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1. Resumen

La incidencia de las enfermedades alérgicas, entre las que se encuentran el asma,
la rinitis y la dermatitis atdpica, ha aumentado en las Gltimas décadas, tanto en
paises desarrollados como en via de desarrollo; ocasionando una gran morbilidad
entre los pacientes y gastos para los organismos de seguridad social. La genética
de los individuos alérgicos juega un papel importante en el desarrollo de estas
enfermedades; ademas, a lo largo de la vida los individuos se exponen tanto a
factores de riesgo como protectores, que en conjunto van a determinar la
presentacion de enfermedades alérgicas. La exposicion a los acaros del polvo como
lo es Blomia tropicalis es un importante factor de riesgo para la presentacion del
asma alérgica, este acaro posee proteinas alergénicas, con diferencias en su
estructura, propiedades bioldgicas, estabilidad y nivel de expresion, por lo tanto, se
espera que la respuesta inmune a los diferentes alergenos de B. tropicalis, sea
heterogénea. La capacidad de producir IgE es una de las caracteristicas mas
conocidas resultante de este proceso, lo que se ha asumido como una de las
propiedades esenciales que hacen que un componente sea alergénico. Sin
embargo, la induccion de IgE especifica es necesaria, pero no suficiente para ser

un alergeno, pues estos también deben inducir sintomas de alergia.

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 (es decir que induce la sintesis de IgE y se une a dicho anticuerpo)
tiene también actividad alergénica, es decir, que induce un proceso inflamatorio.
Entre estas pruebas encontramos la evaluacion de la frecuencia e intensidad de
union a la IgE; pruebas de provocacion in vivo o in vitro, como la prueba de
activacion de basofilos o de liberacion de histamina, ensayos de anafilaxia cutanea
pasiva, o la evaluacion de su capacidad de inducir cambios epigenéticos, entre
otros. Lo anterior es esencial si se quiere sacar verdadero provecho al fundamento
del diagnostico basado en componentes (DBC, el cual apunta a la medicina de
precision) ya que no tendria sentido identificar supuestos alergenos cuya
9



participacion real en la fisiopatologia de la enfermedad es dudosa o por el contrario
infravalorar alergenos que por no tener una alta reactividad IgE son ignorados,

aunque tengan una gran capacidad de inducir sintomas.

Por lo anterior en este proyecto nos propusimos la caracterizacion del alergeno del
grupo 2 de Blomia tropicalis (Blo t 2) en términos de su actividad alergénica. Para lo
cual, se obtuvo en primer lugar este alergeno en forma recombinante, con un alto
nivel de pureza y bajos niveles de endotoxina para llevar a cabo ensayos de ELISA
y pruebas de activacion pasiva de basdfilos, en pacientes y controles sanos;
ademas para probar su actividad alergénica en dos modelos murinos, uno de alergia
respiratoria y otro de anafilaxia cutanea pasiva. Se obtuvo proteina suficiente para
el desarrollo de los experimentos con un nivel de pureza adecuado. Los resultados
de los trabajos muestran que aunque el 30% de los asmaticos estaban
sensibilizados a Blo t 2, este porcentaje no fue significativamente superior al de los
sujetos sanos. Dentro de los sujetos sensibilizados a B. tropicalis el 40% reaccioné
a rBlo t 2. Este alergeno demostré su capacidad de generar inflamacion en el
modelo murino de asma alérgica, evidenciado en el infiltrado inflamatorio pulmonar,
aumento de eosindfilos en el lavado broncoalveolar, la generacion de
hiperreactividad en las vias respiratorias y el aumento de la IgE, 1gG1 e 1gG2a; en
la prueba de anafilaxia cutdnea pasiva también provocoé el aumento de la
extravasacion de azul de Evans; ademas, indujo la sobre expresion del marcador
CD203c en la membrana de baséfilos sensibilizados con sueros de asméticos. En
conclusién, rBlo t 2 tiene actividad alergénica demostrada por ensayos in vitro e in
vivo que podrian indicar que este es un alergeno clinicamente importante en

enfermedades alérgicas como el asma.
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2. Introduccion

El asma, al igual que otras enfermedades alérgicas, es un problema de salud
creciente a nivel mundial (Figura 1), mas de 300 millones de personas en todo el
mundo presentan esta enfermedad (1, 2), lo que ocasiona una gran morbilidad en
la poblacion y grandes costos a los sistemas publicos de salud de los paises, por lo
que el desarrollo de pruebas de diagndstico y mejoras en el tratamiento ayudaria en
gran medida a disminuir las consecuencias de esta afeccion (3). En los Ultimos afios
ha avanzado aceleradamente la medicina de precision, en el que mediante un
diagnéstico 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 (4). En el asma se conoce que la exposicion a los alergenos
de los &caros es uno de los factores de riesgo principales (5). Blomia tropicalis es
un acaro del polvo doméstico, en regiones tropicales y subtropicales este presenta
una alta prevalencia, siendo asociado con enfermedades alérgicas como rinitis y
asma (6). B. tropicalis es una fuente primaria de alergenos, de las 25 proteinas que
unen IgE identificadas (7), 14 han sido oficialmente reconocidas y nombradas por el
subcomité de nomenclatura de la Unién Internacional de Sociedades Inmunolégicas
(IUIS por sus siglas en inglés). Estas proteinas estan registradas en la base de datos
de alergenos (www. Allergen.org). Siendo estas en especifico, y no el &caro
completo, quienes ocasionan la reactividad y los sintomas. Si se quiere realizar una
verdadera medicina de precisién en asma, es necesario implementar el diagndstico
basado en componentes, donde se identifique cual es el alergeno que esta
ocasionando los sintomas en cada paciente y de esta manera darles un manejo
dirigido.

Es necesario definir la importancia de cada componente alergénico, ya que a pesar
de que todos puedan inducir la expresion de IgE en mayor o menor frecuencia, esto
no siempre se relaciona con su capacidad real de inducir sintomas; por ejemplo,
componentes considerados como alergenos menores pueden inducir una respuesta

inmune importante (8), o por el contrario, alergenos con una alta frecuencia de
11



reactividad IgE, presentan una actividad alergénica baja (9). En general, la
caracterizacion de los alergenos de B. tropicalis es pobre, concentrandose
mayoritariamente en la descripcidén de sus propiedades estructurales, bioguimicas
y en términos de su frecuencia de union a IgE (10). Dado esto, es necesario saber
si ademas de inducir la produccién y de unir IgE, estos alergenos son capaces de

generar sintomas inflamatorios, es decir, si tienen o no actividad alergénica.

Los alergenos del grupo 2 de los acaros del polvo se conocen por ser proteinas de
unién a lipidos, entre estos, Der p 2 se ha evaluado en diferentes modelos,
encontrdndose que tiene la capacidad de inducir ademéas de la IgE, diferentes
citoquinas inflamatorias por vias innatas (11, 12). Por su parte Blo t 2, que es el
alergeno del grupo 2 de B. tropicalis, presenta una homologia estructural con Der p
2, sin embargo, su estudio ha sido limitado, contando solamente con informacién
bésica como sus caracteristicas estructurales, su frecuencia de union a IgE y su
reactividad cruzada con otros alergenos del grupo 2 (13). Teniendo en cuenta este
contexto, en este trabajo nos propusimos evaluar la actividad alergénica de Blo t 2
mediada por mecanismos IgE para evidenciar su capacidad de producir sintomas
dando luces sobre su importancia en el asma y su uso potencial en el diagndstico

basado en componentes.
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Figura 1. Cambios en la prevalencia del diagndéstico de asma y sintomas de asma
en el tiempo en nifios y adultos jovenes. Tomado de referencia (1). Se observa una
tendencia al aumento tanto en la prevalencia del asma como de los sintomas de
asma, aunque luego de 1990 la prevalencia en algunos de estos paises se haya
estancado o incluso descendido.

3. Marco tedrico

3.1.Los fundamentos fisiopatoldgicos de la reaccidn alérgica

El asma es una enfermedad heterogénea, con varios endotipos, usualmente
desencadenada por interacciones entre la genética del individuo y el medio
ambiente (14, 15). Es la enfermedad cronica mas frecuente en nifios y adolescentes.
La mayoria de los pacientes asmaticos presentan IgE especifica contra distintos
alergenos como reflejo de un perfil Th2 (16). Una vez el alergeno ingresa al cuerpo
y logra traspasar las barreras epiteliales, son captados, procesados y presentados
a los linfocitos por las células presentadoras de antigeno, lo que ocasiona su
activacion, principalmente hacia un perfil Th2, liberando mediadores como la IL-4 e
IL-13, inductores de la produccion de IgE. Estos anticuerpos se unen a receptores

de superficie de alta afinidad en mastocitos y baséfilos o a receptores de baja
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afinidad en Linfocitos B y eosinofilos. El asentamiento 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 desgranulacion y la liberacion
de mediadores proinflamatorios tales como histamina, triptasa, leucotrienos y
prostaglandinas (Figura 2). Se desconocen las razones por la cuales algunas
personas tienen este tipo de respuesta Th2 y otras no, ante la exposicion a los
mismos antigenos, pero la hipotesis mas conocida es que esta susceptibilidad hacia
la alergia esta determinada por el genotipo de las personas. En este sentido, en los
ultimos afos, los estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS) representan
un gran esfuerzo para explicar el componente genético de estos problemas, y han
identificado varios marcadores genéticos y loci asociados con el asma y algunos de
sus fenotipos. Por ejemplo, los marcadores cercanos a los genes ORMDL3 /
GSDMB se asociaron con el asma de inicio en la infancia (17), los SNP en los genes
de la IL-33 e IL1RL1 se asociaron con el asma atopica (18), y SNP en el gen del
TSLP que se identific6 como protector contra el riesgo de asma TH2 (19). Adn es
necesario precisar los mecanismos moleculares por los cuales cambios en estos

loci afectan el riesgo de desarrollar asma.

De todas maneras esta respuesta es responsable de los sintomas inmediatos de
broncoconstriccion en asma y también de la produccion de mediadores que
contribuyen a la inflamacién que se extiende de 4 a 8 h después de una respuesta
inmediata (20).

Por su parte, los eosindfilos liberan una variedad de mediadores proinflamatorios
como la proteina basica mayor, la peroxidasa de eosindfilos, la proteina cationica
eosinofilica y la neurotoxina derivada de eosinéfilos, que han demostrado tener

efectos sobre las células epiteliales de las vias respiratorias, al favorecer la
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hiperreactividad bronquial y broncoconstricciéon, sugiriendo un papel central de esta

célula y sus mediadores en la patogénesis del asma (21).

Adicionalmente, hay evidencia de que los alergenos de acaros también tienen la
capacidad de activar el sistema inmunitario por otras vias, principalmente vias de la
inmunidad innata, principalmente a través de la induccion de sefales mediante los
receptores para el reconocimiento de patdégenos, como los TLR, por proteinas de
union a lipidos, o la activacion de receptores activados por proteasas por alergenos
proteoliticos (22, 23).

