgE (<50%) son
considerados “alergenos menores”. Alun se concibe la idea que los alergenos que
se unen a IgE con alta frecuencia (>50%, clasificados como “alergenos mayores”)
son los que tienen importancia clinica, lo cual no siempre sucede (33). En general,
los alergenos con alta frecuenciade union algE, por ejemplo, Der p 1 y Der p 2,
también estimulan larespuesta inmune innata. Actualmente la frecuencia de unién
IgE es el criterio principal para decidir la relevanciaclinicade los alergenos (34, 35).
Varios investigadores han sefialado la necesidad de cambiar esta clasificacion,
principalmente en el campo de la alergia inducida por HDM (35).

El conocimiento sobre la alergenicidad de B. tropicalisy su perfil de alergenos
relevantes son imprescindibles para el disefio de intervenciones clinicas, asi como
para el diagnostico de la alergia a este acaro. A la fecha (junio de 2021), 14
proteinas se han reconocido y nombrado oficialmente por el subcomité de
nomenclaturade la Unidn Internacional de Sociedades Inmunoldgicas (IUIS) como
alergenos de B. tropicalis (www.allergen.orq).

Los datos de sensibilizacion en algunos paises con clima tropical para estos
alergenos se lograron mediante la clonacion de ADNcy la produccion de proteinas
recombinantes (36). La sensibilizacion a Blot5 y Blo t 21 puede variar desde un
12% en pacientes de Tailandia (37) a mas del 90% en pacientes alérgicos de Brasil
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(12) y Singapur (38). Otros alergenos como Blot 13, que muestran una frecuencia
de union a IgE reducida, se han clasificado inapropiadamente como alergenos
“menores” (Tabla 1) (39)

Alergeno Funcién biolégica Reactividad IgE Referencia
Blot1l Cisteina proteasa 60%-90% (18, 40, 41)
Blot2 Proteina de dominio ML 34%-54% (19, 42)
Blot3 Tripsina 50% (43, 44)
Blot4 Alfaamilasa 13-60% (45, 46)
Bloth Proteina de union a lipidos* 12%->90% (37) (12) (38)
Blot6 Quimiotripsina 63%-76% (38)

Blot7 Proteina de union a lipidos* 24%-44% (45, 47)
Blot8 Glutatién S-transferasa 10%-80% (48) (45, 49)
Blot 10 Tropomiosina 10%-30% (50) (45)
Blot11l Paramiosina 30-21% (51)

Blot 12 Proteina de unién a quitina 23%-50% (52) (53)
Blot 13 Proteina de union &cidos grasos 11% (21, 22)
Blot 19 Péptido homologo antibacteriano  10% (54, 55)
Blot21 Proteina de union a lipidos* 60%->90% (45) (12, 20)

Tabla 1. Proteinas de B. tropicalis con capacidad de unir IgE.
*Alergenos que requieren confirmacion de la funcion biologica.

3.3 Evaluacion de la actividad alergénica

Se pueden emplear diferentes procedimientos para evaluar la actividad alergénica
de los componentes de unidn a IgE. Ademas de la evaluaciéon de la frecuencia
reactividad IgE mediante ELISA se han usado pruebas de provocacion in vivo como
las pruebas cutaneas (56) y las pruebas de provocacion nasal, conjuntival y
bronquial; pruebas de estimulacién in vitro como las pruebas de activacion de
basofilosy/o mastocitos (57), lainduccion de proliferacion decélulas Ty las pruebas
de liberacion de citocinas e histamina. También se puede evaluar la capacidad de
inducir inflamacion mediante modelos animales de alergia experimental, la
activacion de vias inflamatorias de la inmunidad innata y mediante estudios
inmunogenéticos o epigenéticos con moléculas individuales (32).

Se debe tener en cuenta que no todos los pacientes reaccionan con la misma
intensidad en las pruebas de estimulacion alergénica, por tanto, hacer una
clasificacion sobre qué alergenos tienen actividad alergénica alta, baja o intermedia
(58) presenta serias limitaciones. Ademas, los pacientes alérgicos en su entomo no
estan expuestos a alergenos purificados o recombinantes sino a mezclas de varios
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alergenos y otros elementos ambientales que podrian modificar las respuestas de
los componentes individuales (59). Sin embargo, algunos autores sugieren que
aguellos alergenos con resultados positivos en las pruebas de provocacion in vivo,
mas la asociacion positiva en estudios de casos y controles, y mecanismos de
accion proinflamatorios definidos, tienen una actividad alergénica demostrada (32,
35).

De los alergenos de B. tropicalis el Unico que se considera con importancia clinica
es Blo t 5 por su alta frecuencia de reactividad IgE (32). Para estar mas cerca de la
medicina de precision, es necesario considerar otras propiedades de los alergenos,
como es la actividad alergénica, para definir mejor la relevancia de todos los
alergenos independientemente de su frecuenciade unién algE (35).

3.4 Aspectos estructurales de Blot 13

Blot 13 fue clonado por primera vez en el Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas
(I de la Universidad de Cartagena a partir de una biblioteca de ADNc y usando
suerosde pacientesalérgicosa HDM. El analisisde la secuencia codificadorareveld
una proteina de 130 aminoacidos con peso molecular de 14.8 kDa y punto
isoeléctrico de 5.4 que mostré un 45% de identidad y 35% de similitud con las
secuencias de aminoacidos de las proteinas citosolicas que se unen a los acidos
grasos (FABP)de humanos, bovinosy ratones. Este hallazgo constituyo la primera
descripcion de FABP en acaros y fue ingresada a GenBank con el numero de
entrada U58106 (21).

Los estudios funcionales para conocer su capacidad de union a los acidos grasos
se realizaron mediante analisis espectrofluorométricos de unién aligandos usando
como sondas, &cidos grasos con capacidad de fluorescencia, que muestran un
aumentoy desplazamiento de la longitud maxima de intensidad de fluorescencia al
acoplarse a la proteina. Se demostré que Blot 13 presenta unaalta especificidad
por los &cidos grasos cis-Parinarico, trans-Parinaricoy el &cido oleico (22).

La determinacion de la estructura secundariamediante dicroismo circularmostré un
espectro caracteristico de unamolécula conformada por un 45% de cintas  y un
13% de hélices a. La construccion de un modelo 3D de Blo t 13 utilizando como
plantilla las estructuras 3D de otras FABPs (humano, insecto y ratén) mostré la
conformacién de 10 cadenas 3 organizadasen dos pliegues [y dos hélices a cortas
ubicadas en la entrada de la cavidad dando el aspecto de un barril (22).

El alergeno fue expresado en forma recombinante utilizando dos sistemas de
expresion: Escherichia coli y Pichia pastoris, se observé que en ambos casos se
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obtuvieron las mismas propiedades de unién a acidos grasos, al igual que la
reactividad IgE, que se demostrdé en un grupo de 86 alérgicos en donde se obtuvo
una frecuencia de reactividad IgE del 10.4% con ambos productos, o que indica
que las modificaciones postraduccionales que pudiera realizar el sistema eucariota
sobre la proteina no afectan estas propiedades (60).

El estudio con anticuerpo monoclonal (mAb) anti Blo t 13 (5G3), indica que la
contraparte natural del recombinante Blo t 13 estd presente en el extracto de
B.tropicalis y que la regidén antigénica que es reconocida por el mAb 5G3 es comuln
alos alergenos naturalesyrecombinantes que compiten por el sitio de unién en este
monoclonal (61). Mediante un analisis competitivo de unién con el &cido cis-
Parinarico se demostré que el mAb no inhibi6 launién del acidograsoa rBlot 13, lo
que sugiere que los sitios antigénicos no hacen parte del sitio de union a ligandos
(60). Se demostré también, la existencia de homodlogos de Blo t 13 en
Dermotaphagoides siboney, al observar que el extracto de esta especie fue capaz
de inhibirhastaun 84%la union del mMAb 5G3 a rBlot 13 (61).

3.5 Potencial alergénico de Blot 13

Aunque los estudios previos han mostrado unabaja frecuencia de sensibilizacion
IgE a Blot 13 en nuestro medio (21, 60), un estudio realizado en una poblacion de
cuba mostré unafrecuencia de union IgE del 53% (62). Un hallazgo muy importante
fueencontrarque algunos pacientesresponden fuertemente a este alergeno, lo cual
se determind al medir la capacidad de rBlo t 13 de inhibirla unién de la IgE al
extracto de B. tropicalis mediante RAST. Se encontr6 que un suero incubado con
rBlo t 13 a diferentes concentraciones durante toda la noche, dio como resultado
unainhibicion importante (62%) de la union de la IgE al extracto de B. tropicalis (21),
lo que indica que en algunos pacientes la respuesta alérgica esta mediada
principalmente por este alergeno. Este hallazgo estd en concordancia con las
observaciones encontradas por Jimenez, S et al, en donde se encontré que el 15%
de 26 pacientes asmaticos alérgicos a los &caros de una poblacién tropical en
Colombia presentaron pruebas cutaneas positivas arBlot 13 con diametros medios
de las ronchas en los pacientes positivos para rBlo t 13 significativamente mayores
que los obtenidoscon rBlot5, Derp 1y Derp 2 (56).

Estudios de reactividad cruzada entre Blo t 13 y FAPBs humanas del corazdn
(FABP3)y adipocitos (FABP4) en sueros de pacientes con dermatitis atopica (DA)
sugieren que la sensibilizacién a Blot 13 podria generar reactividad IgE hacia estas
proteinas enddgenas (63) (64). Las implicacionesclinicas de este tipo de reactividad
no se conocen completamente, sin embargo, puede suceder que después de la
sensibilizacion a alergenos ambientales, los anticuerpos IgE de reactividad cruzada
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inducidos porBlot 13 podrian reconocer epitopos similares en proteinas endégenas
homologas, lo que representaria un mecanismo mediante el cual se contribuye el
mantenimiento de la inflamacién crénica (65).

3.6 Alergenos del grupo 13 de acaros y la inmunidad innata

Las FAPBs tienen varias funciones, incluida la captacion y el transporte de acidos
grasos, la activacién de vias de sefalizacion metabdlicas e inflamatorias y la
participacion en la regulacion de la expresion génicay el crecimiento celular (66-
69). Las FABPs de HDM activan vias de sefializacion delarespuesta inmuneinnata
a través del alojamiento de acidos grasos en su estructura, como lo indicael estudio
de Satitsuksanoaetal (70) enel cual Derp 13 estimulala produccién de IL-8 y factor
estimulante de colonias de macrofagos y granulocitos (GM-CSF) a través de
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) como el TLR2.

