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RESUMEN

La inmunoterapia especifica con extractos alergénicos, es actualmente la Gnica
terapia capaz de modular las bases inmunolégicas de las enfermedades alérgicas
y brindar mejoria a largo plazo. A pesar de los beneficios que se le atribuyen, el uso
de extractos alergénicos presenta inconvenientes principalmente relacionados con
la compleja composicion y la dificultad para una buena estandarizacion, lo que
disminuye su eficacia y seguridad. Una alternativa para solucionar estos problemas
esta enfocada en administrar al paciente alérgico solo los alergenos comprometidos
en la respuesta inmune alérgica o derivados de éstos, en una forma altamente
purificada y estandarizada, que garanticen un manejo mas seguro y reproducible de
las dosis administradas.

En este trabajo se expresaron, purificaron y se evaluaron las caracteristicas
moleculares e inmunoldgicas y la respuesta inmune inducida en un modelo murino
de inflamacién alérgica, de dos proteinas recombinantes hibridas llamadas MAVAC-
BD-2 y DPx4 disefiadas con segmentos de varios alergenos de los 4caros Blomia
tropicalis y Dermatophagoides pteronyssinus, respondiendo a la necesidad de
buscar moléculas para el diagnéstico y la terapia de las alergias provocadas por los
acaros domésticos. MAVAC-BD-2 y DPx4, se expresaron y se purificaron como
proteinas con alto grado de purezay con pesos moleculares de 22.8 kDay 27.2 kDa
respectivamente. Los espectros de dicroismo circular muestran que MAVAC-BD-2
tiene estructura de proteina a-helicoidal y DPx4 tiene una estructura con un mayor
contenido de cintas B. En pruebas de ELISA con sueros de alérgicos, estas dos
proteinas mostraron niveles de IgE significativamente menores que los obtenidos
con los alergenos recombinantes y los extractos de acaros. Ambas proteinas
hibridas inhibieron la reactividad de la IgE hacia Der p 1 y Der p 2, MAVAC-BD-2
ademas, inhibio la reactividad IgE hacia Blo t 5. Los anticuerpos monoclonales anti-
Der p 1 y anti-Der p 2 mostraron reactividad hacia las proteinas hibridas. Los
ensayos in vitro con basofilos de pacientes alérgicos junto con los estudios in vivo

de prueba de anafilaxia cutanea pasiva revelan que estas proteinas carecen de
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actividad alergénica relevante. La estimulacion de PBMC de pacientes alérgicos con
las proteinas hibridas indujo la produccioén significativa de IL-10, acompafiada con

una baja produccion de IL-5.

Los estudios en ratones BALB/c, revelaron que la inmunizacion con las dos
proteinas indujo niveles significativamente menores de IgE especificos y mayores
de IgG comparados a los inducidos con los extractos alergénicos de acaros. La
relacion 1gG1/IgG2 sérica en los ratones mostré un mayor peso de la 1gG2. Estos
anticuerpos reaccionaron con los extractos de acaros, los alergenos purificados y
bloguearon la unién de los anticuerpos IgE de alérgicos a los acaros hacia los
extractos de 4caros y alergenos purificados. Lo anterior estuvo acompafiado de una
disminucidn significativa en los signos de inflamacion de las vias respiratorias en los
ratones inmunizados con MAVAC-BD-2 y DPx4. Todos los resultados anteriores
sustentan que es posible obtener proteinas con representacion de regiones
antigénicas de los principales alergenos de acaros con propiedades antigénicas e
inmunoldgicas apropiadas para el desarrollo de vacunas para tratar las alergias por

acaros domésticos.
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1.1 Alergia a los acaros del polvo doméstico

1.2 Respuesta alérgica

El asma y la rinitis alérgica constituyen un problema de salud a nivel mundial por su
alta tasa de prevalencia asociada con mayor numero de consultas y urgencias
hospitalarias, afectando la calidad de vida de quienes la padecen con pérdida de
dias en el trabajo, las escuelas y alto costo en su diagndstico y tratamiento. En
Colombia, las encuestas epidemiolégicas sugieren que la prevalencia de
enfermedades atépicas ha aumentado en la ultima década (1). En 2010, las tasas
de enfermedad alérgicas fueron del 12% para el asma y del 32% para la rinitis

alérgica (2).

Estas enfermedades se caracterizan por una respuesta inmunoldgica inflamatoria
de tipo Th2, la cual se desencadena por la exposicidn a los alergenos ambientales
contra los cuales una minoria de la poblacion, llamada atépica, reacciona (3). En el
desarrollo y manifestacion clinica de estas enfermedades se asocian principalmente
con la exposicién hacia alergenos de acaros domésticos y la susceptibilidad

genética del individuo al padecer estas enfermedades (4) .

