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1. Resumen.

Se estima que la prevalencia de rinitis alergica (RA) oscila entre en 20 al 30% de la
poblacibn mundial y genera altos costos en salud publica, los mecanismos
fisiopatolégicos involucrados en la etiologia de esta condicion aun no se han
elucidado de manera precisa y debido a que afecta a gran parte de la poblacion es
de sumo interés el estudio de sus desencadenantes; ademas, su prevalencia ha
aumentado exponencialmente en las ultimas décadas, se ha postulado que los
productos finales de la glicacion avanzada (AGES) podrian estar involucrados en la
fisiopatologia de las enfermedades alérgicas y al aumento de estas, al ejercer
efectos deletéreos mediante varios mecanismos, entre ellos, el entrecruzamiento de
proteinas, el favorecimiento de los estados de oxidacion, la interaccién con células
inmunes mediante receptores de membrana y la generacién de nuevos epitopos o
el enmascaramiento de estos en los alergenos. El objetivo de este trabajo fue
analizar la relacion entre los niveles de AGEs y de los anticuerpos de tipo IgE anti-
AGEs, en muestras de suero de pacientes con RA y evaluar su relacion con la
severidad de esta. Para ello, se realiz6 un estudio de casos y controles en donde
se midieron AGEs por dos métodos distintos (ELISA y espectrofluorometria),
ademas de anticuerpos de tipo IgE anti-AGEs, en el suero de 200 individuos que
incluian 60 controles, 70 pacientes con RA leve y 70 pacientes con RA

moderada/severa.

Se encontré que las personas con RA tenian concentraciones mayores de AGEs
medidos por espectrofluorometria y ELISA (409+70AU/g prot, n=140; 176+66 ng/ml,
n=104, respectivamente) frente a controles (370+22AU/g prot, n=60; 151+27 ng/ml,
n=52) y se encontro significancia estadistica (p=<0.0001 y 0.0031 respectivamente),
sin embargo, no se encontraron diferencias significativas segun su severidad;
también se encontrd que los individuos con RA tenian mas titulos de anticuerpos de
tipo IgE anti-AGEs (0.5 (0.01-1.8) KU/I, n=104) frente a controles (0.2 (0.01-0.4)
KU/l, n=52) pero no hubo diferencia significativa estadisticamente, tampoco al

evaluar segun su severidad.
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Con este trabajo se considera que las personas con RA tienen mayores titulos de
AGEs lo que es muestra de un mayor estado inflamatorio crénico y de mayor estrés
oxidativo; estos no se relacionaron con la severidad de la RA en los diferentes
grupos evaluados, ademas los niveles de IgE anti-AGEs son mayores en las
personas con RA, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas, por lo
gue se requieren mayores estudios a futuro para evaluar estas relaciones. los
analisis del area bajo la curva ROC a pesar de que mostraron cierta discriminacion
entre los diferentes grupos de casos frente a controles, estos datos no son
prometedores para que los AGEs y anticuerpos de tipo IgE anti-AGEs sean usados

en el algoritmo diagndstico de la RA.

Palabras clave: Rinitis alérgica, productos finales de glicacion avanzada,

espectrofluorometria, oxidacion, epitopos.
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2. Introduccion.

Las enfermedades alérgicas entre ellas la RA han aumentado de madera dramatica
en las JUltimas décadas, datos conservadores de la OMS estiman que
aproximadamente 500 millones de personas en todo el mundo padecen de RA,
generando aumento en la morbilidad por enfermedades crénicas no transmisibles,
aumento de los dias laborales y escolares perdidos y del gasto econémico; por lo
gue se le ha considerado un problema de salud publica mundial. Los mecanismos
inflamatorios en RA son variables, involucrando un contexto genético, la exposiciéon
a alergenos y la interaccion con células como linfocitos T y B, eosindfilos, baséfilos
y células presentadoras de antigenos; Las hipotesis y los modelos actuales no
explican adecuadamente el aumento exagerado de enfermedades alérgicas en los
ultimos afios y se ha considerado que quizas no ha sido debido a cambios en la
secuencia del material genético y tal vez este incremento pueda estar siendo
influenciado por los cambios a nivel dietario y del estilo de vida que han predispuesto

a la inflamacién crénica y sesgado a una respuesta alérgica.

Entre los componentes de la dieta que méas han llamado la atencion con el
desbalance a la alergia se han propuesto a los AGEs, los cuales son aductos
guimicos altamente heterogéneos que se forman por la interaccion no enzimatica
entre los grupos amino de los aminoéacidos, proteinas, lipidos y acidos nucleicos y
el grupo carboxilo de los azucares reductores; son inductores de estrés oxidativo
mediante la activacion de la via de la nicotinamida, agregan proteinas mediante la
formacion de enlaces cruzados y pueden generar neoepitopos en alergenos o
enmascararlos, ademas pueden interactuar con receptores de patrones de dafio y
activar vias inmunes adaptativas e innatas y sesgar las respuestas de tipo Th2; pero
sus efectos en los sistemas biolégicos van mas alla ya que se les ha asociado a
multiples condiciones de salud; sin embargo, muy pocos estudios han sido

realizados para clarificar la relacién de los AGEs con RA en nuestro entorno tropical.

3. Marco teorico.
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La rinitis alérgica (RA) es un trastorno inflamatorio de las vias aéreas superiores
mediado por IgE tras la exposicion a alergenos y esta caracterizada por estornudos,
picazon, rinorrea y congestion nasal(1), afecta a gran parte de la poblacion mundial
siendo una de las enfermedades crénicas mas comunes en los paises de ingresos
altos, con una prevalencia de hasta el 50% en algunos paises(2). En Colombia,
segun un estudio publicado en el 2004 por Caraballo y cols., la prevalencia de RA
en la poblacion general es del 22,6%(3) a nivel mundial segun datos conservadores
de la organizacion mundial de la salud se estima que 500 millones de personas
padecen de RA, ademas su prevalencia y severidad ha aumentado en las ultimas
décadas de manera exponencial(4); el causal del aumento en la prevalencia de
enfermedades alérgicas, no se conoce de manera exacta, pero se considera que
los cambios en la secuencia del genoma no han sido los causales de este aumento,
ya que a nivel de cambios evolutivos ha sido muy poco tiempo para que estos
cambios se gesten, sin embargo, se ha considerado que la dieta y el estilo de vida
actual podrian estar causando este incremento, entre los determinantes dietarios
gue podrian estar generando la predisposicién hacia un estado alérgico y llevar al
aumento de la RA, encontramos los AGEs, los cuales en estudios in vivo e in vitro
en modelos de asma y alergia alimentaria han demostrado un papel en la induccion
de un estado inflamatorio a través de su receptor (RAGE) que favorece la

sensibilizacién alérgica(5-7).

Los AGEs son sustancias quimicas heterogéneas que se forman de manera
enddégena en el cuerpo humano y de manera exdgena, especialmente, en los
alimentos durante el procesamiento térmico; esto mediante la reaccion de glicacion
no enzimatica o reaccion de Maillard (RM) la cual fue descrita en 1912 por el francés
Louis Camille Maillard, esta acontece por la interaccion de los azucares no
reductores con los aminoacidos libres, proteinas, lipidos y acidos

polirribonucleicos(8).

La formacion de los AGESs es un proceso quimico complicado que implica reacciones

de varios pasos; durante la RM, los grupos carbonilo electrofilicos de glucosa u otros
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azucares reactivos reaccionan con grupos amino de aminodacidos (especialmente de
residuos basicos de lisina o arginina) formando una base de Schiff no estable, un
reordenamiento adicional conduce a la formacion de una cetoamina mas estable
(productos de Amadori). Las bases de Schiff y los productos Amadori son productos
de reaccion reversibles. Sin embargo, pueden reaccionar de forma irreversible con
residuos de aminoacidos de péptidos o proteinas para formar aductos de proteinas
o enlaces cruzados de proteinas; el modelo de la RM mas aceptado es el del quimico
estadounidense John Hodge, quien en 1953 caracteriz6 la reaccion en 7 pasos,
denominados A-G(9), En 1986, Nursten reconocié el trabajo del cientifico japones
Namiki en relacion con la degradacion por radicales libres de los intermedios de
Maillard, agregando el Paso H al esquema original, este paso se conoce como la via
de Namiki e implica la formacién mediada por radicales libres de productos de fision
de carbonilo a partir del azucar reductor(10), estos ocho pasos son a su vez
clasificados por Hodge en tres estadios, denominados inicial (Paso A, B y H),

intermedio (Pasos C, Dy E) y final (Pasos Fy G) (ver figura 1).
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Figura 1. Diagrama de Hodge de la reaccion de Maillard paso a
paso. A) La reaccidén inicial entre un azdcar reductor y un grupo amino
forma una base de Schiff inestable; B) La base de Schiff se reorganiza
lentamente para formar el producto Amadori; C) Degradacién del
producto Amadori; D) Formacién de compuestos reactivos de
carbonilo y dicarbonilo; E) Formacion de aldehidos de aminoacidos y
amino cetonas; F) Condensacion aldolica de furfurales, reductonas y
aldehidos producidos en los Pasos C, D y E sin intervencion de
compuestos amino; G) Reaccién de furfurales, reductonas y aldehidos
producidos en los Pasos C, D y E con compuestos amino para formar
melanoidinas; H) Formacion mediada por radicales libres de
productos de fisibn de carbonilo a partir del azucar reductor (via

Namiki). tomado Jennifer M. Ames, Control of the Maillard
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reaction in food systems, Trends in Food Science & Technology,
Volumen 1,1990, Pages 150-154

Como alternativa, pueden sufrir mas reacciones de oxidacion, deshidratacion,
polimerizacion y degradacion oxidativa para dar lugar a muchos otros AGEs y
clasificarse seguin Gerdemann y cols., en melanoidinas tanto de bajo (Low Molecular
Weight, LMWM, <12kDa) y alto peso molecular (High Molecular Weight, HMWM,
>12kDa) en base a 12Kda (11)(Ver figura 2).

Bajo peso molecular oRN oRN

NH
o, : 9 _NH NH N _NH
4 . ) NH
_0 y 0/ N+ N  oan R\

N N+ v onw N
LYs LYs N NH LYs

Pirralina Lrs LYs Pentosidina 0
MOLD Furosina G-H1  Argpirimidina
NMN L
s -N -+ N_yys : o 2z
Ns? Nt N NH P 2
Radical cationico ' . ), NH g<§ x
Pirazinio wrs g 2 4 g
GOLD N o
e Teaws 3DG-H1
T bl

,-}‘)_l DpobpIC
of ™, DOLD

Alto peso molecular -
OH NH _ SN N

.'NH’\O' ° oj‘ A | - »('i” OH

® NH OH

CML OH Gobic /N

Lys

OH Pronil-lisina ) " OH
H DODIC
R
o NH-‘ S ‘-'\N LYE s =N NH‘NH ORN-~NH
ot N
CEL CROSSPY Mopic )
onx NH. N OH OH G-H
NH o
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3DG-H b i on’ N NH..
OH rs N NH NH
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Figura 2. Principales productos finales de la glicacion avanzado
clasificados segun peso molecular. Modificado de Poulsen et al.
Advanced glycation end products in food and their effects on health.
Food Chem Toxicol 2013; 60:10-37.
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En estos afos, se han identificado muchos AGEs in vivo e in vitro. Teniendo en
cuenta la diversidad de estructuras quimicas y la capacidad de emitir fluorescencia

Perrone y cols., clasificaron los AGEs en cuatro grupos diferentes(12).

