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RESUMEN

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la alergia alimentaria es el
cuarto problema de salud publica mas critico, donde aproximadamente un 10% de
la poblacién a nivel mundial sufre de este tipo de alergias. Entre estos, se destacan
la alergia a los mariscos, cuyo incremento en el consumo se ha relacionado con
un aumento en la prevalencia de reacciones alérgicas; afectando no solo a los
consumidores sino también a las personas encargadas de su procesamiento. En
Colombia se cultiva y consume una alta cantidad de mariscos, siendo la especie
de camardn Litopenaeus vannamei la mas consumida. De esta Ultima, se han
caracterizado varios alergenos entre los que se destaca la tropomiosina (Lit v 1),
proteina considerada como alergeno mayor presente en los crustaceos e
involucrada en reactividad cruzada con otros invertebrados. En Colombia no
existen datos sobre el perfil de sensibilizacion a Lit v 1 en pacientes alérgicos al

camaron.

El objetivo principal en este estudio consistio en expresar, purificar y determinar la
frecuencia de reactividad IgE hacia Lit v 1 en pacientes alérgicos al camarén (L.

vannamei) en Cartagena, Colombia.

A partir de colonias transformadas con el vector de expresion pET-45b(+),
conteniendo la secuencia codificadora del alergeno Lit v 1, se indujo la expresion
en cepas de E. coli BL21 (DE3) con IPTG. Lit v 1 se purificé en condiciones
desnaturalizantes mediante cromatografia de afinidad, obteniéndose una sola
banda con un alto grado de pureza y peso molecular de aproximadamente 37 kDa
correspondiente al peso molecular de la tropomiosina. La concentracion de dicha
proteina se cuantific6 mediante el método Bradford. El perfil de sensibilizacion
hacia Lit v 1 se determiné a través de la técnica ELISA-indirecto, utilizando 36
sueros de pacientes alérgicos al camaron y 31 sueros de personas no alérgicos
como control, todos de la ciudad de Cartagena, obteniéndose una frecuencia de

reactividad del 55.55% a Lit v 1 en pacientes alérgicos a camaron.



Resultados que podrian sugerir a Lit v 1 como un alergeno necesario para el

diagnéstico y desarrollo de inmunoterapia contra la alergia al camaron.

Palabras claves: Alergia alimentaria, alergia al camarén, L. vannamei, Lit v 1,

reactividad IgE.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades alérgicas son un problema de salud publica, que afecta los
hébitos de vida y desarrollo psico-social de las personas predispuestas, ademas
es considerada una de las inmunopatologias mas prevalentes en el mundo
(Smaldininet al., 2016). Dentro de los principales factores de riesgo para el
desarrollo de las alergias esta la exposicién a alergenos presentes en diversas
fuentes, como los acaros, alimentos, pelos de mascotas, entre otros. Las alergias
se caracterizan por una respuesta inflamatoria mediada por la produccion de
anticuerpos de tipo IgE en individuos genéticamente susceptibles,
desencadenando una respuesta inflamatoria con la participacion de linfocitos
Th2, células inflamatorias (basofilos, mastocitos y eosinoéfilos) y sus mediadores
inflamatorios, leucotrienos, histaminas (Smaldini et al., 2016); produciendo
reacciones que comprometen el sistema respiratorio, digestivo, cardiovascular o
la piel (De La Cruz et al., 2018).

Existen una serie de alimentos que estan involucrados en la produccion del 90%
de estas reacciones alérgicas, tales como la leche, huevo, mani, trigo, frutos
secos, soja, pescados y mariscos; a este grupo de alimento se les denomina los
“Grandes 8” (Smaldini et al., 2016). Entre estos se destacan los mariscos, cuyo
aumento en el consumo se ha relacionado con un incremento en la prevalencia
de las alergias al camaron, afectando no solo a los consumidores sino también
a las personas encargadas de su procesamiento, constituyendo un riesgo de
salud ocupacional (Lopata et al., 2010; Munera et al. 2013; Matsuo et al., 2015).
Los mariscos son animales invertebrados comestibles que se clasifican en varios
grupos, entre ellos los crustaceos, en este Ultimo se incluyen los camarones, los
cuales estan involucrados en la produccion de gran parte de estas reacciones
alérgicas (Lee et al., 2018) y en las personas predispuestas estan implicados en
el desarrollo de graves manifestaciones, tales como, urticaria, angioedema,
laringoespasmo, asma, anafilaxia, etc. (Matsuo et al., 2015). Por lo anterior es

necesario encaminar esfuerzos en el desarrollo de nuevas alternativas



profilacticas y terapéuticas que sean seguras para contrarrestar dicha

problematica.

Hoy en dia la gran mayoria de los métodos diagnésticos basados en la deteccion
de anticuerpos IgE implican el uso de extractos proteicos completos de alimentos,
con lo cual es posible identificar la fuente alergénica a la que el paciente se
encuentra sensibilizado; sin embargo, no permite la deteccién del alergeno
directamente implicado en la produccién de las reacciones alérgicas, haciendo
de este un método poco eficiente e inseguro. Ante esta situacion se ha
implementado el uso de alergenos naturales o recombinantes purificados, con lo
cual es posible identificar los alergenos responsables de las reacciones de
hipersensibilidad (diagnostico por componentes), de esta manera, podran ser
seleccionados candidatos para la realizacion de inmunoterapias alergeno
especificas (Lopata et al., 2018; Li et al.,, 2018), la cual consiste en la
administracion seriada y controlada, de pequefnas cantidades del alergeno al
paciente, lo cual crea tolerancia inmunoldgica y disminuye las manifestaciones

clinicas y por consiguiente mejora su calidad de vida (Faber et al., 2017).

Conocer las caracteristicas y el perfil de sensibilizacion a los alergenos del
camaron, es de gran importancia, pues de esta manera se puede identificar el
papel que juegan algunas proteinas presentes en los extractos totales sobre la
produccion de las reacciones alérgicas (Munera et al., 2013; Margaret, Jinap, &
Faizal, 2015); sin embargo, no todas las proteinas implicadas en estas
reacciones se han identificado o caracterizado, tarea clave para el diagnostico y
tratamiento de las alergias (Ayuso et al., 2010; Lopata et al., 2018; Lee et al.,
2018).

Entre las especies de camardn relacionadas con la produccion de alergias
alimentarias se encuentra la L. vannamei, de este se han identificado hasta el
momento, cuatro alergenos especificos, entre los que se encuentra la
tropomiosina (Lit v 1), la arginina quinasa (Lit v 2), la cadena ligera de miosina
(Lit v 3) y la proteina de fijacion de calcio sarcoplasmica (Lit v 4)

(http://wwwe.allergen.org/). Entre los cuales la tropomiosina es considerado el



principal alergeno de los mariscos, implicada en la produccion del 80% de las

reacciones alérgicas al camaron (Lee et al., 2018).

En Colombiay en especial en la Region Caribe, se cultiva y consume el camaron,
de este la especie de mayor éxito es la L. vannamei debido a su rapido
crecimiento y alto porcentaje de supervivencia. A pesar de su alto consumo hay
pocos estudios destinados a evaluar la capacidad alergénica de esta y otras
especies de camarén (Munera et al., 2013). Tras un estudio realizado en la ciudad
de Cartagena por Marrugo y colaboradores, a 461 personas por medio de
encuestas, se determiné que el 14.9% de las personas afirmaban ser alérgicos a
algun alimento, entre ellos a los mariscos en un 26.6%. Sin embargo, es un
estudio de autopercepcion realizado hace varios afios y en el que no fueron
evaluados marcadores clinicos ni moleculares rigurosos (Marrugo et al., 2008);

por lo que se hace necesario indagar en detalle sobre dicha problematica.

En el instituto de investigaciones inmunoldgicas de la Universidad de Cartagena,
se estan realizando estudios enfocados en determinar la composicion alergénica
de la especie de camaron L. vannamei y su papel en las alergias al camarén
(Puerta et al., 2012; Munera et al., 2013; Munera et al., 2019). Con el fin de
continuar con dicha investigacion, en este trabajo se describen los resultados
obtenidos tras la expresidon, purificacion y cuantificacion del alergeno
recombinante Lit v 1 de la especie de camaron L. vannamei en Escherichia coli
BL21 (DE3), al igual que la determinacion de la reactividad a IgE especifica a
dicho alergeno, mediante la técnica ELISA en 36 sueros de pacientes alérgicos
al camaron y 31 sueros de pacientes no alérgicos. Se seleccioné la poblacién
cartagenera, debido a que son grandes consumidores de este alimento en

especial de esta especie de camaron (Munera et al., 2013).