La respuesta alérgica es una respuesta exagerada y alterada del sistema inmune
frente a determinados antigenos, por lo general inocuos, llamados alergenos. En el
desarrollo de una reaccién alérgica, ocurren varios acontecimientos que se dividen
en dos fases (5), (Fig. 1). La primera, conocida como sensibilizacion alergénica, la
cual se inicia cuando el individuo genéticamente predispuesto se expone al
alérgeno. Después de la entrada del alergeno al organismo a través de las vias
aéreas o el tracto gastrointestinal, las células presentadoras de antigenos (CPA)
internalizan y procesan el alergeno. Luego las CPA activadas migran hacia los
ganglios linfaticos y los péptidos generados por el procesamiento son expuestos en
la superficie celular de las CPA por las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (MHCII) y lo presentan a un linfocito T (LT) CD4+
indiferenciado (“naive”), el cual en presencia de las citoquinas IL-4, 1L-13, IL-5



secretadas por una variedad de fuentes celulares, moléculas coestimuladoras
(CD80/CD86, CD40-CD40L, 0OX40-OX40L e ICOS-ICOSL) experimentan
diferenciacion, polarizacion y expansion clonal de linfocitos tipo Th2 especificos
para el alérgeno. La interaccion de los linfocitos Th2 con los linfocitos B junto con el
ambiente pro -Th2 promueve en estos la activacion de genes de recombinacion de
la cadena pesada € de la inmunoglobulina para producir IgE antigenos especificos
(6). La IgE secretada por los linfocitos B de memoria permanecera, por un lado, libre
circulante en el organismo y por otro lado unida a la superficie de células efectoras
a través de sus receptores de alta afinidad (FceRI) presentes en los mastocitos,
eosinofilos y basdfilos, asi como también en los receptores de baja afinidad (FCeRII-
CD23), principalmente en los linfocitos B, células dendriticas y macrofagos,

generando lo que se denomina células sensibilizadas.

La segunda, comprende la fase llamada efectora, que tiene lugar después de
sucesivas exposiciones al mismo alérgeno (re-exposicion), la que desencadenara
una respuesta inflamatoria alérgica, con liberacion de mediadores preformados
como la histamina y triptasa, ademas de mediadores sintetizados a partir del acido
araquidénico (prostanglandinas y leucotrienos) como producto del entrecruzamiento
del complejo alérgeno/IgE unido a los receptores FceRI. Este ambiente inflamatorio
induce una mayor activacion de citoquinas y las células Th2 especificas a los

alergenos, responsables de la sintomatologia alérgica.
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Figura 1. Respuesta Alérgica.

Fase | o sensibilizacién: 1) Entrada de alergenos en los tejidos periféricos, siendo
captados por las CPA inmaduras; 2) Presentacion del antigeno procesado al linfocito T y
maduracién del linfocito T; 3) Presentacidon del antigeno al linfocito B y activacién del
linfocito B 4) Expansion clonal de los linfocitos B y diferenciacion a células plasméticas
productoras de IgE especifica; 5) unidon de la IgE a los receptores de alta y baja afinidad de
las células efectoras (basofilos y mastocitos). Fase Il o efectora: 6) Re-exposicion al
alérgeno después de la fase de sensibilizacién; 7) entrecruzamiento, degranulaciéon y
liberacion de mediadores inflamatorios (histamina, citoquinas y mediadores inflamatorios.

Por otra parte, en esta fase la IgE también se puede unir a los receptores FceRlI
presentes en los linfocitos B e inducir la activacion de linfocitos TCD4+ a través del
proceso llamado presentacién de antigeno facilitada por la IgE (FAB) (7), evento
gue puede contribuir a la exacerbacion de la inflamacion alérgica a través de la

extension de epitopes y la maduracion del repertorio de anticuerpos IgE.

El desequilibrio del balance de las respuestas Th2 es una de las explicaciones
dadas para el desarrollo de las enfermedades alérgicas (8). Sin embargo, se conoce
que, en la actividad de la respuesta inflamatoria alérgica, también participan otras
poblaciones de linfocitos T CD4+ como son las Th9, Th17 o Th22. Estas promueven

diferentes tipos de respuesta inflamatoria con base en su perfil de citoquinas,



respuesta a quimioquinas e interaccion con otros tipos células (9, 10). Las células
T reg también parece tener un papel clave en las manifestaciones de las
enfermedades alérgicas ya que se ha demostrado que los pacientes alérgicos tienen
deficiencias en estas células, comparado con lo observado en un individuo no

alérgico (11).

Diferentes estudios muestran que la inflamacion alérgica resulta no solo de una
respuesta exacerbada Th2/IgE de la inmunidad adaptativa, sino que también existe
la participacion directa de células del llamado sistema inmunitario innato. Las células
epiteliales de las vias aéreas (CEA) promueven una respuesta Th2, mediante la
activacion de los receptores de reconocimientos de patégenos (PPR) presente en
ellas, por accion directa de la actividad biolégica de los alergenos o a travées de las
“sefales de peligro” presentes también en las fuentes alergénicas naturales,
promoviendo la secrecion de mediadores inflamatorios como la IL-25, IL-33 y TSLP.
Estas citoquinas pro-Th2 participan en la polarizacion de los linfocitos hacia el
subtipo Th2 mediante la modulacién de subpoblaciones de CD especificas de
alergenos, también regulan la activacion y proliferacién de las células linfoides
innatas (ILC). Dentro de esta poblacién celular, la ILC-2 se ha asociado con el
desarrollo de asma y la hiperreactividad de las vias aéreas por su alta produccién
de citoquinas inflamatorias como IL-5 e IL13 (12, 13), por lo que se consideran
poblaciones importantes en las etapas iniciales del desarrollo de las enfermedades

alérgicas.