El reconocimiento de alergenos a través de PRR, es una de las vias para la
iniciacion oamplificacion de lasrespuestas inflamatorias (47, 70). Los PRR solubles
como la proteina amiloide sérico A1 (SAAL1), una proteina de fase aguda producida
por las células del epitelio respiratorio se ha asociado con la inflamacion alérgica en
el pulmoén al contribuir con el desarrollo de un fenotipo Th2. Un estudio reciente
sugiere que SAA1 puede funcionarcomo un sensorinnato através de su interaccion
con alergenos del grupo 13 de B. tropicalis y D. pteronissynus. Esta interaccién
activa el receptor de union a SAAL, el receptor 2 del péptido formilo (FPR2), que
estimula la liberacion IL-33 en las células epiteliales (71, 72).

3.7 Consideraciones sobre del diagnéstico molecular de la alergia

Las condiciones del trépico impactan el diagndsticoy el manejo de los individuos
afectados, en donde las helmintiasis pueden influiren las enfermedades alérgicas
al estimular o suprimir la respuesta inmune, dependiendo de la gravedad de la
infeccidén, que a su vez estd determinada por la susceptibilidad genética del
huésped. Se ha encontrado en poblaciones del tropico que las infecciones por
helmintos cursan con altos de IgE total (73). En este caso, esta prueba no es (il
para diagnosticar asma u otra enfermedad alérgica. La determinacion de niveles
séricos de IgE total se hareemplazado porla IgE especificacomo un buen marcador
de enfermedades alérgicas y de atopia (74). Sin embargo, en las regiones
tropicales el impacto de la reactividad cruzada entre alergenos de &caros y de
helmintos como la tropomiosinay la GST (75, 76), pueden influiren el diagndstico
de alergia a los acaros cuando se usan extractos de acaros completos en las

16



pruebas cutaneas y las pruebas seroldgicas in vitro, lo cual podria conducir a
resultados falsos positivos (74, 77).

El conocimiento de la fauna de acaros proporcionainformacion sobre la exposicion
ambiental a los alergenos (78). Esta informacion es limitada en el tropico y otras
partes del mundo,dondela faltade un catalogo completo de alergenosclinicamente
relevantes dificulta la inclusién de estos alergenos en plataformas de DCB. La
caracterizacion molecular de alergenos mediante la tecnologia de ADN
recombinante ha conducido a formas novedosas de DCB y a proponer IEA con
alergenos purificados. Varios estudios han demostrado las ventajas del diagnostico
utilizando alergenos recombinantes. Mediante el uso de dispositivos de diagndstico
in vitro, se puede establecer el perfil de reactividad de IgE de un paciente frente a
unaamplia variedad de alergenos (79, 80).

La medicion de la IgE especifica (slgE) se puedelograr mediante el uso de reactivos
anicos (singleplex) o con un panel predefinido de varias moléculas para analizar
simultaneamente (multiplex) (81, 82). La metodologia desarrollada se ha basado en
inmunoensayos ligados a enzimas. El avance mas importante fue el desarrollo de
un polimero portador hidrofilico encapsulado al que se acopla el alérgeno de forma
covalente, y donde es posible determinar simultaneamente 112 componentes
alergénicos mediante el uso de la tecnologia moderna de biochip, ampliamente
conocida como el sistema ISAC (Immuno Solid-phase Allergen Chip),
ImmunoCAP™ ISAC sIgE 112, Phadia/ Thermo Fisher Scientific, que utiliza una
cantidad muy pequefia de suero (aproximadamente 30 pyL) para el proceso de
identificacion y permite el uso de moléculas altamente purificadas naturales y
recombinantes(83-85)

Recientemente, se distribuye el sistema ALEX (Allergy Explorer) que contiene 208
pruebas e incluye extractos y componentes purificados (86). Ambos estuches
contienen varios componentes de Dermatophagoides spp, pero la representacion
de B. tropicalis es escasa. En la plataforma ISAC solo Blo t 5 se encuentraincluido
(87), mientras que en el sistema ALEX no existe (86). Actualmente no existe una
plataforma disefiada para DCB en las regiones tropicales, donde mas del 80% de
los pacientes alérgicos estan sensibilizados a B. tropicalis o D. pteronyssinus (5) y
solo alrededor del 10% de los pacientes alérgicos son monosensibilizados, aun
cuando estan expuestas a ambas especies (88, 89).

Se espera que el DBC ayude a definircudntosy cuales son los componentes que
deben usarse cuando se detecta sensibilizacion a estas dos especies, ya que la
mayoria de estos pacientes reciben inmunoterapia con una mezcla de las dos
fuentes. Aunque los extractos son la representacion mas general del proteoma de
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unafuente alergénica, se desconoce en qué medida unade las dos preparaciones
se administra innecesariamente aumentando el riesgo de desarrollar nuevas
sensibilizaciones o falta de respuesta al tratamiento, lo cual es una limitacion de la
IEA con extractos cuando en la preparacion no esta bien representado el alergeno
relevante para el caso estudiado (90, 91).

4. Hipbtesis
El recombinante Blot 13 tiene actividad alergénica

5. Objetivo general

Analizarla actividad alergénica de la proteina recombinante Blo t 13 derivada del
acaro Blomia tropicalis.

6. Objetivos especificos

e Expresar y purificar la proteina recombinante Blot 13.
e Analizarla asociacion entre la frecuencia de reactividad IgE a rBlot 13 y la
presentacion de asma en un estudio de casos y controles.
e Analizarla actividad alergénica de rBlo t 13 mediante pruebas de activacion
de basofilos indirecta.
e Evaluaren ratones Balb/c tratados con rBlo t 13:
a) Lareactividad bronquial al reto con metacolina.
b) EIl contenido de célulasinflamatorias en el lavado broncoalveolar.
c) El grado de inflamacion tisular y produccion de moco en las vias
respiratorias.
d) Larespuestainmune humoral.
e Analizarla actividad alergénica de rBlo t 13 mediante un modelo anafilaxia
cutanea pasiva en ratones Balb/c.

7. Metodologia

7.1 Diseiio general del estudio

Este trabajo hace parte de un proyecto mas amplio, titulado “Determinacion de la
actividad alergénica de productos recombinantes del acaro Blomia tropicalis y su
impacto clinicoen el asma”, contrato “807 - 2018”, financiado porColcienciasy cuyo
investigador principal es el Dr. Luis Caraballo y el Dr. Leonardo Puerta como
coinvestigador.
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Este trabajo contemplo las siguientes etapas:

1. Estudio de casosy controles para determinar la frecuencia de reactividad
IgE a rBlot13 mediante ELISA en muestras de suero de sujetos con asma
(casos) y en un grupo de individuos sin asmay otros sintomas de alergia
(controles).

2. Realizacion de prueba de activacion de basofilos indirecta utilizando 15
muestras de suero de individuos asmaticosy no asmaticos.

3. Estudios experimentales en ratones Balb/c para:

a) Evaluarlacapacidadde rBlot 13 en inducirinflamacion alérgicaen las
vias respiratorias y respuesta inmune humoral.
b) Realizarla prueba de anafilaxia cutanea pasiva.

7.2 Seleccién de las muestras paralos ensayos de serologia IgE

Eltamafio de la muestra fue determinado usando el programa EpiDat 3.1 (Xuntade
Galicia, PAO/WHO) para un disefio de estudio de casos y controles con unarelacion
1:1. Se aplicé un nivel de confianza de 95% y una potencia de 80%; las frecuencias
estimadas en casos (24%) y controles (13%) se obtuvieron de estudios previos
realizados en el Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas (lll) teniendo en cuenta
unarazon de probabilidad (Odss Ratio) de 2,1. Los datos presentados corresponden
a las estimaciones aplicando correccion de Yates, lo cual produjo como resultado
un minimo de 200 casos y 200 controles para detectar diferencias significativas
entre los grupos. Sin embargo, como se contaba con la disposicion derecursos para
evaluar un mayor numero de muestras, se realizaron andlisis serolégicos para
detectar reactividad IgE especifica contra rBlo t 13 en 666 muestras de suero
seleccionadas al azar, de las cuales 6 fueron excluidas por no disponibilidad de
datos sociodemograficos. En total se incluyeron 323 muestras de pacientes con
asma diagnosticados por un médico (casos) y 337 muestras de sujetos sin asma u
otras manifestaciones alérgicas (controles) de 6 ciudades de Colombia.

En la Figura 1 se muestra un diagrama de flujo con la distribucién de los
participantes en el estudio y la forma en la que fueron seleccionadas las muestras
de suero al azar. En los estudios previos todas las personas dieron su
consentimiento informado para hacer pruebas seroldgicas orientadas al diagnéstico
de alergias. Las muestras de suero de los participantes de Bogota, Cali, Medellin,
Barranquilla y San Andrés provienen del proyecto: “Asma y otras enfermedades
alérgicas en Colombia, estan aumentando en frecuencia. Codigo: 223945921557.
Rodolfo Dennis (IP)” que evalué los sintomas de asma en 5978 sujetos mediante el
cuestionario del Estudio Internacional sobre Alergiay Asma en Nifios (ISAAC) (92).
Las muestras de suero de los participantes de Cartagena se obtuvieron de dos
proyectos en donde los sueros definidos como “casos” se obtuvieron del proyecto:
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“Influencia de |la sensibilizacién por alergenos de Ascaris en la respuesta alérgicay
severidad del asma. Cdédigo: 110749326193. Luis Caraballo (IP)” que incluy6 336
pacientes con asma (93) y los sueros definidos como “controles” se obtuvieron del
proyecto: “Genes Candidatos en Asma: Estudios de asociacién en una poblacion
colombiana. CAdigo 8286-04-11780. De todas estas muestras se seleccionaron 15
sueros con IgE positiva a rBlo t 13 para realizar prueba de activacion de baséfilos
indirecta.

Influencia de la sepsibilizaciéon

Asma y otras enfermedades : G didat A .
: ; por alergenos de Ascaris en la enes candidatos en Asma.
a;irr%'g:tzgg fg#ofrgz'g'eﬁz}gn respuesta alérgica y severidad del Estudios de asociacién en
Codigo: 223945921557. Incluyo AR, COcto. 11074802010 L8 potiacich colombiena

’ i ' nciuyo asmaticos de Cadigo: 8686-04-11780

5978 sujetos Cartagena 9
50 muestras 49 muestras
2;?;;3%353:2,%‘;’;‘,’%? seleccionadas al azary seleccionadas al azary
Bogotd, Cali, Medellin definidas como “casos’ definidas como
Barranqu'illa 'San Andrés para la ciudad de ‘controles” para la
y ’ Cartagena ciudad de Cartagena

v

666 muestras de suero seleccionadas al azar

Casos Controles ..... » Reactividad IgE arBlot 13

n=3f3 n=337 mediantge ELISA

Casos Controles ..... » Pruebas de activacion de
n=8 n=7 baséfilos indirecta

Figura 1. Seleccion de muestras de suero para la medicion de IgE y prueba de
activacion de basofilos indirecta.