Estos son los siguientes:

(1) Fluorescentes y reticulados (fluorescent/cross-linked).
(2) Fluorescentes y no reticulados.

(3) No fluorescentes y no reticulados.

(4) No fluorescentes y reticulados.

Entre los AGEs fluorescentes reticulados encontramos la pentosidina, pentodilisina,
crossline, vesperlisina A y vesperlisina C. La argpirimidina es un ejemplo tipico de
estructura de AGEs que pertenece a la familia de AGEs fluorescentes no
reticulados; Los AGEs no fluorescentes y no reticulados importantes incluyen
carboximetil-lisina (CML), carboxietil-lisina (CEL), pirralina e imidazolonas. Se han
identificado otros AGEs reticulados y no fluorescentes en este grupo encontramos
los enlaces cruzados de dilisina de imidazolio, también conocidos como enlaces
cruzados de dimero de glioxal-lisina (GOLD) o dimero de metilglioxal-lisina
(MOLD)(12,13).

3.1. Los AGEs y la dieta occidental.

La exposicion de los humanos a los productos dafiinos para la salud en el ultimo
siglo ha aumentado exponencialmente y la ingesta de alimentos ultra procesados
ha aumentado de un 11 a 35%, no hay duda de que los productos téxicos ingeridos
interfieren con la fisiologia de los sistemas biol6gicos y se han asociado con la
oleada de enfermedades cronicas como diabetes, cancer y las enfermedades
cardiovasculares que han desplazado a las enfermedades infecciosas como

principal causa de muerte(14). En la actualidad se ha generado un fuerte cambio
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en relacion con la alimentacion, pasando de una dieta rural rica en alimentos
funcionales con wun alto contenido de antioxidantes(15), polifenoles vy
carotenoides(16—18) a una dieta occidental rica en productos nocivos para la salud
entre ellos los AGEs(19,20). La dieta occidental se caracteriza por un alto contenido
de carnes rojas, productos ultraprocesados, alimentos ricos en grasas trans,
poliinsaturadas e hidrogenadas(21,22), azucares(23), colorantes, granos refinados,
potenciadores del sabor etc.(24); los alimentos procesados se han vuelto muy
populares hoy en dia debido a su sabor, conveniencia y bajo costo, la fabricaciéon
de estos alimentos implica altas temperaturas para su procesamiento lo cual
promueve la formacién de AGEs. Estos pueden ingresar al organismo mediante la
absorcion de alimentos estando preformados sobre todo con dietas que favorecen
los estados hiperglucémicos; la dieta occidental puede contribuir significativamente
alareserva de AGEs ya que es rica en estos, aproximadamente el 10% de los AGEs
dietarios se absorben sistémicamente y se estima que solo un tercio se excreta(25).
Los AGEs se producen en grandes cantidades, particularmente con proteinas y
grasas animales que se cocinan a altas temperaturas, sobre todo cuando se fritan,
asan, hornean al microondas o se almacenan por largo tiempo(26), ademas los
tiempos de coccion inciden de manera directamente proporcional en la
concentracion de AGEs(27), en cambio el hervido o la coccion al bafio de maria

reduce el contenido de AGEs en los alimentos(28,29).

3.2. Receptores de AGEs y vias de sefializacion.

Los AGEs generados mediante la RM aumentan el potencial inflamatorio y
predisponen a la aparicion de trastornos cronicos mediante tres mecanismos
diferentes como el entrecruzamiento con proteinas y/o deformacién estructural, por
su bioacumulacién en los tejidos y por la interaccién con receptores y activacion de
vias de sefializacion. Entre los receptores que tienen interaccién con los AGEs
podemos destacar a los pertenecientes al complejo de receptores para AGEs en
donde se incluyen: OST-48/AGE R-1; 80K-H/AGE R-2 y Galectin-R-3/AGE-R37;

receptores de la familia basurero en donde se incluyen los clase A como SR-A1,
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SR-A2 y los clase B como CD36 y SR-B1(30-33); el receptor RAGE y su versién
soluble (SRAGE)(34,35) y los receptores de manosa (36)(Ver figura 3).
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Figura 3. Representacién grafica de los receptores para los
productos finales de la glicacion avanzada. Modificado de Gupta
RK, Gupta K, Sharma A, Das M, Ansari IA, Dwivedi PD. Maillard
reaction in food allergy: Pros and cons. Crit Rev Food Sci Nutr.
2018;58(2):208-26.

3.2.1. El complejo de receptores para AGEs.

El complejo de receptores para AGEs tiene 3 componentes que estan asociados
con la absorcion endocitica de proteinas modificadas con AGEs junto con la
sefalizacion relacionada a estos. El primer componente de receptores para AGEs
también conocido como OST-48/AGE-R1 es una proteina integral de membrana
plasmética con un solo dominio transmembrana y un dominio extracelular largo, se
sabe que es activo en la unién de proteinas modificadas por AGEs en la superficie
de varias células que incluyen macroéfagos, linfocitos T, células endoteliales, células
mesangiales, fibroblastos, musculo liso y células neuronales, el OST-48 activado

previene la generacion de estrés oxidativo al inhibir vias de sefializacion(37).

El segundo componente del complejo receptor para AGEs también estéa relacionado
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con el trafico intracelular de los AGEs y se denomina AGE-R2/80K-H, se encuentra
en el citosol y en la membrana sin tener un dominio transmembrana, aunque su
papel bioldgico es poco conocido se sugiere qué después de activado puede inducir
la sefalizacién mediante fosforilacion de tirosina quinasa C (PKC) y activacién del
receptor del factor de crecimiento fibroblastico (FGF), ademas algunos estudios lo
han relacionado como un potenciador de la captacién de glucosa mediada por
GLUT-4(37).

El tercer componente es un miembro de la familia de lectinas ligadoras conocido
como AGE-R3/Galactin.3, que generalmente se une con lactosa o galactosa, este
se identifico por primera vez en macréfagos activados como marcador de superficie
celular, sin embargo, estudios posteriores revelaron que también se expresa en
monocitos, células asesinas naturales, eosinofilos, linfocitos Ty B activados y DC,
expresandose en diferentes partes de la célula como el ndcleo, citoplasma,

membrana celular y medio extracelular(38).

3.2.2.Familia de los receptores basurero (SR).

Los SR se describen como un grupo de receptores expresados en la superficie de
los macrofagos, células dendriticas y mastocitos. Los macrofagos y las células
dendriticas pueden tener un papel fundamental en la alergia alimentaria, reaccion
en la que actian como principales células presentadoras de antigeno, mientras que
los mastocitos se consideran como células efectoras principales en la alergia
alimentaria ya que secretan varias citocinas Th2 y mediadores alérgicos que
participan en muchas complicaciones relacionadas con la alergia. Por lo tanto, los
receptores pertenecientes a la familia SR han suscitado preocupaciones hacia la
patogenia de la alergia alimentaria causada por los AGEs, una de las caracteristicas
principales de los SR es que son endociticos, por lo que sus ligandos deben de ser

primero ingresados a la célula y luego procesados via lisosomal para unirse a ellos
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y generar las cascadas de activacion; EI SR puede unirse con un amplio espectro
de ligandos polianiénicos enddgenos y exdgenos que incluyen proteinas
modificadas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos; la familia SR esta
categorizada como receptores clase A, B, E y H; siendo de mayor importancia para
la union a AGEs los clase Ay clase B(31-33,39,40).

3.2.3.Receptores basurero clase A (SR-A)

Los SR clase A son un grupo de receptores altamente conservados y se encuentran
en varias especies incluidas la humana y murina; se unen a una gran variedad de
ligandos polianiénicos de origen artificial, microbiano y enddgeno, incluyendo
polirribonucleétidos, polisacaridos junto con proteinas glicadas exdégenamente,
estan restringidos al linaje mieloide y se expresan s6lo en macrofagos de tejidos
maduros y células dendriticas derivadas tanto de la médula 6sea como del bazo; el
SR-A se encuentra en 3 isoformas a saber: SR-Al/ll/lIIl se producen mediante el

empalme alternativo de un solo gen(30).

Los SR-Al y Il tienen una estructura trimérica compuesta de 3 proteinas
transmembrana tipo Il de 80 KDa, estas proteinas tienen un dominio intracelular N-
terminal, un dominio transmembrana, una region espaciadora, un dominio helicoidal
en espiral, un dominio colageno de unién a ligando y un dominio rico en cisteina C-
terminal; la capacidad de union de estos dos receptores es similar y juegan un papel
importante en la absorcion de antigenos, degradacion y posterior presentacion por

parte de las células presentadoras de antigenos (CPA)(40).

El SR-AIlll no se le conoce ninguna actividad funcional y queda atrapado en el
reticulo endoplasmatico; La afinidad vinculante de los AGEs con los SR-Al y Il se
confirmé en macrofagos peritoneales de ratones inactivados para estos, en donde
la degradacion de AGE-BSA se redujo significantemente en comparacion con los
macréfagos no modificados. Ademas, se encontré que estos receptores estan

involucrados en la captacion de alérgenos glicosilados y presentados a través de la

22




via del MHC clase Il por las células dendriticas(30,31).

3.2.4.Receptores basurero clase B (SR-B).

El SR-B son un grupo de dos miembros a saber: CD36 y SR-BI; ambos receptores
son glicoproteinas que tienen un asa extracelular con sitios de glicosilacion que
pueden actuar como sitios de unién a ligando, dos dominios transmembrana y dos

colas intracelulares cortas(32,33).

CD36 se encuentra en macrofagos, plaquetas, adipocitos y algunas células
epiteliales, asi como células endoteliales, mientras que SR-Bl se expresa en
monocitos, macréfagos células dendriticas y hepatocitos. Estudios han revelado
gue ambos miembros de la familia de receptores SR-B capturan y endocitan los
AGEs en las CPA. Los AGEs antigénicos captados por las DC a través del SR-BI
se presentan mediante la via del MHC-I, mientras que los incorporados por el CD-
36 estan dirigidas por la via del MHC-1y 11(32,33).

3.2.5.Receptores de manosa (receptor M).

Los receptores de manosa absorben los alérgenos alimentarios nativos y
glucosilados por varias células inmunes, este es un receptor de lectina
transmembrana de tipo C que tiene dominios muy conservados que participan en el
reconocimiento de carbohidratos. El receptor de manosa se expresa en la
membrana plasmatica de macréfagos, células dendriticas, monocitos y células
endoteliales de la piel y del higado. el receptor de manosa esta formado por un
dominio intracelular, un dominio transmembrana, 8 dominios de reconocimiento de
carbohidratos (CRD), un dominio de repeticion de fibronectina tipo Il y un dominio
rico en cisteina N-terminal(36). La secuencia conservada de CRD tiene afinidad de
unién por fucosa, manosa o residuos de glucosa en proteinas glicosiladas, mientras
gue los restos de azlcares sulfatados de glicoproteinas son reconocidos por el

dominio extracelular rico en cisteina. La ovoalbumina (OVA) nativa es rica en
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manosa y se une a este receptor y el OVA modificado con AGEs también(41), se
ha encontrado que el alérgeno de gato Fel d 1 se reconoce por el dominio rico en
cisteina de los RM presentes en las DC y juegan un papel importante en la
sensibilizacién alérgica (42).Por lo tanto, se requiere una consideracion cuidadosa
para evaluar la contribucion del receptor de manosa en la patogenia relacionada

con los AGEs ya que no se ha investigado completamente.