Los alergenos con actividad de proteasas pueden mediar el desarrollo de respuesta
alérgica en ausencia de IgE, a través de la activacion de los receptores activados
por proteasas (PAR) presentes en las células epiteliales de las vias aéreas,
mastocitos, eosindfilos, macrofagos y monocitos. Courtney D, colaboradores,
usando un modelo murino de inflamacion alérgica inducido con el extracto de acaro,
demostraron que la administracion de anticuerpo anti-PAR-2 antes de cada
inmunizacion con el extracto, disminuia significativamente la expresion de las

citoquinas IL4, IL5, IL-33, asi como también la hiperreactividad bronquial, sugiriendo



que la sensibilizacion hacia alergenos de acaros pueden estar mediada por la
activacion de PAR-2 (14).

TLR-2 es un receptor tipo Toll, presente en los monocitos, células dendriticas,
macréfagos, polimorfonucleares y células epiteliales, que se une a los
peptidoglicanos (PGN), glicolipidos, lipolipidos y polisacaridos en las bacterias,
hongos vy virus. Este receptor se ha descrito como un factor clave en el desarrollo
de las alergias. La administracion de ovoalbumina junto con Pam3CSK4 en ratones,
un agonista sintético para TLR2, indujo una mayor secrecion de citoquinas pro-
inflamatorias y desarrollo de una respuesta inmune tipo Th2 (15).

1.3 Sensibilizaciéon a los acaros domésticos

La sensibilizacion hacia los alergenos de acaros es un factor de riesgo importante
para el desarrollo de asma Yy rinitis alérgica en el mundo, especialmente en las
regiones tropicales y subtropicales, donde los &caros crecen y proliferan
abundantemente todo el afio, ya que estas regiones proporcionan las condiciones
ideales de temperatura (aproximadamente 25°C a 30°C) y humedad relativa para
su proliferacién (entre el 70% y el 90%). Los 4caros domésticos se encuentran en
los colchones, almohadas, sofés y alfombras, siendo las camas el habitat perfecto

para su crecimiento.

Se han descrito mas de treinta especies de acaros clinicamente relevantes,
constituyendo la principal fuente de alergenos en el interior de las casas (16). Entre
las especies de mayor importancia clinica en el desarrollo de asma y rinitis alérgicas
en las regiones tropicales y subtropicales, se encuentran Dermatophagoides
pteronyssinus y Blomia tropicalis, las cuales coexisten en la mayoria de las regiones
geograficas (4, 17, 18). En estas especies se han identificado un gran numero de
alergenos, los cuales presentan una alta tasa de sensibilizacion entre los alérgicos
a los acaros en comparacion con los alergenos de otras especies de acaros
domésticos. En individuos alérgicos de Asia y de América Latina, usando prueba

cutaneay ensayos seroldgicos, se ha observado una frecuencias de sensibilizacion



entre 60% y 90% a estas especies de acaros (18-20). En el afio 1993, nuestro grupo
evalué la sensibilizacion IgE a estas especies de &caros en pacientes alérgicos de
Cartagena Colombia, encontrando una sensibilizacion a B. tropicalis del 80.5% y a
D. pteronyssinus del 75.3% (21). Recientemente en la cohorte FRAAT (Cartagena,
Colombia) usando la tecnologia de Inmunocap, se encontrdé que el 33.3% de los
sueros de los nifios con edad de 3 afios tienen anticuerpos IgE hacia el extracto de
B. tropicalis, demostrando no sélo una sensibilizacion temprana a los alergenos de
acaros del polvo domeéstico, sino también la importancia de estos acaros como

factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades alérgicas (22).

1.3.1 Alergenos de D. pteronyssinus y B. tropicalis

Los alergenos son proteinas o glicoproteinas con peso molecular que oscila entre
los 10 kDa y 90 kDa. En los &caros estan localizados en diferentes partes del cuerpo,
siendo las particulas fecales donde se concentran la mayor parte de los alergenos,
constituyendo un vehiculo para el transporte facil de estos alergenos en el medio
ambiente (23).

Los extractos alergénicos de acaros estdn compuestos por diversos alergenos, de
los cuales s6lo algunos tienen relevancia clinica en las alergias. El subcomité de
nomenclatura de alergenos de la Organizacion Mundial de la Salud y la Union
Internacional de Sociedades Inmunolégicas (OMS/IUIS) registran actualmente mas
de 30 alergenos de D. pteronyssinus y 14 alergenos de B. tropicalis. La mayoria de
estos alergenos se han definido por la union a IgE en ensayos de ELISA o por
pruebas cutaneas positivas. Algunos de estos alergenos se han aislado y purificado
a partir de las heces y/o cuerpo de los acaros mediante diferentes métodos que
combinan la cromatografia, la filtracion en gel y la dialisis. Otros se han obtenido
mediante técnicas de ingenieria genética y la biologia molecular, utilizando
habitualmente el sistema de expresion en bacterias, produciendo de esta manera
alergenos recombinantes, con caracteristicas moleculares e inmunolégicas

equivalentes a las del alérgeno natural. La estructura tridimensional de varios



alergenos se ha determinado mediante cristalografia de rayos X o resonancia

magnética nuclear (RMN).