Allergens

Dysregulated Air Pollution
Epithelial Viruses

Barrier
| E-cadherin
l Goblet Cell
TSLP ——> (0] °
o IL-25, IL-33
DC

| Claudin-18
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Figura 2. Vias inflamatorias T2-high desencadenadas en asma. Tomado de
referencia (14). En la fisiopatologia de esta enfermedad intervienen una variedad
importante de células, las cuales se activan posterior a la irrupcion del alergeno en
la barrera epitelial y contindia con la liberacion de mediadores que generan las
caracteristicas clinicas cardinales del asma.
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3.2.Diagndstico de alergias basado en componentes

El diagnéstico basado en componente (DBC) es un enfoque que utiliza los alergenos
nativos purificados o recombinantes para detectar la respuesta de IgE especifica
contra las moléculas alergénicas individuales (Figura 3) (24, 25). EI DBC tiene como
objetivo caracterizar el perfil de sensibilizacion molecular de un paciente alérgico,
con el fin de mejorar la especificidad del diagndstico de alergia a los alergenos
seleccionados. ElI DBC ofrece mayor sensibilidad diagndstica que los extractos,
especialmente aquellos que contienen alergenos facilmente degradables (26). Otro
aspecto importante es que puede ayudar a detectar patrones de sensibilizacién
asociados con fenotipos clinicos (27), o incluso, estos patrones pueden ser
especificos para un alergeno de una fuente, pudiendo diferenciar el sensibilizador
primario en caso de que un individuo presente reactividad cruzada entre alergenos
del mismo grupo (28). Para el caso del DBC de alergia al mani, un estudio detecto
que es el alergeno Ara h 2 el Unico capaz de predecir enfermedad (29). Lynch et al.
detectaron que la sensibilizacion a Der p 2 se asociaba fuertemente con sintomas
de asma (30). Hace falta determinar si existen alergenos de B. tropicalis que se

asocien con la severidad de la enfermedad, aunque hay datos que lo sugieren (31).

La informacién sobre la sensibilizacion IgE de cada paciente, que solo puede
discriminarse haciendo DBC, tiene un impacto importante en las decisiones clinicas
sobre la inmunoterapia especifica de alergeno (IEA) (32). Teniendo en cuenta que
casi la totalidad de las preparaciones que estan legalmente aprobadas para hacer
inmunoterapia son extractos alergénicos (33), se espera que el DBC ayude a definir
cuantos y cuales son los alergenos que deben usarse para hacer IEA cuando se
detecta polisensibilizacion. La maxima utilidad del DBC se espera que se presente
cuando vaya seguido de IEA basada en los componentes hacia los cuales se
detecto la sensibilizacion y que realmente tienen actividad alergénica e importancia
clinica. Ademas, de esta manera se disminuiria el riesgo de desarrollar nuevas

sensibilizaciones que se presenta con la inmunoterapia con extractos (34).
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El éxito del DBC depende de una buena seleccion de alergenos (35). Se debe tener
en cuenta que, al contener cada fuente varios alergenos, la complejidad diagndstica
aumenta, asi como sus costos. Por lo tanto, los alergenos incluidos en una bateria
de DBC deben ser el menor nimero posible, pero que estos sean los clinicamente
relevantes y representativos de la fuente completa. El primer paso para lograr este
propasito es identificar los alergenos individuales relevantes en una poblacién, pues
existen alergenos con diferencias importantes en cuanto a las cifras de
sensibilizacion en comunidades distintas (36, 37). Una vez consideradas estas
variaciones geograficas, se pueden lograr combinaciones de pocos alergenos que
representen muy bien a la fuente, por ejemplo, 3 alergenos de Phleum pratense
permiten diagnosticar al 95% de los pacientes alérgicos a este polen (38), o la
mezcla Der p 1, Der p 2, Der p 5y Der p 10 se ha detectado hasta el 93% de los
alérgicos a D. pteronyssinus (39). Por ultimo, otro aspecto por resolver y tal vez el
menos explorado es silos componentes que se quieran usar para el DBC realmente

tienen relevancia clinica.

Recombinant production Purification

mixed
isoforms
(x CCD)

1 isoform
with CCD

1 isoform
without CCD

natural

rscombinant allergen components
allergen components g P

(possibly isoforms)

mmm | ] (G /@\ [\

Numerous

Reagents:

components components* = spiked: extract
(instead of mepoﬁe" lus 1 component
chosen allergen extract) / _2& P P
Multiplex L Y J
(screening) Singleplex methods (individual determination)

Figura 3. Los alérgenos individuales pueden usarse como reactivo para la
determinacion de IgE especifica. Tomado de referencia (25). En este ejemplo se
muestran diferentes opciones de como los alergenos individuales y extractos se
pueden arreglar para generar plataformas diagnoésticas.
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3.3.La Medicina Personalizada en alergologia clinica

El enfoque tradicional para resolver problemas de salud que se conoce como “one
size fits all’ o “talla unica”, implica que todos los pacientes de una misma
enfermedad sean manejados con un esquema similar. En enfermedades alérgicas,
la farmacoterapia ha sido asi; por ejemplo, la terapia tradicional contra el asma se
basa en medicamentos para aliviar el broncoespasmo (agonistas beta-2) y
antiinflamatorios (corticosteroides) para controlar los sintomas y reducir la
inflamacion, aunque la introduccién de la terapia bioldgica avanza en resolver esta
limitacién, ya que el mismo esquema de manejo no sirve para todos los pacientes
de una enfermedad tan heterogénea como el asma (40). El diagndstico y tratamiento
del asma y otras enfermedades alérgicas ha cambiado en los Ultimos afios, aunque
el enfoque personalizado ha estado presente desde el principio, especialmente en
el diagnostico y la inmunoterapia. El progreso cientifico derivado de la Genomica y
la Protedmica ha impulsado la idea de la aplicacion masiva de un verdadero modelo
de Medicina Personalizada (o Medicina de Precision), que tenga en cuenta la
variabilidad individual en los genes, el medio ambiente y el estilo de vida de cada
persona en la escogencia y respuesta al tratamiento (41, 42). Debido al impacto
socioeconémico que tiene el asma, se hace necesario un diagndstico preciso que
sea capaz de clasificar a los pacientes de tal forma que se prescriba el tratamiento
optimo al paciente correcto (40). Sin embargo, la aplicacién de la medicina de

precision en los paises subdesarrollados tiene diversas limitaciones (43)

Actualmente se utilizan extractos completos de las fuentes alergénicas, que
contiene alergenos y otro tipo de particulas, tanto para diagnosticar sensibilizacién
IgE como para hacer la inmunoterapia. Sin embargo, esto tiene varios
inconvenientes (44). Primero, el contenido de cada alergeno varia entre lotes ya que
la representatividad de una proteina cambia segun el proceso técnico de
preparacion del extracto, el origen del material fuente, asi como de las

caracteristicas fisicoquimicas de la proteina. Cuando en el extracto no esta bien
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representado el alergeno relevante para el paciente se generan problemas en el
diagnostico y falta de respuesta a la terapia. Ademds, al contener una cantidad
considerable de otras proteinas con capacidad alergénica, el extracto puede inducir
nuevas sensibilizaciones (45). Por lo anterior se requiere reemplazar los extractos
por los componentes verdaderamente relacionados con la patogénesis de la
enfermedad, de esta forma se puede realizar un diagndéstico basado en
componentes y una inmunoterapia especifica con alérgenos, lo cual representaria
un modelo 6ptimo de medicina de precision, siendo un real avance en el diagnostico

y el tratamiento de las enfermedades alérgicas (46).

El diagnostico basado en componentes poco a poco se ha venido integrando a la
practica clinica, solucionando los problemas que conlleva la utilizacion de los
extractos (47), aunque todavia en muchos paises, incluyendo Colombia, no es un
procedimiento de rutina. Actualmente se emplean ensayos multiplex como una
opcién costo-efectiva, pues en una sola prueba se evallan una cantidad
considerable de alergenos usando una minima cantidad de muestras de sangre. Por
el momento se encuentran disponible comercialmente la plataforma ISAC que
cuenta con 112 componentes moleculares (48), siendo el mas usado en clinica,
también encontramos a FABER que es un test para la deteccion especifica de
anticuerpos IgE utilizando 122 alérgenos moleculares y 122 extractos alergénicos
(49) y por ultimo el sistema ALEX que contiene mas de 280 pruebas (incluyendo
extractos y componentes purificados) (50). La seleccion de los alergenos para la
conformacion de estas plataformas se realiza teniendo en cuenta Unicamente la
capacidad de sensibilizacion de los alergenos, sin importar si estos componentes
gue unen IgE son también capaces de inducir inflamacién, sea por accion directa
en el sistema inmune innato, mediada por IgE, o por ambas. Si bien el DBC se perfila
en el inmediato futuro como una de las aplicaciones de la medicina personalizada
en alergologia, existe todavia un problema importante y es que desconocemos la
relevancia clinica de cada alergeno individual. Esto obstaculiza el diagnéstico y por

supuesto el tratamiento mediante inmunoterapia; en consecuencia, la investigacion
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de la actividad alergénica real de cada componente que une IgE es un paso esencial

para que el DBC continte su desarrollo.

3.4.Evaluacion de la actividad alergénica.

Aungue hay poca informacion disponible sobre los alergenos de los acaros del
polvo, es probable que el nivel de expresion, la estabilidad y la posibilidad de
permanecer en el aire de estas proteinas, entre otras caracteristicas fisicas y
bioguimicas, no sean las mismas (51). Por lo tanto, se espera que la respuesta
alérgica contra los acaros del polvo domeéstico sea heterogénea, siendo la
capacidad de 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 para esto deben
tener actividad alergénica e inducir sintomas de alergia (52, 53); aspecto que ha
sido documentado consistentemente para los extractos pero no para todas las

moléculas individuales (54).

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 como la evaluacion de la frecuencia e intensidad de union a la IgE
mediante técnicas de inmunoensayo como el ELISA (55). También se han usado
pruebas de provocacion in vivo como retos orales (56) o las pruebas cutaneas (9,
57) y test de provocacion in vitro como la prueba de activacién de basdfilos (58) o
de liberacion de histamina (59). Por otro lado, se ha evaluado la capacidad inducir
inflamacion a través de modelos animales (60) o mediante ensayos de anafilaxia
cutanea pasiva (52, 61). Ademas, con algunos alergenos se han realizado ensayos

in vitro, como cultivos de células epiteliales bronquiales, para evaluar su capacidad
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de inducir vias inflamatorias independientes de la IgE, al activar componentes de la

inmunidad innata (11).

Estos estudios, se han realizado con alergenos alimentarios, del polen o con
extractos de acaros, principalmente del Dermatophagoides pteronyssinus. Las
pruebas de actividad alergénica solo se han hecho a unas pocas moléculas de B.
tropicalis, a Blo t 2 solo se le han hecho pruebas de provocacion in vitro, como la
prueba de liberacién de histaminas y un ensayo de liberacion de mediadores
inflamatorios utilizando baséfilos de raton humanizados (huRBL) (Tabla 1). Es
esencial realizar este tipo de pruebas al resto de alergenos de B. tropicalis si se
quiere aprovechar al maximo el DBC (el cual apunta a la medicina de precision) ya
que no tendria sentido identificar supuestos alergenos cuya patrticipacion real en la
fisiopatologia de la enfermedad no esta confirmada (54).

Tabla 1. Ensayos de actividad alergénica realizados en alérgenos del &caro del
polvo domeéstico.