2.  MARCO TEORICO

2.1 Alergia alimentaria

Se denomina alergia alimentaria, a aquella reaccién de hipersensibilidad
producida, luego de la ingesta, contacto o inhalacién de un alimento o aditivo
alimenticio, que a través de mecanismos inmunolégicos puede desencadenar
una serie de manifestaciones que ponen en riesgo la salud del paciente;
comprometiendo al sistema respiratorio, digestivo, cardiovascular o la piel. Tales
manifestaciones pueden ser moderadas (erupcion, urticaria, lagrimeo,
enrojecimiento ocular irritacion labial y ocular, nauseas, vomitos, diarrea, etc.) o
severas (dificultad para respirar, hipotensién, choque anafilactico, etc.) y su
gravedad va a depender de multiples factores como lo es la edad, nivel de
exposicion (cantidad consumida), si el alimento es consumido crudo o cocido,
entre otros (Urrego & Hernandez, 2009; Burks et al., 2012; Smaldini et al., 2016;
De La Cruz et al., 2018).

Los alergenos presentes en los alimentos son los responsables de la produccién
de esta patologia, de los cuales algunos se caracterizan por ser resistentes a la
digestion y altas temperaturas, produciendo sensibilizacion a traves del tracto
gastrointestinal; mientras que otros, por ejemplo, algunos alergenos presentes en
frutas y verduras no poseen estabilidad ante estas condiciones y estan
relacionados con la produccién del sindrome de alergia oral (Boyce et al., 2010;
De La Cruz et al., 2018).

La reaccidn alérgica a los alimentos comienza tras la exposicion del paciente al
alergeno a través de la via oral o mucosa; en esta fase, denominada
sensibilizacién el alergeno es reconocido y expresado por las células dendriticas
a las células T CD4 + ThO, generandose una respuesta tipo Th2, que conduce a
la liberacién de las citoquinas IL-4, IL-5, IL-13, que al actuar sobre los linfocitos B
conllevan a la produccion y liberacién de anticuerpos IgE, que se unen a los
receptores de alta afinidad (FceRI) presentes en los mastocitos (en tejidos),

baséfilos (en circulacion) y eosinofilos (en tejidos y circulacion); luego, tras



repetidas exposiciones al alergeno, se genera una segunda fase llamada
efectora, en la cual los alergenos se une a los anticuerpo IgE presentes en los
mastocitos, basofilos y eosindfilos, conllevando a su desgranulacion y posterior
liberacion al espacio extracelular de factores pro-inflamatorios tales como
histaminas, proteasas, proteoglicanos, citoquinas, etc. que finalmente son
responsables de las manifestaciones clinicas caracteristicas de la alergia (Figura
1) (Urrego & Hernandez, 2009; Matsuo et al., 2015; De La Cruz et al., 2018).
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Figura 1. Fases en una reaccion alérgica, a) fase de sensibilizacién y b) fase efectora.
Tomado de (Smaldini et al., 2016).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la alergia alimentaria es el
cuarto problema de salud publica mas critico; aproximadamente un 10% de la
poblacién a nivel mundial sufre de este tipo de alergias, afectando al 1-3% de los
adultos y al 4-7% de los nifios. Alimentos tales como los crustaceos, nueces de
arbol, leche, huevo, mani, soja, trigo y pescado estan implicados en la produccién
del 90% de estas reacciones alérgicas (Lee et al., 2018; De La Cruz et al., 2018).
Entre los cuales la alergia al pescado, crustaceos y mariscos tienden a persistir

en el paciente durante toda la vida (De La Cruz et al., 2018).



La prevalencia de la alergia a los alimentos, puede variar segun distintos factores
tales como, estilos de vida, edad, ubicacion geografica, etnia, raza, entre otros.
Por lo cual, los estilos de vida que han adoptado en los nifios en los Ultimos afios,
tales, como la disminucion en la exposicion a enfermedades 0 a microorganismo,
menos contacto con la naturaleza, habitos de vida mas intra-domiciliarios, son
algunos factores que podrian explicar la alta incidencia de alergia en los menores,
provocando un impedimento del desarrollo de una respuesta inmunoreguladora
y por consiguiente el sistema inmune de estos individuos se vuelve mas
susceptible a la produccion de reacciones alérgicas (Smaldini et al., 2016; De La
Cruz et al., 2018; Sicherer & Sampson, 2018).

La prevalencia de alergia alimentaria varia segun la ubicacion geogréfica del
individuo, factor que esta influenciado por las diferencias en la dieta en cada
cultura (De La Cruz et al., 2018). En los Estados Unidos la prevalecia de alergia
en pacientes pediatricos es de un 8% y en Europa es de un 6.9%; mientras que
en Japon es de un 5-10% en los bebes de 0 a 6 afios, de 1.5-3% en los nifios de
edad escolar (> 6 afios). Se ha identificado que en Japdn los alimentos que estan
mas comunmente relacionados con la produccion de alergias son huevo de
gallina, leche de vaca, trigo, mariscos, fruta, trigo sarraceno, pescado, mani y
huevas de pescado, organizados de mayor a menor implicacion; mientras que,
en los Estados Unidos, la situacion fue diferente, obteniéndose que el mani era
guien estaba mas relacionado con la produccion de alergias, seguido de la leche
de vaca, mariscos, nuez de arbol, huevo de gallina, pescado de aleta, fresa vy
trigo (Matsuo et al., 2015).

Colombia no se queda atras en relacion a este tema, en un estudio realizado en
la ciudad de Cartagena por Marrugo y colaboradores, a 461 personas por medio
de encuestas, se determin6 que el 14.9% de las personas afirmaban ser alérgicos
a algun alimento, entre los cuales las frutas, verduras, mariscos y carnes fueron
los alimentos mas influentes en las reacciones alérgicas, donde la sintomatologia
mas frecuente fueron las reacciones cutaneas (61.4%), gastrointestinales
(29.1%) y respiratorias (8.6%) (Marrugo et al., 2008).



Actualmente la Unica manera de evitar de forma efectiva la alergia a los alimentos
es la total evitacion del alergeno, por lo cual se ha hecho necesaria la descripcion
de componentes alergénicos presentes en los alimentos (Boyce et al., 2011;
Smaldini et al., 2016; De La Cruz et al., 2018). Pero evitar el consumo de estos
alimentos no es tarea facil, ya que en promedio el 50% de los pacientes sufren
reacciones alérgicas de forma accidental cada 3-5 afios al ingerir un alimento;
esta situacién se suele presentar por la contaminacion del alimento con el
alergeno, desconocimiento de la presencia del alergeno en el alimento,
etiquetado de los productos poco claro, reactividad cruzada con otros alergenos,
etc. (Smaldini et al., 2016).

2.2 El papel del camardn en la alergia alimentaria

La comercializacion y consumo de mariscos ha aumentado a lo largo del tiempo,
al igual que las reacciones alérgicas tras su ingesta, contacto o inhalacion,
presentandose una serie de manifestaciones que ponen en peligro la salud y vida
de las personas predispuestas (Lopata et al., 2010). Tales manifestaciones
pueden ser leves como por ejemplo el sindrome oral de alergia, o graves como
la anafilaxia. Entre estos alimentos, los camarones se posicionan como uno de
los principales involucrados en la produccion de estas reacciones alérgicas,
debido a su alto nivel de consumo (Gamez et al., 2011). Los camarones
pertenecen al filo Arthropoda, al subfilo Pancrustaceay a la superclase Crustacea
y posee tres géneros representativos, como son Penaeus, Farfantepenaeus y
Litopenaeus (Woo & Bahna, 2011; Munera et al., 2013).

La prevalencia de alergias a los mariscos afecta aproximadamente entre el 0.5-
2.5% de la poblacién a nivel general y entre los mayores consumidores de este
alimento esta china, Japon, Estados Unidos y América Latina (Woo & Bahna,
2011). En Taiwan se identific6 que los mariscos tales como el camarén vy el
cangrejo son los alimentos mas involucrados en la produccion de alergias, lo que

ha resultado en el 50% de las visitas al departamento de emergencias por



alergias alimentarias y entre las manifestaciones mas comunes se encontro la
insuficiencia cardiaca, enfermedades vasculares periféricas, enfermedades

pulmonares cronicas, enfermedad reumatolégica y renales (Lee et al., 2018).