Los alergenos de estas dos especies de acaros presentan una variedad de
propiedades bioquimicas de proteinas con actividad hidrolitica, funcién
transportadora, enziméticas, proteinas de union a lipidos, proteinas de contraccion
muscular o que actian como inhibidores enzimaticos, entre otras. Aqui nos
referiremos solo a aquellos alergenos que estan presente en las moléculas hibridas
estudiadas en esta investigacion (Tabla 1).

Tabla 1. Alergenos de acaros seleccionados para el disefio de las proteinas
recombinantes MAVAC-BD-2 y DPx4

Acaros Alérgeno Funcién Bioldgica Reactividad IgE (%)
Blot5 Desconocida 59
Blomia tropicalis Blot8 GST 76
Blo t 10 Tropomiosina 9-41
Derp1l Cisteina proteasa 50-90
Proteina de union a
Derp2 50-9
Dermatophagoides lipido como MD-2
pteronyssinus Derp7 Desconocida 15
Derp8 GST 19-70
Der p 10 Tropomiosina 9-41

Los alergenos del grupo 1 y 2 de las especies D. pteronyssinus son de gran
relevancia clinica porque ellos son reconocidos por la gran mayoria de pacientes
alérgicos a los acaros. En el grupo 1 se encuentra el alérgeno Der p 1, con actividad
de cisteina proteasa de la misma familia C1 que incluye a la papainay sus parientes
y con peso molecular de 25 kDa. Der p 1 presenta un 34% de similitud con la
secuencia de aminoacidos de Blo t 1, con bajos niveles de reactividad cruzada entre
ellos (24). Der p 1 es producido como enzima inactiva, que se activa después de la
separacion del pro-péptido. La estructura 3D de Der p 1 se ha determinado
experimentalmente y los residuos cataliticos se han identificado como Cys3#, His'’0,
Asn'® y GIn?8, La alta alergenicidad de Der p 1 se ha asociado a sus propiedades
enzimaticas, debido a los hallazgos de que dicha actividad promueve la ruptura de



las uniones estrechas entre células epiteliales, favoreciendo el paso de proteinas
para luego ser procesadas y presentadas por las CPA. Ademas, Der p 1 puede
separar al receptor CD23 (receptor de baja afinidad para la IgE) de la membrana de
linfocitos B, alterando la sintesis de la IgE y también separar el receptor CD25 (la
subunidad del receptor para interleucina-2) de la superficie de células T periféricas
humanas y en consecuencia estas células presentan una menor proliferacion y
secrecion de IFN-y, favoreciendo colectivamente la respuesta tipo Th2 (25). Por otra
parte, se ha demostrado que Der p 1 tiene la capacidad de estimular el sistema
inmune innato, a través de la activacion de PAR-2 presente en las células epiteliales
de las vias aéreas, promoviendo la inflamacién alérgica a través de la induccion de
citoquinas inflamatorias como la IL-25, IL-33 y TSLP (26). Recientemente se
demostré6 que Der p 1 a través de su actividad enzimética puede regular la
produccién de la IL-33 en las células epiteliales y en las ILC, apoyando el papel

crucial de Der p 1 en el desarrollo del asma (27).

El alérgeno Der p 2 tiene un peso molecular de 14 kDa con homologia estructural y
funcional con el correceptor MD-2 humano (Factor de diferenciacién mieloide-2) y
capacidad de union a LPS. Debido a su homologia estructural con MD-2, Der p 2
podria actuar como un adyuvante natural pro- Th2 , via respuesta innata, al propiciar
la unién de LPS al receptor TLR-4 e inducir un ambiente proinflamatorio (28). Der p
2 presenta una extensa homologia con los alergenos Der f 2 'y Tyr p 2 (29). La
frecuencia de reactividad IgE a Der p 1y Der p 2 en pacientes alérgicos a los acaros
es alta, con porcentaje de sensibilizacién entre el 50% y el 90%, constituyendo los
alergenos de &acaros mas relevantes alrededor del mundo (30). En Cartagena,
Colombia la prevalencia de IgE especifica a Der p 1 y Der p 2 en el estudio de
Jiménez S y colaboradores, fue reportada entre un 64% y 69% respectivamente
(31).

Blo t 5 es una proteina con una estructura monomerica a hélice y actividad bioldgica
desconocida. Presenta un 43% de similitud con la secuencias de aminoacidos de
Der p 5, estos dos alergenos son considerados especificos de especie, por carecer

de relevante reactividad cruzada entre ellos (32). En areas del tropico, Blot 5 es un



alérgeno importante entre los pacientes sensibilizados a B. tropicalis, con frecuencia
de sensibilizacion IgE mayor del 50% en pacientes asmaticos de regiones tropicales
como Singapur, Taiwan (18, 33), Brasil (34, 35) y Colombia (36).

Der p 7 es una proteina con peso molecular de 22.2 kDa y con un 86% de identidad
con la secuencias de aminoacidos de Der f 7 (37). El analisis estructural por NMR y
ensayos bioquimicos indican que Der p 7 no se une a LPS sino que presenta una
afinidad por el polipéptido polimixina B bacteriano (30, 38). Aunque la frecuencia de
sensibilizacion a Der p 7 en los alérgicos a los acaros es relativamente baja
comparado con los alergenos Der p 1 y Der p 2, algunas poblaciones muestran
porcentaje de reactividad IgE entre el 30 y 50% (30, 39). En Colombia, la frecuencia

de sensibilizacion a Der p 7 es del 15.6% en asmaticos alérgicos a los acaros (31).