7.3 Preparacion derBlot 13

7.3.1 Expresiony purificacionde rBlot 13

Se tom6 unaclona de E. coli BL21 (DE3) transformada con el pldsmido pET45b+
con el inserto de la secuencia Blo t 13.0101 (GenBank U58106). Se realizé un
repique por agotamiento de la clonaen unaplacade Petri con medio Luria Bertani
con ampicilinaa 100 pg/mL (LBA) y se incubo a 37°C durante 16 horas en la noche
(ON). Al dia siguiente se realizé un in6culo en medio liquido LBA de una de las
colonias aisladas del cultivo anterior, se incubé a 37°C, 250 rpm y ON. Posterior a
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esto se realizé unadilucién 1:20 del cultivo en medio liquido LBA, se incubo a 37°C
y 250 rpm hastaalcanzarunadensidad 6ptica (OD) a 600nmentre 0.5 y 0.8. Cuando
se alcanz6 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°Cy 250 rpm. Las bacterias se recolectaron por centrifugacién y los pellets se
incubaron en buffer de lisis denaturante pH 8.0 (BLD) (NaH2PO4 100 mM, Tris Base
10 mM, Urea 8 M) durante 24 horas a -20°C. Al dia siguiente las muestras se
sonicaron en el equipo Sonic Dismembrator 705 (Fisher Scientific, Estados Unidos)
realizando 5 ciclos con una amplitud de 50 durante 20 segundos en intervalos de 1
minuto. La muestra se llevo a rotacion 20 rpm durante 4 horas a temperatura
ambiente (TA) y luego se centrifugd 2 veces a 5000 rpm durante 30 minutos a 4°C.
El sobrenadante final, correspondiente al lisado desnaturalizado, se recolect6 y se
purific6 mediante cromatografia de afinidad usando resina de niquel, Ni-NTA
(QIAGEN, cat. 30230) durante 1 hora en rotacién. Posteriormente se eluyo en
columna. Para esto primero se realizaron 4 lavados con 10 mL Buffer Nativo de
Lavado (NWB) pH 8.0 (NaH2P0O4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM) y luego 4
eluciones con 3 mL de Buffer nativo de elucion (NEB) pH 8.0 (NaH2PO4 50 mM,
NaCl 300 mM, Imidazol 250 mM). Posteriormente, se realizo didlisis de la proteina
en un buffer salino estéril pH 7.4 (Gibco™ PBS Tablets, cat. 18912-014), usando
unamembrana de 6-8 KD (Spectra/Por™, Spectrum Lab, cat. 08670C) y realizando
3 cambios del buffer cada dos horas. Finalmente, la proteina se filtré con un filtro de
0.2 umy se guarddé a -20°C. Cada uno de los pasos: expresion, lisis, purificaciony
dialisis de la proteina se verifico mediante SDS-PAGE 15% y tincion con azul de
commassie. La concentracién derBlot 13 se determin6 por densitometria usando
como referenciaunacurvade calibracidén estdndarde albuminaséricabovina (BSA).

7.3.2 Remocidnde endotoxinaarBlot 13

La remocién de endotoxinase realiz6 utilizando el detergente Tritdon X-114 al 1%
(Sigma Aldrich, cas. 9036-19-5) y resina Ni-NTA de acuerdo con el procedimiento
descrito en estudios previos y adaptado por el lll (94). Después de la carga de la
proteina en la matriz cromatogréafica, la eliminacién de la endotoxina atrapada se
logr6 mediante varios lavados de la resina cargada con rBlo t 13. Brevemente el
procedimiento consistié en incubar 5 ml de rBlot 13 en Buffer nativo de union 1x pH
8.0 (NBB) (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM) con 1 mL de resina Ni-NTA durante 1
hora en rotacion a 4°C. Unavez unidala proteina a laresinade niquel, se realizaron
5 lavados con 5 mL de NBB 1x pH 8.0 modificado con TX-114 al 1% frio. Cada
lavado se incubd durante 5 minutos a 4°C en rotacion a 20 rpm. Posteriormente se
realizaron 5 lavados con NBB 1x frio sin detergente con el fin de disminuir el
detergente residual. Finalmente se llevaron a cabo 5 elucionescon 3 mL de NEB
pH 8.0 (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 200 mM). Todas las fracciones
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se recolectaron por separado y se cuantific la concentracion de la proteina por
densitometria usando como referencia unacurva de calibracion estandar de BSA.

7.3.3 Cuantificacion de endotoxina

La medicibn de la endotoxina se realizd utilizando el protocolo Pierce™
Chromogenic Endotoxin Quant Kit (Thermo Scientific, cat. A39552). Este método
utiliza lisados de amebocitos derivados de la sangre del cangrejo herradura y un
sustrato cromogénico que permite detectar las concentraciones de endotoxinas de
las muestras mediante la generacién de color. Se uso el estandar de endotoxinas
de E. coli a diferentes diluciones: 1.0, 0.5, 0.25 y 0.1 EU/mL. rBlo t 13 se evaluo
antes y después de la remocion de endotoxina con TX-114 al 1%. El primer paso
del procedimiento fue colocar 50 pL de los estdndares, muestras o blanco (agua
libre de endotoxina) por triplicado en pozos para ensayos enzimaticos e incubar a
37°C. Luego se agregaron 50 pL del lisado de amebocitos a cada pozo y se incubd
por 12 minutos a 37°C. Después, se agregaron 100 uL del sustrato cromogénico
precalentado durante 6 minutos a 37°C a cada pozo y se incub6 a 37°C por 6
minutos. Finalmente se agregaron 50 uL de acido acético al 25% como solucién de
parada y se midié la OD a 405 nm en el espectrofotémetro Multiskan™ (Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos).

7.4 Determinacion de la frecuencia de reactividad IgE arBlo t 13

Se solicité en el Banco de Alergenos Silvia Jimenez del 11l 10 mg de rBlo t 13 (Lote:
EB1001, 2060 pg) que fueron reconstituidos en 2 mL de PBS y Extracto de B.
tropicalis (Lote eB029, 9000 ug) que fueron reconstituidos en 5 mL de PBS 'y
filtrados con un filtro de 0.22 um para luego cuantificar su concentracién mediante
densitometria (rBlo t 13) o Bradford (extracto de B. tropicalis).

En una microplaca de 96 pozos (Immunolon® 4HBX-Thermo Fisher Scientific, cat.
6404) se incub6 0,25 ug de rBlot 13 y 0,5 ug de extracto de B. tropicalis por pozo
(50 pL por pozo) en buffer carbonato/bicarbonato pH 9.2 mediante incubacién ON a
4°C. Luego de 5 lavados con PBS-Tween 20 al 0,1%, los pozos se bloquearon con
100 yL de PBS/BSA 1% méas azida de sodio al 0.02% (buffer de bloqueo) por 3
horas a TA y en cadmara humeda. Luego se realizaron 4 lavados con PBS-Tween
20 al 0,1%, y se agregaron 50 pL de suero humano diluido 1:5 en buffer de bloqueo
y se dejaron incubando ON a TA. 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 incubo por 2 horas a TA. El revelado de la reaccion se
realizé con p-nitrofenil fosfato (pNPP) (Sigma-Aldrich, cat. N2640) diluido en
dietanolamina/MgCI2 0,5 M pH 9.8 a una concentracion de 1mg/ml. Se incubd por

22



60 minutos y se realiz6 la lectura de la OD a 405 nm en el espectrofotdmetro
Multiskan™ (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). Como control positivo del
ensayo se utilizo una curva con diluciones seriadas de un suero con IgE positiva al
extracto de B. tropicalis y como control negativo se utilizd el suero de un sujeto no
atopico con IgE negativa a HDM y también PBS para validar la absorbancia base
en cada placa. ElI punto de corte de 0,09 (OD) se determin6é y estandarizd
previamente en el Il (95), utilizando para esto el promedio de la OD de los sueros
controles negativos mas dos desviaciones estandar.

7.5 Prueba de Activacion de Basoéfilos (PAB)

La PAB se realizé de forma indirecta como se describe en estudios previos (96-98)
y se estandariz6 en nuestro laboratorio. Mediante esta técnica se evalud la
capacidad de rBlo t 13 para activar los baséfilos de un donante sano que fueron
sensibilizados de forma pasiva con sueros de 8 sujetos asmaticos y 7 sujetos no
asmaticos. Las caracteristicas de las muestras evaluadas se describen en la Tabla
6.

7.5.1 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Se tom6 unamuestra de 30 ml de sangre total heparinizada de un donante sanoy
mediante el método de gradiente de Ficoll (Histopaque® Sigma-Aldrich, cat.1077)
se diluyoen PBS/EDTA 0,2 M (Gibco™ PBS Tablets, cat. 18912-014) y Ficoll en
una relacién 1:1:1. Las muestras se centrifugaron a 800 g durante 20 minutos
(Aceleracion 6/Desaceleracion 6). Se traslado la capa de células mononucleares
mediante pipeteo a un tubo con un filtro de 70 um (Corning® Cell strainer, cat.
431751). Posteriormente las células se lavaron con 50 mL PBS/EDTA 0,2 M frio
mediante centrifugacion a 780 g durante 10 minutos, y luego con 25 mL de
PBS/EDTA 0,2 M frio mediante centrifugacién a 300 g durante 7 minutos. Se
descarté el sobrenadantey el pellet se resuspendio en 1 mL de PBS/EDTA 0,2 M
frio para realizar el recuento celular con tincion de azul de tripano 0.4% (Gibco®,
cat.15250) en el equipo TC20™ Cell Counter (Bio-Rad, Estados Unidos) y
determinar el porcentaje de células viables.

7.5.2 Stripping de las células (deplecién de la IgE).

Se usaron entre 5-10x10%celulas del donante sano por muestra. Las células se
centrifugaron a 300 g durante 5 minutos a 4°C, se descarto el sobrenadante y se
resuspendio en 3 mL de buffer acido lactico pH 3.9 (13.4 mM &acido lactico, 50 mM
KCI, 140 mM NacCl) durante 1 minuto a 4°C. Inmediatamente se afiadié 7 mL de
Buffer RPMI 1640 (Corning™ Thermo Fisher Scientific, ref. 10-040-CVR)
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suplementado con BSA 0.5% (Sigma-Aldrich. Cat. A7030-50G) y 10 pL de Buffer
Tris 12% pH 8.0. Luego se centrifugdé a 300 g durante 5 minutos a 4°C, se descartod
el sobrenadantey se realiz6é un lavadocon 50 mL de PBS/EDTA 0,2 M frio mediante
centrifugacion a 300 g durante 5 minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante, se
obtuvo el pelletseco y se resuspendié en 1 mL de PBS/EDTA0,2 M frio para realizar
el recuento celular como se describe anteriormente. Se centrifugé a 300 g durante
5 minutos a 4°C, se descarto el sobrenadante y se obtuvo el pellet seco que se
resuspendié en PBS/EDTA 0,2 M necesario para obtener 1-2x10° célulasen 100 pL
y asi usar 200.000 células por cada condicion a evaluar.