3.2.6.Receptor para los productos finales de la

glicacién avanzada (RAGE).

El RAGE es una proteina transmembrana de 45 KDa que pertenece a la
superfamilia de inmunoglobulinas y actia como un factor clave en la induccion de
respuestas inmunologicas inducidas por los AGEs(43). EI RAGE es una estructura
gue contiene dominios multiligando, compuestos de un dominio extracelular N-
terminal que contiene una regién variable y dos dominios similares a la region
constante, un dominio transmembrana y un dominio C-terminal intracelular. El
dominio similar a la region variable esta involucrado en la unién del ligando, mientras
gue el C terminal participa en la transduccién de sefales. EIl RAGE pertenece a la
familia de receptores de reconocimiento de patrones (PRR) y su expresion se
encuentra en varios tipos de células inmunes, incluyendo mastocitos, DC,
macrofagos, monocitos, linfocitos T vy linfocitos B, lo que sugiere que su papel es
critico en la induccién de las respuestas inmunes causadas por los AGEs en los
procesos inflamatorios(44,45). Los RAGEs pueden actuar como receptores de
integrinas (presentes en los leucocitos) y ser responsables del reclutamiento de
células inflamatorias, activacion de diversas respuestas celulares y de la regulacién
positiva de factores proinflamatorios que resultan en la produccién de citocinas e
inflamacion crénica. Estos se encuentran en dos formas principales en las células;
una forma transmembrana ligada a la superficie celular y una forma secretora

(sRAGE) denominada endogena(46). La forma transmembrana interactia con la

24




porcidn glucosilada de la proteina en lugar de su forma nativa; mientras que el
RAGE secretor captura su ligando para protegerlo de lesiones causadas por los
AGEs y podria ser un marcador inflamatorio(47,48). Existen dos formas solubles
principales de este receptor detectadas en la sangre y otros fluidos corporales, las
cuales carecen de sus dominios transmembrana y citoplasmatico que se generan
por escision proteolitica del RAGE unido a membrana y por empalme alternativo del
gen(49), la funcion que desempefa sRAGE en la biologia humana ha sido objeto
de un debate sustancial, una opinién generalizada es que sRAGE cumple una
funcién antiinflamatoria protectora al actuar como un receptor sefiuelo, uniéndose a
los ligandos de RAGE y bloqueando asi su interaccién con el RAGE unido a la
membrana, en apoyo de esta posibilidad, los experimentos en modelos animales de
diabetes han demostrado que la administracion de SRAGE recombinante mejora la
funcidén vascular y renal, reduce la lesion isquémica del miocardio, asi como la

aterosclerosis, la inflamacion vascular y otras complicaciones diabéticas(50).

Investigaciones sugieren que el alergeno alimentario modificado con AGEs puede
provocar la respuesta inmune celular mediante la activaciéon del RAGE. Este
ademas reconoce la estructura tridimensional de las proteinas como laminas B y
fibrillas que representan la conformacion del alergeno glicosilado (51). La afinidad
vinculante del RAGE para AGEs derivados de alimentos depende de los grupos
amino libres de aminoacidos participantes, sin embargo, su cinética de afinidad se

encuentra fuertemente correlacionada con los azlcares participantes(52).

Lineas de evidencia respaldan la hipétesis de que las proteinas modificadas con
AGEs pueden inducir una respuesta inmunogénica. Se encontré en un estudio en
células Caco-2 (modelo para epitelios intestinales) en que la activacion de RAGE
por AGEs indujo una respuesta inflamatoria siguiendo la ruta MAP-quinasa. Otro
hallazgo inmunoldgico ha demostrado que el RAGE expresado en DC reconoce
preferentemente OVA modificado con AGE en lugar de su forma no modificada y en
consecuencia, una respuesta inmune sesgada por Th2 se desplazé hacia

alergia. Ademas, estudios realizados con el mani demostraron que al modificar sus
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alergenos Arahl y Ara h3 con CML estos fueron reconocidos preferentemente por
RAGE unido a la membrana, mientras que el alergeno Ara h2 no modificado no

mostro afinidad de union al receptor RAGE (Ver figura 4)(53).
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Figura 4. Representacion esquematica del RAGE y sus ligandos.
Tomado de Chaudhuri J, Bains Y, Guha S, Kahn A, Hall D, Bose N, et
al. The Role of Advanced Glycation End Products in Aging and
Metabolic Diseases: Bridging Association and Causality. Vol. 28, Cell
Metabolism. Cell Press; 2018 p. 337-52.

El gen AGEREI (que codifica las proteinas RAGE) es un gen complejo con muchas
transcripciones con una regulacion compleja e incomprensible. RAGE es un gen

altamente polimorfico, con alrededor de diez polimorfismos predominantemente
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estudiados en la literatura disponible(54) (Ver figura 5). Muchos de estos
polimorfismos se han asociado a multiples estados viciosos de la salud como el
rs2070600 que se asocia a microangiopatia diabética, artritis reumatoide, cancer,
Alzheimer(55); el rs1800625 con cancer y lupus(56), el rs184003 con arteriopatia
coronaria, lupus y cancer de mama(57), el rs1800624 con complicaciones de la
diabetes tipo 1(58).
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Figura 5. Gen AGEREI. a) Representacion de la transcripcion RAGE
predominante en humanos con los principales polimorfismos descritos
para esta forma hasta la fecha; los polimorfismos en rojo son los mas
comunes. (b) Representacion de la proteina RAGE humana
correspondiente a la transcripcion de RAGE. Tomado de Serveaux-
Dancer, M., et al. Pathological Implications of Receptor for
Advanced Glycation End-Product (AGER) Gene
Polymorphism. Disease markers, 2019, 2067353.

3.2.7.Vias de senalizacion.

El RAGE después de la unién con su ligado, puede desencadenar varias vias de
sefalizacion, incluidas MAPK (ERK, JNK y p38), PI3K y también la ruta
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JAK/STAT. Estas vias surten efecto a través de la activacion de NFKB y de la

transcripcion / traduccién de diversas citocinas inflamatorias(59).

En contra del receptor RAGE, los receptores de la familia SR endocitan sus ligandos
como los AGEs derivados de los alimentos y los alérgenos alimentarios en vesiculas
recubiertas de clatrina que conducen a la activacion de PLCy1, PI3K, PKC, MAPKs,
para produccidn de caspasas y citocinas. SR-B puede activar Lyn, Fyn p44 / 42

MAP quinasa y estimular la regulacion positiva de TNF-a(60).

Con respecto al receptor de manosa, CD206 presente en las CPA (DC vy
macrofagos) median la absorcion de alérgenos nativos y glicosilados y en
consecuencia, generan polarizacién inducida de células T que pueden conducir a la
aparicion de sensibilizacion alérgica. Estos eventos pueden tener lugar a traves de
una serie de vias de sefalizacion, incluida la activacién de MAPKSs, la regulaciéon
positiva de la produccion de NFKB y citocinas son eventos cruciales y comunes. Por
lo tanto, se puede predecir que estos receptores de AGEs pueden actuar de manera
sinérgica o cada receptor individualmente puede desencadenar la cascada de

sefalizacion después de la exposicidén a alérgenos glicosilados(36).

3.3. AGEs Yy alergias.

Se ha sugerido que una dieta occidental, normalmente alta en AGEs, tiene un efecto
sobre la alergenicidad a través de LT auxiliares (Th2), y sobre la produccion de
citocinas incluidas IL-4, IL-5 IL-13, IL-1, IL -6, IL-8, TNF-a y alarminas(61). La RM
induce modificaciones conformacionales y quimicas de las proteinas no solo a nivel
de reconocimiento de IgG/IgE, sino también, al aumentar la interaccion y el
reconocimiento de estas proteinas modificadas por las células presentadoras de
antigenos (CPA); esto afecta sus propiedades bioldgicas, incluida la digestibilidad,
la biodisponibilidad, la inmunogenicidad y en ultima instancia, su alergenicidad. Las
CPA poseen varios receptores que reconocen estructuras de glicacién, que

incluyen, el receptor para productos finales de glicacion avanzada (RAGE),

28




receptores basurero (SR), galectina-3 y CD36. A través de estos receptores, las
estructuras de glicacion pueden influir en el reconocimiento, absorcién vy
procesamiento de antigenos de alérgenos por células dendriticas (DC) y monocitos
(Ver figura 6). Esto puede conducir a una mayor produccién de citocinas y
maduracién de las CD y también puede inducir respuestas inmunitarias adaptativas
a los antigenos/alérgenos como resultado de la captacién, el procesamiento y la

presentacion de antigenos a las células T(62,63).
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Figura 6. Resumen de los efectos de los AGEs sobre la
alergenicidad al mediar respuestas innatas y adaptativas. los
AGEs pueden influir en la inmunidad innata a través de la interaccion
con RAGE o al unirse a los receptores de AGE que internalizan los
ligandos: galectina-3 (Gal-3), CD36 y receptor depurador clase A tipo
| (SR-A1). La presentacion del antigeno a las células T puede facilitar
la activacion y el sesgo de las células T, lo que posiblemente provoque
respuestas alérgicas. Tomado de Briceno Noriega D, Zenker HE,

Croes CA, Ewaz A, Ruinemans-Koerts J, Savelkoul HFJ, et al.
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Receptor Mediated Effects of Advanced Glycation End Products
(AGEs) on Innate and Adaptative Immunity: Relevance for Food
Allergy. Vol. 14, Nutrients. MDPI; 2022

La acumulacion de AGEs puede aumentar el estrés oxidativo mediante la via de la
nicotinamida, que a su vez puede inducir disfuncion celular y apoptosis, lo que en
dltima instancia conduce a lesiones en tejidos u 6rganos, lo que acelera las
condiciones fisiopatoldgicas. Por ello, se ha postulado que tanto los AGEs
endogenos como los exdgenos pueden tener un impacto negativo en la salud; sin
embargo, se debe tener en cuenta que aun falta evidencia de los efectos negativos
para la salud de los AGEs dietarios, ya que muchos aspectos, como la
biodisponibilidad, el metabolismo, la distribucion y acumulacion de tejidos, asi como
el efecto sobre las funciones inmunitarias, no estan claros para la mayoria de
ellos(63).

Uno de los mecanismos inmunomoduladores bien documentados de los AGEs es
su capacidad para interactuar con los receptores expresados por las células
presentadoras de antigenos (CPA); La interaccion de los AGE enddgenos con
RAGEs puede conducir a la produccion de citocinas proinflamatorias y se ha
relacionado con el desarrollo y la progresion de una serie de enfermedades, como
la diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares, algunas formas de cancer,
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson, enfermedades
hepaticas y osteoporosis, y mas recientemente al desarrollo de alergias

alimentarias(64).