Der p 8 y Blo t 8 son alergenos con funcion glutation-S-transferasa (GST) con peso
molecular de 26 kDa y con reactividad cruzada con sus homologos en la cucaracha
(Blattella germénica), los hongos (Aspergillus fumigatus) y Ascaris lumbricoides
(40). Son alergenos clinicamente relevantes en areas subtropicales y tropicales (41)
con distintos porcentaje de sensibilizacion IgE dependiendo de la region geogréfica.
Por ejemplo, en Malasia y en Singapur, los pacientes alérgicos muestran porcentaje
de frecuencias de sensibilizacién entre el 19% y 75% respectivamente (42). En
Cartagena, Colombia, en una muestra de 24 sueros de alérgicos a B. tropicalis se

hallé una frecuencia de reactividad IgE a Blo t 8 del 76.9% (40).

Blo t 10 y Der p 10 son alergenos homadlogos a la tropomiosina, con peso molecular
de 37 kDa (43). Aungue Der p 10 y Blo t 10 muestran un alto grado de identidad en
las secuencias de amino acidos y una alta reactividad cruzada, existen epitopes de
IgE Unicos entre ellos, por lo que ambos alergenos deberian incluirse en las pruebas
para el diagnéstico de las enfermedades alérgicas inducidas por acaros (44). La
frecuencia de sensibilizacion a estos alergenos es generalmente baja y con amplias
diferencias en diferentes areas geograficas, con porcentajes entre el 2% en
Singapur y el 29% en paises de Europa (45). En Colombia el 34.6% y el 41% de los
individuos alérgicos a los acaros estan sensibilizados a Der p 10 y Blo t 10

respectivamente (46). Sin embargo, a pesar de la baja frecuencia de reactividad en



algunas poblaciones, la gran importancia de estos alergenos reside en ser
responsables de severa reaccion anafilactica, debido en gran medida a la alta

reactividad cruzada que presenta con los homologos en otras fuentes alergénicas.

1.4 Inmunoterapia especifica con alergenos

El tratamiento de las enfermedades alérgicas se apoya en tres ejes fundamentales,
el control ambiental, el tratamiento farmacologico y la inmunoterapia especifica con
alérgeno (IEA). Las medidas de control ambiental de los alergenos de acaros no
son muy eficaces, ya que la eliminacion de los 4caros y la disminucién de los niveles
de alergenos en el ambiente constituyen una tarea dificil. El tratamiento
farmacoldgico, aunque es una terapia eficaz al disminuir los sintomas alérgicos, al
bloquear la liberacion de mediadores inflamatorios en células implicadas en la
inflamacion, es una terapia paliativa, ya que disminuye los sintomas asociados con
la enfermedad sin modificar el curso natural de la misma. La IEA usando extractos
completos, es el Unico tratamiento actual avalado por la Academia Americana de
Alergia, Asma e Inmunologia, el Colegio Americano de Asma Alergia e Inmunologia
y la Organizacién Mundial de Alergia, que puede cambiar el curso natural de las
enfermedades alérgicas proporcionando eficacia a largo plazo, disminuyendo
significativamente la severidad de la enfermedad y el consumo de medicamentos,
asi como mejorando la calidad de vida. Su eficacia ha sido demostrada en mdultiples
estudios (47, 48).

En el afio 1911, Leonard Noon introdujo el uso de la inmunoterapia especifica para
el tratamiento de la rinitis alérgica. Sus ensayos clinicos indicaron que la
administracion subcutanea de extractos de polen a pacientes con fiebre del heno
era capaz de inducir tolerancia inmunoldgica, logrando revertir el curso de la
enfermedad y proporcionando proteccion prolongada después de la suspension del
tratamiento (49). A partir de esta fecha, el método usado por Noon fue aceptado por
la comunidad cientifica y ha sido usado como el principal tratamiento para las

enfermedades alérgicas. La IEA consiste en la administracion gradual de cantidades
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crecientes de extracto alergénico por via subcutanea o sublingual a pacientes con
enfermedades alérgicas, hasta alcanzar las dosis maximas toleradas. Los
beneficios clinicos se observan transcurridos varios meses desde el inicio de la
vacunacion y los sintomas de la enfermedad disminuyen progresivamente durante

los 3 0 4 afios que dura la terapia (50, 51).

1.4.1 Mecanismos moleculares y celulares que participan en la eficacia de la IEA

La inmunoterapia actia a diversos niveles sobre un paciente alérgico el que ya esta
instaurada una respuesta tipo Th2 hacia alergenos, siendo su objetivo inducir
tolerancia o anergia de linfocitos T efectores especificos de alergeno. En la IEA se
desarrollan varios eventos celulares y moleculares especificos que podrian explicar
su eficacia (Fig 2): Inicialmente, horas después de la primera dosis se observa una
disminucién en la activacién y degranulacion de baséfilos y mastocitos, evento que
se acompafa con la induccion de un estado de tolerancia por el aumento de las
subpoblaciones de linfocitos T reguladores (Tr1) y B reguladores (Br1) que producen
IL-10 y TGFR, citoquinas que a su vez inhiben la activacién de linfocitos Thly Th2
especificos del alergeno y la sintesis de IgE. La regulacion de isotipo de anticuerpo
es otro evento que también ocurre, iniciando con aumento temprano en los niveles
séricos de IgE, los cuales disminuyen en el curso de la inmunoterapia, al tiempo que
se presenta un incremento continuo en los niveles séricos de IgG4. Después de
varios meses y afios se observa un descenso significativo en la relacion de
anticuerpos especificos IgE/IgG4, disminucion en el numero de eosinofilos,
mastocitos y sus mediadores, acompafiados con una menor reactividad frente a la

prueba cutanea (51, 52).
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Figura 2. Cambios humorales y celulares que tiene lugar durante el curso de IEA.
World Allergy Organization Journal (2015) 8:17