7.5.3 Sensibilizacion pasiva de basofilos

Se afiadi6 en tubos de citometria, 100 pL de la suspension celular anterior mas 100
UL de suero de los pacientes asmaticos 0 no asmaticos a evaluar. Se incubd por 1
horaa 37°Cy se lavo 2 veces con 400 uL PBS/EDTA 0,2 M mediante centrifugacion
a 300 g durante 5 minutos a 8°C, se descartd el sobrenadante y seguidamente se
resuspendio el pellet en volumen necesario de Stain Buffer para tener 50 pL por
estimulo.

7.5.4 Estimulacion de basofilos

La activacion de basofilos indirecta se realizé mediante el protocolo de tincion
Allergenicity Kit (Beckman Coulter, cat. A17116) que consta de una combinacion
optimizada de tres anticuerpos monoclonales fluorescentes (FITC, PEy PC7) para
la identificacion de baséfilos activados mediante la estrategia CRTH2* CD203c*
CD3. En primer lugar, se depositaron 50 uL de células suspendidas en Stain Buffer,
se adicionaron 10 pL coctel de anticuerpos, 50 pL de la solucién de activacion y 10
uL de cada estimulo a diferentes concentraciones:rBlot 13 0,1 pg/mL, 1 pg/mL y
10 pg/mL; extracto de B. tropicalis 1 ug/mL, PBS o Anti-Igg 10 pg/mL (control
positivo). Se incubd durante 15 minutos a 37°C protegido de la luzy seguidamente
se adicion6 50 uL de la solucion de parada. Se centrifug6 durante 5 minutos a 200
g, se descarto el sobrenadante mediante aspiracion y luego se realiz6 un lavado
con PBS mediante centrifugacion durante 5 minutos a 200 g. Finalmente, el pellet
se resuspendio en 250 pL de la solucién de fijacién (PBS/formaldehido 0.1%) para
la lectura por citometria de flujo utilizando el equipo FACS-ARIA 1l (Becton
Dickinson, Estados Unidos). La lectura de los basdfilos en el equipo se detuvo
cuando se adquirieron 500 basofilos para cada condicion. El andlisis de los datos
se realizo utilizando el software Kaluza version 2.1 (Beckman Coulter, Estados
Unidos). La regulacion positiva del marcador CD203c inducida por alergenos o
controles se expres6 como el indice de estimulacién (IS), utilizando la intensidad de
fluorescencia mediana (IFM) obtenida con la muestra estimulada dividida por la
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muestra no estimulada (control PBS), IS = estimulacién IFM / control PBS IFM. Un
IS 21,5 se considero positivo. El punto de corte se obtuvo de la media del IS mas 2
desviaciones estandar después de la exposicion a rBlo t 13 en los sujetos control
del ensayo (99, 100).

7.6 Estudios en ratones

Se obtuvieron ratones hembra de la cepa Balb/c de 6-8 semanas de edad
del Instituto Nacional de Salud (Bogota, Colombia). Los ratones se mantuvieron en
un ambiente libre de patdgenos a una temperatura de 18-25°C, 50-90% de
humedadrelativay ciclode luz/oscuridadde 12 horas. Se alimentaron con unadieta
estandar de alimento concentrado y agua potable a libre demanda. Los ratones se
identificarony se distribuyeron al azar en dos grupos: un grupo para el modelo de
inflamacién de las vias respiratorias y el otro para el modelo de anafilaxia cutanea
pasiva.

7.6.1 Modelo de inflamacién respiratoria

Para generar inflamacién alérgica de las vias respiratorias se llevo a cabo el
protocolo de inmunizacién yretos nasalesrealizado en un estudio anterior (101). En
este caso se crearon tres grupos experimentales de ratones: 1) PBS; 2) rBlot 13y
3) Extracto de B. tropicalis. Segun el grupo asignado se administré por via
intraperitoneal (i.p.) PBS, 20 ug de rBlot 13 o extracto de B. tropicalis en un volumen
de 100 pL mas 2 mg de hidréxido de aluminio en 50 pL (Imject® Alum, Thermo
Fisher Scientific, Cat. 77161) cada 7 dias durante 3 semanas (dias 0, 7 y 14).
Posteriormente se realizaron los retos nasales, para lo cual los ratones se sedaron
con sevoflurano al 100% y se administro por via intranasal (i. n.) 20 pg de rBlo t 13
0 40 ug de extracto de B. tropicalis en 50 uL de solucion o PBS solamente los dias
21, 22 y 23. Los grupos PBS y extracto de B. tropicalis se definen como control
negativo y positivo respectivamente del experimento (Figura 2).

Inmunizacién (i.p.) Retos nasales (i.n.) Reto con
PBS orBlo t 13 (20 ug) o Ext. Bt (20 pg) PBS 01Blot13 (20 ug) 0 Ext. Bt metocolina ~ CUt2nasia
absorbidos en 2 mg Alum (40 pg)
0 1 7 21 22 23 o4 25
Dias

Figura 2. Protocolo para inducir inflamacion de las vias respiratorias.

25



7.6.1.1 Reactividad bronquial al reto con metacolina

La resistencia y capacidad funcional de las vias areas de los animales se evalu6
mediante pletismografia de cuerpo completo (Buxco® Troy Electronics, Estados
Unidos). El ensayo se realiz6 al dia siguiente de finalizados los retos nasales (dia
24) (Figura 2). Para esto, los ratones fueron introducidos en una camara que mide
los niveles de Penh como medida indirecta de la hiperreactividad de las vias
respiratorias luego de nebulizar con 200 pyL de metacolina (Sigma-Aldrich, cat.
A2251-25G) a diferentes concentraciones: 3.125 mg/mL, 6.25 mg/mL, 12.5 mg/mL
y 25 mg/mL. El protocolo utilizado en el ensayo fue: 5 minutos de aclimatamiento, 1
minuto de nebulizacion, 3 minutos de medicion y 2 minutos de recuperacion por
cada tanda.

7.6.1.2 Eutanasiay recoleccion de muestras

Se realiz6 eutanasia de los animales el dia 25 (Figura 2), administrando porviai. p
200 pL de Eutanex (INVET, cat. IE-083, Pentobarbital sédico 390 mg vy
Difenilhidantoina sédica 50 mg) asegurando el cumplimiento de las normas
relacionadas con el bienestar del animal. Se llevé acabo la diseccion del abdomen
y se tom6 muestra de sangre total de la aorta abdominal que fue depositada en
tubos con 50 pL de EDTA 0,5 M. Se recolecto el lavado broncoalveolar (BAL),
finalmente, se extrajo el pulmon derechoy se colocé en 3 mL de formalinaal 10%
para los analisis histoldgicos. Se obtuvo el bazo y se deposité en 3 mL de medio
RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino inactivado al 5% para la
estimulacién de los esplenocitos con rBlo t 13 y medicidon citoquinas en los
sobrenadantes del cultivo posteriormente. Las muestras de sangre total se
centrifugaron a 4.500 rpm durante 5 minutos a 4°C, se separé el plasma y se
almaceno a -80°C hasta su procesamiento.

7.6.1.3 Lavado Broncoalveolar (BAL)

El BAL se realiz6 introduciendo un catéter periférico neonatal 24G x3/4 por la boca
del animal hasta llegar a las vias respiratorias, se tomé 1 mL de PBS frio con coctel
inhibidorde proteasas 1x (PeroteoGuard™ EDTA-Free Protease Inhibitor, Clontech,
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 por 3 veces. Se
depositd el BAL entubos de 1.5 mL y se centrifugaron a1500 rpm durante 5 minutos
a 4°C. El sobrenadante se almacen6 a -80°C hasta la medicion 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 lavé mediante centrifugaciony luego se
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resuspendio en 120 pL de Stain Buffery la mezcla se dividio en dos alicuotas de 30
uL cada una. Luego se incubaron durante 10 minutos con 20 uL de unamezcla de
anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos (Tabla S1) para la
identificacion de marcadores de superficie celular CD45+, macréfagos alveolares
(CD170* F4/80%), eosindfilos (CD170* CD11bM)y neutréfilos (Ly6G* CD11bM). La
otra alicuota se incubo6 con 20 puL de una mezcla de anticuerpos utilizados como
control de isotipo (Tabla S2). Luego se procedi6 con la lectura en el citbmetro de
flujo FACS-ARIAII (BD, Estados Unidos) con aproximadamente 1000 eventos.

7.6.1.4  Andlisis histologicos del tejido pulmonar

El analisis histopatoldgico se realizo con la participacion de la Dra. Inés Benedetti,
patdloga de la facultad de medicinade la Universidad de Cartagena. Se tomaron los
pulmonessumergidosen formalinaal 10% Yy se introdujeron en parafina. Se cortaron
en seccionesde 4 ym de grosor usando un micrétomoy se tifieron con hematoxilina-
eosina (HE) (Thermo Shandon, Ref. 6765015) y acido periodico-Schiff (PAS)
(Merck, Ref. HX99153846). Los cortes se visualizaron mediante microscopia optica
para evaluar la inflamacion pulmonary la produccion de moco. Para determinar el
grado de infiltracion de células inflamatorias, se realizaron recuentos de células
inflamatorias peribronquiales (PB) y perivasculares (PV) a ciegas de forma
independiente, basandose en una modificacion del sistema de puntuacion de 5
puntos descrito por Myou et al (102). La inflamacién pulmonar total se definié como
la suma de las puntuaciones de inflamacién peribronquialy perivascular. El grado
de produccion de moco se determiné mediante el recuentoa ciega de las de células
caliciformes PAS positivas en las vias respiratorias (identificadas por unatincién de
color magenta), utilizando el sistema de puntuacién de 5 puntos descrito por Tanaka
et al (103) (Tabla S3). Ambas puntuaciones, parala inflamaciony la produccion de
moco, se calcularon en un promedio de seis campos en sus respectivas secciones
de tejido pulmonar. Las imagenes se capturaron con un aumento final de 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.

7.6.1.5 Determinacion de anticuerpos IgG1 e IgG2a mediante ELISA

Para la cuantificacién de IgG1 e IgG2a contra rBlo t 13 se fijo el antigeno a una
concentracion de 0,25 pg/50 pL por pozo en una placa de 96 pozos mediante
incubacion ON a 4°C. Luego 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 13, extracto de B. tropicalis o PBS diluidos 1:500
(ELISA IgGl) o 1:250 (ELISA 1gG2a) en buffer de bloqueo y se incubaron por 2
horas a 37°C. Después de 5 lavados con PBS-Tween 20 1%, se agrego el
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anticuerpo biotinilado anti-mouse IgG1 (BD Pharmigen ™, cat.553441) o anti-mouse
lgG2a (BD Pharmigen™,550332) a unadilucion 1:1000 en buffer conjugadoy se
incubd por 2 horas a 37°C. Luego se realizaron 5 lavados con PBS-Tween 20 1%y
se agreg6 la Extravidin/fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich, cat. E2636) a una dilucién
1:3000 en buffer conjugado durante 1 hora a TA. El desarrollo color de la reaccion
se hizo con pNPP 1mg/mL diluido en dietanolamina/MgCI2 0,5 mM pH 9.8 y se
incubd en oscuridad a TA. Se realizé la lectura en un lector de ELISA a 405 nm a
los 60 minutos (Multiskan™ Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).