D. preronysinus| Frovgeaion | Provecationtest| NerelgE nduced | Casgeconrol| "Rt | PCA stimal | avoidance | AT
Derp 1 ST, B BAT, HR Yes Asthma Asthma Yes Yes Yes
Derp 2 ST, B BAT, HR Yes Asthma Asthma Yes | Yes
Derp 5 ST HR Yes Asthma Asthma

Der p 3 BAT, RBL Yes Asthma |
Derp 10 ST Asthma Yes

Der p 21 ST BAT Asthma |
Derp 13 BAT, HR Yes

Der p 23 BAT Asthma |
Derp 18 BAT

Der p 24 HR |

B. tropicalis

Blot5 ST BAT, HR Yes Asthma Asthma Yes |
Blot8 ST Asthma Yes

Blot 10 ST Asthma |
Blot12 ST Asthma

Blo t 13 ST HR |
Blot2 RBL, HR

Blot7 Yes |
Blot 11 ST

. Tomado de referencia (52)
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3.5.Alergenos de importancia epidemioldgica en el trépico

Las fuentes mas importantes de sensibilizacion alérgica en el trépico, y
especificamente en nuestro medio, son los acaros D. pteronyssinus y B. tropicalis
(Figura 4). La investigacion sobre alergenos de B. tropicalis es menor que para los
de D. pteronyssinus (62, 63), lo cual se explica por su distribucion casi exclusiva en
ambientes tropicales y subtropicales, a diferencia del otro &caro presente en
latitudes templadas donde se ubican paises industrializados de mayor actividad
cientifica. B. tropicalis es una causa de sensibilizacion en acerca 70% de los
asmaticos del tropico (64) y la inclusion de sus alergenos en baterias diagnosticas
de alergia es indispensable en nuestro medio (65). Aunque varios de sus alergenos
se han producido en forma recombinante (37, 66-71) se ha estudiado poco su
actividad alergénica y relevancia clinica, de manera que todavia no es posible

escoger los que deberian incluirse en una bateria para DBC.

Los alergenos de Blomia tropicalis son los mas importantes alergenos de acaros en
las regiones tropicales y subtropicales. La mayoria de ellos solo tienen un 30-40%
de identidad de secuencias con su contraparte en el Dermatophagoides,
compartiendo bajos niveles de reactividad cruzada. A diferencia de su contraparte
Pyroglyphidae, Blot 5 y Blo t 21 tienen la mayor frecuencia de union a IgE, hasta
del 91% (72, 73) y 93% (74) respectivamente, especialmente en areas tropicales
(75). Por su parte, Blo t 1 tiene una frecuencia entre 62% a 90% (67, 76, 77) de
reactividad IgE en pacientes sensibilizados. Otros alergenos de este acaro también
tienen alta frecuencia de reactividad IgE, dependiendo de la poblacién, entre estos
Blot 4 (27, 37, 78).

3.6.Blot2

Aunque se han publicado 3 isoalergenos de Blo t 2 en la base de datos del comité
de nomenclatura de alergenos OMS/IUIS, se dispone de datos inmunolégicos muy
limitados de estas. Se predice que el MW tedrico de la proteina madura es de 13.5

kDa para las 3 isoformas, mientras que el punto isoeléctrico tedrico varia de 5.9 a
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6.5 (10, 79). Reginald et al. (13) describieron a Blo t 2 como una proteina de 126
aminoécidos de longitud con una identidad de secuencia de 52% con Der p 2.
También demostraron mediante dicroismo circular que Blo t 2 es principalmente una
proteina con laminas beta, la cual contiene tres enlaces disulfuro que favorecen la
formacion de un bolsillo hidrofébico en su estructura terciaria. Ademas, en este
estudio se encontraron 9 isoformas naturales, algunas de las cuales presentaban
mutaciones en regiones homaologas a epitopes de union IgE en Der p2, lo que podria

representar la existencia de epitopes Unicos para cada molécula.

De un analisis in silico de Blo t 2 se obtuvo que esta pertenece a la familia de
proteinas que contienen un dominio de reconocimiento de lipidos (ML) relacionado
con MD-2 y otros alergenos del grupo 2 como Der p 2. Mediante el uso de servidores
inmunoinformaticos también se obtuvieron 6 epitopes lineales y 4 epitopes
conformacionales. Siendo estos epitopes potencialmente aptos como sitios de
unién a la IgE (80). A través de un analisis protedmico de los alergenos de B.
tropicales utilizando 11 diferentes extractos, se encontré que la isoforma nimero 1
de Blo t 2 fue la mas abundante en la mayoria de estos extractos con porcentajes
que van del 18,9% al 38,5% del total de alergenos (81).

La evaluacién de la prevalencia de sensibilizacion IgE mediante ELISA mostré que
rBlo t 2 es reconocido por el 54% de los pacientes brasilefios sensibilizados a B.
tropicalis, mientras que en otro estudio fue de solo el 36% en un grupo de pacientes
brasilefios y puertorriquefios (82, 83). Por Western Blotting el 80% de un grupo de
pacientes cubanos con prueba cutanea positiva para el extracto de B. tropicalis tuvo
reaccion IgE contra Blo t 2 mientras que solo el 34% de pacientes de Singapur
alérgicos al HDM mostraron reactividad IgE contra Blo t 2 (13, 84). En una poblacion
infantil de Singapur se encontro una prevalencia de sensibilizacion a Blo t 2 menor

al 20%, siendo mas alta entre niflos de 7 a 10 afos.

El ensayo de inhibiciéon revelo que Blo t 2 inhibia menos del 40% de la union de IgE

a Der p 2 (82). En cuanto a la evaluacion de la actividad alergénica de Blo t 2, se
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observo que es capaz de generar una liberacién dosis dependiente de histamina
cuando se incubd rBlo t 2 con sangre completa de individuos sensibilizados con esta
proteina, lo que sugiere que es un alergeno capaz de inducir inflamacion (13).
También se demostré que puede inducir la liberacion de beta-hexosaminidasa en
células RBL humanizadas (85). La actividad alergénica e importancia clinica de Blo
t 2 aln esta poco caracterizada, de igual forma, su funcién bioquimica vy fisiolégica
es todavia poco clara. Se deben realizar mayores esfuerzos que logren caracterizar
esta molécula y dar luces si debe incluirse en pruebas de diagndstico basadas en

moléculas y vacunas contra la alergia a Blomia.

Blot 10

Blomia tropicalis Dermatophagoides pteronyssinus

Figura 4. Alergenos de acaros del polvo de relevancia epidemiolégica. Tomado de
referencia (63). Se muestran de color naranja los alergenos que presentan mayor
reactividad cruzada entre estas dos especies, en azul y verde aquellos considerados
especificos de especie para cada uno de estos acaros del polvo doméstico.
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4. Hipotesis

El alergeno Blo t 2, ademas de unir IgE, tiene actividad alergénica.

5. Objetivo general

Determinar la actividad alergénica mediada por IgE y el impacto clinico del

recombinante Blo t 2.

6. Objetivos especificos

1.

Obtener el recombinante Blo t 2 con un alto nivel de pureza y bajos niveles
de endotoxina.

Estimar la asociacion estadistica entre los niveles de IgE inducidos por Blo t
2 y el asma en un estudio de casos y controles.

Evaluar la activacion de baséfilos sensibilizados con sueros de asmaticos y
controles utilizando Blo t 2

Evaluar la capacidad de Blo t 2 de generar inflamacién y sintomas mediados
por IgE en un modelo murino de asma alérgica.

Evaluar la capacidad de Blo t 2 de generar inflamacion mediada por IgE con

una prueba de anafilaxia cutanea pasiva.

7. Metodologia general del estudio

Este proyecto hace parte de uno mas general, titulado “Determinacién de la

actividad alergénica de productos recombinantes del acaro Blomia tropicalis y su

impacto clinico en asma”, contrato “807 - 2018”, financiado por Colciencias y cuyo

investigador principal es el Dr. Luis Caraballo. Contemplé diferentes estrategias; se

realizaron dos estudios experimentales controlados, un modelo de anafilaxia

cutanea pasiva y un modelo de alergia respiratoria, donde la unidad experimental

fueron ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas. Ademas, se realizaron ensayos

de ELISA en un estudio de casos y controles con pacientes asmaticos de diferentes
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ciudades de Colombia, el célculo del tamafio de muestra realizado en el software
Epidat 3.1 (Xunta de Galicia, OPS/OMS) sugiri6 que para un poder del 80% se
incluyeran 152 casos y 152 controles, sin embargo en este proyecto se tomo una
muestra mayor, de 323 casos y 337 controles; para la prueba de activacion de
basdfilos se tomaron 10 casos y 6 controles, el tamafio de la muestra se determiné

a conveniencia debido a las limitaciones en la blusqueda de pacientes (Figura 5).

Asma y otras enfermedades alérgicas Influencia de la sensibilizacién por Genes Candidatos en Asma:
Origen de los en Colombia, estdn aumentando en alergenos de Ascaris en la respuesta Estudios de asociacién en
% S frecuencia. alérgica y severidad del asma. una poblacién colombiana.
sujetos de estudio
n=561 n=50 n=49
n= 660
Sujetos prueba
serolégica
Casos Controles
n= 323 n= 337
Casos Controles
Sujetos prueba de (sensibilizados a (sensibilizados a
activacion pasiva Blot2) Blot2)
de baséfilos n=10 n=6

Figura 5. Diagrama de flujo de las muestras utilizadas para el estudio de casos y
controles en pacientes asmaticos y la prueba de activacion pasiva de basofilos. Se
muestran el nombre de los proyectos de origen de estas muestras. Luego de la
prueba seroldgica se tomo a un grupo pequefio de muestras de pacientes y sujetos
sanos dentro de los sensibilizados para realizar la prueba de activacion pasiva de
basofilos.
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8. Metodologia especifica del estudio

8.1.Preparacion del rBlo t 2

8.1.1. Purificacion final de rBlo t 2
Actualmente el Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas cuenta con un banco de
alergenos recombinantes, actualmente denominado Banco de Alergenos Silvia
Jiménez, entre los que se encuentra el rBlo t 2.0101 purificado por cromatografia de
afinidad con una columna de Ni-NTA vy liofilizado en TBS 1X. Se utilizaron 31,5 mg
de esta proteina, los cuales se reconstituyeron en agua Milli Q y se dispusieron para
las adecuaciones finales necesarias para su utilizacion. Este lote de proteina fue
usado en la evaluacion de la asociacion estadistica de Blo t 2 con asma mediante

ELISAs y para el modelo murino de asma alérgica.

El nivel de pureza de la proteina recibida, alcanzado mediante la purificacion por
cromatografia de afinidad, no era adecuado para la inmunizacién de los ratones, por
lo que se utilizé la cromatografia de intercambio iGnico como un segundo método
de purificacién. Para esto, en primer lugar se dializé la proteina contra buffer Tris-
HCI 20 mM pH 7,6 y se paso por filtro de 0.2 uym. El proceso de cromatografia se
llevo a cabo usando la columna UNO Q1 (Cat. 720-0001, Bio-Rad) adaptada a un
sistema de cromatografia liquida de rendimiento rapido, FPLC (BiologicDuoFlow™,
Bio-Rad Laboratories Inc., Estados Unidos). La columna se equilibré con Tris-HCI
20 mM pH 7.6 y se procedio a la purificacion de rBlo t 2 en un gradiente escalonado
de Tris HCI 20 mM pH 7.6 y NaCl 1M (70%-30%, 60%-40%, 50%-50%, 40%-60%,
0%-100%). La elucién se control6 a 280 nm. Por ultimo, la proteina purificada se
dializé contra PBS pH de 7,3. La pureza de la proteina se verific6 mediante una
SDS-PAGE con tincion de plata. La concentracion de rBlo t 2 fue determinada

mediante densitometria, utilizando como estandar albumina de suero bovino (BSA).

8.1.2. Remocion de endotoxina
Se tomaron las muestras de rBlo t 2 con una concentracion y pureza suficiente para

realizar el proceso de remocién de endotoxina. La proteina ya dializada en PBS pH
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7,3 se mezcl6 con Triton X-114 a una concentracion final del 1%. Esta solucion se
mezcld con vortex y se incubo en rotor a 4 °C por 40 min, dando vértex cada 10
minutos. Seguido se incub6 por 10 minutos mas a 37 °C en el ThermoMixer
(Eppendorf ThermoMixer 5350 Mixer) y al final se centrifugd durante 10 minutos a
20000 gravedades a 25 °C. De esto se recupero el sobrenadante y se descarto el
pellet donde se encuentra el Triton X-114 junto a la endotoxina. Este mismo proceso
se realiz0 2 veces mas para asegurar menores niveles de endotoxina. Al final se
realizd densitometria para calcular la concentracion de la proteina utilizando BSA

como estandar.