Otros efectos moduladores inmunologicos potenciales de los AGE incluyen la
capacidad de crear nuevos epitopos que son reconocidos por IgE, la capacidad de
mejorar las condiciones inflamatorias y causar una reduccion en la diversidad de la
flora intestinal que se asocia con una mayor susceptibilidad a las alergias(65).
Ademas, los AGEs pueden provocar la modificacion de los nucleétidos de guanina

y adenina del ADN, estos nucleétidos contienen grupos amino que son susceptibles
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a la glicacion, lo que puede dar lugar a roturas y mutaciones de una sola hebra(66)

Como la RM también promueve la agregacion de proteinas por medio de
entrecruzamiento intermolecular e intramolecular entre los residuos de lisina y
arginina, la glicacion puede iniciar cambios estructurales en las proteinas, lo que da
como resultado la formacion de ligandos para los receptores que reconocen los
AGEs. Ademas, la hidrofobicidad, la carga, la agregacion y la exposicion de las
estructuras de la hoja 3 también se alteran debido a la RM y se ha sugerido que
participan en la funcion inmunomoduladora de las proteinas(63). A continuacion, se

presentan evidencias de como los AGEs podrian estar influyendo sobre las alergias:

1. La evidencia ha intentado relacionar la alergia y los AGEs, postulandose asi
la teoria de la falsa alarma por Smith y cols., en donde se explica que parte
del aumento de las alergias seria debido el aumento en el consumo de AGEs
dietarios los cuales activarian sefiales de alarma similares a las inducidas por
HMGB1 que sesgarian las respuestas Th2 y estimularian la aparicién de
alergias esto reforzado por estudios epidemioldégicos que muestran un
aumento de restaurantes de comidas rapidas y del consumo de las mismas
en Estados Unidos y Australia y su correlacion positiva con el aumento de la
prevalencia de alergias, en otras palabras, los AGEs podrian imitar las
alarmas innatas y sesgar hacia las respuestas alérgicas en ciertos sujetos

gue tienen una predisposicién genética y ambiental (79).

2. De acuerdo con el trabajo de Di Lorenzo y cols., estos evaluaron los niveles
AGEs vy de productos proteicos de oxidacion avanzada (AOPPs) (mediante
espectrofluorometria y espectrometria respectivamente), en pacientes con
rinitis alérgica y controles encontrando que los pacientes con rinitis alérgica
tenian mayores niveles de AGEs frente a controles en cambio los niveles de
AOPPs no mostraron diferencias significativas en estos grupos, ademas

encontraron correlacion negativa significativa entre los niveles de AGEs y el

31




conteo de eosindfilos de secrecion nasal, (80). Este trabajo tiene
discrepancia con los resultados del estudio de Aksoy y cols. los cuales
encontraron mayores niveles significativos de AOPPs en pacientes con rinitis
alérgica frente a controles aunque esto pudo estar justificado por variaciones
en los calculos de datos, ya que Aksoy y cols., expresaron sus resultados
como micromoles por litro y Di Lorenzo y cols., normalizaron el contenido
sérico de AOPP al contenido sérico total de proteinas, teniendo en cuenta
gue los niveles circulantes de proteinas especificas y no especificas de

alérgenos pueden estar elevados en pacientes alérgicos(69).

Oczypock y cols., demostraron que la expresion de RAGESs regula la funcion
de las células linfoides innatas tipo 2 (ILC-2) las cuales son cruciales para la
produccion de IL-33 la cual tiene efectos positivos sobre la inflamacion de la
via aérea respiratoria; encontrando que los ratones knockout para RAGEs
pulmonares tenian impedido el reclutamiento de ILC-2 y por lo tanto los
sintomas alérgicos frente a alergenos estaban abolidos(70). Ademas, en otro
estudio de este grupo de investigacion encontraron que los niveles de RAGEs
eran mayores en muestras de esputo de pacientes con asma severa en

correlacion a la severidad de esta(71).

Se ha demostrado que los extractos de cacahuetes tostados inducen niveles
mas altos de IgE que los cacahuetes crudos, y Mueller y cols., describieron
la unién de alérgenos de mani que habian sido modificados especificamente
por AGEs a RAGEs, estableciendo que RAGE interactia con Ara h 1
recombinante modificada por AGESs, pero no con Ara h 1 recombinante no
modificada(b).

Teodorowicz y cols., describieron que los neoalérgenos de tipo RM en la soya
procesada causaron una fuerte reaccion alérgica en individuos sensibilizados
a esta frente a la soya cruda lo que indicaria que los AGEs estarian

implicados en este tipo de alergia y estimularian reacciones méas severas(72).

32




6. Zhangy cols., demostraron que la glicacion de tropomiosina de camarén con
diferentes fuentes de oligosacaridos aumentaba la alergenicidad de esta
cuando se retaban ratones sensibilizados a camardn, ademas estas
respuestas diferian de la fuente de oligosacéaridos con los que se glicaba la
tropomiosina, a lo que explicaron pudo ser debido a la formacién de
neoepitopos para IgE, ademas demostraron que la tropomiosina glicada con
fructo-oligosacaridos tenia menor alergenicidad lo que pudo estar debido al
menor tamafio de este carbohidrato los cuales podrian enmascarar epitopos

por tener menor impedimento estérico(65).

7. Por otra parte, Los AGEs pueden ser epitopos B, de acuerdo con estudios
como el del grupo de lkeda y cols., en el cual logran generar un monoclonal
y un suero policlonal que reconoce productos avanzados de
glicacién(73)(74). Lo anterior es complementado por otros trabajos tales
como el del grupo de Yeong y cols., los cuales demuestran que los AGEs
pueden inducir una respuesta de anticuerpos(75), ademas en otras
enfermedades de origen autoinmunitario e inflamatorias cronicas se han
reportado titulos de anticuerpos anti-AGEs elevados frente a controles, pero
en RA no se han hecho estudios que evalien esta respuesta de
anticuerpos(104-106).

8. Los AGEs son patrones moleculares asociados a peligro (DAMPSs) inductores
de respuesta Th2. Esta hipoétesis es explorada por Moghaddam y cols.,
quienes en 2011 por medio de un modelo de glicacion y lipoxidacion
incubando ovoalbumina y lisozima de huevo con diversos inductores de
AGEs encuentran gque las proteinas modificadas tienen mayor antigenicidad
y ademas inducen una mayor produccion de citoquinas Th2 en los modelos
celulares desarrollados en este estudio, sugiriendo que las proteinas

modificadas con derivados de carbonilos reactivos, inducen una polarizacion
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hacia un perfil Th2 bastante pronunciada(79). Esta hipétesis es ampliada por
el estudio de llchmann y cols., los cuales muestran que la glicacion de
alérgenos aumenta la inmunogenicidad de estos, por medio de una via
relacionada con receptores basureros en células dendriticas (DC),
incrementando la activacion de las células T en cocultivo con DC incubadas
con proteinas glicadas, asi como la captacion de estos alérgenos por parte
de CD. Lo anterior sugiere, que los AGEs ademas de inducir una respuesta
de anticuerpos 1gG(80) en adicién podrian inducir una respuesta de IgE
especifica y de esa manera contribuir a la patogénesis de la RA y a su
severidad, una hipotesis que a nuestro entender hasta el momento, no ha
sido investigada de manera detallada aunque se tiene como precedente el
trabajo de tesis de maestria en inmunologia de Andrés Merlano
(https://repositorio.unicartagena.edu.co/handle/11227/7377) en el que se
busco la respuesta de IgE anti-AGEs, aunque este estudio no conto con un
antigeno ampliamente caracterizado como el que se usara para el desarrollo

de este estudio.

Aun falta evidencia fuerte que relacione, los efectos de los AGEs sobre las
enfermedades alérgicas y muy poca investigacion se ha hecho en el campo de la
RA; ademas, a pesar de que los efectos negativos sobre la salud humana de los
AGEs son mas ampliamente reconocidos, sigue siendo una pregunta si la culpa es
de la ingesta dietética habitual de AGEs. El procesamiento de alimentos y ciertas
formas de cocinar/hornear pueden ocultar, destruir o revelar epitopos alergénicos
por cambios de conformacion o en algunos casos, cambiando la digestibilidad de la
proteina, por lo tanto, transmitir la importancia del procesamiento/coccién de los
alimentos y su potencial para alterar las propiedades alergénicas de las proteinas
deberia ser de gran valor en las poblaciones en las que las alergias van en
aumento(78,81).
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4. Hipotesis.

En base a lo expuesto se plantea la hip6tesis de que los AGEs inducen respuestas

de tipo IgE y estan relacionados con la RA y su severidad.

5. Objetivo general.

Determinar la relacion de los AGEs y de los anticuerpos de tipo IgE anti-AGEs con

la RA 'y su severidad.

6. Objetivos especificos.

- Cuantificar mediante espectrofluorometria y ELISA los niveles de AGEs en sueros

de pacientes con RA frente a controles y evaluar sus diferencias.

- Evaluar la correlacion que existe entre los titulos de AGEs medidos por ELISA

frente a espectrofluorometria.

- Estandarizar un protocolo de ELISA indirecto con un AGE caracterizado para

detectar los niveles de IgE especifica en pacientes con RA y controles.

- Establecer si existen diferencias entre los niveles de IgE anti-AGEs entre los

distintos grupos de individuos analizados.
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7. Metodologia general del estudio.

Las muestras que se usaron en este estudio provinieron del proyecto titulado
“EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS OPERATIVAS DE LAS PRUEBAS
CUTANEAS, DE LA DETERMINACION DE EOSINOFILOS EN EL MOCO NASAL
Y DE LA IgE ESPECIFICA EN EL DIAGNOSTICO DE LA RINITIS ALERGICA
POR EL ACARO Blomia tropicalis”, se contempld la realizacion de ensayos de
ELISA y espectrofluorometria en un estudio de casos y controles con pacientes con
RA clasificados de acuerdo con su severidad segun guias ARIA. El célculo del
tamafio de muestra realizado sugirié que para un poder del 80% y un error alfa del
5%, se incluyeran 47 casos en cada grupo, sin embargo, en este proyecto se tomd
una muestra mayor, de 70 casos de RA leve, 70 casos de RA moderada/severa y

60 controles por disponibilidad de estas (Ver figura 7).

“EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS OPERATIVAS DE LAS PRUEBAS CUTANEAS,
. DE LA DETERMINACION DE EOSINOFILOSEN EL MOCO NASAL Y DE LA IgE ESPECIFICA
Origen de los datos EN EL DIAGNOSTICO DE LA RINITIS ALERGICA POR EL ACARO Blomia tropicalis”.

n=211

Sujetos para ensayo de Casos RA leve
espectrofluorometria y n=70
ELISA para IgE anti-AGES

casos RA mod/sev controles
n=70 n=60

Sujetos para ensayo de
ELISA tipo sandwich para
cuantificar AGES.

Casos RA leve casos RA mod/sev controles
n=52 n=52 n=52

Figura 7. Diagrama de flujo de las muestras utilizadas para el

estudio de casos y controles en pacientes con rinitis alérgica.