7.6.1.6 Determinacion de anticuerpos IgE mediante ELISA

Para aumentar la sensibilidad del ELISA de IgE, la IgG fue reducida 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
minutosa TA enrotacion, luego se recuperé el sobrenadante despuésde centrifugar
a 2000 g por 2 minutos (fraccion con IgE) y se guard6 a 4°C.

Para la cuantificacion de IgE contrarBlo t 13 se fijé el antigeno a una concentracion
de 0,25 pg/50 pL por pozo 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
5lavados con PBS-Tween 20 1%, se incubd con el anticuerpo biotinilado anti-mouse
IgE (eBioscience™, Clon 23G3 ref. 13-5992-82) a unadilucion 1:1000 en buffer de
blogueo por 1 horas a TA. Posteriormente se realizaron 5 lavados con PBS-Tween
20 1%, y se incubd con el conjugado Extravidin/fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich,
cat. E2636) a una dilucién 1:2000 en buffer conjugado durante 1 hora a TA.
Finalmente se agregé pNPP 1mg/mL diluido en dietanolamina/MgCI2 0,5 mM pH
9.8 incubado en oscuridad a TA. Se realiz6 la lectura de la OD a 405 nm a los 60
minutos usando el lector de ELISA (Multiskan™ Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos).

7.6.2 Modelo de anafilaxia cutanea pasiva (ACP)

El plasma de los ratones inmunizados se transfirio por via intradérmica (i.d.) en la
oreja (10 pL) y el abdomen (50 pL) de ratones hembra Balb/c no inmunizados
Después de 24 horas, se inyectaron por via intravenosa (i. v.) en la cola 200 uL de
unamezcla del colorante azul de Evans al 0,5% (Panreac, Ref. 255486.1606) con
25 ug de rBlo t 13, 40 ug de extracto de B. tropicalis o PBS. Pasadas dos horasy
observandose signos de circulacién completa el azul de Evans, se sacrificaron los
ratones con dosis letales de Eutanex, se retiraron las orejas y un segmento de 1x1

28



cm del abdomen y se incubaron con 700 pyL de formamida (Fisher Scientific, Lot.
853689) durante 72 horas a 37°C (Figura 3). Posteriormente se cuantificé el
colorante azul de Evans extravasado midiendo la OD a 620 nm en el
espectrofotometro (Multiskan™ Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) y
extrapolando los resultados en una curva de calibraciéon con diferentes
concentraciones del azul de Evans. Los resultados se expresaron en mg de
colorante/sitio.

Transferencia pasiva de Anticuerpos (i.d.) Desafio (i.v.) .
Eutanasia y
Plasmas de ratones tratados con rBlot 13 o rBlo t 13 (25 pg) o Ext. Bt (40 pg) recoleccién de
Ext. Bt o PBS en la oreja (10 pL) y abdomen o PBS mas azul de Evans 0,5% tejidos
(50 uL) (200 pL)
0 24 26
Horas

Figura 3. Protocolo para inducir anafilaxia cutanea pasiva.

8. Andlisis estadisticos

Para el analisis de los datos se utiliz6 SPSS version 25.0 (SPSS Chicago, IL, EE.
UU.) y GraphPad Prism version 5.01 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, CA,EE. UU.). La edady los valores de IgE en el estudio de casos y controles
no se distribuyeron normalmente y las transformaciones para normalizar los datos
no tuvieron éxito, por lo que se informaron como valores medianos y rangos
intercuartilicos. Las diferencias entre las proporciones de sujetos sensibilizados se
analizaron mediante la prueba de chi-cuadrado de Pearson. Para la comparacion
de variables continuas se utilizé la prueba U de Mann-Whitney. Se utilizaron
modelos de regresidn logistica binaria univariados y multivariados para analizar las
relaciones de exposicionesy resultados. La variable de prediccion/exposicion fue
sensibilizacibn arBlot 13. La variable de resultado fue la presencia de asma (casos
y controles). Las variables de ajuste a priori fueron edad, sexo y ciudad de origen.
Se calcularon los valores de Odds Ratio brutos (OR), y ajustados (Ora), intervalos
de confianza del 95% (IC 95%) y el valor de p. La diferenciadel IS entre los sujetos
asmaticos vs no asmaticos se evalué con la prueba U de Mann-Whitney. Se utilizd
ANOVA unidirecional con analisis post hoc de Dunnetpara evaluar las diferencias
en el contenido de células en el BAL, niveles de anticuerpos IgG1l, IgG2a e IgE
contra rBlo t 13 en suero, la puntuacion de la inflamacién pulmonary de células
caliciformes y la extravasacion del azul de Evans en la prueba de ACP. Se utilizo
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ANOVA bidireccional con analisis post hoc de Bonferroni paraevaluar la reactividad
bronquial al reto con metacolina entre los grupos experimentales.

9. 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. Las muestras de sueros de
humanos recolectados previamente en estudios anteriores cuentan con
consentimiento informado. Para la PAB indirecta se utiliz6 PBMC de un Unico
donante sano quien dio su consentimiento informado para la extraccion de sangre
total. 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
Republicade Colombia, Capitulo VI'y la Resolucién 08430 de 1993 del Ministerio
de Salud referente al uso de animales vivos en experimentos e investigacién porla
cual se adopta el Estatuto Nacional de Proteccion de los Animales. Deigual manera,
se conto con toda la infraestructuray condiciones necesarias para el cuidadoy 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.

10. Resultados

10.1 Blot 13 recombinante se obtiene con un alto grado de pureza

rBlo t 13 se obtuvo de forma recombinante utilizando bacterias E. coli BL21 (DE3)
transformadas con el plasmido pET-45b+ conteniendo la secuencia codificadora de
la proteina. La expresion de rBlot 13 se indujocon IPTG 1 mM y se verificd mediante
SDS-PAGE 15%, observandose unabanda con un peso molecular aproximado de
15 kDa (Figura 4a). La purificacion de la proteina mediante cromatografia de
afinidad con resina de niquel (Ni-NTA) mostré un buen desempefio, se observo un
alto nivel de pureza de la proteina, obteniéndose una mayor proporcion de la
proteina en los eluidos (Figura 4b). El rendimiento de produccién pararBlot 13 fue
de 60 mg de proteina para 2 litros de cultivo bacteriano procesado. EI método de
remocion de endotoxina mediante lavados con NBB/TX-114 al 1% a la proteina
unidaalaresinade niquelfue eficaz. Despuésdeltratamiento el nivel de endotoxina
en la proteina fue de 1,71 UE/mL, en comparacién con la proteina sin tratar que
mostrd un nivel de endotoxina de 146,2 UE/mL. La concentracidén de proteinano se
vio afectada después de la remocion de endotoxina como lo muestra la
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densitometria de la Figura 4c. La proteina con niveles reducidos de endotoxina fue
utilizada en las pruebas de activacion de baséfilos, modelo de inflamacion
respiratoria y el modelo de anafilaxia cutanea pasiva.
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Figura 4. Expresion, purificacion y remocion de endotoxina a rBlot 13.

SDS-Page 15% con tincion azul de commassie que muestra la expresion (a), purificacion
mediante cromatografia de afinidad con resina Ni-NTA (b) y la concentracion de rBlo t 13
mediante densitometria antes y después de la remocién de endotoxina con NBB/TX-114 al
1% (c). MW: Peso molecular (Thermo Fisher Scientific, cat. 26614)
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10.2 Estudio de casos y controles

10.2.1 Caracteristicas de la poblacion participante en el estudio

Las caracteristicas de los participantes en este estudio de casos y controles se
muestran en la Tabla2. El porcentaje de mujeres en los casos fue del 64,4%, siendo
esta proporcién significativamente mayor a la de los controles (p=0,01). La
distribucion de los casosy los controles para cada ciudad fue muy similar por lo que
no se hallaron diferencias significativas. Se evaluaron sujetos entre 1 a 74 afios y la
mediana de la edad no mostr6 diferencias significativas entre los casos y controles
(p=0,331)

10.2.2 No se hallé asociacion significativa entre la frecuencia de reactividad IgE
arBlot 13y la presentacion de asma.

La frecuencia de sensibilizacién IgE a rBlo t 13 fue del 20,4% para los casos y del
15,1% para los controles, sin diferencias estadisticamente significativas (p=0,075)
(Tabla 3). El analisis univariado mostré que la sensibilizacion IgE arBlot 13 no se
asocio con la presentacién de asma (OR: 1,440, IC del 95%: 0,963-2,254, p=0,076).
En el andlisis multivariado al ajustar la sensibilizacion arBlot 13 con variables como
la edad, sexo y la ciudad de origen, la no asociacién se mantuvo (ORa: 1,383, IC
del 95%: 0,920-2,078, p=0,119), lo que sugiere que la sensibilizacion arBlo t 13 no
es un factor de riesgo para el desarrollo de asma en esta poblacién (Tabla 4).

En los sujetos sensibilizados a rBlo t 13, al comparar la mediana de los niveles de
IgE entre los casos y los controles no se encontraron diferencias significativas
(p=0,57) (Tabla 5, Figura 5a), lo cual sugiere que en los pacientes sensibilizados el
reconocimiento por los anticuerpos IgE a rBlo t 13 es independiente de las
manifestaciones alérgicas como el asma.

Al analizar la frecuencia de sensibilizacién IgE a B. tropicalis en los sueros
seleccionados para el presente estudio a partir de la informacién obtenida en los
estudios anteriores (92, 93) en los que se determind los niveles de IgE al extracto
de B. tropicalis mediante ImmunoCAP™ (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos), se encontré que la frecuencia de sensibilizacion IgE al extracto de B.
tropicalis es significativamente mayor en los casos con respecto a los controles,
(p=0,001) (Tabla 2). Se hall6 que la frecuencia de sensibilizacion IgE a rBlo t 13
dentro de los sujetos sensibilizados al extracto de B. tropicalis fue del 27,7% en los
casos y del 28,6% en los controles sin diferencias significativas (p=0,907). La
mediana de los niveles de IgE al extracto de B. tropicalis en los casos es
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significativamente mayor a la de los controles (p=0,0001) en los sujetos
sensibilizados (Tabla 5, Figura 5b).
Casos Controles P-valor
N=323 N=337
n (%) n (%)
Femenino 208 (64,4) 184 (54,6)
Sexo Masculino 115 (35,6) 153 (45,4) 0,01
Bogota 149 (46,1) 164 (48,7)
Cali 47 (14,6) 47 (13,9)
. Medellin 27 (8,4) 27 (8,0)
Ciudad  cartagena 50 (15,5) 49 (14.5)
Barranquilla 30(9,3) 30(8,9)
San Andrés 20 (6,2) 20 (5,9)
Edad Mediana 24,5 25 0331
(N=659) Rango intercuartil 14 - 44 15-45 '

Tabla 2. Caracteristicas de la poblacién de estudio.
Se muestran recuentos (n) y porcentajes (%) de los casos y controles. Las diferencias de

las proporciones de las variables cualitativas se analizaron con Chi cuadrado. Se evalud
mediante la prueba U de Mann-Whitney la diferencia de la mediana de edad.