Se ha identificado que estas reacciones van a depender de la ubicacién
geogréfica y su grado de consumo. Por ejemplo, se reporté que la prevalencia de
estas enfermedades es mayor en los paises asiaticos (altos consumidores) que
en los occidentales; en un estudio realizado con nifios de Singapur se determiné
gue la prevalencia de alergia a mariscos fue mayor en los nativos que en los
nifios extranjeros; se observo que en los primeros la prevalencia fue 5.23%, y en
los ultimos de 0.96% (Woo & Bahna, 2011).

En América se han reportado estudios relacionados a la alergia a los mariscos.
En los Estados Unidos por medio de encuestas telefonicas con el fin de
determinar la prevalencia de alergia a los mariscos, se determino que afecta en
mayor medida a los nifilos y mujeres, en el cual el 38% del total de personas
encuestadas afirmé haber presentado reacciones alérgicas a los crustaceos
(Sicherer et al, 2004). En otro estudio realizado en el centro de salud materno
infantil Wichanzao en Perd, encaminado a determinar la influencia de la
introduccidon de productos marinos en la alimentacion sobre la produccion de
urticaria en los nifios, se identificé que un 53% de ellos la presentaban al iniciar
el consumo de mariscos entre los 6 y 9 meses de edad, mientras que el valor
disminuyo a 46% para aquellos que lo comenzaron a consumir después de los 9
meses (Requejo, 2014). En un estudio realizado a nifios canadienses con el fin
de determinar las caracteristicas clinicas de las reacciones alérgicas a los
mariscos se identificé que la mayoria se producian en los hogares, en una edad
promedio de 3.2 afios, donde el camardn se resalté como uno de los alimentos

mas relacionados en la produccion de estas alergias (83.3%) (Cook, 2014).

Las alergias producidas por los mariscos pueden persistir de por vida en el 90%
de las personas predispuestas (Lopata et al., 2018). Se ha determinado que en

Japon y los Estados Unidos los mariscos son uno de los alimentos mas influentes
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sobre la produccién de alergias en las personas con un 6% y 17.2%

respectivamente (Matsuo et al., 2015).

Entre las especies de camardén de mayor éxito en Colombia se encuentra la L.
vannamei y L. stylirostris, los cuales son comUnmente cultivadas vy
comercializadas en Tumaco (Narifio) y Cartagena (Bolivar), donde la especie
preferida es la L. vannamei, debido a su rapido crecimiento y alto porcentaje de
supervivencia y de este se han podido caracterizar distintos alergenos implicados
en la produccion de las reacciones alérgicas (Alvarez & Gutiérrez, 2007; Munera
et al.,, 2013, http://www.allergen.org/). A pesar de que en Colombia se tiene
conocimiento de las implicaciones que presenta en algunas personas el consumo
de estos alimentos, hay pocos estudios destinados a evaluar la capacidad
alergenica del camaron u otros alimentos. Entre ellos un estudio de
autopersepcion realizado Cartagena, Colombia, por Marrugo y colaboradores se
determind que el 14.9% de las personas afirmaban ser alérgicos a algun alimento,

entre ellos a los mariscos en un 26.6% (Marrugo et al., 2008).

La sensibilizacion a los alergenos de los mariscos también se considera una
enfermedad ocupacional, afectando a las personas encargadas de su
manipulacion y procesamiento; por ejemplo, en un estudio realizado en
trabajadores de industrias camaroneras se observaron casos de dermatitis y
asma ocupacional luego de la exposicion a los vapores durante la coccion, en un

29% y 36% de los operarios respectivamente (Jeebhay et al., 2001).

2.3 El papel del camardn Litopenaeus vannamei en la alergia alimentaria

La especie de camaron L. vannamei o también conocida como camarén blanco
del pacifico, pertenece al filo artropodo, subfilo pancrustacea, superclase
crustacea y genero Litopenaeus (Figura 2).Originaria de la costa oriente del
océano pacifico, desde Sonora, norte de México, hacia Centro y Sudamérica,
hasta Tumbes en Perd; su crecimiento se da en aguas con temperatura superior

a los 20°C y Colombia es uno de los principales paises productores de esta
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especie (Enciclopedia Cubana en la Red, 2015). En su etapa postlarva se
desplaza a las costas y en su adolescencia y preadultez migra a estuarios,
lagunas costeras y manglares, mientras que en la etapa adulta se reproduce en
el mar abierto (Departamento de Pesca y Acuicultura de la FAO, 2018).

Reino animal
|
FILO Artropodos
|
SUBFILOS | Pancrustacea | | Myridgpoda |
v | v
, - Chilopoda - ci ié
SUPERCLASEs CSrustdcea Hexapoda PoTClemPIEs
| Insecta - Diplopoda - milpiés
- Branchiopoda
Diplura - Pauropoda
- Remipedia | symphyla
L Cephalocarida - Pauropoda
L Maxillopoda - Symphyla ESPECIES
- Copepoda Cangrejo GENERO L. vannamei
Litopenaeus L. stylirostris
- Ostracoda Camar6n — P L. occidentalis

- Malacostraca— Langostas | Farfantepenaeus — F. californiensis

F. brevirostris

krill P. monodon

Penaeus P. aztecus
P. indicus

Figura 2. Filogenia de la especie de camarodn Litopenaeus vannamei.

En la especie L. vannamei se han caracterizado distintos alergenos, como lo es
la arginina quinasa (Lit v 2: 40 kDa), la cadena ligera de la miosina (Lit v 3: 20
kDa), la proteina de unién a calcio sarcoplasmico (Lit v 4: 20 kDa) y la
tropomiosina (Lit v 1: entre 34-38k Da. (Woo & Bahna, 2011; Lopata et al., 2018;
Lee et al., 2018; http://www.allergen.org/). Este ultimo, es el principal alergeno
presente en los crustaceos (Lopata et al., 2018), posee epitopes IgE lineales,
ubicados a lo largo de su estructura, lo cual le otorga una alta capacidad

alergénica (Munera et al., 2013).

La tropomiosina es una proteina que se encuentra en las células no musculares

y musculares, en estas Ultimas esta asociada a la actina y troponina e interviene
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en la contraccion muscular. Es un homodimero de estructura enrollada a-
helicoidal, con 284 amino&cidos, se caracteriza por ser resistente a la digestion y
a las altas temperaturas, aspecto atribuible a su estabilidad estructural,
conservando su capacidad alergénica aun después de ser sometida a estas
condiciones (Figura 3) (Margaret et al., 2015; Matsuo et al., 2015; Lee et al.,
2018; Li et al., 2018; Lopata et al., 2018; James et al., 2018). Esta proteina es un
panalérgeno y presenta reactividad cruzada con otras especies de camaron,
como por ejemplo el camarén marréon (Pen a 1) y el camarén tigre negro (Pen m
1) (Grishina et al., 2008).

Figura 3. Estructura tridimensional de la proteina recombinante Lit v 1, obtenida
mediante el modelado por homologia utilizando como template la estructura de la
tropomiosina Sus scrofa, cédigo PDB: 1C1G, con el software SWISS-MODEL.

Se han realizado estudios con diversas proteinas nativas y recombinantes
purificadas, implicadas en la produccion de reacciones alérgicas alimentarias
como es el caso de la tropomiosina (Woo & Bahna, 2011), esta proteina esta
implicado en el 80% de las reacciones adversas del camardn y otros mariscos
(Lee et al., 2018). Se identificé que entre el 72y el 98% de las pacientes alérgicos

al camaron mostraban union de la IgE a este alergeno (Lopata et al., 2018).

La tropomiosina se caracteriza por ser estable a las altas temperaturas (Liu et al.,
2010; Lee et al., 2018; James et al., 2018). En un estudio realizado en Taiwan,
con el fin de determinar la capacidad de union IgE a varias proteinas de la especie
de camaron L. vannamei entre ellas a la tropomiosina, se identific6 una mayor
reactividad a la tropomiosina del extracto de camarén crudo (100%), en
comparacion con el extracto de camardon cocido (86%); en el cual la tropomiosina
a diferencia de las otras proteinas estudiadas presenté una mayor estabilidad
térmica (Lee et al., 2018). En otro estudio tras expresar el alergeno recombinante
Lit v 1 en la bacteria E. coli y someter el producto de la expresion a ebullicion, se

identificd por medio de ensayos SDS-PAGE, una alta eliminacion de las otras
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proteinas bacterianas, mientras que la proteina recombinate continuaba estable,
planteando que la ebullicion es método adecuado para su purificacion (Li et al.,
2018).