8.1.3. Cuantificacion de endotoxina
La medicion de la endotoxina se determin6 mediante un ensayo colorimétrico
cuantitativo basado en la reaccion del lisado de amebocitos de Limulus (LAL),
usando el kit ToxinSensor™ Chromogenic LAL (Genscript) de acuerdo con las
directrices del fabricante. Brevemente, se usaron estandares de endotoxina de E.
coli en un rango de 1 — 0.1 EU/mL pues la concentracion de la endotoxina en la
muestra se espera que este en este rango. Cada uno de los reactivos del kit se
prepard de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. El procedimiento se
realiz6 de la siguiente manera: se colocé 100 pL de estandar, proteina o blanco
(agua libre de endotoxina) en viales libres de endotoxinas, se realizé una dilucién
de 1:50 de la proteina en agua estéril para asegurar que entrara en la curva de
estandares. Se agreg6 100 pL del lisado de amebocitos de Limulus reconstituido a
cada vial, las muestras se incubaron por 10 minutos a 37 °C + 1 °C. Después se
agrego 100 pL del sustrato cromogénico a cada vial y se incubaron a 37 °C £1 °C
durante 6 minutos. Por ultimo, se agregaron 500 pL de cada estabilizador de color
y se mezclo con vortex. Para la medicion de la endotoxina, se colocaron 200 pL de
cada muestra por duplicado en una placa enzimatica de 96 pozos y se midio la
densidad éptica a 545 nm en el espectrofotdmetro Multiskan™ (Thermo Fisher

Scientific).
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8.1.4. Expresion y purificacion del Blo t 2
Las muestras obtenidas a una concentracion y pureza adecuada no fueron
suficientes para la culminacién de los experimentos comprendidos en este proyecto,
por lo que se hizo necesaria la produccion de un nuevo lote de rBlo t 2. La expresion
de rBlo t 2 fusionada a una 6X His-tag se realiz6 en la cepa de E. coli Origami (DE3)
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) a la que se le transfect6 mediante
electroporacion el vector pET-45b (+) con la isoforma Blo t 2.0101. Esta cepa
bacteriana se cultivo 16 horas durante la noche en medio Luria Bertani modificado
con ampicilina (LBA) 100 pg/mL a 37 °C y en agitacion a 250 rpm para ser usada
como in6culo en un cultivo de mayor volumen. Al dia siguiente se realizd una
dilucién 1:20 del cultivo en medio LBA y se incubé nuevamente a 37 °C y en
agitacion a 250 rpm un promedio de 3 horas hasta alcanzar una OD600 entre 0.5y
0.8. La expresion de la proteina se indujo luego con 0.1 mM de Isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranoésido (IPTG) durante 5 horas a 37 °C y a 250 rpm. Cumplido este
tiempo, se recolectaron las bacterias por centrifugacion para formar un pellet
compacto y se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacion. Este pellet se reconstituyé
en buffer de lisis y se le realizaron dos ciclos de congelamiento y descongelamiento.
Luego se realizaron 5 ciclos de sonicacion de 20 segundos cada uno con una
amplitud de 50 en intervalos de un minuto. Posteriormente se centrifugé la muestra
a 4500 rpm a 4 °C por 30 minutos, se resuspendié nuevamente el pellet en buffer
de solubilizacion con TrisHCL 40mM y N-laurilsarcosina (NLS) al 0,2%. Se
realizaron otros 5 ciclos de sonicacion de 20 segundos con amplitud de 50 en
intervalos de un minuto y se dejé la muestra en agitacion en rotor durante 24 horas
a temperatura ambiente. La muestra se centrifugd a 4500 rpm, 4 °C por 30 minutos

y se recolect6 el sobrenadante.

La proteina rBlo t 2 se purificO usando cromatografia de afinidad Ni-NTA e
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), para esto se realizaron varios lavados

usando Tritobn X-100 al 0.5%, y luego se hizo la elucién de la proteina con un
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gradiente creciente de imidazol desde 50 hasta 500 mM. La concentracion de Blo t

2 se determind mediante densitometria, utilizando BSA como estandar.

Esta se almaceno a -20 °C hasta su posterior uso en la evaluacion de la actividad
alergénica con el test de activacion de basofilos y la prueba de anafilaxia cutanea
pasiva. A las muestras usadas en esta Ultima prueba se le realiz6 la remocion de

endotoxina usando Tritbn X-114 como se describié anteriormente.

8.2.Evaluacion de la asociacion de Blo t 2 con asma

8.2.1. Escogencia de casos y controles

Se evalud la importancia clinica de Blo t 2 teniendo en cuenta como criterio su
asociacion estadistica con la presentacion de asma en un estudio de casos y
controles. Se evaluaron las muestras de 323 asmaticos y 337 controles. Las
muestras de los sujetos hacen parte de proyectos previamente aprobados por el
Ministerio de Ciencias de Colombia: “Asma y otras enfermedades alérgicas en
Colombia, estdn aumentando en frecuencia.” Codigo: 223945921557. Rodolfo
Dennis (IP), “Influencia de la sensibilizacion por alergenos de Ascaris en la
respuesta alérgica y severidad del asma.” Cédigo: 110749326193. L. Caraballo (IP),
y “Genes Candidatos en Asma: Estudios de asociacibn en una poblacion
colombiana.” Cédigo 8286-04-11780. L. Caraballo (IP).

Del primero de estos tres proyectos se obtuvieron muestras de 561 personas, entre
casos y controles de 5 ciudades de Colombia. Basandose en un cuestionario
desarrollado y validado originalmente por la iniciativa International Study of Asthma
and Allergy in Children (ISAAC), se desarrollaron una serie de preguntas que
permitieron determinar los casos y los controles. En este se interrogé 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 un control
como cualquier sujeto que ni tuviera sintomas de asma ni un diagndéstico médico

previo de asma (86). Del segundo y tercer proyecto se obtuvieron respectivamente
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50 casos y 49 controles, unicamente de la ciudad de Cartagena. Aqui los casos
correspondieron a personas entre 8 a 70 aflos que respondieron afirmativamente a
la pregunta: ¢Alguna vez le diagnosticaron asma? y a quienes este diagndstico se
le confirmd clinicamente por un médico (31), mientras que los controles fueron

individuos sin antecedentes familiares o personales de asma y alergias (87).

8.2.2. Medicidn de IgE especifica contra rBlo t 2 mediante prueba de
ELISA
Actualmente se cuenta en el Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas con un
protocolo estandarizado para la mediciébn, mediante ELISA indirecto, la IgE
especifica humana contra alergenos recombinantes (88), este fue usado en este
ensayo y consistié en la inmovilizacion rBlo t 2 en una microplaca de 96 pozos a
una concentracion de 5 yg/mL en buffer carbonato/bicarbonato pH 9.6 mediante
incubacion ON a 4 °C. Los pozos luego se bloquearon con PBS-BSA 1% por un
tiempo de 3 horas a temperatura ambiente. Se agregaron, posterior a 4 lavados con
PBS-Tween 20 0,1% (PBST), los sueros humanos diluidos 1:5 en buffer de bloqueo
y se dejaron incubando ON a temperatura ambiente. Después de 5 lavados con
PBST, se incubaron con un monoclonal anti-lgE humana unida a fosfatasa alcalina
durante 2 horas a temperatura ambiente. El desarrollo de la reaccion se hizo con p-
nitrofenil fosfato diluido en dietanolamina al 10% pH 9.8, luego de 60 minutos la
reaccion se detuvo con NaOH 3N. La lectura de la OD se realizO en un
espectrofotometro a 405 nm (Multiskan™ Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos). El volumen de todas las reacciones fue de 50 pL por pozos, a excepcion
del bloqueo con BSA que fue 100 yL. El punto de corte para la sensibilizacion al
alergeno recombinante utilizado, fue de 0,09 OD, este ya se calculé en un trabajo
anterior (88) como la suma del promedio de la OD de la IgE especifica sujetos no
asmaticos y no sensibilizados a &caros mas dos desviaciones estandares. Para esta

prueba se utiliz6 como controles de placa un suero negativo y uno positivo al
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extracto de B. tropicalis este ultimo analizado con una curva de concentraciones del

extracto.

8.3.Evaluacién de la actividad alergénicaderBlo t 2

8.3.1. Prueba de activacion pasiva de baséfilos (PAB)
Para la realizacion de la PAB se aislaron, por gradiente de Ficoll, células
mononucleares de sangre periférica de un donante sano, las cuales se pasaron por
un filtro de células de 70 um y se lavaron tres veces con una solucion de PBS/EDTA
2mM. Para separar la IgE unida al receptor de los basofilos se lavaron las células
con un buffer basado en acido lactico (pH 3.9) durante 1 minuto a 4 °C. El pH se
neutralizoé rapidamente el con RPMI-BSA 0.5% y Tris 12% (pH: 8.0). Estando las
células libres de anticuerpos, se incubaron por 1 h a 37 °C con los sueros de los
sujetos en estudio. Se realizé un lavado con PBS estéril y se incubaron con rBlo t 2
a concentraciones de 0.1, 1 y 10 yg/mL, PBS como control negativo, extracto de
Blomia tropicales 1 yg/mL y Anti-IgE (1:20) como control positivo. La activacién de
basdfilos se cuantificd por citometria de flujo utilizando el sistema FACS-ARIA IlI
(BD, Estados Unidos), identificando las células mediante la estrategia CRTH2pos
CD203cposCD3neg usando el estuche Allergenicity Kit (Beckman coulter). Los
resultados se expresaron como la mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI)
de cada muestra, por recomendaciéon del fabricante. De igual forma se utilizé el
indice de estimulacion (Sl) que se calcula mediante la formula: MFI activacion frente
al alergeno/activacion basal, el punto de corte para el Sl se hall6 como la suma del
promedio del Sl de 3 sujetos no asméaticos no sensibilizados al alergeno ni al

extracto mas dos desviaciones estandares, el valor resultante fue de 1.5 (89).

8.3.2. Modelo murino de asma alérgica

8.3.2.1. Inmunizacion y reto nasal de ratones
Se obtuvieron ratones hembra BALB/c de seis semanas de edad del Instituto

Nacional de Salud, (INS, Bogota, Colombia). Todos los experimentos se realizaron
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de acuerdo con las normativas cientificas nacionales e internacionales, y fueron
aprobados por el comité de ética local de la Universidad de Cartagena. Los
protocolos usados se basan en trabajos previos del Instituto de Investigaciones

Inmunoldgicas (90).

Los ratones se dividieron en tres grupos y fueron inmunizados por via intraperitoneal
(i.p.) una vez cada semana por tres semanas con PBS (control negativo), 20 ug de
extracto de Blomia tropicalis (control positivo) o 20 ug de rBlo t 2, emulsionado cada
uno en alumbre (Imject Alum, ThermoFisher Scientific, EE. UU.). Siete dias después
de la dltima inmunizacion, los ratones fueron retados intranasalmente una vez al dia
por tres dias con solucién salina, 40 pug de extracto de Blomia tropicalis o0 20 ug de

rBlo t 2 al grupo correspondiente.