Entre los mecanismos que participan en la eficacia de la IEA se han sefialado los

siguientes:

1.4.1.1 Produccion de 1gG4

Durante la IEA, a nivel de la respuesta humoral en humanos, se observa un aumento
temprano de anticuerpos IgG especialmente de la subclase 1gG4. Durante el curso
de la inmunoterapia, los anticuerpos IgG se han detectado tanto en el fluido nasal
como en el suero y sus altos titulos séricos se han asociado con una mejoria en los
sintomas de alergia (53). Varios estudios sustentan que la IgG especifica producida
durante IEA puede inducir efectos benéficos a través de su actividad bloqueadora
(54, 55), mediante los siguientes mecanismos: a) inhibiendo la union del alérgeno
hacia la IgE unida sobre la membrana de los mastocitos, baséfilos y linfocitos B,
como también en los receptores de baja afinidad (FceRIl) presentes en los linfocitos
B. b) bloqueando la presentacion del alérgeno facilitada por la IgE (56, 57). c)
Inhibiendo la internalizacion del complejo IgE-alergeno en células presentadoras de
antigeno (58, 59) y d) promoviendo la coagregacion del receptor de baja afinidad de
la 1gG (FcyRIIB- CD32B) con el receptor FceRIl. Este mecanismo induce la
regulacion negativa de la sefializacion del receptor FceRlI, a través de la activacion
de motivos de inhibicion del inmunoreceptores basados en tirosina (ITIM),
contrarrestando el efecto de los motivos de activacion del inmunoreceptor basados
en tirosina (ITAM), (60, 61).
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El efecto bloqueador de la IgG4 puede persistir incluso durante afos, después de la
suspensién del tratamiento, sugiriendo que este anticuerpo puede ser importante
para la tolerancia clinica a largo plazo (62). Recientemente, en un estudio en
humanos se encontré que la eficacia de la inmunoterapia especifica observada en
pacientes alérgicos al polen, estaba asociada con la capacidad de los anticuerpos
IgG4 en el fluido nasal de inhibir la presentacion antigénica facilitada por la IgE,

demostrando la actividad inhibitoria funcional de la IgG4 (63).

1.4.1.2 Activacion y proliferacion de linfocitos reguladores

El éxito de la inmunoterapia especifica con alergenos también se sustenta en el
desarrollo de tolerancia a través de la activacion y proliferacion de linfocitos T
reguladores (Treg) (52). Estas poblaciones celulares juegan un papel importante en
la modulacién y el control de la respuesta alérgica. Los subtipos de linfocitos Treg
estan claramente diferenciados segun su origen: las Treg naturales, producidas en
el timo son de tipo CD4+CD25+ y expresan el factor nuclear FOXP3 y las T reg
inducibles (iTerg) que a diferencia de las Treg naturales aparecen en la periferia,
caracterizandose por una elevada secrecion de IL-10 y TGFB. Estas dos
poblaciones contribuyen al control de la respuesta inmune alergeno especifica en
varios aspectos: modulacion de la activacion de las CD que inducen la generacion
de células T efectoras de tipo Th2 a través de la expresion de moléculas inhibidoras
como CTLA-4 (CD152) y LAG-3 (CD223); supresion de las células Thl, Th2, Thl7,
disminucién en la produccion de IgE, induccion de la sintesis de 1gG4, supresion de
la activacion de mastocitos y basofilos a través de la induccién de las citoquinas
inmunosupresoras IL-10 y TGFB (52, 64).

Ratones C57BL/6J sensibilizados con Der p 1, sometidos a transferencia adoptiva
con células Treg (CD4+CD25+Foxp3+) de ratones “naive” antes del reto alergénico,
se observo una disminucion significativa en el numero de eosindfilos y de células
caliciformes productoras de moco a nivel pulmonar, seguido con atenuacién en la
produccion de anticuerpos IgE e IgG1 especificos hacia Der pl. Estos hallazgos
resaltan el papel central de la T reg en el control de la respuesta alérgica inducida

por alergenos del polvo domeéstico (65).
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La IL-10 es una citoquina sintetizada por diferentes tipos de células, como los
linfocitos B, monocitos, CD, NK y células T. Su efecto regulador esta mediado por
un receptor de superficie. Para que esta citoquina inhiba la activacion y proliferacion
de linfocitos Th2 y la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias, se han descrito
mecanismos de accion dependientes y no dependientes de la activacion de las CD
(66, 67). LalL-10y el TGF-B tienen papel importante en la supresion de la respuesta
alérgica y en la eficacia de la inmunoterapia especifica. Ambas citoquinas son

inhibidoras de los procesos inflamatorios alérgicos (64).