Determinar la estabilidad de los alergenos en fluido géstrico simulado es un
método valioso para evaluar su grado alergenicidad. Tras un estudio realizado
con la tropomiosina y otras proteinas de la especie de camarén L. vannamei y
Penaeus monodon y el uso de fluido géastrico simulado se identific6 que la
tropomiosina era estable a este medio, mientras que las otras proteinas se

degradaban con facilidad (Liu et al., 2010).

En un estudio realizado con pacientes de Espafia y Nueva York entre ellos 34
nifios y 19 adultos alérgicos al camardn, con el fin de determinar la frecuencia de
union de IgE a diferentes proteinas de la especie de camaron L. vannamei, entre
ellos el alergeno Lit v 1 se determind en este Ultimo un porcentaje de unidbn mas
alto (81%), en comparacion con los otros alergenos, Lit v 3 (cadena ligera de
miosina) (57%), Lit v 2 (arginina quinasa) (51%), y por ultimo Lit v 4 (proteina de
union al calcio sarcoplasmatico) (45%); de igual manera se observo una
diferencia en el reconocimiento de estos alergenos, la cual fue mayor en los nifios
en comparacion con los adultos (Lit v 1: 94% para nifios y 61% para adultos), (Lit
v 3: 70% para nifios y 31% para adultos), (Lit v 2: 67% para nifios y 21% para
adultos) y (Lit v 4: 59% para nifios y 21% para adultos), llegando a concluir que
los nifios con alergia al camardn presentaban mayor cantidad de anticuerpos IgE

especificos a estas proteinas (Ayuso et al., 2010).

En Colombia, hay pocos estudios destinados a identificar la prevalencia de
alergia a los alimentos; entre ellos uno realizado en la ciudad de Cartagena en el
cual se identificé que el 14.9% de las personas afirmaban ser alérgicos a algun
alimento, entre ellos a los mariscos en un 26.6% (Marrugo et al., 2008); en el
Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas de la Universidad de Cartagena, se
estan realizando estudios destinados a determinar la composicion alergénica de
la especie de camaron L. vannamei y su papel en las alergias al camaron (Puerta
et al., 2012; Munera et al., 2013; Munera et al., 2019).
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2.4 Expresion de proteinas recombinantes del Camardn en Escherichia coli

La bacteria Escherichia coli es un microorganismo unicelular procarionte, muy
utiizado para fines investigativos, se caracteriza por presentar un rapido
crecimiento en medios con presencia de carbono, nitrégeno, fosforo y algunos
metales. Es utilizada para la expresion de proteinas recombinantes, técnica que
permite la obtencién de grandes cantidades de la proteina de interés, con
caracteristicas similares. Entre una de las cepas bacterianas mas utilizadas se
encuentra la BL21 (DE3), con la cual es posible alcanzar una alta densidad
Optica, su expresion de proteasas es baja, no es patogénicay expresala T7 RNA
polimerasa, esta Ultima es muy selectiva sobre la region promotora T7lac, lo que
garantizard una alta produccion de la proteina recombinante de interés
(Guevaraet al, 2013; Moreno, 2010).

Un aspecto a tener en cuenta en los procesos de obtencién de proteinas
recombinantes es el vector de expresion (plasmido) a utilizar, este ultimo esta
conformado por secuencias de ADN circular, que en las bacterias no alteran su
capacidad para sobrevivir. Entre ellos se encuentra el vector pET, que cuenta con
una region promotora T7Lac donde actla la enzima T7 RNA polimerasa
(Guevara et al., 2013; Moreno, 2010). Un ejemplo de este, es el vector pET-45b
(+), este plasmido cuenta con un gen que en las bacterias produce resistencia a
la ampicilina y en la expresion forma una cola de histidina que garantiza una
mejor purificacion de la proteina recombinante por medio de cromatografia de
afinidad (Figura 4) (Novagen cat. No. 71327-3). También es necesario contar con
inductor, como lo es, el Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), este se
encarga de bloquear al represor Lac, garantizando una mayor transcripcion y por

ende mayor produccion del recombinante (Guevara et al., 2013; Moreno, 2010).
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Figura 4. Vector Pet-45b (+) Novagen Cat. No. 71327-3.

2.5 Purificacion de proteinas por afinidad

El método de purificacion por afinidad consiste en la separacion de la proteina de
interés del resto de componentes presentes en el extracto aprovechando las
interacciones que presentan con la matriz de la fase estacionaria, quedando
atrapadas en la columna, mientras que el resto es eliminado (Ibafez, 2007).

En este sistema de purificacion se utilizan etiquetas de afinidad como por ejemplo
de poli-histidina, en la que gracias a su afinidad con iones metalicos presentes
en la fase estacionaria, tales como Ni*?, Cu*?, Co* 0 Zn*?; permite la retencién
de la proteina en la columna, mientras que el resto de componentes es eliminada;
luego se realiza la elucion de la proteina a través del uso de imidazol, ya que la
histidina posee un anillo imidazol en su estructura, generandose asi una
competencia entre los dos y el posterior desplazamiento de la proteina
etiquetada; otro método de elucién es la disminucion del pH, lo cual hace que la
histidina sea protonada, impidiendo su unién a los iones metalicos presentes en

la fase estacionaria (Rocha, 2005).
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2.5.1 Purificacion de proteinas por afinidad en condiciones
desnaturalizantes

La purificacion de proteinas en condiciones desnaturalizantes, se utiliza en
aquellas circunstancias en las cuales las bacterias expresan agregados
insolubles, denominados cuerpos de inclusion. Entre los reactivos utilizados para
mejorar la solubilidad de dichas proteinas, se encuentra la guanidina 6 M y urea
8 M, los cuales a estas altas concentraciones despliegan la proteina, aumentando
su solubilidad (Clontech Laboratories, Inc.).

2.6 Caracterizacién fisicoquimica de proteinas recombinantes
2.6.1Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio

(SDS-PAGE)

La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en presencia de dodecil sulfato
de sodio (SDS) es lo que se conoce como SDS-PAGE. Es una técnica analitica
gue permite la separacion de una mezcla de proteinas segun su peso molecular
y la influencia de un campo eléctrico. Requiere la construccion de un gel de
poliacrilamida que permite controlar la migracién de las proteinas, ya que, a
mayor concentracion, menor es el tamafio de los poros que forma y como
consecuencia las proteinas mas pequefias migran con mayor facilidad en el
campo eléctrico. Se adiciona un detergente, como lo es, (SDS), que se encarga
de desnaturalizar la proteina y cargarla de forma negativa a través de la
formacion de un complejo entre los iones negativos dodecil sulfato, junto con la
proteina; esta union es proporcional al tamafio de la misma; por lo tanto, entre
mayor es el peso molecular de la proteina, mayor detergente se compleja a ella
(Crommelin et al., 2008).

2.6.2 Cuantificaciéon de proteinas por el método Bradford

La cuantificacion de proteinas por el método Bradford, es una de las técnicas

mas utilizadas y se basa en la formacion de derivadas colorimétricos. Para la
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medicién se hace uso del colorante Azul Brillante de Coomassie G-250, el cual
puede estar en distintas formas, como son, catidnica (rojo) y aniénica (azul). En
condiciones acidas, su coloracion es roja y al entrar en contacto con la proteina
cambia a azul. Esta union conlleva a una variacién en la absorbancia maxima
del colorante a la longitud de onda entre 465 a 595nm, por lo tanto, la
cuantificacion de la proteina se realiza a esta Ultima sefial con la ayuda de un

espectrofotometro (Bradford, 1976; Bio-Rad Laboratories, Inc.).

2.7 Caracterizacién inmunoldgica de proteinas recombinantes

2.7.1Técnica ELISA - Indirecto

El ensayo de inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA)-indirecto, permite la
cuantificacion de anticuerpos a traves de la adicion de un antigeno diluido en un
buffer de pegada, el cual se une a la fase solida de la placa tras la incubacion,
luego de esto se elimina el exceso de antigeno tras un proceso de lavado, con la
consiguiente adicion de un buffer de bloqueo, el cual garantiza la unién del
anticuerpo al antigeno y no a la placa, luego de adicionar el anticuerpo no
marcado, este se incuba y lava, para posteriormente realizar la adicion de un
anticuerpo antiespecifico que cuenta con una enzima, que reacciona con un
sustrato-croméforo adicionado al final, desarrollandose una coloracion, que es

cuantificada a través de un espectrofotometro (Crowther, 2009).