8.3.2.2. Medicién de la hiperreactividad de las vias respiratorias
La funcién pulmonar se evalué mediante la obstruccién del flujo de aire inducida por
metacolina, utilizando un pletismografo de cuerpo entero (Buxco Electronics, EE.
UU.). La metacolina se diluyé en agua a diferentes concentraciones (25, 12.5, 6.13
y 3.1 mg/mL) y se administraron en aerosol (50 pyL en 90 segundos por camara) las
dosis en concentraciones crecientes. La hiperreactividad bronquial se evalu6
mediante la medicion de los valores de pausa mejorada (Penh), una determinacion

indirecta de este parametro que se puede obtener en animales conscientes.

8.3.2.3. Eutanasia
Los ratones fueron sacrificados 24 horas después de la realizacion de la
pletismografia. Se recolectaron muestras de sangre, se realiz6 un lavado
broncoalveolar y el pulmén izquierdo se sumergié en formalina tamponada neutra
al 10%.

8.3.2.4. Histologia pulmonar
El tejido pulmonar se cort0 en secciones de 4 um de espesor y se tiiid con
hematoxilina eosina (HE) y &cido Peryddico de Schiff (PAS). Las placas se

visualizaron mediante microscopia optica para evaluar la inflamaciéon pulmonar y la
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produccion de moco. Para determinar la gravedad de la infiltracion de células
inflamatorias, se realizaron recuentos de células inflamatorias peribronquiales y
perivasculares, basados en una modificacién del sistema de puntuacion de 5 puntos

descrito por Myou et al (91).

8.3.2.5. Andlisis del lavado broncoalveolar

El BAL se centrifug6 a 1.500 rpm durante 5 min para separar el pellet celular del
sobrenadante. El pellet se resuspendio en 1 mL de PBS y se le agregé 1 mL de
Buffer de lisis 1x y se incubd por 5 minutos en hielo luego se centrifugd nuevamente
a 1.500 rpm durante 5 min. El pellet celular se resuspendi6 en 120 pl de Stain buffer
y se tomaron 40 pl a los que se le agrega 10 ul del mix de anticuerpos (V450-CD45,
PECy7-CD3e, FITC-F4/80, PE-CD11b, PerCPefluor-CD170 (SiglecF), APC-Ly6G)
(Tabla S1) o 10 pl del control de isotipos para definir las diferentes poblaciones
celulares. Se incubaron las muestras por 10 min a 4 °C y se centrifugaron con 500
Ml de Stain buffer por 7 min a 300 G y se descart6 el sobrenadante. Finalmente, se
resuspendid en buffer de fijacion y se cuantificaron las diferentes poblaciones
celulares mediante citometria de flujo utilizando el sistema FACS-ARIA Il (BD,
Estados Unidos).

8.3.2.6. ELISA de inmunoglobulinas de ratones contraBlo t 2
Para la determinacion de los niveles de, IgE IgG1 e IgG2a de ratdn especificos para
rBlo t 2, se inmovilizaron en las placas de microtitulacion los alérgenos a 5 pg/mL
diluidos en PBS y se incubaron durante la noche a 4 °C. A continuacion, los pocillos
se bloquearon con PBS-BSA 1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
muestras del plasma se incubaron a 37 °C por 2 horas. Se realizaron 5 lavados con
PBST, los pocillos se incubaron con monoclonales anti-lgG1, anti-lgG2a o anti-IgE
de raton marcadas con biotina (diluidas 1: 1.000 en tampon de bloqueo) durante 1
hora a 37 °C. Después de 5 lavados, se afiadié a los pocillos estreptavidina
fosfatasa alcalina (diluida 1: 2.000 en Tris 50 mM, BSA al 1%, MgCI2 1 mM, pH 8,0).
Se utilizé pNPP, disuelto en dietanolamina al 10%, MgCI2 0,05 mM a 1 mg / ml,

como soluciéon de sustrato. A los 60 minutos de incubacion se detuvo la reaccion
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con NaOH 3N. La densidad o6ptica se obtuvo leyendo las placas en un
espectrofotometro a 405 nm (Multiskan™ Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos).

Para aumentar la sensibilidad del ELISA para la deteccion de la IgE, se debid
depletar la IgG de los sueros de los ratones para evitar la competencia de esta por
la union al antigeno. Para este procedimiento se utilizd una proteina G recombinante
unida a sefarosa (Thermo Fisher Scientific) la cual, luego de ser lavada y equilibrada con
PBS pH 7.4, se incubd por tres ciclos de 30 minutos con los sueros de los ratones diluidos
1:6, lavando la resina con buffer de glicina 100 mM HCL pH 2.7 entra cada ciclo para retirar

la 1I9G unida.

8.3.3. Prueba de anafilaxia cutanea pasiva
Esta prueba se realiz6 siguiendo un protocolo descrito anteriormente (92).
Brevemente, los sueros de los ratones recolectados en el modelo de asma
respiratoria sirvieron como insumo para la realizacion de este experimento. Se
dividieron ratones BALB/c no inmunes en tres grupos: rBlo t 2, Blomia tropicales
como control positivo y PBS como control negativo, se inyectaron 10 uL en la oreja
y 50 uL abdomen del antisuero de su grupo correspondiente de los ratones
inmunizados. Después de un periodo latente (24 horas), se inyecté por via
intravenosa el colorante azul de Evans mezclado con el antigeno (rBlo t 2 o extracto
de Blomia tropicalis) o PBS. Pasadas dos horas y observandose signos de
circulacién completa del azul de Evans, se sacrificaron los ratones, se recolectaron
las orejas y el segmento del pelaje del abdomen tefiido y se incubaron en 700 uL
de formamida a 37 °C durante 72 h. Posteriormente se cuantific6 el colorante
extravasado usando una curva de concentraciones de azul de Evans y midiéndolo

a 620 nm en espectrofotbmetro.

8.4. Andlisis estadistico

Los analisis se llevaron a cabo utilizando el programa SPSS version 17.0 (SPSS
Chicago, IL, EE. UU.) Y GraphPad Prism version 5.01 para Windows (GraphPad
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Software, San Diego, CA, EE. UU.). Para los analisis epidemioldgicos de la
serologia IgE se describen los datos dependiendo de su distribucion, ya sea usando
media mas desviacion estandar o mediana més rango intercuartilico. Para evaluar
la intensidad de 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 sensibilizacién entre
los grupos de casos y controles se hizo la prueba de chi-cuadrado. Se realizaron
analisis de regresion logistica binaria multivariada para evaluar la asociacion entre
asma Yy sensibilizacion, para evaluar variables de confusion como edad, sexo o
ciudad de origen del sujeto. Se calcularon las razones de probabilidad brutas (OR)
y ajustadas (aOR), su intervalo de confianza del 95% y los valores de P.

Para analizar las diferencias entre los tres grupos de ratones en los modelos
murinos, los resultados se analizaron utilizando la prueba ANOVA de una via y la
prueba post test de Dunnet. Para la prueba de activacion de basofilos se utilizé una
prueba t pareada para determinar la diferencia de la MFI en células estimuladas con
PBS Vs. Estimuladas con rBlo t 2, tanto en los grupos sensibilizados con sueros de

pacientes, como sensibilizados con sueros de controles.

La significancia estadistica fue P con valores de: P <0,05 =*; P <0,005 =**; P <0,001

= *** P> (0,05 = no significativo (ns).

8.5.Consideraciones éticas

Se consideré la normatividad nacional vigente en materia de investigacion en salud
para el disefio del presente proyecto. De acuerdo con el articulo 11 de la resolucién
8430 de 1993 expedida por el Ministerio de Salud "Por la cual se establecen las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en Salud", este
trabajo se clasifica como investigacién con riesgo minimo al realizar registro de

datos a través de procedimientos comunes, que consiste en la extraccién de sangre
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por puncion venosa en adultos en buen estado de salud. Esto fue realizado por
personas entrenadas especialmente para llevar a cabo este proceso. Todos los
datos de los pacientes recolectados fueron tratados de forma andnima, sélo utilizada
con fines académicos y fueron revisados solo por el equipo de investigacion como
datos grupales, sin entrar a identificar sujetos puntuales. Ademas, se adhirio a las
normas cientificas internacionales, protocolo de Helsinki y principios de Belmont.
Este proyecto fue avalado por el Comité de Etica en Investigaciones de la
Universidad de Cartagena (Anexo 1). A los pacientes donadores que se les tomo

muestra de sangre se les solicité un consentimiento informado (Anexo 2).

Todos los procedimientos incluidos fueron disefiados y ejecutados de acuerdo con
las pautas éticas nacionales y globales que protegen el medio ambiente, el bienestar
de los animales de experimentacion y la salud humana. Los modelos
experimentales que contemplan el uso de ratones de laboratorio se rigen por la
normativa vigente establecida en la ley 84 de 1989 de la Republica de Colombia,
Capitulo VI, referente al uso de animales vivos en experimentos e investigaciones y

de acuerdo con la resolucion 594 de 11 de julio de 1996.
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9. Resultados

9.1.Produccion del rBlo t 2

Con los 31,5 mg de rBlo t 2 recibidos del Banco de Alergenos Silvia Jiménez,
se realizaron un total de 15 corridas de FPLC. Se observé que la alta afinidad de la
proteina por la columna aniénica impidié6 que la proteina se liberara facilmente
durante el paso de elucién, obteniendo asi multiples fracciones con concentraciones
bajas de la proteina, mientras que aquellas que tenian mayor concentracion aun
presentaban bandas de proteinas adicionales (Figura 6). De la cantidad inicial se
logro recolectar un total 22,8 mg de rBlo t 2, distribuidos en diferentes alicuotas de

voliumenes, concentraciones y niveles de pureza variables.
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Figura 6. Purificacion final del recombinante Blo t 2. A. SDS-PAGE 15% del rBlo
t 2 recibido del banco de alergenos luego de ser reconstituido en agua Milli Q; B.
Cromatograma de la purificacién de rBlo t 2 mediante intercambio aniénico; C. SDS-
PAGE 15% luego de la purificacion por FPLC de rBlo t 2; D. Tincién de plata de la
rBlo t 2 purificada.

A algunas fracciones de proteina con una concentracion adecuada para el uso en
las inmunizaciones y retos del modelo murino de asma, de por lo menos 200 pg/mL,
y ademas suficientemente puras, se les realizo la remocion de endotoxina usando
el Triton X-114. Utilizando el método LAL para su cuantificacion, se encontro que la
concentracion de endotoxina, luego de multiplicar el resultado encontrado por el

factor de dilucién (1:50) fue de 6.4 EU/mL, lo que representa una disminucion
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importante de este componente bacteriano ya que los niveles de endotoxina de la
muestra previa a su remocién, sobrepasaron el estandar superior de la curva,
incluso a una dilucién de 1:50. Adicionalmente durante este proceso no se observo
una disminucién importante de la concentracion de la proteina en las muestras
(Figura 7).
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Figura 7. Remocién de endotoxina con Triton X-114. A. Curva estandar de E.
coli a diluciones de 0.1 a 1 EU/mL; B. SDS-PAGE 15% de rBlo t 2 antes y después
de la remocién de la endotoxina con concentraciones de aproximadamente 219
pg/mL y de 214 pug/mL respectivamente.