Sensibilizacion a: Caso Control P-valor
n/N (%) n/N (%)

rBlot 13 66/323 (20,4) 51/337 (15,1) 0,075

Ext. B. tropicalis 137/322 (42,5) 56/337 (16,6) 0,001

rBlot 13 en sensibilizados 38/137(27.7) 16/56(28,6) 0,907

aB. tropicalis

Tabla 3. Frecuencia de sensibilizaciéon IgE arBlot 13 y al extracto de B. tropicalis.
El punto de corte para determinar sensibilizacion IgE especifica a rBlo t 13 se fij6 en OD

20,09 y al extracto de B. tropicalis 20,35 kU/mL (ImmunoCAP). Se aplicé la prueba de Chi
cuadrado para evaluar las diferencias entre los porcentajes de sensibilizacion entre los
casosy los controles. N, poblaciéon analizada; n, casos positivos.
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Intervalo de confianza (95%)

: . P-valor

Inferior Superior
Sensibilizacion OR 1,440 0,963 2,154 0,076
IgarBlot13 ORa 1,383 0,920 2,078 0,119

Tabla 4. Asociacion entre la sensibilizacién IgE arBlot 13 y el asma.

Se utiliz6 un modelo de regresion logistica binaria univariado y multivariado. Las variables
de ajuste a priori fueron edad, sexoy ciudad de origen. OR: Odds Ratio, Ora: Odds Ratio
ajustado.

Caso (n=66) Control (n=51) P-valor
rBlot 13 0,111 0,116 0578
OD4osnm 0,099 - 0,172 0,098 - 0,160 ’
Caso (n=137) Control (n=56)
Ext. B. tropicalis 6,96 1,16
KU/mL 1,15 - 30,5 0,35 - 4,24 <0,0001

Tabla 5. Niveles de IgE arBlo t 13 y extracto de B. tropicalis en sujetos sensibilizados.
Se aplicé la prueba U de Mann-Whitney para evaluar las diferencias entre las medianas de
los niveles de IgE entre los casos y los controles.
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Figura 5. Reactividad IgE a rBlo t 13 y al extracto de B. tropicalis en sujetos
sensibilizados.
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10.3 Efecto derBlo t 13 en la activacién de basoéfilos

Se analizaron 15 muestras de suero de 8 sujetos asmaticos y 7 no asmaticos
sensibilizados a rBlo t 13 con edades entre los 5 y 50 afios. Como controles
negativos de este ensayo se usaron muestras de suero de 3 sujetos sanos no
atopicos con IgE sérica negativaa rBlot 13 y al extracto de B. tropicalis (Tabla 6).
Los basofilos se identificaron mediante la en la estrategia CD3/PE-Cy7
CRTH2/FITC* CD203c/PE*como se muestra en la Figura S1.

Hay que sefialar que solo 5 de los 15 sueros evaluados mostraron un IS 21,5 con la
anti-IgE, control positivo de la prueba, de los cuales solamente en uno de ellos rBlo
t 13 indujo activacion de basofilos (Figura 6a). En el resto de las muestras no se
observo un IS positivo con la anti-IgE, de tal manera que hacer un analisis teniendo
en cuenta estos resultados no es apropiado. Al analizar la diferenciaen el IS con
rBlo t 13 0,1ug/mL entre los sujetos asmaticos y no asmaticos no se encontraron
diferencias significativas (Figura 6b).

Niveles de IgE
Sujeto Sexo Edad Condicién Blot 13 Ext. Bt
(ODaosnm) (kU/mL)

#1 M 8 Asmatico 1,030 17,2
#3 F 32 Asmatico 1,462 91,4
#4 F 27 No asmatico 0,121 0,29
#5 F 6 No asmatico 1,659 288
#6 M 40 Asmatico 0,128 0,02
#7 M 43 Asmaético 0,120 2,41
#8 F 50 Asmatico 0,379 76,49
#9 M 9 No asmatico 0,337 0,58
#10 M 13 No asmatico 0,375 4,38
#11 M 25 No asmatico 0,839 9,14
#12 M 15 Asmatico 0,388 64,6
#13 M 5 No asmatico 0,293 3,98
#14 F 38 Asmatico 0,292 7,37
#15 M 20 No asmatico 0,169 0,49
#16 F 21 Asmaético 0,415 30,4
QC1* F 64 Sano 0,074 0,03
QcCz* F 25 Sano 0,064 0,04
QC3* F 33 Sano 0,078 0,02

Tabla 6. Caracteristicas de las muestras usadas en la PAB.
M, Masculino; F, Femenino; *Sujetos control del ensayo.
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Figura 6. indice de estimulacion del marcador CD203c en basofilos.

IS de los 5 sujetos que mostraron resultados positivos con la anti-IgE (control positivo del
ensayo), la linea discontinua roja indica punto de corte IS 21,5 (a). Comparacion del IS con
rBlo t13 0,1 pg/mL entre sujetos asmaticos y no asmaticos, se aplico la prueba U de Mann-
Whitney (b). n.s, no significativo p<0,05

104 Modelo murido de inflamacion de las vias respiratorias

10.4.1 Ausencia de hiperactividad bronquial ante el reto con metacolina

La administracion de rBlot 13 notuvo mayor efecto sobre la hiperactividad bronquial
inducida por metacolina a diferentes concentraciones. Los valores de Penh en los
ratones tratados con rBlo t 13 tendieron a ser mas altos con respecto a los ratones
tratados con PBS, pero sin diferenciasignificativa. Los ratones tratados con extracto
de B. tropicalis mostraron hiperreactividad bronquial significativamente mayor a la
dosis de 25 mg/mL de metacolinacomparado con los ratones delgrupo PBS (Figura
7).

10.4.2 El BAL en ratones tratados con rBlo t 13 es rico en eosinoéfilos

La Figura S2 muestra la estrategia de gatting utilizada para evaluar las diferentes
poblaciones celulares a partir de las células CD45+ que incluyeron macrofagos
alveolares, eosinofilosy neutréfilos. EI BAL de los ratones tratados con rBlot 13y
extracto de B. tropicalis mostraron un contenido en eosindfilos significativamente

36



mayor que los ratones tratados con PBS. Similares resultados se hallaron en el
recuento de neutréfilos. Por otra parte, el recuento de macréfagos alveolares en los
ratones tratados con PBS fue significativamente mayor que el recuento en los
ratones tratados con rBlot 13 y extracto de B. tropicalis (Figura 8). Estos resultados
muestran que larespuesta inflamatoria de las vias resriptorias al alergenoindividual
es paralela a la respuesta inducida por el extracto completo, sugiriendo que rBlo t
13 puede inducirun proceso inflamatorio en el pulmoén.

10.4.3 rBlo t 13 induce inflamacion tisular e hipersecrecién de moco en las vias
respiratorias.

Elanalisis histoloégicode los pulmonesde los ratones tratados conrBlo t 13 muestra
unarespuesta inflamatoriatisular con un alto contenido en infiltrado peribronquial y
perivascular en comparacién con los ratones tratados con PBS (Figura 9a, c). Se
observé un patron similar de inflamacion pulmonar en los ratones tratados con el
extracto de B. tropicalis. Este patrén inflamatorio se presenté con un marcado
aumento de células caliciformes en los ratones tratados con rBlo t 13 en
comparacion con el grupo PBS. Efecto distinto se observé en los ratones tratados
con el extracto de B. tropicalis en donde la hiperplasiade células caliciformesnofue
significativa en comparacion al grupo PBS (Figura 9b, c).

10.4.4 La respuesta humoral inducida por rBlo t 13 sugiere un perfil de fenotipo
Th2

Los niveles séricos de anticuerpos IgGl e IgE contra rBlo t 13 fueron
significativamente mayor en los ratones inmunizados con rBlo t 13 que los ratones
tratados con PBS (Figura 10a, c). Mientras que los titulos de anticuerpos IgG2a
contra rBlo t 13 en los ratones tratados con rBlo t 13 no fueron significativamente
diferentes a los titulos de anticuerpos en los ratones del grupo PBS (Figura 10b).
En los ratones inmunizados con el extracto de B. tropicalis no se observaron
anticuerpos IgG1, IgG2a e IgE contra rBlo t13. Estos resultados sugieren que rBlot
13 induce una respuesta humoral polarizada al fenotipo Th2, lo cual podria
considerarse un componente importante en su actividad alergénica.
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Figura 7. Reactividad bronquial al reto con metacolina.

Se aplic6 ANOVA bidireccional con andlisis post hoc de Bonferroni para la comparacion de
los datos entre los grupos. Los valores de media + desviacién estandar se muestran para
4-7 ratones por grupo. ** p< 0,01; n.s, p 20,05 (no significativo).
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Figura 8. Recuento de células inflamatorias en BAL.

Se aplic6 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
5-7 ratones por grupo. *** p< 0,001; ** p< 0,07; * p< 0,05.
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Figura 9. Andlisis histolégicos en pulmon.

Puntuacion total de la inflamacién pulmonar (a) y células caliciformes PAS positivo (b) de
los andlisis histolégicos en cortes de tejido pulmonar. Se muestran fotomicrografias
representativas (x40) de la inflamacién PB o PV tefiidos con H/E (fila superior) y tinciéon con
PAS (fila inferior) que se observan en color magenta (c). ANOVA unidireccional con andlisis
post hoc de Dunnet para la comparacion de los datos entre los grupos. Los valores de media
+ desviacion estandar se muestran para 5-7 ratones por grupo. *** p< 0,001; n.s, no
significativo p= 0,05.
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Figura 10. Respuesta inmune humoral contrarBlot 13.

Niveles de IgG1 (a), IgG2a (b) e IgE (c) contra rBlo t 13 mediante ELISA. Se utiliz6 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 5-7 ratones por
grupo. ***p< 0,001; ** p< 0,01, n.s p 20,05 (no significativo).