7.2. Seleccién de los casos de rinitis alérgica.

Ciento cuarenta (140) casos fueron seleccionados para este estudio de los cuales
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setenta (70) fueron casos de RA leve y setenta (70) fueron casos de RA
moderada/severa, clasificados segun guias ARIA(82). Se revisaron las historias
clinicas de estos pacientes, tratando de seleccionar aquellos con mayor numero de
estudios inmunoldgicos y clinicos disponibles y sin diagnostico de diabetes mellitus,
u otra enfermedad diferente a la rinitis alérgica. Las muestras tienen diagnostico de
rinitis alérgica por medico alergdlogo, asi como prueba cutanea positiva a minimo
un alérgeno y/o InmunoCap® o reto nasal positivo a los acaros Blomia tropicalis y

Dermatophagoides pteronyssinus, ademas titulos de vitamina D.

7.3. Seleccion de los controles.

Sesenta (60) controles fueron seleccionados a partir de los sujetos sanos
registrados en la lista de contribuyentes a la seroteca del instituto de investigaciones
inmunoldgicas, sin diagndstico o antecedente alguno de enfermedad alérgica,
cutanea, autoinmune, o diabetes mellitus, sin diagnostico de enfermedad alguna o

evidencia de respuesta alérgica a alérgenos comunes.

7.4. Criterios deinclusion.

% Individuos entre 4 y 70 afos.

+ Diagnostico por medico alerg6logo de rinitis alérgica.

% Prueba cutdnea positiva.

% Reto nasal positivo a Blomia positivo y/o InmunoCap® positivo a Blomia

o Dermatophagoides.

7.5. Criterios de exclusion.

% Individuos menores 4 afios o0 mayores de 70 afos.

% Diagnéstico de enfermedad cutanea.

% Diagnostico de diabetes tipo IlI.

% Diagnéstico de enfermedad autoinmune con tratamiento activo.
% Diagnostico de neoplasia, en tratamiento.

< Tratamiento activo con inmunomoduladores.
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8. Metodologia especifica del estudio.

8.1. Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford.

La cuantificacion de proteinas fue necesaria para la normalizacion requerida para el
ensayo de espectrofluorometria. Para la cuantificacién de proteinas fue necesario
realizar alicuotas con las muestras de suero haciendo diluciones 1:50 con buffer
fosfato salino 1X (PBS 1X; pH 7,4) en tubos Eppendorfy se mezclaron en mezclador
vortex por 30 segundos, de estas posteriormente se tomaron 5 microlitros en placas
de ELISA de 96 pozos y se agregaron 250 microlitros del reactivo de Coomassie
(Protein assay kit Thermo scientific) en cada pozo y se mezclaron por 30 segundos,
luego se dejaron en reposo a temperatura ambiente por 10 minutos y luego se
realizé la lectura por espectrometria en espectrémetro a 595 nm, la curva estandar
se hizo con albumina sérica bovina (Protein assay kit Thermo scientific), para este

ensayo cada muestra fue procesada por duplicado.

8.2. Cuantificacion de AGEs por espectrofluorometria.

La cuantificacion de AGEs por espectrofluorometria se realizé mediante el método
descrito por Di Lorenzo(68), primero se leyeron las placas de espectrofluorometria
vacias en espectrofluorometro (Thermoscientific Fluoroskan Ascent Fl) y las
intensidades de fluorescencia fueron leidas bajo los parametros de emisién maxima
(~440 nm) y excitacion a (~ 350nm) esto con el fin de evitar lecturas erroneas por la
fluorescencia de fondo de las placas; luego se hicieron alicuotas de las muestras de
suero normalizadas segun la concentracién de proteinas obtenida del ensayo de
Bradford y se diluyeron al 1:50 con PBS 1X pH 7,4 se mezclaran por 30 segundos
en mezclador vortex y se agregaran 100 microlitros de cada muestra en placas de
espectrofluorometria de 96 pozos por duplicado, luego se montaron las placas en
espectrofluorometro (Thermoscientific Fluoroskan Ascent Fl) y las intensidades de
fluorescencia fueron leidas bajo los parametros de emision maxima (~440 nm) y
excitacion a (~350nm), los resultados fueron expresados en unidades

arbitrarias(AU) por gramo de proteina; el control positivo utilizado fue albumina
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sérica bovina glicada con productos finales de glicacion avanzada (MyBioSource

MBS2097354), cada muestra fue procesada por duplicado.

8.3. Cuantificacion de AGEs mediante kit de ELISA tipo
sandwich.

La cuantificacion de AGEs por ELISA se realiz6 mediante el kit de ELISA tipo
sandwich directo (MyBioSource MBS761611) y se realizd6 mediante las
instrucciones del fabricante. Primero se diluyeron las muestras de suero al 1:5y se
agregaron 100 microlitros de las muestras en los pozos de la placa de ELISA
recubiertos con anticuerpos primarios; luego se cubrieron las placas y se dejaron
incubando por 90 minutos a 37°C, luego se retird la cubierta y se realizaron 2
lavados automatizados con solucion de lavado suministrada por el fabricante, luego
se agregaron a cada pozo 100 microlitros de solucion de anticuerpos marcados con
biotina al fondo de cada pozo sin tocar las paredes laterales, se cubrieron las placas
y se incubaron por 60 minutos a 37°C, luego se realizaron 3 lavados con solucion
de lavado y se dej6 que la solucion de lavado permaneciera en los pocillos de 1-2
minutos cada vez, luego se agregaron 100 microlitros de la solucién de peroxidasa
de rabano picante (HRP) conjugada con estreptavidina (SABC) en cada pozo y se
cubrieron y dejaron incubando por 30 minutos a 37°C, luego se realizaron 5 lavados;
luego en cada pozo se afiadieron 90 microlitros de solucién de tetrametilbencidina
(TMB) y se cubrieron e incubaron en la oscuridad a 37°C durante 10 a 20 minutos,
luego se afadiran 50 microlitros de solucion de parada en cada pocillo, el color se
volvié amarillo e inmediatamente se realizaron las lecturas en lector microplatos de
ELISA (espectrometro Thermoscientific Multiscan Go) con absorbancia a 450nm,

para este ensayo las muestras fueron analizadas solo una vez (Ver figura 8).
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Figura 8. Diagrama de pasos para ensayo de ELISA sandwich

para cuantificar AGEs.

8.4. Cuantificacidon de IgE anti-AGEs por ELISA.

Este protocolo estd basado en aquellos estandarizados en el Instituto de
Investigaciones Inmunoldgicas, para la deteccion de Inmunoglobulina E (IgE)
especifica en muestras de suero humanas, con algunas modificaciones basadas en
el protocolo de ELISA utilizado en el articulo de lkeda y cols.(7), Se desarrollo el
experimento asi: En primer lugar, se diluyo el antigeno (albumina sérica bovina
glicada con productos finales de glicacion avanzada de alta pureza MyBioSource
MBS2097354) en buffer (PBS1X pH 7.4) de manera que quedaron 0,200 pg de
antigeno por cada 100 uL. Luego se tom6 una placa de micro titulacion de 96 pozos,
se agregan 100 pL de antigeno diluido por pozo y se incubaron por la noche (16
horas) a 4C° en camara humeda. Posteriormente se realizaron 5 lavados con PBS
1X-Tween 20 al 0.1%. Luego se bloqued con solucion de PBS 1X + Gelatina 0.5%
+ Azida de Sodio al 0.02%, 200 uL por pozo durante 3 horas a temperatura ambiente

en camara humeda. Después, Se realizaron 4 lavados con PBS 1X-Tween 20 al
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0.1% A continuacion, se tomaron 100 uL de cada suero diluido (1:5) en PBS 1X +
Gelatina 0.5% + Azida de Sodio al 0.02% y se agregan a los pozos de la placa de
microtitulacién y se incubaron en camara humeda por la noche a temperatura
ambiente (16 horas). Se realizan a posteriori 6 lavados con PBS 1X-Tween 20 al
0.1%. Se adiciono a continuacion la Anti-IgE humana (E chain specific) marcada
con fosfatasa alcalina (MyBioSource MBS674096) en una dilucion 1:500 en buffer
Tris pH 8.0 0.05M- MgCI2 1mM con Azida de Sodio al 0.02% y gelatina al 0,05%
agregando 100 L por pozoy se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente.
Luego, se realizaron 5 lavados con PBS 1X-Tween 20 al 0.1%. Para el desarrollo
del color, se disolvieron 15 mg de p-nitrofenil fosfato en 15ml de Dietanolamina al
10% pH 9.8 (1mg/ml) conteniendo MgClI2 0.5mM, se agregaron 100 pL a cada pozo
y se incubaron las placas en oscuridad durante 30 minutos. Se detuvo el desarrollo
del color agregando 100ul de NaOH 3N por pozo. Finalmente se leyo la absorbancia
a 405nm en espectrofotometro (Thermoscientific Multiscan Go) (Ver figura 9); todos
las muestras fueron procesadas por duplicado, el control positivo y curva de
titulaciéon se hizo con muestras de suero de pacientes alérgicos al mani (donadas
amablemente por el Dr. Eduardo Egea de la Universidad del Norte de Barranquilla
- Colombia) ya que los alergenos del mani son mas reconocidos por RAGEs cuando
se encuentran modificados por la RM(5) y el control negativo se hizo con muestras
de pacientes sin antecedentes de alergias y negativos a todas las pruebas de alergia

y sin antecedentes de enfermedades metabdlicas.
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Figura 9. Diagrama de pasos para ensayo de ELISA para

cuantificar IgE anti-AGEs.

9. Analisis estadisticos.

Los datos fueron analizados usando el software de analisis estadistico SPSS
version 20 y Graphpad Prism version 7. Primero para las variables cuantitativas se
evalud su distribucion mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se utilizaron
medidas de tendencia central (media y mediana) y medidas de dispersion (rango,
desviacion estandar) para los datos continuos segun su distribucion, para los
categoricos se usaron proporciones y porcentajes. El contraste de hipétesis en el
estudio de casos y controles se realizé6 mediante las pruebas de U de Mann-Whitney
y el analisis de varianza (ANOVA) mediante la prueba de Kruskal Wallis, para
variables continuas; se realizaron pruebas de correlacion de Pearson y Spearman
(rho) entre las variables medidas y variables previamente evaluadas en los
pacientes. La significancia estadistica fue P con valores de: P <0,05 = *; P <0,001
=**, P <0,0001 = ***; P> 0,05 = no significativo (ns).
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10. Consideraciones éticas.

Las muestras que se usaron en este estudio provinieron del proyecto titulado
“EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS OPERATIVAS DE LAS PRUEBAS
CUTANEAS, DE LA DETERMINACION DE EOSINOFILOS EN EL MOCO NASAL
Y DE LA IgE ESPECIFICA EN EL DIAGNOSTICO DE LA RINITIS ALERGICA
POR EL ACARO Blomia tropicalis”, el cual conté con el aval ético del comité de
etica de la Universidad Nacional, asi como del comité de ética del Hospital
Universitario del Caribe. Todos los participantes del estudio anteriormente
mencionado cuentan con consentimiento informado, en el cual aprueban el uso de
sus fluidos biolégicos con objetivos de estudio. Este estudio se clasifica como
investigacion sin riesgo, de acuerdo con las categorias establecidas en el articulo
11 de la resolucion 8430 de 1993, razon por la cual no se necesita obtener un nuevo
consentimiento informado. En adicion los investigadores se someten a las guias
existentes de buenas practicas en investigacion, asi como a la resolucion 8430 de
1993 del ministerio de salud, el reglamento de ética de la Universidad de Cartagena

y a la normativa internacional sobre el tema.
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11. Resultados.