La dilucién de la proteina durante los ensayos de FPLC hizo necesario que se
produjera un nuevo lote de rBlo t 2 que se utilizaria en las pruebas de activacion
pasiva de basdfilos y en la prueba de anafilaxia cutanea pasiva. La isoforma
recombinante numero 1 de Blo t 2 se expreso usando la E. coli Origami (DE3) como
sistemay el pET-45 b (+) como vector. Se obtuvo una proteina con un peso teérico
de 16.9 KDa y un punto isoeléctrico de 5.91. Para mejorar el rendimiento de la
produccion se utilizoé un buffer de solubilizacion con NLS al 0.2% durante el paso de

lisis del cultivo. Para reducir la unién de proteinas contaminantes debido a
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interacciones hidréfobas o idnicas inespecificas se uso el detergente Triton X-100.
Debido a su gran afinidad por la resina de niquel, fue necesario usar un gradiente
de imidazol desde los 50 a los 500 mM. El rendimiento del cultivo de rBlo t 2 usando
este método fue de aproximadamente 25 mg por litro de cultivo. Se observé que los
eluidos 2 al 6, en los que se usoO imidazol entre 125 a 250 mM, contenian la
concentracion mas alta de proteina. Ademas, se observa que estas modificaciones
al protocolo de lisado y purificacibn mejoraron la pureza de la proteina comparada

con el lote recibido del banco de alergenos (Figura 8).
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Figura 8. Produccion del segundo lote de rBlo t 2. A. SDS-PAGE 15% de rBlo t
2 que muestra la presencia de la proteina en los diferentes pasos de lisado usando
sonicacion y NLS, los lavados con Triton X-100 y la elucion con un gradiente
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creciente de imidazol. A. SDS-PAGE 15% de rBlo t 2 antes y después de realizar el
proceso de remocién de endotoxina usando Triton X-114.

9.2.Caracteristicas demograficas de la poblacién estudiada

Se obtuvo informacion de 660 sujetos entre 1 y 74 afios. El valor de la mediana de
la edad de los casos (24,5 afios) y de los controles (25 afios) fue similar (p= 0,33).
El porcentaje de mujeres en el estudio fue superior al porcentaje de hombres,
especialmente en el grupo de casos donde el 64,4% fue mujer. Se analizaron
muestras de pacientes asmaticos y sujetos sanos de seis de las principales
ciudades de Colombia, la mayoria de estos provenientes de Bogota, que aportd el
47,7% de los sujetos estudiados (Tabla 2).

Tabla 2. Estadisticas descriptivas de la poblacion de estudio (n=660).

Controles 337 Casos 323 p-valor
n % n %

Sexo F 184 54,6% 208 64.4%

M 153 45,4% 115 35:6% 0.01#
Grupo de Mediana (RI) 25 (15-45) 24,5 (14-44) 0.331##
edad 1-4 7 2,1% 21 6.50% ’

511 47 13,9% 38 11:80%

12-18 61 18,1% 61 18.90%

19-74 222 65,9% 202 62,70%
Ciudad Barranquilla 30 8,9% 30 9,3%

Bogota 164 48.7% 149 46,1%

Cali 47 13,9% 47 14,6%

Cartagena 49 14,5% 50 15,5%

Medellin 27 8,0% 27 8,4%

San Andrés 20 5,9% 20 6,2%

# Chi cuadrado
#Prueba U de Mann-Whitney
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9.3.Sensibilizacion a Blo t 2 en pacientes asmaticos

Se realizaron pruebas seroldgicas para evaluar la reactividad IgE contra Blo t 2 a
los 660 sujetos de estudio, 323 casos y 337 controles. Se obtuvieron datos de la
reactividad IgE contra el extracto de Blomia tropicalis evaluada mediante
ImmunoCAP para 657 de estos sujetos evaluados en un estudio pasado, 322 casos
y 337 controles (86). El porcentaje de sujetos sensibilizados al extracto de B.
tropicalis en los casos (42,5%) fue superior cuando se comparo con el porcentaje
de sensibilizados en el grupo control (16,6%). De manera similar los casos
estuvieron mas sensibilizados al recombinante Blo t 2 frente a los controles (30,7%
Vs 23,4% P =0,037) (Tabla 3). La mediana de los niveles séricos de IgE especifica
contra el extracto de B. tropicalis fue mayor en los casos que en los controles (0,12
frente a 0.03 kU/L, P <0,001); Asimismo, la mediana de la OD medida por ELISA de
la IgE especifica contra Blo t 2 fue mayor en los asméaticos comparado con los
controles (0,078 frente 0.075 p=0,005) (Tabla 4).

Se realizaron analisis de regresion logistica multivariada ajustados por variables de
confusién como edad, sexo o ciudad de origen del sujeto para valorar de mejor
manera la asociacién entre asma y sensibilizacion a rBlo t 2. Se calcularon las
razones de probabilidad crudas (OR) y ajustadas (aOR), su intervalo de confianza
del 95% vy los valores de P, se encontré que a pesar de que el OR crudo muestra
una asociacion de rBlo t 2 con asma, cuando se ajusta por las variables de confusién
esta asociacién desaparece (Tabla 5). Por dltimo, de los 137 pacientes y 56
controles que se encontraron sensibilizados al extracto de Blomia, encontramos que
para ambos grupos el porcentaje de sensibilizacion contra rBlo t 2 fue de

aproximadamente de un 40% (Tabla 6).
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Tabla 3. Porcentaje de pacientes sensibilizados a B. tropicalis medido por ImmunoCAP y a
rBlo t 2 medido mediante ELISA.

Casos Controles
Alergeno c n % de Controles n % de p-valor
asos + o S
muestras  sensibilizacion + muestras  sensibilizacion
Extracto de B.
tropicalis 135 320 42,10% 56 337 16,6% 0,001#
Blot2 99 323 30,7% 79 337 23,4% 0,037#

#Prueba de Chi-cuadrado

Tabla 4. Mediana de los niveles de IgE especificas contra el extracto de B. tropicalis
expresada en kU/L, medidos por ImmunoCAP y mediana de la OD de rBlo t 2 medida
mediante ELISA.

Casos Controles
Alergeno Mediana (rango n Mediana (rango n p-valor
intercuartilico) muestras intercuartilico) muestras
Extracto de B.
337 1##
tropicalis 0,12 (0,00-3,78) 320 0,03 (0,00-0,10) 0,00
Blot2 0,078 (0,070-0,099) 323 0,075 (0,069-0,089) 337 0,005##

##Prueba U de Mann-Whitney

Tabla 5. Andlisis univariado y multivariado mediante regresion logistica binaria.

IC P-valor

Sensibilizacion OR crudo 1,443 1,02-2,03 0,037
IgE a rBlot2 OR ajustado 1,357  0,95-1,93 0,092
Se muestran las razones de probabilidad (OR) crudas y ajustadas, su intervalo de

confianza del 95% y los valores de P.

Tabla 6. Porcentaje de pacientes y controles sensibilizados rBlo t 2 dentro del grupo de
pacientes que presentaban sensibilizacién IgE al extracto de B. tropicalis.

Casos Controles

Alergeno n n % de n n % de p-valor
sensibilizados muestras sensibilizacién sensibilizados muestras sensibilizacién

Blot2 56 137 40,0% 22 56 39,3% 0,942#

#Prueba de Chi-cuadrado.
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9.4.rBlo t 2 induce inflamacién en un modelo murino de asma alérgica

Se sensibilizaron tres grupos de ratones BALB/c por via intraperitoneal con rBlo t 2,
extracto de B. tropicalis o PBS adsorbidos en alumbre en los dias 0, 7, 14. Los dias
21, 22 y 23 se ret6 por via intranasal a cada grupo con su estimulo especifico, y se
sacrificaron 24 h después (Figura 9). Los resultados muestran que el nivel del
infiltrado inflamatorio alrededor de la traguea en los grupos B. tropicalis y rBlo t 2
fue mayor con respecto al grupo control. En nuestro estudio no encontramos un
aumento significativo del nimero de células caliciformes de los ratones estimulados
con rBlo t 2, aunque este si estuvo presente en el grupo estimulado con el extracto
(Figura 10). También se encontrd que Blo t 2 es capaz de inducir hiperreactividad
de las vias respiratorias ante el estimulo con metacolina a partir de una dosis de
12.5 mg/mL (Figura 11). Analisis de citometria de flujo indican que el grupo Blo t 2
es capaz de inducir un aumento del nimero de eosindfilos frente al grupo PBS,
mientras que el numero de neutrdéfilos y macréfagos alveolares es igual entre estos
grupos (Figura 12), la estrategia de gating usada en este experimento se muestra

en la Figura S1.

Se midio la reactividad de las inmunoglobulinas IgE, IgG1 e IgG2a de ratén contra
el recombinante Blo t 2 mediante ELISA, se encontrdé que este alergeno induce un
aumento significativo de estas inmunoglobulinas cuando se compara con el grupo
PBS y ademas el aumento es mayor que el inducido por el extracto de la Blomia

tropicalis (Figura 13).

i.p. PBS o, i.p. PBS o, i.p.PBS 0, i.n. PBS o,
i.p. Extr. BT (20 pg) o, i.p. Extr. BT (20 pg) o, i.p. Extr. BT (20 pg) o, i.n. Extr. BT (40 pg)o,
i.p. rBlot 2 (20 pg) i.p.rBlot2 (20 ug) o i.p.rBlot2 (20 pg) o in.rBlot2(20ug) © Buxco Eutanasia

| | | L 1
' } } W Py

0 14 21-23 24 25

Figura 9. Protocolo de inmunizacion y retos usados en el modelo murino de
asma alérgica.
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Figura 10. Anélisis histolégicos de cortes del tejido pulmonar. A. Se observan
los cortes del tejido pulmonar de los ratones tefiidos con hematoxilina-eosina (HE)
y con acido Peryodico de Schiff (PAS). B. Se grafica el score de inflamacion y B. de
células caliciformes. Analisis realizados con la prueba de One-way ANOVA. *
P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001.
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Figura 11. Pletismografia de cuerpo completo de ratones sensibilizados con
rBlo t 2. La medicidon del Penh obtenida al evaluar la hiperreactividad de las vias
respiratorias mediante pletismografia de cuerpo completo a dosis crecientes de
metacolina. Tanto Blo t 2 como el extracto de Blomia, son capaces de aumentar de
manera significativa el valor del Penh. Analisis realizados con la prueba de One-way
ANOVA. * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001.
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Figura 12. Conteo de células en el lavado broncoalveolar. Se observa un
aumento significativo del nimero de eosindfilos, sin que esto suceda con los
neutréfilos ni los macréfagos alveolares. Analisis realizados con la prueba de One-
way ANOVA. * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001.
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Figura 13. Niveles de inmunoglobulinas en suero de ratén. A. OD obtenida
mediante Elisa de 1gG1 y B. IgG2 a contra Blo t 2. En todos los casos el grupo
inmunizado con rBlo t 2 presenta niveles elevados de cada una de estas clases de
anticuerpos. * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001.

9.5 rBlo t 2 induce anafilaxia cutanea pasiva
Para evaluar la activad alergénica de rBlo t 2 mediada por IgE se inyecté por via
intradérmica el antisuero de ratones BALB/c previamente inmunizados con rBlo t 2,
PBS o extracto de Blomia tropicalis en la oreja y la piel del abdomen de tres grupos
independiente de ratones BALB/c. Después se administrdo PBS, rBlo t 2 o extracto
junto al azul de Evans y luego se determiné la cantidad del colorante extravasado

(Figura 14 A). Se observo que luego de 2 horas con el antigeno, los grupos Blomia
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tropicalis y rBlo t 2 presentaron extravasacion del azul de Evans en la oreja y el
abdomen (Figura 14 B). Al comparar azul de Evans extravasado tanto en el
abdomen como en la oreja, se encontré6 que rBlo t 2 provocdé un aumento
significativo de las medias de las concentraciones de este colorante comparado con
el grupo PBS (Figura 14 C y D).