10.5 Efecto derBlot 13 en el modelo de anafilaxia cutanea pasiva

La prueba de anafilaxia cutanea pasiva en ratones Balb/c mostré que la
concentracion del colorante azul de Evans extravasado en las orejas y el abdomen
no fue significativamente diferente a las observadas en el grupo de ratones control
negativo, lo que sugiere la ausenciade activacion y degranulacionde los mastocitos
en el tejido y por consiguiente la nula liberacion de mediadores proinflamatorios. De
otra parte, los ratones evaluados con extracto de B. tropicalis, indujeron
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extravasacion del colorante de azul de Evans, con cantidades significativamente
mayores a las mostradas por el grupo PBS (Figura 11).
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Figura 11. Prueba de anafilaxia cutanea pasiva.
Niveles del azul de Evans extravasado en las orejas a) y abdomen b). Imagenes
fotogréficas representativas de la extravasacion del azul de Evans en las orejas y el
abdomen de los ratones tratados con PBS, rBlo t 13 y extracto de B. tropicalis c). Se utilizo
ANOVA unidireccional con andlisis post hoc de Dunnet para la comparaciéon de los datos
entre los grupos. Los valores de media + desviacion estandar se muestran para 4-5 ratones
por grupo. * p< 0,05; n.s p 20,05 (no significativo).
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11. Discusién

En este trabajo se logro la obtencién de la proteina Blot 13 en forma recombinante
apartir de unaclonadeE. coli, la cual se produjo con buen rendimientoy alta pureza
como se muestra en la Figura 1. Las proteinas recombinantes obtenidas en
bacterias gram negativas como la E. coli a menudo estdn contaminadas por
lipopolisacarido (LPS) o endotoxina. EI LPS es un patrén molecular asociado a
patogenos (PAMP) que es capaz de inducir una respuesta inmune innata al
interactuar con el receptor TLR-4 induciendo la secrecion de citocinas
proinflamatorias como la IL-183, IL-6 y TNF-a (104, 105). Por tanto, es importante
disminuir los niveles de endotoxina en las preparaciones de proteinas
recombinantes con el fin de evitar respuestas inmunitarias por el efecto del LPS en
los cultivos celulares o en experimentos in vivo. Diferentes metodologias se han
implementado para este fin, en nuestro caso, teniendo en cuentaque Blo t 13 es
unaproteinade unién aécidosgrasosy que el LPS por su naturalezaquimica podria
tener una alta afinidad por la proteina, se implementé un método cromatografico
descrito por Stanek, O. et al (94) en el que se unidla proteina a laresina Ni-NTAy
luego se efectuaron varios lavados con el detergente TX-114 al 1%, que es un
agente de extraccion eficaz de endotoxina en proteinas.

Cabe resaltar que el limite de endotoxina que se permite en las preparaciones de
proteinas para administrar por cualquiervia (excepto la via intratecal) en modelos
muridos es 1,5 UE/mL (106). El método implementado en este estudio mostré una
eficiente eliminacién de endotoxinas ya que logré disminuir el nivel de endotoxina
de 146,2 UE/mL a 1,71 UE/mL en la muestra de proteina recombinante.La proteina
administrada en los ratones a unaconcentracion 20-25 ug/100 pL solo tuvo entre
0,08 a 0,1 UE/mL.

Varios estudios han informado que el detergente residual que quedaen la solucion
de proteina tratada es téxico para las células en cultivo e interfiere con la
cuantificacion de endotoxina en varios métodos comerciales disponibles (107). Para
reducir los niveles de TX-114 en rBlo t 13 se realizaron lavados con PBS a la
proteina unida ala resina Ni-NTA y posteriormente dialisis en PBS, estos métodos
son eficaces en la disminucién de los niveles de TX-114 (94, 107). Otros métodos
también eficaces en la remocion del TX-114 es el uso de perlas absorbentes Bio-
Beads SM-2 (Bio-Rad®, cat. 152-8920) (107). Este método fue implementado en
este estudio, pero no obtuvimos resultados exitosos (datos no mostrados), debido
a la pérdida de la proteina recombinante, posiblemente por su capacidad de unién
a lipidos.
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En nuestro disefiode estudiode casos y controles se encontroque la respuesta IgE
arBlot 13 noes un factor de riesgo independiente para el desarrollo de asma en la
poblacion de estudio. Este resultado podria estar asociado a la baja frecuencia de
reactividad IgE a rBlo t 13. Similar a otros alergenos del grupo 13 de los &caros:
Derp 13, Tyr p 13, Lepd 13y Aca s 13 (70, 108-110), Blot 13 también muestran
una baja frecuencia de reactividad IgE, esto puede deberse al hechode que son
proteinas citosdlicas que estan restringidas al cuerpo de los acaros y no estan
presentes en las heces (111), los alergenos transportados dentro de las particulas
fecales de los acaros llegan con mas facilidad a las vias respiratorias y con ello
unatienen unamayor posibilidad de provocar sensibilizacion en lapoblacion,lo cual
podria favorecer el desarrollo de manifestaciones alérgicas como el asma (70).

Actualmente la frecuencia de unién de anticuerpos IgE es el principal criterio para
definir el impacto clinico de los alergenos (35). Sin embargo, este criterio solo no es
suficiente para explicar la manifestacién clinica de la alergia en diferentes
poblaciones (58, 112). La sensibilizacion a los alergenos ambientales es un paso
importante en el desarrollo del asma alérgica (25). Sin embargo, alergenos como
Blot 13y Der p 13 que muestran una frecuencia de reactividad de IgE baja (56, 70),
tienen mecanismos para su reconocimiento inicial por las células epiteliales al
estimular respuesta inmune innata, conduciendo a la liberacion de mediadores
proinflamatorios que finalmente convergen para promover la inflamacion alérgica de
las vias respiratorias. Por lo tanto, en esta clase de alergenos, para establecer su
importancia clinica se debe considerar el impacto de mecanismos de inflamacion
tisular no mediada por la IgE (70, 71).

Es importante mencionar que en nuestro estudio de casos y controles las muestras
de suero usadas para determinar la reactividad IgE a rBlot 13 provinieron de tres
bases de datos en donde las estrategias para el reclutamiento de los pacientesy la
evaluacién de los sintomas de asma en las poblaciones de estudio fueron
diferentes, lo cual es una limitacion en el disefio de la seleccion de las muestras
para este estudio.

Unallimitacion en el ensayo de la PAB indirecta, fue que no todos los resultados de
cada muestra pudieron ser validados con el control positivo del experimento
teniendo en cuenta el criterio de evaluacion IS 21,5 como punto de corte. De las 5
muestras que obtuvieron un resultado positivo con la anti-IgE, solo una indujo
activacion de basofilos (Figura 6a, Tabla S4). Al comparar el IS entre los sujetos
asméaticos y no asmaticos no se encontraron diferencias significativas. Dado el
reducido numero de muestras en que se pudo aplicar la comparacion, estos
resultados no son concluyentesy se recomienda realizar nuevos ensayos usando
un mayor numero de muestras e implementando la metodologia de activacién
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directa la cual estd mas estandarizada en nuestro laboratorio y se puede tener
disponibilidad de las muestras de sangre apropiadas para este tipo de ensayo. Los
resultados inconsistentes pueden estar dado por las muchas variables que influyen
en el desempefio de la prueba como son el aislamiento de los basdfilos a partir de
PBMC, ladeplecién de lalgE, laincubacién de los basofilos con los sueros a evaluar
y el efecto de lote de los reactivos utilizados, en todas ellas se presentan factores
que afectan la sensibilidad y precision de la prueba.

La evidencia experimental de si un de alergeno puede inducirinflamacion tisular de
las vias respiratorias, sintomas clinicos y caracteristicas patolégicas asociadas al
asma es un avance importante en el conocimiento de su actividad alergénica (32,
113). La caracterizacion de las moléculas de uniéna IgE de B. tropicalis mediante
modelos de inflamacidn alérgica de las vias respiratorias solo se ha realizado para
los alergenosBlot5 (114), Blot8 (115) yBlot 12 (101). En este estudioinformamos
el primer modelo experimental que evalla la inflamacion de las vias respiratorias
inducida por FABPs de acaros en ratones Balb/c. Cabe mencionar,que con rBlo t
13 se realizé un estudio en ratones Balb/c con un esquema de inmunizacién
diferente cuyo objetivo principal fue generar anticuerpos monoclonales contrarBlot
13 (61).

El protocolo experimental que se usé en este estudio para inducir inflamacion
alérgica en las vias respiratorias en ratones Balb/c, también se implementd en
estudios previos realizados en el lll para evaluar la respuesta inmune a alergenos
recombinantes del acaro B. tropicalis (101, 115) y para la caracterizacion
inmunoldgica de 2 moléculas hibridas con propiedades hipoalergénicas (116, 117).
En este trabajo, la administracion de rBlo t 13 logré provocar una respuesta
inflamatoria de tipo Th2 caracterizada por un aumento en el numero de eosinofilos
en el BAL, presencia de infiltrado celular inflamatorio, aumento en el namero de
células calciformes en los pulmonesy produccién de anticuerpos IgG1 e IgE contra
Blot13 en los ratones.

A pesar de la inflamacion alérgica observada, las pruebas de funcién pulmonar no
mostraron signos de hiperreactividad bronquial al reto con metacolina (Figura 7).
El valor de Penh es una medidaindirecta que mide el cambio de presion en el flujo
de aire dentro de unacéamara (flujo de caja) debido a la respiracion del animal (113).
Esta medida puede afectarse por factores como el estrés del animal, el
calentamiento o la humidificacion de la camara (118) haciendo que con frecuencia
se obtengan valores atipicos o inesperados. Aunque también pueden considerarse
otros mecanismos en donde la estimulacién de la inmunidad innata podria tener
participacidon en estos hallazgos, ya que Blot 13 es capaz de interactuar con el
epitelio bronquial einducirunarespuestainflamatoriaalérgica,no se conoce en qué
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momento, después de la exposicion al alergeno se manifiestan los signos clinicos
de la enfermedad. (119). En este sentido, las pruebas de funcién pulmonar pueden
mostrar resultados contradictorios. Por lo tanto, es necesario realizar otros ensayos
con el fin de tener una mayor certeza sobre los resultados.

Lainflamacion alérgicainducida porrBlot13 en las vias respiratorias de los ratones,
sugiere que este alergeno puede inducir alteraciones estructurales y celulares en el
tejido pulmonar. La evaluacion del contenido celular en el BAL mediante citometria
de flujo en este estudio mostrd un reclutamiento significativo de eosinoéfilos después
de laexposicion al alergeno (Figura 8). Este hallazgo es un rasgo caracteristico del
microambiente inmunoldgico del fenotipo Th2, en el que los eosinéfilos participan
como importantes mediadores de la respuesta alérgica con funciones efectoras,
incluidala capacidad de promover la proliferacion de células T y la produccion de
citocinascomo laIL-13 e IL-5 (120), asi como también en los procesos de resolucion
inflamatoria que restablecen la homeostasis pulmonar (121).

La interaccion de los alergenos con los receptores de la inmunidadinnata a nivel
pulmonar desencadena una serie de mecanismos y factores que favorecen la
infiltracion de células proinflamatorias al tejido. Un estudio previo demostré que la
primera célula que infiltra el pulmén después de la exposicion al alergeno es el
neutréfilo (18 horas), mientras que los eosindfilos se acumulan en el tejido después
de 3 a 4 dias (122) y permanecen en el pulmdn por mas tiempo iniciando la
polarizacion hacia el perfil Th2, lo que lleva a la acumulacion de infiltrados
inflamatorios. Los hallazgos histopatolégicos en este estudio muestran una alta
infiltracion de células inflamatorias alrededor de los vasos sanguineosy bronquios
de los ratones expuestos a rBlo t 13 y al extracto de B. tropicalis (Figura 9a, c).