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Expresion de la proteina recombinante Lit v 1 en Escherichia coli
La expresion de la proteina Lit v 1 se obtuvo a partir clonas de células
competentes Escherichia coli (E. coli) BL21 (DE3) (Invitrogen Corporation,

Carlsbad, CA, USA), transformada con el vector de expresion pET-45b(+) que

contienen el segmento que codifica para Lit v 1. Se tomaron 10 uL de la colonia
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correspondiente, se agregaron en un plato con Luria Bertani junto con ampicilina
0.1 mg/mL (LBA), se realiz6 un extendido por agotamiento y una posterior
incubacion durante la noche (ON) a 37 °C. Se tom6 una colonia aislada y se
cultivé en 20 mL de medio LBA liquido con agitacion a 250 r.p.m. ON, a 37°C en
un agitador orbital (Thermo Scientific ™ MaxQ ™ 4000). Posteriormente se
realiz6 una dilucion 1:20 en medio liquido LBA con volumen final 400 mL y se
incub6 a 37°C en agitacion 250 r.p.m., hasta alcanzar una densidad Optica de 0.5
nm (ODsoo). Luego se tomaron 2 mL (Muestra del cultivo celular sin inducir) del
medio, para su posterior andlisis a través de SDS-PAGE vy el resto de cultivo se
indujo a expresion con (IPTG) a una concentracion final de 1 mM y se incub6 por
4 horas a 250 r.p.m.

El cultivo se centrifugd a 6.500 r.p.m. por 15 minutos, el sobrenadante se descarto

y el pellet se almacend hasta el analisis.

El pellet se diluyo en buffer de lisis (Na2HPO4 50mM, urea 8 M, NaCl 300 mM,
imidazol 20 mM, pH 7.4). El lisado se sonic6 con 5 tandas de 20 segundos con
40% de potencia e intervalos de 1 minuto, utilizando un homogeneizador
ultrasénico (sonic dismembrator ultrasonic processor-fisher scientific). Luego el
lisado se mezclé mediante agitacion lenta en un agitador orbital por 1 hora.
Finalmente, el lisado se centrifugd por 15 minutos a 4500 r.p.m., para recuperar

el sobrenadante y separarlo de los desechos insolubles (Pellet).

La expresion de la proteina se evalu6 por SDS-PAGE en geles de
acrilamida/bisacrilamida al 15%, segun el método establecido por Laemmli
(Laemmli, 1970). Las muestras se mezclaron 1:1 con buffer de muestra (Tris-HCI
125 mM, Glicerol 20%, SDS 4%, Azul de bromofenol 0.1%, B-mercaptoetanol 5%,
pH 6,8). Se utilizé el marcador de peso molecular de 10-200 kDa (Cat. #26614,
Thermo Scientific- PageRuler™) el cual se diluy6 1:1 con buffer de muestray se
sembrod 5 L en el pozo del gel; se utilizd la camara Mini-Protean Tetra Cell (Cat.
#165-8005, Bio-Rad), junto con el buffer de corrida (Tris 0.025 M, Glicina 0.192
M, SDS 0.1%, pH 8,5). La electroforesis se realiz6 a 210 voltios por 45 minutos y
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el gel se tifd con una solucion de azul brillante de Coomassie R-250 (Cat.

#20278, Thermo Fisher Scientific), para visualizaciéon de las bandas.

3.2 Purificacion de la proteina recombinante Lit v 1

3.2.1Purificacion por afinidad en condiciones desnaturalizantes

La purificaciéon de Lit v 1 en condiciones desnaturalizantes se realiz6 siguiendo
las instrucciones del fabricante Clontech Laboratories, Inc. En resumen: Se inici6
vertiendo la resina His 60 superflow (Cat. #635660 de Clontech®) a la columna
de purificacion, se dej6 asentar por gravedad y retir0 el sobrenadante.
Posteriormente se realizo un lavado de la resina usando agua ultra pura. Para
equilibrar, se utilizé6 un buffer compuesto por NaoHPO4 50 mM, urea 8 M, NaCl
300 mM e imidazol 20 mM con un pH de 7.4, se dejo asentar la resina por
gravedad y se aspir6 el sobrenadante; este ultimo paso se realiz6 dos veces.

Se agrego6 el lisado del cultivo a la resina y se mezcl6 en un agitador orbital por
1 hora a 15 r.p.m. y 4°C. Se dej0 asentar la resina y el sobrenadante se rotuld
como “No unido”.

Se realizaron dos lavados a la resina con buffer de lavado (Na2HPO4 50 mM,
Urea 8 M, NaCl 300 mM, Imidazol 40 mM, pH 7.4), rotulandose como “Lavado 1
y2”.

Se agrego el buffer de elucion (NaHPO4 50 mM, Urea 8 M, NaCl 300 mM,
Imidazol 300 mM, pH 7.4) y se recogio el eluido en fracciones de 1 mL.

Se tomaron muestras de las fracciones eluidas, para ser analizadas por SDS-
PAGE (Laemmli, 1970). Dichas fracciones se unieron segun los resultados
obtenidos tras realizar la SDS-PAGE y se dializaron utilizando una membrana de
didlisis de 6-8 kDa (spectra/Por® 1 Dialysis membrane), en un buffer de dialisis
(Tris 10 mM, pH 8.0) a 4°C; se realizaron 3 recambios uno a las 16 horas y dos
a las 3 horas. Se tomaron muestras de la dialisis, para ser analizadas por SDS-
PAGE y Bradford.
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3.3 Cuantificaciéon de proteinas por el método Bradford

Las proteinas anteriormente dializadas se cuantificaron por el método Bradford
en placa de microtitulacion (Immulon 4HBX. Dynatech, Chantilly, VA, USA),
utilizando la curva de calibracion de albumina de suero bovino (BSA) como
estandar (Cat. #500-0207, Bio-Rad).

Las muestras se diluyeron en reactivo de Bradford 1x, agregando 5 pL de
muestras, junto con 250 pL de reactivo de Bradford 1x (Bio-Rad Laboratories,
Inc.). Esto mismo se realizé con los estandares. Se incubaron por 5 minutos y se

realiz6 una lectura de la densidad Optica a 595 nm en el espectrofotometro.

3.4 Muestras de suero sanguineo

Se utilizaron 36 sueros de pacientes diagnosticados como alérgicos al camaron
segun historia clinica, prueba cutanea positiva a extracto de camarén con una
papula mayor de 3 mm, al igual que IgE especifica mayor a 0.11 (Densidad Optica,
OD) para extracto de camardn L. vannamei. Se seleccionaron 31 sueros de
personas no alérgicos, segun la historia clinica y prueba cutanea negativa al
extracto de camaron, como control negativo. Estas muestras fueron previamente
reclutadas en el desarrollo de un proyecto de investigacion patrocinado por
Colciencias, dirigido por el profesor Leonardo Puerta (Evaluacion de la
reactividad de las proteinas de unidén a acidos grasos (FABP) alérgicos y la
generacion de respuestas autoreactivas; 368-2011). Dicho proyecto conto con el
aval del comité de ética de la Universidad de Cartagena y el consentimiento

informado de los donantes (Tabla 5y 6).

3.5 Determinacién de reactividad IgE mediante ELISA indirecto

La reactividad IgE se determind mediante ELISA indirecto, siguiendo las
indicaciones de Martinez y colaboradores, con modificaciones (Martinez et al.,

2018). Brevemente se prepard una solucion que contenia 0.5 pg de Lit v 1/100
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UL, en buffer de pegada (Na-CO3 0.2 M, NaHCO3 0.2 M, pH 9.6) y por otro lado
una solucién con 5 pg de extracto de camaron L. vannamei/100 pL de buffer de
pegada. Se agregaron 100 pL de esta solucion en los pozos de placa de
microtitulacién (Immulon 4HBX. Dynatech, Chantilly, VA, USA) y se incubaron
ON a 4°C, en camara humeda. Luego de lavar la placa 5 veces con PBS-Tween
20 al 0.1%, se procedi6 a bloguear los pozos con buffer de bloqueo (PBS-BSA
1% con azida de sodio al 0.02%), por 3 horas, en camara hUmeda y a temperatura
ambiente (RT), agregando 200 pL por pozo. Luego de lavar 4 veces con PBS-
Tween 20 al 0.1%, se agregaron 100 pL de suero humano diluido 1:5 en PBS-
BSA 1% con azida de sodio al 0.02% y se incub6 ON en camara hiumeda a RT.
La placa se lavé 5 veces con PBS-Tween 20 al 0.1% y se agregaron 100 pL por
pozo de anti-lgE humana marcada con fosfatasa alcalina (Sigma A3187) en una
dilucion 1:500 en buffer conjugado (Tris 0.05 M, BSA 1%, MgCl> 1mM con azida
de sodio al 0.02% pH:8.0), se incubo durante 2 horas a RT y se lavo 4 veces con
PBS-Tween 20 al 0.1%. Luego se disolvieron 15 mg de p-nitrofenil fosfato (4-
Nitrophenyl phosphate. SIGMA) en 15 mL de dietanolamina al 10%, pH 9.8. Se
agrego 100 pL de esta solucion a cada pozo y se incubd durante 30 minutos en
camara oscura.