Kearley y colaboradores, observaron que la disminucién de la eosinofilia en las vias
aéreas y la produccion de citoquinas Th2 (IL-5 e IL-13) en el pulmén de ratones
sensibilizados a Ovoalbumina (Ova), después de recibir la transferencia adoptiva de
células T-CD4+CD25+ especificas para Ova, fue dependiente de la produccion de
IL-10 (68). Recientemente, se demostro que ratones deficientes de la subunidad a
del receptor de la IL-10 (ll10ra-deficient) en los linfocitos T al sensibilizarlos con
extractos de D. pteronyssinus mostraron un incremento significativo en la infiltracién
celular y eosinofilia pulmonar en comparaciébn con los ratones silvestres,
proporcionando evidencia del papel regulador directo que ejerce la IL-10 sobre los
linfocitos Th2, previniendo el desarrollo de inflamacién en las vias respiratorias (69).
La IL-10 también inhibe la produccion de la IgE especifica y aumenta la produccién
de anticuerpos de tipo IgG4. Por lo anterior, se sefiala que la IL-10 es un potente
supresor de la respuesta alérgica y se sugiere que ademas de generar tolerancia

en linfocitos T, también regula la produccion de anticuerpos (70).

Otra poblacion celular que parece tener un papel importante en la IEA son los
linfocitos B reguladores (B reg), especialmente el subtipo de linfocitos B productores
de IL-10 (Br1+IL-10). Esta poblacion celular al igual que los linfocitos T ejercen
funciones inmunorreguladoras, promoviendo la tolerancia antigeno especifica por
multiples mecanismos tales como la secrecion de IL-10 o TGFf3, disminucion de la
inflamacion e induciendo el reclutamiento de linfocitos Treg y la produccion de
anticuerpos 1gG4 (71, 72).
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1.4.2 Nuevas estrategias para el desarrollo de vacunas para las alergias

La IEA con extractos completos es exitosa en la mayoria de los pacientes que
cumplen el esquema de tratamiento. Sin embargo, existen factores que limitan su
uso y eficacia. En la IEA se aplican varias dosis en concentraciones cada vez
mayores de extractos alergénicos durante un largo tiempo hasta alcanzar una dosis
efectiva que se mantiene por un largo periodo. Este esquema puede representar un
riesgo para desarrollar efectos adversos locales y sistémicos durante el tratamiento,
poniendo en peligro la vida y el bienestar del paciente (73). Estos inconvenientes
estan relacionado principalmente con la naturaleza de los extractos, ya que estos
son mezclas complejas y variables que contienen endotoxinas, beta-glucanos (74)
y otras proteinas de naturaleza desconocida, alterando la estabilidad, la potencia,
inmunogenicidad y el contenido alergénico (75, 76). Para superar estos
inconvenientes se han desarrollado nuevos esquemas de inmunoterapias para las
alergias, dirigidos principalmente a disminuir la alergenicidad del producto
administrado y aumentar la eficacia y seguridad de la inmunoterapia. En este
ambito, la produccion de proteinas recombinantes y derivados de estas obtenidos a
partir de tecnologia del ADN recombinante, han adquirido un gran protagonismo en

los ultimos afos.

El uso de alergenos recombinantes en pruebas de diagndstico permite la
identificacion del perfil de sensibilizacion del paciente hacia alergenos particulares
ofreciendo un diagnéstico mas especifico, permitiendo de esta forma, una
inmunoterapia a la medida del paciente y basada en componentes, en la cual se
administran sélo los alergenos de interés de acuerdo a la historia clinica del paciente
evitando la administracion de componentes indeseables. Este tipo de terapias se
acerca mas hacia la tendencia de medicina de precision la cual persigue

proporcionar un tratamiento personalizado.

Las vacunas que contienen cantidades definidas de alergenos purificados
clinicamente relevantes deben ser al menos igual de efectivas que un extracto de
alérgeno que contenga los mismos componentes (77). Para aplicar este enfoque se

requiere identificar cuales son los alergenos que participan en la respuesta alérgica
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en la poblacién a tratar, lo cual ya es posible gracias a la obtencion de alergenos
mediante el clonaje molecular e identificar las frecuencias de sensibilizacién en

poblaciones de diferentes regiones.

Existen varias estrategias de IEA favorecidas por el uso de la tecnologia del ADN
recombinante. Estas incluyen el uso de alergenos recombinante silvestres, vacunas
de ADN que codifica alergenos, péptidos sintéticos derivados de alergenos que
contienen epitopos T o B unidos a proteinas transportadoras, fragmentos de
alergenos, oligémeros, mosaicos derivados de alergenos y moléculas hibridas o de
fusion compuestas por la unién de dos o mas moléculas completas o segmentos de
alergenos (78, 79) (Tabla 2). Estas preparaciones han mostrado una disminucién
en la reactividad IgE y menor alergenicidad comparada con los alergenos naturales,
mientras que al mismo tiempo se mantienen los epitopes T y la inmunogenicidad,
mostrando su eficacia en modelos murinos y estudios in-vitro (79). Algunas
moléculas obtenidas por estos métodos se encuentran en fase clinica en humano

donde se evalla su utilidad para el tratamiento de las alergias (80).