11.1. Caracteristicas demograficas de la poblacion estudiada.

Se estudiaron 200 individuos que se distribuyeron en un grupo de controles (60
individuos) y de casos (140), los que a su vez se clasificaron segun sus
caracteristicas clinicas de severidad de rinitis alérgica (RA) segun guias ARIA en
rinitis leve (70 individuos) y rinitis moderada/severa (70 individuos); la edad
promedio fue 32,9 (4-68) SD 16,2 afios en la poblacion general; en el grupo de casos
de RAleve de 34 (4-58) SD 15,7 afos; en el grupo de casos de RA moderada/severa
de 34,3 (5-68) SD 17,8 afos; en el grupo de controles 30,3 (5-67) SD 14,9 afios.

En cuanto al género los individuos de sexo Femenino fueron 134 (67%) y del sexo
Masculino 66 (33%) en la poblacién general. Entre los casos de RA leve fueron 47
(67.2%) del sexo Femenino y 23 (32.8%) del sexo Masculino. En el grupo de RA
moderada/severa fueron 51 (72,8%) del sexo Femenino y 19 (12,8%) del sexo
Masculino y en el grupo Control fueron del sexo Femenino 36 (60%) y 24 (40%) del

sexo Masculino (Ver tabla 1).

44




Tabla 1. Datos descriptivos de la poblacién de estudio.

Variable. RA leve RA Controles P

(n=70) moderado/severa | (n=60)

(n=70)

Edad (afios), 34+15,7 34,3+17,8 30,3+14,9 <0.05
media £ SD.
Sexo Masculino 23 (32,8%) 19 (12,8%) 24 (40%) <0.001
(%).
Sexo Femenino 47 (67,2%) 51 (72,8%) 36 (60%) <0.001
(%).
Antecedente de 17 (24,3%) 10 (14,3%) 8 (13,3%) ns
tabaquismo (%)
Tabaquismo 14 (20%) 14 (20%) 20(33,3%) ns
pasivo (%)
Antecedente de 25 (35,7%) 19 (27,1%) 22 (36,6%) ns
exposicion al
humo de lefia (%)
Vitamina D. 60,38 59,9 64,9 <0.05
IgE total (KU/I) *. | 234 (108,5- 196 (96-513) 1225 (48,1- | <0.05

445) 382)
IgE B. tropicalis 0,23 (0,05- 0,16(0,05-2,6) 0,10 (0,04- <0.05
(KU *, 3,79) 0,52)
IgE D. 0.53 (0,06- 0,14 (0,05-7,1) 0,07 (0,03- <0.05
pteronyssinus 7,9) 0,45)
(KU/) *,

Nota: n= tamafio de la muestra; SD: desviacién estandar, IgE: Inmunoglobulina E especifica, El

valor de P se refiere a la probabilidad de que la diferencia observada sea al azar. KU/L: kilo unidades

por litro. *Valores de IgE se expresan en mediana y rango intercuartil (IQR).
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11.2. Andlisis de AGEs medidos por espectrofluorometria en los

diferentes grupos.

Se llevo a cabo un analisis comparativo entre la concentracion de AGEs medidos
por espectrofluorometria entre los diferentes grupos de estudio. Las
concentraciones de AGEs se expresaron en unidades arbitrarias por gramo de
proteina (AU/g prot); se encontr6 que los sueros controles tenian menor
concentracion de AGEs frente a los sueros de pacientes con RA, siendo que, los
controles tenian 370,2+33,2 AU/g de proteina frente a 409,2+70,2 AU/g de proteina
de los pacientes con RA y hubo significancia estadistica P=<0.0001; al evaluar los
pacientes con RA segun su severidad, encontramos que, los pacientes con RA leve
tenian una media de 408,5+76,5 AU/g de proteina y los pacientes con RA moderada
a severa tenian una media de 409,8+64 AU/g de proteina pero no se encontro

significancia estadistica segun su severidad (Ver figura 10).
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Figura 10. Cuantificacion de AGEs por espectrofluorometria en los
diferentes grupos estudiados. A. controles (n=60), casos (n=140). B.
Controles (n=60), RA leve (n=70), RA moderada a severa (n=70).
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11.3. Andlisis de AGEs medidos por ELISA en los diferentes

grupos.

Luego se llevé a cabo un analisis comparativo entre la concentracion de AGEs
medidos por ensayo de ELISA en los diferentes grupos estudiados, se encontro que
los pacientes con RA en general tenian una media de 176,7+66 ng/ml de AGEs la
cual era mayor frente a 151,2+27,53 ng/ml de AGEs en los controles y hubo
significancia estadistica; pero al comparar segun la severidad de la rinitis alérgica
no se encontro diferencia significativa, los pacientes con RA leve tenian una media
de 168,8+46 ng/ml de AGEs y los pacientes con RA moderada a severa tenian una
media de 184,6+81 ng/ml de AGEs (Ver figura 11).
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Figura 11. Cuantificacion de AGEs por ELISA sandwich en los
diferentes grupos estudiados. A. Controles (n=52), Casos (n=104).
B. Controles (n=52), RA leve (n=52), RA moderada a severa (n=52).

11.4. Andlisis de larespuesta de tipo IgE anti-AGEs.

Realizamos un analisis comparativo entre los titulos de IgE especifica anti-AGEs,

se encontr6 que la poblacion con RA tenia titulos mayores de esta IgE; al expresar
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en OD encontramos que la diferencia con la poblacién Control (0,13 (0,11-0,15) OD)
vs pacientes (0,14 (0,12-0,18) OD), fue significativa p=0.0019, sin embargo, al
evaluar segun la severidad, RA leve (0,14 (0,12-0,17) OD) vs RA mod/sev (0,15

(0,13-0) OD) no se encontraron diferencias significativas (Ver figura 12).
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Figura 12. Cuantificacion de IgE anti-AGEs por ensayo de ELISA
indirecto en los diferentes grupos estudiados. A. IgE anti-AGEs en
OD, controles (n=60), casos (n=140). B. IgE anti-AGEs en OD, controles
(n=60), RA leve (n=70), RA mod/sev (n=70).

11.6. Analisis de correlacion de IgE anti-AGEs frente a AGEs
medidos por ELISA y espectrofluorometria en los diferentes

grupos.

Se llevo a cabo un andlisis de correlacion de Spearman entre los titulos de IgE anti-
AGEs frente a las concentraciones de AGEs medidas por espectrofluorometria y
ELISA en los diferentes grupos de estudio, como dato significativo (p<0.05) se
encontro que hubo correlacion positiva débil entre los titulos de IgE anti-AGEs frente

a los AGEs medidos por espectrofluorometria en el grupo de sueros control (Ver

tabla 2).
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Tabla 2. Correlaciéon entre

IgE anti AGEs frente a AGEs medidos

espectrofluorometria y ELISA en los diferentes grupos estudiados.

por

Tabla de correlacion
Correlacion de la poblacion total.

AGEs (AU/g) AGEs (ng/ml) -
gE AGES(KU/1] 011 | e
Correlacion del grupo de control. 0.31 2 0.60 Correlacién moderada.
IgE AGEs(KU/I) 0,254* 0,016 0055005 | conclaon nia.
Correlacion del grupo de Rinitis alergica. 0.150.30 Correlacién débil.

-0.21 a 0.60 Correlacion moderada.

IgE AGEs(KU/I) -0,111 0,125 - 061a1 Correlacién fuerte.
Correlacion del grupo de Rinitis alergica leve.
IgE AGEs(KU/I) -0,158 0,056
Correlacion del grupo de RA moderada/severa.
IgE AGEs(KU/!) -0,069 0,162

*Significancia estadistica <0,05; ** Significancia estadistica <0,01; ***Significancia estadistica <0,0001.

11.7. Analisis de correlaciéon de AGEs y de anticuerpos de tipo IgE

anti-AGEs con variables clinicas.

Se llevo a cabo un analisis de correlacion entre los niveles de AGEs medidos por
espectrofluorometria y ELISA y de los niveles de anticuerpos de tipo IgE contra
AGEs frente a variables clinicas y demograficas previamente evaluadas en el
proyecto matriz; como datos relevantes de este andlisis de correlacion se encontrd
que los AGEs medidos por fluorescencia se correlacionaron positivamente con los
titulos de IgE total y especifica contra B. tropicales y D. pteronyssinus en el grupo
de control y en la poblacién total evaluada (aunque la correlacién no fue fuerte); los
niveles de AGEs medidos por espectrofluorometria se correlacionaron

positivamente con los niveles de proteinas séricas totales en todos los grupos
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evaluados, sin embargo, en el grupo de RA moderada/severa esta correlacion fue
mayor; por otro lado, los AGEs medidos por ELISA se correlacionaron positivamente
con los titulos de IgE contra Blomia tropicalis en todos los grupos evaluados; los
niveles de IgE especifica contra AGEs mostraron correlacion negativa débil con la
edad en los grupos evaluados; los niveles de IgE anti-AGEs se correlacionaron con
los de IgE contra B. tropicalis y D. pteronyssinus en la poblacién total evaluada, y
con los niveles de IgE contra B. tropicalis en el grupo de RA leve. La vitamina D
mostro una cierta tendencia a correlacionarse negativamente con los niveles de

AGEs, aunque esto no tuvo relevancia estadistica (Ver tabla 3).

50




Tabla 3. Correlacion entre IgE anti AGEs, AGEs medidos por espectrofluorometria

y ELISA frente a variables de edad y titulos de biomarcadores previamente medidos

en los diferen

tes grupos.

Tabla de correlacion.

Correlacion de la

poblacion total.

Rho de Spearman.

Nivel de correlacion.

Color.

06lal

Correlacién fuerte.

*Significancia estadistica <0,05; ** Significancia estadistica <0,01; ***Significancia estadistica <0,0001.

AGEs (AU/g) AGEs (ng/ml) | IgE anti AGEs 0312 0,00 correlacion moderada.
Edad 0,125 0,018 -0,004 0.1a0.30 Correlacién débil.
Vitamina D -0,049 0,016 -0,093 0.03a-0.09 Correlacién nula.
IgE total (KU/I) 172* 0,09 0,004 -0.130.30 Correlacidn débil.
-0.31a0.60 Correlacion moderada.
gk Dp (KU/l) A 220 0,048 - -0.61al Correlacion fuerte.
IgE Bt (KU/I) 172* ,281** 0,062
Proteinas (mg/dL) ,352%* 0,099 0,009
Correlacion del grupo de control.
Edad 0,072 -0,138 -0,022
Vitamina D 0,046 0,234 0,164
IgE total (KU/I) ,354%* 0,004 -0,06
IgE Dp (KU/I) 0,138 0,146 -0,149
IgE Bt (KU/I) ,279% 0,21 0,139
Proteinas (mg/dL) 0,236 ,279* -,279*
Correlacion del grupo de Rinitis alergica.
Edad 0,109 0,044 -0,03
Vitamina D -0,02 -0,021 -0,139
IgE total (KU/I) 0,063 0,035 -0,009
IgE Dp (KU/I) 0,024 0,151 0,015
IgE Bt (KU/I) 0,047 ,238* -0,013
Proteinas (mg/dL) ,302%* -0,034 0,065
Correlacion del grupo de Rinitis alergica leve.
Edad 0,047 0,097 ,236*
Vitamina D 0,021 0,102 -0,244
IgE total (KU/I) 0,023 0,011 -0,071
IgE Dp (KU/I) 0,033 0,235 -0,156
IgE Bt (KU/I) 0,023 0,234 -0,02
Proteinas (mg/dL 0,134 0,131 0,127
Correlacién del grupo de RA moderada/severa.
Edad 0,18 0,003 -,263*
Vitamina D -0,029 -0,124 -0,006
IgE total (KU/I) 0,192 0,045 0,037
IgE Dp (KU/I) 0,033 0,148 0,159
IgE Bt (KU/I) 0,13 ,244* -0,007
Proteinas (mg/dL 1531~ 0,047 0,053
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11.8. Los AGEs medidos por espectrofluorometria no se

correlacionaron con los AGEs medidos por ELISA.