Por ultimo, se agregaron 100 pL de NaOH 3 N por pozo para detener la reaccion
de coloracion y se realizé una lectura de la densidad Optica en el lector ELISA
(Spectra MAX 250, Molecular Device, Sunnyvale, CA, USA) a 405 nm.

3.6 Andlisis estadistico

Para establecer las diferencias entre los valores obtenidos de OD en los ensayos
de ELISA a Lit v 1 entre alérgicos al camardén y controles, se determind
primeramente si los datos cumplian con los criterios de normalidad, utilizando los
test de Shapiro-Wilk W y Kolmogorov-Smirnov. De acuerdo con los test descritos
anteriormente, los datos se compararon mediante la prueba t de student para los
paramétricos o el test de U de Man-Whitney para los no paramétricos. Los

analisis estadisticos se realizaron con el software estadistico GraphPad Prism 7.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Expresion de la proteina recombinante Lit v 1 en Escherichia coli

La proteina recombinante Lit v 1 se expres6 en células E. coli BL21 (DE3),
transformada con el vector de expresion pET-45b (+). Se realiz6 una medicion de
la densidad éptica al medio de cultivo bacteriano a las dos horas y treinta minutos
de incubacion, obteniéndose una ODeoo media de 0.53 nm, alcanzandose la fase

exponencial del crecimiento bacteriano que correspondia a 0.5 nm (Tabla 1).

Tabla 1. Densidad 6ptica (ODeoo) antes de realizar la induccion con IPTG.

Muestra Blanco

(OD) (OD)
ODeoo 0.53 nm 0.00 nm
ODeoo 0.54 nm 0.00 nm

OD: Densidad optica

Luego de cuatro horas de induccion del medio de cultivo con IPTG se alcanzé
una densidad oOptica (ODeoo) media de 0.928 nm en el medio inducido; mientras
gue en el no inducido fue de 0.875 nm (Tabla 2). Observandose un aumento de

la densidad 6ptica en los dos, siendo mayor en el medio inducido con IPTG.

Tabla 2. Densidad 6ptica (ODeoo) luego de realizar la inducciéon con IPTG a uno de los
medios.

Inducido con

No inducido Blanco
IPTG
(OD) (D) (OD)
ODeoo 0.87 nm 0.92 nm 0.00 nm
ODeoo 0.87 nm 0.93 nm 0.00 nm

OD: Densidad optica.

Se selecciond la cepa bacteriana BL 21 (DE3), debido a que se caracteriza por
una baja expresion de proteasas extracelular e intracelulares, disminuyendo la
posibilidad de protedlisis del alergeno recombinante, no es patogénica, codifica
la enzima ARN polimerasa T7 que actla sobre la region promotora del vector de
expresion, lo que garantiza una alta produccion de la proteina Lit v 1. De igual

manera, esta cepa posee un rapido crecimiento en medios con presencia de
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carbono, nitrégeno, fosforo y algunos metales (Guevara et al., 2013; Moreno,
2010; Li et al., 2018), por lo cual se seleccioné el medio Luria-Bertani (LB) que
es rico en dichos nutrientes (DSMZ, 2007). Para la expresion del alergeno
recombinante, las cepas transformadas fueron sembradas en medio LB con la
presencia ampicilina, ya que el vector contaba con un gen que brindaba

resistencia ante dicho antibiético (Gen de seleccién) (Novagen cat. No. 71327-3).

La proteina se encontrd en cuerpos de inclusién (datos no mostrados), por lo que
se procedi6 a solubilizarla con un agente desnaturalizante, Urea 8 M. La
expresion de Lit v 1 se evalud y analiz6 mediante SDS-PAGE al 15%. Los carriles
1y 2 de la figura 5 correspondieron a muestras de cultivo bacteriano que no
fueron tratados con IPTG a las cero y cuatro horas de incubacion, en los cuales
se observo una baja expresion basal de la proteina Lit v 1. En el carril 3 que
correspondio a la muestra de cultivo bacteriano inducido con IPTG, se observo
la sobre-expresion de la proteina interés con un peso molecular de
aproximadamente 37 kDa, que pertenece al peso esperado de la tropomiosina
(Lit v 1); este resultado es aproximado al reportado por el subcomité de

nomenclatura de alergenos de la OMS/IUIS (http://www.allergen.org/).

1.mM IPTG

30

25
20

Figura 5. Andlisis de la expresién de proteina recombinante Lit v 1 mediante SDS-PAGE.
MW: Marcador de peso molecular. Carril 1: Muestra del cultivo bacteriano sin induccion
IPTG (0 horas). Carril 2: Muestra del cultivo bacteriano sin induccion (4 horas). Carril 3:
Muestra del cultivo celular inducido con IPTG a las 4 horas. La flecha indica el tamafio
esperado de la proteina recombinante.
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Segun la literatura la region promotora del vector generalmente estd bajo el
control del operador, sitio en que se une el represor impidiendo la expresion de
la proteina de interés. Por lo que se hace necesario un inductor (IPTG),
encargado de bloquear dicho represor y permitir la sintesis proteica (Moreno,
2010; Li et al., 2018, Guevara et al., 2013). De acuerdo a esto y los resultados
presentes en la tabla 2 y figura 5, se logré una eficiente expresion de Lit v 1
utilizando IPTG a una concentracion de 1 mM; por lo cual se procedié a continuar
trabajando con el medio inducido.

4.2 Purificacion de la proteina recombinante Lit v 1

La purificacion de esta proteina realizé por cromatografia de afinidad y en
condiciones desnaturalizantes a concentraciones crecientes de imidazol y
empleando la resina His 60 superflow. En los carriles 4 al 11, que corresponden
a las fracciones de elucion, se observa una sola banda con un peso molecular de
aproximadamente 37 kDa correspondiente al alergeno Lit v 1 (Figura 6). El peso
molecular aproximado de Lit v 1 se calcul6 graficando los valores del logaritmo
del peso molecular correspondiente a cada una de las proteinas estandar frente
a los valores de la distancia de migracion relativa (Rf) correspondiente a cada
una de ellas, dando como resultado una recta patrén. Luego se extrapolé el valor
de Rf de la proteina recombinante en la grafica, obteniendo el peso molecular de

la proteina de interés (Figura 7).