Extracto de Blomia
rBlot2 tropicalis

yeccio a yeccion iv de rBlo t 2 Recoleccion de
del antisuero + azul de Evans orejay pelaje

* %k

0.015- |—|I_*_I
0.010- ?
-& °

0.000 -——7—7—
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—
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o
o
o
3]
1

0.005+

(mg/sitio) en abdomen

Concentracion Azul de Evans

Concentracion Azul de
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Figura 14. Evaluacién de la actividad alergénica de rBlo t 2 en un modelo de
anafilaxia cutanea pasiva (ACP). A. Protocolo de la ACP realizada en grupos de
3-5 ratones BALB/c donde se evalué rBlot 2 y se usé PBS como control negativo y
extracto de Blomia tropicalis como control positivo. B. Fotografias representativas
después del ensayo de ACP donde se muestra el azul de Evans extravasado en la
oreja y pelaje abdominal. C y D. Azul de Evans extraido después de la reaccién de
ACP detectada a 620 nm expresado como media + error estdndar de la media de
los valores expresados en mg/sitio extrapolados de una curva de concentracion. La

comparacion entre los grupos se realiz6 mediante un analisis de varianza de una
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via (ANOVA) y la prueba de comparacién multiple de Dunnett: *P <0.05, **p < 0,01,
*** P <0.001, no significativo: P > 0.05.

9.6 rBlo t 2 produce la activacion de basofilos

Con el fin de determinar si rBlo t 2 es capaz de generar inflamacion en humanos, se
realiz6 un ensayo de activacion pasiva de basofilos el cuél evalla la sobre
regulacion del marcador de superficie CD203c, mediada por la IgE, luego de la
incubacion con el alergeno de células sensibilizadas con sueros de pacientes
asmaticos (n=10) o de controles (n=6) (Tabla S2). Partiendo de los leucocitos se
analizaron los basofilos usando la estrategia de gating que se observa en la figura
suplementaria 1 (Figura S2). Se encontrd que rBlo t 2 era capaz de regular a la alta
la expresion del CD203c en basofilos con IgE de pacientes asmaticos cuando se
comparoé con estas mismas células estimuladas con PBS. Por el contrario, cuando
se estimularon los basofilos incubados con sueros de controles no hubo un aumento
de este receptor con respecto a las células estimuladas con PBS. Para este ensayo
se estimularon las células con tres concentraciones del alergeno y se tomé el valor
de la mediana de la intensidad de fluorescencia de la concentracion que genero
mayor regulacion positiva del receptor (MFImax) para cada paciente en particular
(Figura 15).

Al analizar los Sl de los basdfilos sensibilizados con sueros de los 16 sujetos
encontramos que 7 de estos (4 casos y 3 controles) presentaron un Sl de por lo
menos 1.5 al ser estimulados con Anti-IgE como control positivo. Por su parte, de
estos 4 asmaticos, 3 alcanzaron S| mayores de 1.5 con al menos una de las tres
concentraciones de rBlo t 2, mientras que ninguno de los 3 controles alcanzé un IS
de 1.5 con ninguna concentracion del alergeno. Al promediar los S| de los 4
asmaticos se observa un aumento de este valor de manera dosis dependiente,
superando el punto de corte en la dosis mayor de 10 ug/mL. El promedio de los 3

controles no mostré aumento del IS (Figura 16).
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Figura 15. MFI de la medicion del CD203c en basoéfilos. Medicion mediante
citometria de flujo de la expresion del receptor de membrana CD203c en la
superficie de basofilos. A. Comparacion pareada de la MFI de los basdfilos
estimulados con PBS Vs. La MFI mas alta a cualquiera de las tres concentraciones
(MFImax) de rBlo t 2 y sensibilizados con sueros de pacientes asmaticos o B. de
controles. Se realizé una comparacion de muestras pareadas para cada grupo
usando la prueba de t pareada. Los resultados se expresan asi: *P <0.05, **p < 0,01,
*** P <0.001, no significativo: P > 0.05.
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Figura 16. Indice de estimulacién de la prueba de activacién de basoéfilos
basada en CD203c. A. Se presentan los IS de las muestras estimuladas con Anti-

IgE, Extracto de B. tropicalisy rBlot 2 (0.1, 1 0 10 pg/mL) de 3 controles y de B. 4

asmaticos, ademas se grafican los promedios de los Sl para cada condicién en

ambos grupos. De los 16 sujetos a los que se le realizo la prueba solo se muestran
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10.Discusion

La primera etapa de este trabajo estuvo enfocada en obtener el recombinante de
Blo t 2 en una concentracion y pureza adecuada para los experimentos
subsiguientes. En primer lugar se tomé un lote de rBlo t 2 previamente purificado
por cromatografia de afinidad con resina de Ni-NTA, y se le hizo un segundo
proceso de purificacion mediante una técnica de intercambio aniénico, obteniendo
un alto nivel de pureza, lo que se evidencia en geles de poliacrilamida con tincion
de plata. A pesar de la eficacia de esta técnica, la alta afinidad rBlo t 2 por la
columna, ocasiond que se liberara lentamente, recolectandola en muchas
fracciones con concentraciones bajas. Por tal motivo se hizo necesario el uso de un
nuevo lote del rBlo t 2, la produccién de este nos dio la oportunidad de optimizar los
protocolos de lisis y purificacion para obtener una proteina con un alto grado de
pureza y con concentraciones suficiente para su uso en la prueba de anafilaxia

cutanea pasiva y de activacion de basofilos.

La proteina que se recibié del Banco de Alergenos Silvia Jiménez fue purificada
usando condiciones no desnaturalizantes, sin embargo, muchas proteinas
recombinantes, especialmente las de origen eucariota, suelen agregarse en
cuerpos de inclusion (93). De hecho rBlo t 2 ya ha sido purificada por otros grupos
de los cuerpos de inclusion (94). Los detergentes idnicos desnaturalizantes son
reactivos utiles en la solubilizacion y purificacion de proteinas a partir de cuerpos de
inclusion (95). En este sentido modificamos el protocolo de lisado usando la N-
laurilsarcosina, que ha demostrado su potencial en la solubilizacion de proteinas a
la vez que realiza una actividad desnaturalizante leve, comparada con otros
detergentes. El Tritdbn X-100, un tensioactivo no-iénico, fue usado en los lavados de
la proteina unida a la columna de niquel con el fin de solubilizar y separar aquellas
proteinas que no tuvieran la etiqueta de histidina. Ademas, se usé un gradiente de
concentraciones de imidazol en la elusion, lo cual permitio eliminar algunas
proteinas contaminantes a bajas concentraciones de imidazol y luego separar la

proteina de la columna, recolectando fracciones con altas concentraciones.
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En este trabajo se utilizé el Triton X-114 como reactivo en la remocion de la
endotoxina. Se ha sugerido que este método presenta mejores resultados en la
remocion de endotoxinas de proteinas de unién a lipidos, entre las que esta rBlo t
2, pues permite que la endotoxina se disocie de las proteinas, en comparacion a
otros métodos como la utilizacién de columnas de polimixina B (96). A pesar de
esto, luego de tres ciclos de remocion, nuestras muestras continuaban presentando
bajas concentraciones de endotoxina (6.4 UE/mL) que no llegaron a niveles
inferiores a 1.5 UE/mL, el cual se considera en promedio el limite para la

administracion de drogas en modelos murinos de investigaciones preclinicas (97).

Anteriormente se habia estudiado el estado de sensibilizacion IgE contra el extracto
de acaros como D. pteronyssinus y B. tropicalis en asméaticos de diferentes
poblaciones de Colombia (86, 98). Una de las caracteristicas mas importantes de
este trabajo es que se analizo6 el estado de sensibilizacion a un alergeno individual
del acaro B. tropicalis en un grupo de asmaéticos y se comparé con sujetos sanos de
diferentes regiones de Colombia logrando mostrar un panorama mas amplio de este
fenbmeno en nuestro pais. Aqui se encontré en primer lugar que los asmaticos
presentaban un mayor porcentaje de sensibilizacion contra el extracto de B.
tropicalis frente a los controles, lo cual confirma una vez mas que este es una causa
importante de sensibilizacién IgE en esta enfermedad en nuestro pais y en general
en paises del tropico (99). Por otro lado, el porcentaje de asmaticos con reactividad
IgE contra Blo t 2 fue superior comparado con los sujetos sanos con una diferencia
significativa, sin embargo, cuando se evaluaron factores de confusibn como edad,
sexo y ciudad de origen, esta significancia desaparecio, lo cual sugiere que la
sensibilizacion a este alergeno de manera individual no esta asociado a la
presentacion de asma, contrario a lo que se ha visto con otros alergenos
individuales de acaros (55, 100). Sin embargo al comparar los niveles de IgE
especifica tanto para el extracto de B. tropicalis, como para Blo t 2, estos si estan

aumentados significativamente en asmaticos frente a los controles.
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Al analizar solamente los pacientes y controles sensibilizados al extracto de B.
tropicalis, fue interesante encontrar que ambos grupos presentaban un porcentaje
de sensibilizacion a Blo t 2 alrededor del 39%, similar a la que se ha encontrado en
otras poblaciones del trépico (13, 83), aunque con menor frecuencia que en otras

poblaciones latinoamericanas (84).

La comprobacion experimental de la capacidad de activar vias inflamatorias y
generar sintomas es un paso fundamental para definir la importancia clinica de los
alergenos. Para algunos de los acaros del polvo se ha definido su actividad
alergénica, sobre todo aquellos provenientes del D. pteronyssinus (101-105). En el
caso de B. tropicalis la cantidad de estudios es mucho menor, siendo Blo t 5 el
alergeno mejor definido en este sentido (59, 106, 107). Por su parte, a Blo t 2 tan
solo se le ha realizado una prueba de provocacioén in vitro, donde demostré que es
capaz de generar la liberacion de histamina al ser incubado con sangre completa
de individuos sensibilizados a este alergeno (13). Un aporte valioso que hace esta
tesis es la definicion de algunas propiedades que indican la actividad alergénica de
Blo t 2, al realizar varias pruebas. Entre estas, un modelo murino de asma alérgica
demuestra por primera vez que rBlo t 2 genera los signos cardinales de asma
alérgica al aumentar el infiltrado inflamatorio pulmonar, la hiperreactividad de las
vias respiratorias y el aumento de los niveles de IgE especifica. Una respuesta
similar se ha observado en ratones expuestos a Der p 2, el alergeno del grupo dos
del acaro D. pteronyssinus, el cual ha demostrado que es capaz de generar infiltrado
inflamatorio especialmente de eosindfilos, ademés de un aumento de la IgE sérica
(108-111). En nuestro estudio, a diferencia de otros alergenos, rBlo t 2 no fue capaz
de aumentar la produccion de moco pulmonar demostrado por el aumento del
namero de células caliciformes en los cortes histolégicos pulmonares, caracteristica
gue si han provocado otros alergenos de B. tropicalis (90, 106). No es posible
descartar que esto se deba a inconvenientes técnicos durante la realizacién de los

retos intranasales, por lo que es necesario confirmar estos resultados en un futuro.
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El patrén de las poblaciones celulares encontradas en el lavado broncoalveolar,
donde hubo un aumento de los eosinofilos, pero no de los macréfagos alveolares ni
de los neutrofilos, dan cuenta un infiltrado inflamatorio de tipo de Th2, lo cual es
consistente con los datos que se tienen de Blo t 5, otro alergeno de B. tropicalis, el
cual indujo asma alérgica severa en ratones transfectados con células Th2
especificas de Blo t 5, caracterizado por un aumento del nimero de eosinoéfilos en
el BAL sin un aumento significativo de neutréfilos (106).