Se hizo un analisis de correlacién de Spearman entre los titulos de AGEs medidos
por espectrofluorometria frente a los medidos por ensayo de ELISA, a pesar de que,
se encontro correlacion positiva esta fue muy débil y no hubo significancia

estadistica (Ver figura 14).
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Figura 14. Grafica de correlacion de Spearman (rho) entre AGEs
medidos por espectrofluorometria frente a AGEs medidos por
ELISA.
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11.9. Andlisis de regresion lineal.

Los AGEs medidos por espectrofluorometria mostraron asociacion con los AGEs
medidos por ELISA, pero no fue significativa después de la correccion por edad y
género y tampoco con la presencia de RA, los AGEs medidos por ELISA mostraron
asociacion con la IgE anti-AGEs, pero no se encontrd asociacion cuando se corrigié

por edad y género ni con la presencia de RA.

Tabla 4. Anélisis de regresion lineal entre los AGEs e IgE anti-AGEs.

B=0.220, P=0.014

B=0.210, P=0.2

Variable Variable predicha | Variable predicha | Asociacion con
predictora. Beta, P valor crudo. | Beta, P valor|la enfermedad
corregido por edad | después de
y género. corregir por edad
y género.
AGEs (AU/g AGEs (ng/ml). AGEs (ng/ml). f=0.118, P=0.61
prot). =0.340, P=0.031 | B=0.310, P=0.2
IgE anti-AGEs. IgE anti-AGEs.
=0.140, P=0.3 =0.140, P=0.3
AGEs (ng/ml). AGEs (AU/g prot). | AGEs (AU/g prot). | f=0.113, P=0.7
f=0.340, P=0.031 | p=0.310, P=0.2
IgE anti-AGEs. IgE anti-AGEs.
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12. Discusion.

En las udltimas décadas los AGEs, que constituyen un grupo heterogéneo,
quimicamente diverso y complejo de compuestos formados de forma exégena o
endégena, han ganado el interés de la comunidad cientifica debido a la creciente
evidencia de su participacibon en muchos estados fisiopatoldgicos y
enfermedades. En este estudio se investigaron las relaciones de la RA con los
niveles de AGEs medidos por dos métodos distintos (ELISA vy
espectrofluorometria) y de anticuerpos de tipo IgE anti-AGEs en muestras de
suero de pacientes de una poblacién tropical del caribe norte colombiano, los
cuales se encontraban clasificados en controles y pacientes con RA (que a su

vez se encontraban distribuidos segun su severidad).

En este trabajo se analizo si los titulos de AGEs medidos por ambos métodos
mostraban diferencias significativas entre estos grupos de pacientes y ademas
se evaluo si esto se asociaba con la severidad de la enfermedad. Los resultados
mostraron que los niveles de AGEs medidos por ambos métodos eran mayores
en la poblacién con RA frente a los controles, sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas al evaluar segun la severidad de la presentacion clinica,
por lo que se infiere de estos resultados que los AGEs tal vez no se asocien con
la severidad de la RA y por lo tanto este trabajo no logra rechazar la hipétesis
nula de que los AGEs se asocian con la severidad de la RA, sin embargo, el
hallazgo aqui encontrado de que los pacientes con RA tengan mayores titulos
de estos aductos quimicos son muestra de un mayor estado inflamatorio crénico
y de mayor estrés oxidativo que pueda estar participando en los episodios y
recurrencias de la RA(84), por lo que se infiere que los pacientes con RA se
puedan beneficiar de modificaciones del estilo de vida y dietarias que permitan
tener un menor nivel de AGEs. Dado que la complejidad de su participacion va
mucho més alla de los simples estudios de sus titulaciones, la investigacion

adicional deberia tener como objetivo ampliar el conocimiento sobre la formacién
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de AGEs, los receptores y la competencia con sus ligandos.

Con respecto a las mediciones de IgE especificas contra AGEs, se encontré que
la poblacién con RA tenia mayor concentracién de este marcador en suero, sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas al evaluar segun su
severidad, por lo que se supone que se esta generando una respuesta de tipo
IgE contra AGEs la cual puede estar sumando al desbalance del proceso alérgico

y pueda estar predisponiendo a la aparicion de RA.

Uno de los objetivos de este proyecto era evaluar si los AGEs medidos por
espectrofluorometria y por ELISA se correlacionaban entre si, ya que ambos
métodos miden AGEs distintos, con el método basado en espectrofluorometria
(Aex= 370 nm, A em = 440 nm) se miden AGEs como pentosidina (85)y por el
meétodo de ELISA (Kit utilizado MyBioSource MBS674096) se miden AGEs no
fluorescentes, como carboximetil-lisina y carboxietil-lisina. ElI analisis de
correlacion de Spearman entre las mediciones obtenidas por ambos métodos
mostro que estos titulos no tenian una correlacion ni fuerte ni significativa, lo que
indica que las tasas de produccion de los distintos tipos de AGEs (fluorescentes
y no fluorescentes) son diferentes, ademas el método basado es
espectrofluorometria mostro resultados mas relevantes, por lo que para estudios

futuros se sugiere como una opcion favorable y econémica a seguir.

El andlisis de correlacion realizado nos muestra que la IgE anti-AGEs conserva
la tendencia de la IgE de disminuir con la edad, ademéas la correlacién
encontrada entre los niveles de IgE contra B. tropicales y D. pteronyssinus frente
a los niveles de AGEs es un hallazgo prometedor de que tal vez los alergenos
de estos 4caros puedan tener ajustes de su inmunogenicidad y alergenicidad al

estar modificados con AGEs.

La amplia heterogeneidad de los AGEs y los escasos estudios aun no permiten
establecer los procesos exactos existentes entre los AGEs y la RA. Estudios

recientes han demostrado el papel de estos sobre la inflamacién pulmonar

55




(86)por lo que el estudio de estos marcadores en personas con asma sera clave
en investigaciones futuras. Otro campo de investigacién son las formas de
prevenir los niveles elevados de AGEs, la reduccion de la ingesta excesiva de
AGEs al evitar ciertos alimentos procesados (hervir o cocinar al vapor en lugar
de asarlos a la parrilla o freirlos), evitar una dieta alta en azGcar o aumentar el
consumo de fitoquimicos naturales y compuestos fendlicos son las principales
ideas para la inhibicion de la accion adversa de los AGEs. No es sorprendente
que estas estrategias estén de acuerdo con las pautas para una dieta moderna
y saludable y potencialmente se podrian refinar mas explicitamente al establecer
el papel del consumo excesivo de AGEs para la salud humana y las
enfermedades alérgicas. A la luz de la creciente evidencia del enredo de AGEs
en muchos procesos celulares, este complejo tema sin duda seguira siendo
intrigante para el instituto de investigaciones inmunologicas y la comunidad
cientifica y encontrandonos ubicados en un pais y en una regién con un
gastronomia tan diversa y autéctona los estudios como el de Uribarri
(78)deberian de ser replicados para evaluar los titulos de AGEs en nuestros
alimentos tipicos y asi enfocar una dieta mas sana dirigida a la poblacion

colombiana.
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13.

14.

Conclusiones.

Los pacientes con RA tienen mayores niveles de AGEs tanto
fluorescentes como no fluorescentes frente a los controles.

Los AGEs no se asociaron con la severidad de la RA.

Se produce una respuesta de tipo IgE contra AGESs, pero esta no
mostro diferencias significativas en los diferentes grupos evaluados.
Los AGEs medidos por espectrofluorometria no se correlacionaron

de manera fuerte ni significativa con los AGEs medidos por ELISA.

Perspectivas futuras.

Estudiar la relaciéon de los AGEs con otras enfermedades de tipo
alérgico como el asma.

Realizar ensayos de glicacion de alergenos para evaluar los efectos
sobre la alergenicidad de los mismos.

Evaluar la respuesta de activacion de basofilos frente a distintos tipos
de AGEs y alergenos glicados.

Evaluar en modelos animales las respuestas alérgicas y de perfil de
produccion de citocinas frente a AGEs aislados y a distintos alergenos

glicados.
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15.

Posibles sesgos del estudio.

Las muestras estudiadas llevaban 10 afios en congelamiento por lo
gue durante este tiempo pudo aumentar el nivel de AGEs en las
muestras.

Las proteinas se pudieron haber desnaturalizado durante este tiempo.
Estos factores pudieron haber afectado los resultados de este estudio
por lo que se requieren futuras evaluaciones con muestras frescas.
Las muestras usadas para el ensayo de ELISA para cuantificar AGEs

no fueron procesadas por duplicado.
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Anexo 1. AVAL ETICO DE LA E.S.E. HOSPITAL UNIVERSITARIO
DEL CARIBE.

ALY W O e

Cartagena de Indias, D. T. y C, Marzo 14 de 2011

Doctor

JAVIER MARRUGO CANO

Profesor

Instituto Investigaciones Inmunolégicas
Universidad de Cartagena

Ciudad

Cordial saludo

Por medio de la presente le informo que luego de evaluar el Proyecto de
Investigacién titulado “EVALUACION DE LAS CARACTERISITICAS
OPERATIVAS DE LAS PRUEBAS CUTANEAS, DE LA DETERMINACION DE
EOSINOFILOS EN EL MOCO NASAL Y DE LA IgE ESPECIFICIA EN EL
DIAGNOSTICO DE LA RINITIS ALERGICA POR EL ACARO Blomia
tropicalis”, éste fue aprobado por evaluadores del Comité de Etica de!
Hospital Universitario del Caribe, ya que en términos generales la investigacion
cumple con los requisitos establecidos para la realizacion de este tipo de
proyectos en el hospital.

Le solicitamos el favor de informar por escrito a esta Subgerencia Cientifica la
fecha de iniciacién de las actividades del proyecto, de igual manera, debe
presentar el informe parcial de los resultados obtenidos cuando se haya
cumplido aproximadamente el 50 % del proyecto y un informe final después de
culminar el mismo.

Es una obligacién para los investigadores del proyecto que al momento de
presentar sus resultados como ponencia oral o escrita en los diferentes eventos
académicos de caracter local, regional, nacional e internacional 6 al momento
de hacer publicaciones en revistas indexadas se solicite el respectivo visto
bueno del Hospital Universitario del Caribe, y de ser avalados por este, se le
den los créditos en los agradecimientos y en el item correspondiente a las
instituciones ejecutoras del proyecto.