El curso de la inflamacion alérgica de las vias respiratorias implica una variedad de
cambios que conducen ala remodelacion en el tejido, como son la hipertrofia del
musculo liso, fibrosis subepitelial, hiperplasia de células caliciformes y la deposicién
de colageno (123) (124). En este estudio se evidencid un alto namero de células
calciformes en las vias respiratorias de los ratones tratados con rBlo t 13 (Figura
9b, c). Este hallazgo puede estar relacionado con la capacidad de las FABPs en
provocar una respuesta inflamatoria directa y con la capacidad de estimular la
produccion de IL-13 como se ha demostrado con Der f 13 que induce altas
cantidades de esta citoquinaen cultivos de PBMC (125). Este resultado apoya la
capacidad de Blo t 13 de inducir una importante inflamacion alérgica en los
pulmones.
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El estudio de la respuesta inmune adaptativa inducida por los alergenos en donde
la IgE tiene un rol importante como inductor de sintomas alérgicos, ha sido motivo
de estudio durante muchos afios. Diferentes estudios han demostrado la capacidad
de Blot 13 deuniranticuerposIgE (21, 56, 61, 63). A estos hallazgos se suman los
hallazgos obtenidos en este estudio a partir de un modelo de alergia experimental
en el que se logré cuantificar altos niveles de anticuerpos IgE e IgG1l especificos
junto con niveles significativamente méas bajos de anticuerpos IgG2a especificos en
ratones tratados con rBlo t 13 (Figura 10), lo cual es consistente con su capacidad
para inducir una respuesta humoral polarizada hacia el fenotipo Th2. Hay que
sefialarque los ratones inmunizados con el extracto de B. tropicalis nodesarrollaron
anticuerpos IgG1, IgG2a e IgE contra rBlo t13, lo cual pudiera tener diferentes
explicaciones,entre ellas: que losanticuerposinducidos porla exposicion al extracto
de B. tropicalis podrian tener epitopos ocultos para el reconocimientode rBlo t 13
en fase solida y también que en el extracto del acaro se encuentraunamezcla de
isoformas del alergeno natural, aunque en un estudio anterior se demostr6 que rBlo
t 13 puedeinhibirlaunion de laIgE al extracto de B. tropicalis (21).

El ensayo de ACP mostré ausencia de anafilaxia cutanea en los ratones (Figura
11). Este resultado contrasta con la capacidad de rBlo t 13 de inducirinflamacion
pulmonary produccion de anticuerpos IgE especificos. Al respecto, se deben tener
en cuenta las dificultades técnicas derivadas de la realizacion del ensayo que
implican tanto las condiciones de la proteina, de los sueros empleados en la
sensibilizacion pasiva de los ratones y de la ejecucion misma del procedimiento. En
este sentido, para obtener resultados mas consistentesy acorde a los hallazgos
anteriores se sugiere que para un proximo analisis se consideren algunas variables
que podrian influiren el desempefio de la prueba, como es la dosis, la presencia de
anticuerpos bloqueadores (como IgG4) en el suero a transferir y el namero de
ratones usados en el ensayo.

Las condiciones ambientales determinan no solo la respuesta IgE a los alergenos,
sinotambién el inicio de enfermedades alérgicas (126). Factores como la exposicion
perenne a los alergenos HDM, las infecciones por helmintos, la contaminacion del
aire y lareactividad cruzada con proteinas homologas pueden modularla respuesta
primaria a un alergenoy consecuentemente el proceso de sensibilizacion IgE (127,
128). Se ha demostrado que la exposicion a alergenos HDM puede inducir
modificaciones epigenéticas de genes importantes como el, tgfb1, el gen de la IL-
13, genesimplicados en el metabolismo de los acidos grasos (acsl3) y en el patrén
de metilacién del ADN en células By PBMC (126, 129-131). Por lo tanto, el estudio
del epigenoma de ratones expuestos a rBlo t 13 seria de gran valor en la
caracterizacion de su actividad alergénica.

46



Estudios recientes sobre la caracterizaciéon biolégicay estructural de alergenos del
grupo 13 de los acaros (70, 71) han contribuido a un mejor entendimiento del
potencial alergénico de alergenos como Blo t 13 y Der p 13. El reconocimiento de
estos alergenos por receptores de respuestainmune innata conduce ala liberacion
de alarminas como la IL-33 por las células epiteliales, lo que promueve el desarrollo
de un microambiente proinflamatorio tipo Th2 a través de vias de sefializacion
independientes de la IgE. Asi, los resultados de este trabajo apoyan la importancia
de mecanismos proinflamatorios no mediados por IgE en el papel alergénico de Blo
t 13, lo cual hay que tener en cuenta para precisar la importancia clinica de este
alergeno (32, 35).

El conocimiento sobre la actividad alergénica de las proteinas de union algE de B.
tropicalis permitiria el manejo de la alergia enfocado en la medicina de precision, lo
cual puede lograrse haciendo DCB con alergenos purificados. Para que la
estrategia de DBC esté al nivel de la medicina personalizada es necesario estar
seguros de que cada componente que une IgE es también capaz de inducir
inflamacion, sea por accion directa en el sistema inmune innato, por mediacion de
la IgE, o por ambas. En este trabajo la actividad alergénica de rBlo t 13 se evalu6
mediante diferentes métodos experimentales. Los resultados obtenidos en este
estudio son un punto de partida para definirla relevancia de Blo t 13 como un
alergeno capaz de inducirinflamacion alérgica en pocos individuos sensibilizados.

12.Conclusiones

La sensibilizacion IgE a rBlo t 13 no parece ser un factor de riesgo independiente
para la presentacion de asma en la poblacién colombiana. El estudio con ratones
tratados con rBlot 13 sugiere que este alergenotiene la capacidad de induciruna
respuesta inmune inflamatoria de tipo Th2 caracterizada por el reclutamiento de
eosindfilos en el BAL, infiltrado inflamatorio peribronquial y perivascular, aumento
de células productoras de moco en el tejido pulmonary produccién de anticuerpos
séricos IgG1l e IgE especificos. Sin embargo, los resultados de la reactividad
bronquial al reto con metacolina, la activacion de basdfilos y la ACP no son
concluyentes y ameritan que se analicen en un mayor nimero de muestras.

13. Perspectivas futuras
e Realizar los ensayos para la evaluacion de la reactividad bronquial al reto

con metacolinay la ACP con un mayor numero de animales y controlando
las variables que puedan afectar el desempefio de la prueba.
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e Con las muestras obtenidas y conservadas de los sobrenadantes del BAL y
cultivos de esplenocitos de los ratones tratados con rBlot 13 en este estudio
es valioso cuantificar los niveles de citoquinas Th2 como la IL-4, IL-5 e IL-13
y de alarminas, lo cual permitiria definir mejor la inflamacion de tipo Th2 que
induce este alergeno.

e La inclusion de rBlo t 13 en plataformas de diagnéstico basado en
componentes permitiria el manejo enfocado en la medicina de precision de
los individuos afectados.

e Es pertinente evaluar la actividad alergénica de rBlo t 13 mediante pruebas
cutaneas en un numero representativo de personas alérgicas y no alérgicas
a los acaros.
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Material suplementario

1. Tablas suplementarias

Anticuerpo monoclonal

CD45
CD3e
CD11b

CD170 (Siglec-F)

F4/80
Ly6G

Fluorocromo

V450
PECy7
PE
PerCP
FITC
APC

Empresa

BD

eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience

Referencia

560697

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

Tabla S1. Anticuerpos monoclonales y fluorocromos utilizados paraidentificacion de
células en BAL.

Anticuerpo monoclonal | Fluorocromo Empresa Referencia
CD45 Eflour 450 eBioscience 40-0451-82
CD3e PECy7 eBioscience 25-0031-82
CD11b PE eBioscience 12-0112-82
Rat 1gG2a k (CD170) PerCP eBioscience 46-4321-82
Rat IgG2a k FITC eBioscience 11-4321-80

Tabla S2. Bateriacontrol de isotipo para la identificacion de células en BAL.

Infiltracion peribronquial (PB) Células caliciformes PAS

y perivascular (PV) positivas
Parametro Puntuacion Parametro Puntuacién

Células inflamatorias ausentes 0 Ausentes 0
Pocas células sueltas 1 <25% 1
Un anillo de células de 1-2 capas 2 25_50% 2
de espesor

Un anillo de células de 3 a 5 capas 3 50-75% 3
de espesor

n anill Sul ma
Un anillo de células de mas de 5 4 S75% 4

capas de espesor
Tabla S3. Puntuaciones de la inflamacién pulmonar y células caliciformes PAS
positivo de los andlisis histolégicos del pulmén.
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Anti- Blot130.1 Blot 13 Blot 13 Ext. Bt

Sujeto oE g/ml lug/mL  10ug/ml 1 ug/mL PBS
# 10 1,6 1,7 1.4 13 1,0
B 11 15 14 12 13 1,0
¥ 15 1,0 1,0 1,0 11 1,0
#5 15 2.2 16 14 2.9 1,0
#6 2.1 1,0 1,0 11 1,0 1,0
¥ 12 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
#8 13 12 12 11 13 1,0
13 1,0 11 11 1,0 1,0

#0 15 12 11 11 11 1,0
#1112 11 12 11 11 1,0
#2 13 1,0 11 1,0 16 1,0
#1313 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
#1416 11 1,0 1,0 1,0 1,0
#5 13 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
#16 09 11 11 1,0 0.9 1,0
oCcl* 18 12 14 16 15 1,0
QC2* 22 1,0 11 1,0 1,0 1,0
QC3* 43 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Tabla S4. indice de Estimulacion de baséfilos
*Sujetos control del ensayo



2. Figuras suplementarias
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Figura S1. Estrategia de gatting para la seleccion de baséfilos activados. La sefial de
dispersion frontal (FS) y la dispersion lateral (SC) se uso para incluir todos los leucocitos
(a) y eliminar los restos y agregados de glébulos rojos (b). En el grupo de células CD3/PE-
Cy7 negativas (c) se seleccionaron los basdfilos CRTH2/FITC y CD203c/PE positivos (d).
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Figura S2. Estrategia de gatting para la identificacion de células inmunes en BAL. La
dispersion frontal (FS) y la dispersion lateral (SC) se usé para incluir todos los leucocitos
(@) y eliminar los restos y dobletes de células (b). Las células inmunes se identificaron
utilizando el marcador de superficie celular CD45 (c). Los macréfagos alveolares se
identificaron como F4/80* CD170* dentro del grupo de células CD45* (d). Los neutréfilos se
identificaron como Ly6G* y los eosindfilos como CD170* dentro del grupo de células

CD11b" (e, f).
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