La resina His 60 superflow contiene iones Ni*, los cuales tienen una alta afinidad
por los anillos imidazolicos de la cola de histidina que expresa la proteina,
permitiendo su retencion y la posterior elucion. Los analisis en SDS-PAGE
mostraron que se pudo lograr el objetivo principal de la purificacion, qué consistio
en separar el alergeno Lit v 1 de una mezcla compleja de proteinas y otros
contaminantes. Por otra parte, en la porcién no unida (carril 1) y en los lavados 1

y 2 (carril 2'y 3 respectivamente) se observo la elucion de la proteina, requiriendo
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utilizar mayor cantidad de resina para su mejor purificacion o mas tiempo de union

a ella, ya que el total de proteinas no son retenidas en la columna (Figura 6).
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Figura 6. Electroforesis en SDS-PAGE luego de la purificacion de la proteina
recombinante Lit v 1 en condiciones desnaturalizantes. MW: Marcador de peso
molecular. Carril 1: No unido. Carril 2: Lavado 1. Carril 3;: Lavado 2. Carril 4: Fraccion
eluida 1. Carril 5: Fraccion eluida 2. Carril 6; Fraccion eluida 3. Carril 7: Fraccion eluida
4. Carril 8: Fraccion eluida 5. Carril 9: Fraccion eluida 6. Carril 10: Fraccion eluida 7.
Carril 11: Fraccion eluida.
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Figura 7. Peso molecular de Lit v 1 a través de su distancia de migracién relativa.
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De acuerdo a los resultados de la purificacidon de la proteina se procedi6 a unir
las fracciones de la siguiente manera, fraccion eluida 1, Fraccion eluida 2-4 y
Fraccion eluida 5-8, estos se dializaron y analizaron por SDS-PAGE. Se
visualizan bandas méas gruesas en especial en la fraccién de elucién 1 y las
fracciones de elucion 2-4 (carril 3 y 4 respectivamente) (Figura 8). De esta
manera se elimind la urea y renaturalizé la proteina. Se realiz6 a 4°C y con 3
recambio de la solucion de didlisis, con el fin de evitar la precipitacion de la
proteina por plegamientos incorrectos que podrian ocurrir mientras se disminuia

la concentracion de urea (Moreno, 2010).
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Figura 8. Electroforesis luego de dializar la proteina recombinante Litv 1. MW: Marcador
de peso molecular. Carril 1: Lavado 1. Carril 2: Lavado 2. Carril 3. Fraccion eluida 1.
Carril 4. Fraccion eluida 2-4. Carril 5. Fraccion eluida 5-8.

Estos resultados sugieren que la purificacion por cromatografia de afinidad y en
condiciones desnaturalizantes fue exitoso para obtener un alto grado de pureza

la proteina recombinante Lit v 1.

4.3 Cuantificacién de proteinas por el método Bradford

La determinacion de la concentracion de la proteina recombinante Lit v 1 se
realizo a través del método Bradford, utilizando como patrén estandar la curva de
calibracion de BSA. Se obtuvo una mayor concentracion de la proteina

recombinante Li v 1 en la fraccion de elucion 1 con un valor de 0.43 mg/mL
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seguido por concentraciones 0.24 mg/mL, y <0.06 mg/mL correspondientes a las

fracciones de elucion 2-4, y fracciones de elucion 5-8 respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracién de las fracciones dializadas

Sefial Concentracion
Muestra (OD) (mg/mL)
Fraccion 1 0.66 0.43
Fracci6on 2-4 0.56 0.24
Fraccién 5-6 0.41 <0.06

OD: Densidad optica.

La ecuacion de la recta fue y=0.518302x+0.43689 y el coeficiente de
determinacién fue de 0.945. En la tabla 4 y figura 9 se observa el valor de la
densidad 6ptica de los estandares y la curva estandar respectivamente.

Tabla 4. Densidad 6ptica y concentraciéon de los estandares.

Concentracioén Seﬁal
STD (mg/mL) original CV%
(OD)
Std 1 2.00 1.35 0.36
Std 1 2.00 1.35
Std 1 2.00 1.35
Std 2 1.50 1.29 1.39
Std 2 1.50 1.30
Std 2 1.50 1.28
Std 3 1.00 1.06 0.64
Std 3 1.00 1.05
Std 3 1.00 1.06
Std 4 0.75 0.94 1.83
Std 4 0.75 0.95
Std 4 0.75 0.93
Std 5 0.50 0.62 0.67
Std 5 0.50 0.62
Std 5 0.50 0.62
Std 6 0.25 0.56 1.03
Std 6 0.25 0.57
Std 6 0.25 0.56
Std 7 0.12 0.47 1.59
Std 7 0.12 0.47
Std 7 0.12 0.46
Std 8 0.06 0.43 0.77
Std 8 0.06 0.43
Std 8 0.06 0.43

Std: Estandar.
OD: Densidad 6ptica.

28



15—

1,2 4

Signal

09—

0.6 1

0 05 1 1|,5 2
Conc.[mg/ml]

y =0.518302x + 0,438689
R2: 0,945

Figura 9. Curva estandar BSA. La ecuacion de la recta; y = 0.518302x+0.43689,
coeficiente de determinacioén: 0.945.

Para cuantificar la concentracion de proteina se seleccioné el método Bradford
por las ventajas que posee, ya que se caracteriza por arrojar resultados
reproducibles, posee una alta sensibilidad, es rapido, pues para que ocurra la
union completa entre el colorante y la proteina se requiere poco tiempo
(Aproximadamente 2 minutos), ademas, durante la medicion hay poca o ninguna
interferencia con carbohidratos o cationes que pudieran alterar los resultados;
problema que si se presenta con otros métodos de cuantificacion, como es el
caso del ensayo de Biured o de Lowry (Bradford, 1976).

Por otra parte se seleccioné la curva de calibracién de Bio-Rad, la cual esta
estandarizada para realizar este tipo de ensayos, brindando resultados confiables
a la hora de extrapolar la concentracion de la muestra de interés, este, al igual
que la y-globulina bovina son los dos estandares mas comunmente utilizados

para este proceso (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

4.4 Determinacion de reactividad IgE mediante ELISA indirecto

La reactividad de union IgE hacia Lit v 1 en sueros de pacientes alérgicos se
evalué mediante ELISA. Los resultados muestran que el 55.56% de los pacientes
alérgicos eran mujeres y el 44.44% eran hombres, con edades entre los 7-54

afos (media 27.22 afios). Mientras que en los individuos sanos el 43.38% eran
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mujeres y el 51.61% eran hombres, con edades entre los 18 a 47 afios (media
28.93 afos) (Tabla5y 6).

Tabla 5. Caracteristicas inmunolégicas de los sueros de pacientes alérgicos al camarén
(L. vannamei)

IgE especifica (OD)

Edad

Caodigo asexo (afios) L. vannamei Litv1
CAM 1 F 48 0.29 0.08
CAM 2 M 21 0.17 0.12
CAM 3 M 22 3.63 0.56
CAM 4 M 32 0.17 0.08
CAM 5 M 14 0.18 0.07
CAM 6 F 18 0.16 0.09
CAM 7 M 21 3.43 0.08
CAM 8 F 20 0.15 0.08
CAM 9 M 32 0.22 0.14
CAM 10 F 31 0.24 0.09
CAM 11 F 33 0.18 0.09
CAM 12 F 51 0.26 0.09
CAM 13 M 54 0.21 0.09
CAM 14 M 19 0.42 0.08
CAM 15 M 25 0.23 0.09
CAM 16 F 32 0.16 0.09
CAM 17 M 25 0.79 0.09
CAM 18 F 19 0.22 0.37
CAM 19 M 22 0.13 0.29
CAM 20 F 35 0.76 1.84
CAM 21 F 32 0.44 0.11
CAM 22 F 24 0.15 0.10
CAM 23 M 7 0.28 0.37
CAM 24 F 19 0.74 0.12
CAM 25 M 51 0.35 0.28
CAM 26 M 21 2.00 0.19
CAM 27 F 51 0.15 0.16
CAM 28 F 43 0.20 0.14
CAM 29 M 11 0.20 0.17
CAM 30 F 21 0.28 0.80
CAM 31 F 23 0.16 0.22
CAM 32 F 19 0.12 0.13
CAM 33 F 18 0.35 0.15
CAM 34 F 23 0.24 0.18
CAM 35 M 18 0.28 0.22
CAM 36 F 25 0.21 0.17
Media 0.50 0.22

aSexo: M; masculino, F; femenino.
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Tabla 6. Caracteristicas inmunologicas de sueros de individuos no alérgicos al camaron
(L. vannamei)

IgE especifica (OD)

Caodigo asexo (Eggg) Litv1
CCN1 M 24 0.10
CCN 2 M 23 0.10
CCN 3 F 31 0.10
CCN 4 F 33 0.10
CCN5 M 27 0.09
CCN 6 M 22 0.10
CCN7 F 33 0.09
CCN 8 F 31 0.10
CCN9 M 23 0.09
CCN 10 F 24 0.09
CCN 11 M 22 0.09
CCN 12 F 24 0.10
CCN 13 M 30 0.10
CCN 14 F 30 0.09
CCN 15 M 29 0.10
CCN 16 F 32 0.10
CCN 17 F 33 0.09
CCN 18 F 22 0.10
CCN 19 F 22 0.10
CCN 20 F 47 0.09
CCN 21 M 18 0.09
CCN 22 M 28 0.09
CCN 23 M 23 0.10
CCN 24 M 30 0.10
CCN 25 M 40 0.11
CCN 26 F 37 0.09
CCN 27 M 29 0.10
CCN 28 M 27 0.10
CCN 29 F 30 0.10
CCN 30 M 35 0.09
CCN 31 F 38 0.10
Media 28.9 0.10

aSexo: M; masculino, F; femenino.