Atentamente,

/Ph.D

y Proyeccion Social
Hospital Universitario del Caribe

Prof. FREDYC DIAZ CASTILLO, Q,F; M.Sc; Ph.D.

Subgerente Cientifico de Investigacién y Proyeccidn Social,

Hospital Universitario del Caribe.

cc ARCHIVO SC#S
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Anexo 2. AVAL ETICO DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL.

e
usivERsea n NACTONAL pe covonms

ST O
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA

ACTA DE APROBACION
CE-116
ACTA DE APROBACION: No. 13
Fecha: 11 de agosto de 2011

Nombre completo del proyecto: “EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS OPERATIVAS DE LAS PRUEBAS
CUTANEAS DE LA DETERMINACION DE EOSINOFOLOS EN EL MOCO NASAL ¥ DE LA IGE ESPECIFICA EN EL
DIAGNOSTICO DE LA RINITIS ALERGICA POR EL ACARO BIOMIA TROPICALIS”,

Versién ndmero: 01 revisada:

Sometido por: Lur del Carmen Herndnder Bonfante,

Departamenta: Maestria en Epidemiologia Clinica

| Fecha en gque fue sometido a consideracidn del comité: 02 08 de 2011

£l COMITE DF FTICA DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE MEDICINA. Se constituyd mediante |a Resolucion
152, (Acta No. 43 del 5 de diciembre de 1996 actualizade mediante resolucion 008 (acta 03 de 27 de enero de
2011), de Consejo de Facultad el Comite de Etica de investigacion, el cual esta regido por la Resolucion DO8430
del 4 de octubre do 1993 del Ministerio de Salud de Colombia que establecio las normas dentificas, técnicas y
administrativas para la investigacidn en salud; los principios de la Asamblea Medica Mundial expuestos en su
Declaracién de Helsinki de 1964, dltima revision del afio 2000; y el codigo de regulaciones federales, titulo 45,
parte 46, para la proteccion de los sujetos humanos, del departamento de salud vy serviclos humanos de los
institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos [lunio 18 de 1991),

El Comité de Etica de |a facultad de Medicina certifica que:

1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente proyecto:
a.{x ) Resumen del proyecto

b.(x ) Protocolo de investigacion

t. (x } Farmato de consentimiento informado

d.( ) Formato de recoleccidn de datos

e.[ ) Folleto del investigador (si aplica)

f. [ ) Resultados de evaluacion por otros comités (sl aplica)

cilenciay tecnologiaparaelpals

Carrers 20 No. 45 03 FACULTAD DE MEDICINA, Edificio 471
Tedtone: Conmutadaor 57 (1) 3185000 Ext 15187
Bagots, Colombsin, Sur Aménce
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Yo o)
s
UNIVERSIDAD NACIONAL 5% cotiomtsia

SEDENCOTA
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA

2. El presente proyecto fue evaluado y aprobado por los siguientes miembros del Comité:

Oscar Garcia Departamento de Ciencias Fisiologicas

Manuel José Jiménez Miembro Externo de La Comunidad Cientifica

Tania Castafieda Asesora Juridica

Carlos Guerrera Ciencias Fisiologicas

Clara Arteaga Departamento de Obstetricia Y Ginecologia (Vacaciones)
6. El Comité considerd que el presente estudio:

a.

b.

. Es vilido desde el punto vista ético. La investigacion involucra un riesgo igual at promedio para los sujetos

que participan en ella. La investigacion se ajusta a los estandares de la buena prictica dinica.

. El Comité considera que las medidas que estdn siendo tomadas para proteger a los sujetos humanas son

adecuadas.

. El Comité informard inmediatamente a las directivas institucionales:

. Todo desacato de los investigadores a las solicitudes del Comité.
. Cualquier suspension o terminacion de [a aprobacion por parte de! Comité,

El Comité informard inmediatamente a las directivas, toda informacién que reciba acerca de:

Lesiones o dafios a sujetos humanos con motivo de su participacion en la investigacion Problemas
imprevistos que involucren riesgos para los sujetos u otras persanas.
Cualquier cambio o modificacion a este proyecto que haya sida revisado y aprobada por este comité

6. Cuando el proyecto sea aprobado, serd por un periodo de un (1) afio a partir de la fecha de aprobacién.

7. El Investigador principal debera:

Informar de cualquier cambia que se proponga introducir en el proyecto. Estos cambios no podran ejecutarse
sin la aprobacion previa del COMITE DE ETICA DE LA FACULTAD DF MEDICINA, excepto cuando sean
necesarios para minimizar o suprimir un peligro inminente o un riesgo grave para los sujetos que participan
en la investigacidn,

. Avisar de cualquier situacion imprevista que se considere implica algun signo de riesgo para los sujetos o la

comunidad o el medio en el cual se lleva a cabo el estudio.

. Informar de cualquier evento adverso serio de algun paciente, comunicando la situacion al secretario y al

presidente del Camité de Ftica, de acuerdo con la normatividad que el INVIMA a generado a este respecto.

. Poner en conocimiento del comité toda informacidn nueva importante respecta al estudio, que pueda

afectar la relacion riesgo/beneficio de los sujetos partiapantes,

. Comunicar cualquier decision tomada por otros comités con respecto a la investigacion que se lleva a cabo.

Informar de la terminacion prematura o suspension del proyecto explicando las causas o razones.
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E. Presentar a este comité un informe cvando hoya transcurrido un afio, contado a partir de la aprobacién del
proyecto. Los proyectos con duracidn mayor a un afo, serdn reevaluados a partir del informe de avance
entregade.

h. Todos los proyectos deben entregar al finaklizar un informe final de cierre del estudio, este cierre puede ser el
informe final en formato completo o en formato de resumen de cerre de estudio, firmade por el
investigador responsable del estudio.

8. Dbservaciones:

El comité considera que el proyecto de investigacidn no presenta dilemas eticos por lo tanto emite Concepto
Aprobatorio.

Dvva A}

Mombre: OSCAR A. GARCIA VEGA
Titulo: Md; MSc, PhD
Cargo: Presidente COMITE DE ETICA
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Anexo 3. CONSENTIMIENTO INFORMADO.

“EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS OPERATIVAS DE LAS
PRUEBAS CUTANEAS, DE LA DETERMINACION DE EOSINOFILOS EN
EL MOCO NASAL Y DE LA IgE ESPECIFICA EN EL DIAGNOSTICO DE
LA RINITIS ALERGICA POR EL ACARO Blomia tropicalis”

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO:

Introduccién

Las enfermedades alérgicas desencadenadas por los &caros constituyen un
problema de salud mundial. En Cartagena, al igual que en muchas ciudades del
trépico el Acaro Blomia tropicalis se encontrd como el principal agente etiolgico
de la rinitis alérgica (RA) y el Asma La RA, el asma y la dermalitis atdpica
constituyen las principales enfermedades alérgicas mediadas por IgE vy se
diagnostican con frecuencia en las consultas médicas de atencion primaria (ARIA
2008). Lo cual supone un reto mayor a los facultativos de atencién primaria, ya
que son estos quienes atienden en primera instancia a los pacientes, establecen
el diagnostico, inician el tratamiento y hacen el seguimiento de la mayoria de los
pacientes. En algunos paises son los médicos de atencidn primaria quienes
hacen las pruebas diagnosticas. Por lo anterior se hace necesario contar con la
informacién apropiada gque permita establecer cudl o cudles son las pruebas de
mayor sensibilidad y especificidad similares al patrén de oroy que sean pruebas
de facil manejo por parte del médico de atencién primaria.

Procedimientos
Usted es elegible para participar en este estudio, porque asiste como paciente o
acompafiante al servicio de Otorrinolaringologia del Hospital Universitario del

Caribe y tiene caracteristicas que hacen mas probable que pueda presentar
Rinitis Alérgica o cumple con las caracteristicas como individuo contral.
Queremos solicitarle comedidamente nos autorice a realizar las siguientes
pruebas, que serdn llevadas a cabo por personas debidamente entrenadas para
este fin.

1. Realizacién de una Historia Clinica enfocada a detectar antecedentes

asociados a la RA. Se realizara por los docentes o residentes de
Otorrinolaringologia.

2. Se realizard la prueba de reto nasal, por parte de los docentes o residentes de
Otorrinolaringologia distinto al que realice la historia clinica,

3. Al mismo tiempo se le tomard muestra de la secrecidn de cada fosa nasal
para la prueba Determinacion de eosindfilos en moco nasal y seran leidos por la
Bacteridloga

4. Se le tomara los datos para la historia cinica de alergologia y se le realizaran
las Pruebas cutaneas. Esta parte la realizara el Inmundlogo.

5. También se les tomara a todos los participantes muestra de sangre entre 7 a
10 mL para la determinacion de IgE especifica para Blomia tropicalis. Estas
pruebas seran realizadas por el profesional Universitario.

€. Finalmente el médico Inmundlogo le dara al final del estudio a cada una de
las personas evaluadas una nota por escrito sobre las recomendaciones vy
tratamiento necesario segun el caso.

Es pertinente recalcar que todos estos pasos serdn realizados de manera
independiante entre log evaluadores y estos no lee informaran bajo ninguna
circunstancia a los participantes el resultado de la evaluacion. Y todos los
resultados seran entregados en sobres opacos sellados al investigador principal
para su analisis

Riesgos y Beneficios

Si usted decide participar, deberd tener presente la siguiente informacién y
aceptar los siguientes puntos:

a)  Manifiesto gue he sido informado claramente sobre los riesgos que se
pueden presantar, durante la realizacién de la prueba de Reto Nasal y
por prurito,
que se puede presentar en un

Pruebas G siendo estos: R locales, carac

ronchas hasta i como la

0.008 3. y que el Médico res ble me ha if do que esta prep: ya

gque cuenta con todos los elementos disponibles para manejar cualquier tipo de
complicacian

b} La evaluacién para la realizacién de la historia clinica no tiene ningdn tipo de
riesgo.

c) La Determinacidn de Eosindfilos en moco nasal hace parie de los exdamenes
que normalmente realiza el otorrino en la consulta.

d} Autorizo al investigador a tomar muestras de sangre en un volumen entre 7 a

10 ml con el fin de gue se algunos de i

e)  El pincipal benefido que Usted obtendiia de esta evaluacién es la posbiidad de
detectade o diagnosticar su enfermedad, en caso de ser paciente y en caso de ser confrol
Aramse abtand i logia y alergologia.

un examen por

Derechos
Si usted decide participar, tiena los siguientes derachos:

a) Los registros gue lo puedan identificar serdn mantenides confidencialmente
de acuerdo con las leyes colombianas y a las Buenas Practicas Clinicas en
investigacidn.

b} Su participacion en esfa i es compl ia y puede

refirarse en cualguier momento.

C|

Cualquier pregunta o duda por favor comuniquese con la Dra Luz Hernandez
al Teléfono 3145591212 & 3174419306 y'o con el Dr Javier Marrugo al
Teléfono 3165222770,

Con su firma Usted certifica que ha leido o alguien le ha leido el presente formato
de consentimiento informado; gue le han sido resueltas todas sus preguntas

¥ que acepta vol iamente participar en el estudio.

Firma Investigador principal Firma Médico responsable

Lugar y fecha
Nombre Firma
MNombre del testigo | Firma
Nombre del testigo 1l Firma
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