La respuesta inmune tipica, polarizada a una via Th2, producida cuando ratones
son sensibilizados con alergenos de acaros se caracterizada por titulos altos de
IgG1 e IgE especificas y la ausencia de produccion de 1gG2a (104). Sin embargo,
si observamos la respuesta de anticuerpos contra rBlo t 2 encontrada aqui,
podremos ver que tanto los niveles de IgE e IgG1 que estan asociados mas con una
respuesta de tipo Th2, como los niveles de IgG2a que se asocia con una respuesta
de tipo Th1l, estuvieron aumentados. Es posible que los niveles de endotoxina de la

muestra con la que se realiz6 la inmunizacion pudieron influir en este resultado.

De los alergenos de Blomia, Blo t 8 es el Unico alergeno al que se le ha realizado
un ensayo de anafilaxia cutdnea pasiva, el cual reporta una respuesta intermedia
(61). En linea con nuestra hipotesis de que rBlo t 2 tiene actividad alergénica, en
este estudio también se encontrd que este alergeno tiene la capacidad de activar la
inflamacion alérgica mediada por la IgE en el ensayo de anafilaxia cutanea pasiva,
donde la IgE anti rBlo t 2 presente en sueros de ratones inmunizados fue capaz de

desencadenar la extravasacion de plasma en la piel de ratones no inmunes.

Otros estudios han mostrado que alergenos de los &caros de polvo pueden activar
basdfilos, determinado por la regulacion positiva del marcador de activacion
CD203c en estas células (104, 107, 112). En nuestro estudio encontramos también
que rBlo t 2 puede aumentar este marcador de manera significativa en basofilos
sensibilizados de manera pasiva con sueros de pacientes asmaticos con reactividad

IgE a este alergeno. Esto nos indica que Blo t 2 puede participar en la patogénesis
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de la esta enfermedad al activar vias inflamatorias dependientes de la IgE y que a

la vez involucren estas células.

El ensayo de activacion pasiva de basofilos es una prueba poco estandarizada
(113), para la cual aun no existe un consenso sobre la forma mas apropiada para
su analisis. Para la prueba de activacion de baséfilos donde se mide la
sobrerregulacion del CD203c, se emplea la comparacion del porcentaje de
activacion (114) o mas usualmente el indice de estimulacién, siendo utilizado
generalmente un punto de corte de 2 para indicar activacion, sobre todo en el
diagnostico de enfermedades alérgicas (115, 116). En otros trabajos se han
empleado puntos de corte mas bajos hallados de manera similar a la férmula
utilizada en nuestros analisis (89). Con un punto de corte de 1.5, encontramos que
rBlo t 2 activa basofilos sensibilizados con sueros de 3 de 4 pacientes asmaticos,
pero no lo hace con el suero de sujetos sanos aun estando sensibilizados al
alergeno. Esto nuevamente sugiere la capacidad de Blo t 2 de generar inflamacién

en el contexto de enfermedades alérgicas como el asma.

La ausencia de una relacion entre la sensibilizacion IgE contra rBlo t 2 y la
presentacion de asma podria deberse a problemas técnicos al recolectar los
pacientes y controles participantes en el estudio. Por otro lado, puede sugerir que
en realidad la sensibilizacion IgE, a este alergeno en especifico, no determina la
presentacion de la enfermedad. En este sentido se conoce que en algunos casos la
exposicion al alergeno y su posterior activacion de vias de la inmunidad innata es
un mecanismo que produce inflamacion sin la necesidad de la IgE, como ya se ha
observado con la molécula Der p 2 (11, 117, 118). Sin embargo, la comprobacién
experimental en nuestro trabajo de la capacidad de generar activacion celular e
inflamacion mediante la IgE, apoya la importancia clinica potencial del Blo t 2, por
lo que se podria recomendar su uso en paneles de diagndstico, para ayudarnos a
identificar con gran sensibilidad la alergia a B. tropicalis, cuando se combina con

otros alergenos de este acaro (119).
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11.Conclusiones y recomendaciones

e Los objetivos especificos de este trabajo se cumplieron casi en su totalidad;
guedan pendientes algunos ensayos con muestras ya tomadas que por
varios motivos, principalmente las limitaciones impuestas por la pandemia de

Covid19, no pudieron ser completadas.

e Se hicieron mejoras en diferentes procedimientos, los cuales podrian ser de

utilidad en futuras investigaciones.

e Los resultados, en términos generales indican que Blo t 2 es una molécula

de unién IgE con actividad alergénica.

e Los estudios de actividad alergénica de Blo t 2 estan en su fase inicial y se
requieren mas investigaciones para evaluar su impacto clinico, entre ellas

pruebas de provocacion en humanos y mecanismos de accion.
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13.Material suplementarias

MARCADOR FLUOROCROMO |[EMPRESA |REFERENCIA |Eosinodfilos |Neutréfilos |Macréfagos alveolares
CD45 V450 BD 560697 + + +

CD3e PECy7 eBioscience |25-0031-82 - -

CD11b PE eBioscience |12-0112-81 + + -

CD170 (Siglec-F) |PerCP eBioscience |46-1702-82 + - +

F4/80 FITC eBioscience |11-4801-81 - - +

Ly6G APC eBioscience (17-5931-81 - + -

Tabla S1. Panel de los marcadores de superficie evaluados por citometria de flujo
en las células del lavado broncoalveolar de raton. Las células se analizaron en un
citbmetro BD FACS ARIA®.
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Figura S2. Estrategia de gating para identificacion de células inflamatorias en
el lavado broncoalveolar de raton. Luego de seleccionar el total de poblaciones
en el BAL se eliminaron las dupletas. Luego se seleccionaron las células CD45+ y
a partir de estas se identificaron las células inflamatorias de la siguiente manera:
macréfagos alveolares (Siglec-F+ F4/80+), eosindfilos (SiglecF + Ly6G-) y

neutréfilos (CD11b + Ly6G+).
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Figura S2. Estrategia de gating para identificacion de basofilos a partir de
células polimorfonucleares de sangre periférica. Del total de eventos se
seleccionaron las poblaciones que correspondian por parametros morfolégicos y de
complejidad (SSC y FSC) a los leucocitos. Se eliminaron las dupletas. De los
CD3neg se identificaron como basofilos a las células que expresaban los
marcadores de superficie CD203c y CRTH2.
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Sujeto Sexo Edad Condicion ODBlot2 |IgEExt. Bt
Sujeto #1 F 25 No asmatico 0,13 15,7
Sujeto #2 F 8 No asmatico 0,13 0
Sujeto #3 F 52 Asmatico 0,13 0,08
Sujeto #4 F 9 No asmatico 0,13 2,21
Sujeto #5 F 49 Asmatico 0,12 12,74
Sujeto #6 M 8 Asmatico 0,12 0,39
Sujeto #7 F 50 Asmatico 0,20 20,41
Sujeto #8 F 50 Asmatico 0,16 76,49
Sujeto #9 F 20 Asmatico 0,46 75,5

Sujeto #10 M 9 No asmético 0,20 0,58
Sujeto #11 M 13 No asmatico 0,21 4,38
Sujeto #12 M 20 No asmatico 0,21 0,49
Sujeto #13 M 19 Asmatico 0,65 355
Sujeto #14 F 10 Asmatico 0,21 87,29
Sujeto #15 F 21 Asmatico 0,18 30,4
Sujeto #16 F 11 Asmatico 0,09 69,5

Control Exp. #1 F 64 No asmatico 0,08 0,03

Control Exp. #2 F 33 No asmatico 0,08 0,02

Control Exp. #3 F 25 No asmatico 0,07 0,04

Tabla S2. Caracteristicas de sujetos evaluados en la prueba de activacion pasiva
de basofilos. Se muestran al final tres sujetos no asmaticos no sensibilizados a Blo
t 2 ni al extracto utilizados para la estandarizacion de la prueba.
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14. Anexos

Anexo 1. Carta comité de ética

Universidad A
= de Cartagena

Fundade ov 1827

AU 18P ol el da A2e
Bt FIED 00 26 de Mebears e 2314 VO 1ario S0 Db acausns Sanmny

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

HACE CONSTAR

Que, el proyecto titulado “Determinacién de la actividad alergénica de productos
recombinantes del dcaro Blomia tropicalis y su impacto clinico en asma",
presentado por Luis Caraballo Gracia, docente adscrito (a) al Instituto de
Investigaciones Inmunolégicas de la Universidad de Cartagena, se ajusta a los
requerimientos de los referentes éticos contemplados en la resolucién 8430 de 1993
del Ministerio de Salud y por no tratarse de un proyecto relacionado con ensayos
clinicos farmacoldgicos, se omite el requerimiento contemplado en la resolucién
2378 de 2008.

El presente proyecto requiere de Consentimiento Informado, de acuerdo al riesgo
inherente, segln la interpretacién del articulo 11 de la resolucién 08430 de 1993, tal
como consta en el Acta N° 108 del Comité de Etica en Investigaciones con fecha
10/05/2018.

Para constancia se firma en la ciudad de Cartagena, el diez (10) de mayo del afio
dos mil dieciocho (2018).

PRESIDENTE

Vi fade g
Contro = Cra, 4 No. 38-40, Claustro de la Merced Telefax 6642663
£-mall: comitedeetica®@unicartagens.edu.co
web: www.unisactagend.edu.co
Cartagena de Indias, 0.7,y C. = Colombla
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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 Asmay
Alergias adelantado por el Instituto de Investigaciones Inmunolégicas de la Universidad de
Cartagena vy 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 presentacidon 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 investigacion, los procedimientos y actividades que se
necesitan para realizarla, los beneficios y los posibles riesgos. Sé que sus resultados ayudardan a
mejorar el diagndstico de alergias en mi poblacién. También se me ha informado que los
examenes y procedimientos serdn realizados por personal experto, no tendran ningun costo para

mi y sus resultados seran confidenciales.

Tengo conocimiento que esta investigacién es de riesgo minimo, pero algunos procedimientos
pueden generar molestias. 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 venopuncién
son leves (formacion de hematoma, infeccidn) y se evitan si quien la realiza utiliza una buena
técnica. Que la prueba de activacién de baséfilos es una prueba diagndstica de sensibilizacion
alérgica que no confiere ningln riesgo o efecto adverso en mi persona, aparte de lo relacionado
con la toma de muestra de sangre venosa
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Se me ha garantizado que cualquier pregunta o duda que tenga sobre los procedimientos, riesgos,
beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacién puedo preguntarlos a los teléfonos
6698491 y 310 352 7373 del Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas, los investigadores han
colocado a mi disposicidn toda la informacién disponible sobre otras investigaciones como esta
gue se han realizado en otros paises y cualquier material educativo que me interese revisar. Se
me ha explicado que puedo retirar mi consentimiento cuando desee y dejar de participar en el
estudio sin que por ello tenga ningun perjuicio o se afecten mis derechos legales, mi reputacion
o0 mi acceso a los servicios de salud. De acuerdo con lo establecido por la ley, en caso de que se
generen dafios a mi persona como consecuencia de los procedimientos realizados durante esta
investigacion, el tratamiento o la indemnizacidon a la que legalmente tendria derecho serd

asumida por la institucién responsable de la investigacion.

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

actividades necesarias para la realizacion de esta investigacion y por lo tanto autorizo:

1. Que se me tome una muestra de 20 cc de sangre venosa con la cual se realizard una prueba
de activacion de baséfilos con alérgenos de Blomia tropicalis, esto con el fin de saber si
estos 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 segun la Resolucién
N.2 008430 de 1993, que establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la

investigacion en salud.

ACEPTO Y FIRMO EN SENAL DE APROBACION:

Nombre CC:
Firma:
Firma del Testigo # 1: Parentesco:
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Nombre del Testigo # 2:

CC:

Firma del Testigo # 2:

Parentesco:

Firma:

Parentesco:

Nombre del investigador o delegado:

indice derecho

CC: Firma:

Firmado en Cartagena de Indias, el dia

del mes del afio 200
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