El punto de corte para los niveles positivos de IgE se definié con un valor de OD
mayor de 0.11, la cual fue determinada a través de la media de la OD de 10
sueros de personas no alérgicos mas 2 desviaciones estandar, segun los
resultados de ELISA (Tabla 6). De acuerdo a esto la frecuencia de reactividad
IgE hacia Lit v 1 en sueros alérgicos al camarédn con niveles de IgE positivos al
extracto de camardn fue del 55.55%, ya que 20 pacientes (20/36: CAM 2, 3, 9,
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18, 19, 20, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36) reaccionaron
positivamente al mismo, pero a diferentes niveles, con un rango de OD entre 0.12
a 1.84 y una media de 0.22. Entre estos, uno de los pacientes presentd un nivel
mas alto en comparacion con los demés con una OD de 1.84, este corresponde
al paciente CAM 20 (Figura 10).

A través de los test de Shapiro-Wilk W y Kolmogorov-Smirnov se determiné que
los datos no cumplian los criterios de normalidad, por lo tanto, la diferencia entre
los niveles medios de IgE especifica entre los pacientes alérgicos y los controles
se determind a través de la prueba no paramétrica U de Man-Whitney. Al
comparar los resultados de la reactividad IgE hacia Lit v 1 entre los pacientes
alérgicos y los controles se encontré niveles de IgE significativamente mayores
en los pacientes alérgicos que en los individuos no-alérgicos (controles
negativos), con una p=0.0369 (Figura 10).

Teniendo en cuenta estos resultados el alergeno recombinante Lit v 1 podria ser
considerado un alergeno mayor en la poblacion cartagenera, pues la mayoria de
los pacientes, (mas del 50%) reaccionaron positivamente al mismo (Hauser el al.,
2010). Esta frecuencia de reactividad fue menor a la obtenida por Ayuso et al.,
guienes informaron una tasa de positividad del 81% en pacientes de Espafia y
Nueva York (Ayuso et al., 2010).

La tropomiosina es una proteina altamente conservada en el reino animal, de
estos, los invertebrados se han visto involucrados en la produccion de reacciones
alérgicas en las personas susceptibles (Klueber et al., 2019). En los camarones
la tropomiosina es considerada uno de los alergenos principales, debido a la alta
reactividad IgE. Se ha identificado en distintas especies, como, por ejemplo,
Penaeus monodon, L. vannamei y Penaeus aztecus, caracterizados por
presentar una alta identidad entre la secuencia de aminoacidos de los epitopes
del alergeno, aspecto que influye en la alta reactividad cruzada (Munera et al.,
2013). En un estudio donde participaron 27 pacientes de Japon, alérgicos al
camaron, se report6 una frecuencia de reactividad del 35% hacia la tropomiosina
de la especie de camarén Penaeus monodon (Tsedendorj et al., 2018). Mientras

gue en otros estudios en el que participaron mas de 100 pacientes de Italiay 38

32



pacientes de Singapur, todos alérgicos al camaron, reportaron frecuencias de
reactividad del 41% y 15.8% hacia tropomiosina de la especie de camardn
Penaeus aztecus respectivamente (Asero et al., 2011; Thalayasingam et al.,
2015). Valores inferiores al reportado en este estudio con la tropomiosina Lit v 1
de la especie de camaron L. vannamei (55,55%). Mientras que en los EE.UU. y
Espafia se reportaron porcentajes de reactividad IgE mucho mas altos hacia la
tropomiosina de la especia P. aztecus con un 57% y 89% respectivamente (Ayuso
et al., 2012; Gamez et al., 2011). Estos resultados sefialan que la frecuencia de
reactividad hacia la tropomiosina puede estar influenciada por la ubicacién

geogréfica de las distintas poblaciones.
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Figura 10. Niveles de IgE sérica mediante ELISA. Los niveles de IgE a Lit v 1 en los
alérgicos son significativamente mayores a los niveles de IgE en los controles. Se
muestran las medias. * P = 0,036; linea punteada: punto de corte para positividad.

Por otra parte, se determinaron los niveles de IgE a extracto de camaron L.
vannamei (Tabla 5) y se compararon con los niveles de IgE a Lit v 1 a través de
la prueba de correlacion de Spearman, identificando una baja asociacién entre

los datos, con un coeficiente de correlacion de r = 0.162 (Figura 11).
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Figura 11. Coeficiente de correlacion, r = 0.162.

De los 36 pacientes que reaccionaron positivamente al extracto de camaroén, el
44.45% (16/36: CAM 1, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 21 , 22)
reaccion0 negativamente al alergeno Lit v 1 y cuatro de los pacientes que
reaccionaron positivamente a Lit v 1 presentaron niveles de IgE a extracto de
camaron mucho mas altos en comparacion con la proteina recombinante (CAM
3,7,17,24y26), una hipotesis por la cual se encontraron estos niveles negativos
hacia Lit v 1 y por otro lado, altos valores de IgE hacia el extracto de camaron en
comparacion con el alergeno recombinante, podria ser que estos pacientes
tienen reactividad IgE especifica dominante a otros alergenos presentes en esta
especie de camardn, como por ejemplo la arginina quinasa (Lit v 2), la cadena
ligera de miosina (Lit v 3) o la proteina de fijacion de calcio sarcoplasmica (Lit v
4) (http: //www.allergen .org /).

A través de estudios se ha identificado que la tropomiosina es una proteina
resistente a la digestion y a las altas temperaturas (Margaret et al., 2015; Matsuo
et al., 2015; Lee et al., 2018; Li et al., 2018; Lopata et al., 2018; James et al.,
2018), conservando su capacidad alergénica aun después de someterla a esas
condiciones, aumentando la posibilidad de sensibilizacion y reacciones alérgicas
en las personas susceptibles a desarrollar esta enfermedad, haciendo necesario

el estudio de esta proteina.
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Figura 12. Niveles de IgE a Lit v 1 y al extracto de camarén L. vannamei. Niveles de IgE
sérica en 37 alérgicos al camarén. Niveles expresados en densidad Optica (OD). Linea
punteada: punto de corte para positividad.

Por lo anterior, el alergeno recombinante Lit v 1 es una molécula que sera util
para diagnosticar por componente la alergia al camarén. Teniendo asi una
herramienta mas para el control de estas alergias y las distintas manifestaciones
gue se podrian presentar, como son, nauseas, vomitos, diarrea, dificultad para
respirar, hipotension, choque anafilactico, entre otros (Urrego & Hernandez,
2009; Burks et al., 2012; Smaldini et al., 2016; De La Cruz et al., 2018).

5. CONCLUSIONES

- Mediante el uso de cepas bacterianas E. coli BL21 (DE3) transformada con el
vector de expresion pET-45b (+), se pudo obtener el alergeno recombinante Lit
v 1, que al ser purificadas por cromatografia de afinidad y en condiciones

desnaturalizantes, se obtuvo libres de contaminantes u otras proteinas
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expresadas por la bacteria, observandose una Unica banda con un peso de
aproximadamente 37 kDa.

- La tropomiosina puede ser considerado un alergeno mayor en la poblacion de
Cartagena alérgica al camaron, sin embargo, la frecuencia de reactividad IgE
hallada debe confirmarse analizando un mayor nimero de muestras y
ampliando la poblacion analizada a otras regiones de la costa Caribe

colombiana.

6. RECOMENDACIONES

- Realizar un estudio con otras proteinas alergénicas de la especie de camaron
L. vannamei, entre ellas la arginina quinasa (Lit v 2), la cadena ligera de la
miosina (Lit v 3), la proteina de unidn a calcio sarcoplasmico (Lit v 4), con el fin
de indagar la reactividad en aquellos pacientes que dieron negativos a Litv 1y
de igual manera comparar la frecuencia de reactividad entre ellos.

- Ampliar el estudio con pacientes de otros departamentos de Colombia y obtener
la frecuencia de reactividad a nivel nacional.

- Investigar la presencia de otras moléculas alergénicas presentes en el extracto
de camaron que pudieran estar influenciadas en la produccion de las reacciones
alérgicas.

- Aumentar el numero de sueros de alérgicos al camaron y asi definir mejor su

importancia clinica en la poblacién alérgica de nuestra region.
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