16



Tabla 2. Nuevos esquemas de Inmunoterapia especifica de alergenos

TIPO DE ESTRATEGIA DESCRIPCION Y MECANISMO

Varios alérgenos o sus fragmentos
se expresan como una sola
proteina recombinante, alterando
la estructura y los epitopes B
caracteristicos de los alergenos
nativos

Fusion o hibridos de los
principales alérgenos

Destruir epitopes de IgE
conformacional mediante
mutagénesis dirigida,
fragmentacion u oligomerizacion.

Fragmentos, mosaicos y mutantes

Péptidos obtenidos por sintesis
guimica que incorporan epitopes
de Linfocitos T especificos de
alergenos, no reaccionan con
anticuerpos

Péptidos conteniendo epitopes
de linfocitos T

Epitopes de Linfocitos B de
alergenos fusionados a la proteina
portadora viral (virus-like
particles, VLP) u otro inmundgeno.

Péptidos unidos a proteinas
transportadoras

Alterando la estructura,
eliminacién de puentes de
disulfuro y perdida de epitopes B
caracteristicos de los alérgenos
nativos

Desnaturalizacion de la
estructura terciaria de alérgenos
recombinantes

Varios alérgenos o sus
fragmentos se expresan en un sola
molécula

Agregacion de proteinas
recombinantes

ALERGENOS APLICANDO AL
DISENO

Parjl+Parj2
Apim 1+ Apim2+Apim3
Phlp2+Phlp6
Derp 1+ Der'p2

Bet v 1 (Fragmentacion)
Bet v 1 (mutacién GIn45-Ser,
Pro108-Gly
Phl p 7 mutacién en dos motivos
EF-hand
Der f 13 ( mutacion
E41A_K63A_K91A)

Phlip 1

Derp 2
Feld 1
PLA2

PreS-fused Bet v 1
Fel d 1-B PreS
BM32
Derp2
PreS fused Der p 23

Betv1

Bet v 1d
Bet v 1 trimer
Feld 1
Betv1yPhlp5

POSIBLE MECANISMO DE ACCION

Disminucion de la union IgE y la
reactividad de las células T se
conserva. Produccion de
anticuerpos bloqueadores

Activacidn de células
presentadoras de antigeno y
células T. Disminucién de la IgE y
la reactividad de las células T se
conserva. No activacion de
basdfilos

Activacion de células
presentadoras de antigeno y
células T. Induccién de tolerancia
directa de células T, no inducen
anticuerpos IgE hacia epitopes
conformacionales
Produccién de anticuerpos
bloqueadores
Expansion de T reg
No activacion de células Th2

Proliferacién de linfocitos T e
induccion de tolerancia directa de
células T

Disminucién de la unidn IgE
No- activacién de basoéfilos
Produccién de anticuerpos I1gG
bloqueadores
Inmunogenicidad de linfocitos T
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Las proteinas hibridas o de fusién en la modalidad de combinacién de varios
alergenos o porciones de estos en una sola molécula, se han disefiado y analizado
para el tratamiento de alergia a diferentes fuentes alergénicas incluyendo los
acaros. En un estudio realizado con una molécula hibrida compuesta por dos
alergenos de polen de periataria judaica, Par j 1 y Par j 2, se observé que el
hipoalérgeno posee una menor reactividad IgE con sueros de pacientes alérgicos,
menor capacidad de activar basofilos de alérgicos al polen e indujo una respuesta
protectora mediada por anticuerpos de clase IgG2a en ratones inmunizados con el
hibrido (81).

Resultados similares se hallaron en un modelo murino al administrar una proteina
hipoalergénica compuesta por 4 alergenos del polen de la grama timotea ( Phl p 1,
Phl p 2, Phl p 5y Phl p 6 la cual indujo la produccion de anticuerpos bloqueadores
y una disminucion significativa en la sintesis de IgE (82).

Api m 1/ Api m 2 es una proteina de fusion construida a partir de los alergenos
principales inductores de alergia al veneno de avispa. Esta proteina mostré una baja
capacidad alergénica in- vivo, como también una baja reactividad de la IgE en
sueros de alérgicos al veneno de la avispa preservando su capacidad de inducir

tolerancia (83).

Para el caso de alergias inducidas por los acaros del polvo doméstico se han
desarrollado varias moléculas hipoalergénicas principalmente con los alergenos del
grupo 1y 2 acoplados molecularmente, que muestran menor capacidad de unién a
IgE y menor actividad alergénica. Asturias y colaboradores construyeron dos
moléculas hibridas derivadas de los alergenos Der p 1 y Der p 2. Las proteinas
mostraron una disminucién significativa en la unién a IgE y en la liberacion de
mediadores inflamatorios en células de basdfilos de pacientes alérgicos a los acaros
en comparacion con lo mostrado por la mezcla de alergenos silvestres. Estas
proteinas indujeron la produccion de anticuerpos bloqueadores 1gG y proliferacion
de linfocitos T especificos (84). De forma similar, se disefiaron moléculas
hipoalergénicas llamadas rDer p2/1C y Der p 2/1S obtenidas a partir de la
combinacion de los alergenos de Der p 1y Der p 2 con incorporacion de residuos
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de cisteinas o serinas. Los hibridos, mostraron propiedades inmunoldgicas y
celulares anti-Th2, con una notable disminucién de la alergenicidad en ensayos de

activacion de basofilos comparada a la producida por los alergenos silvestres (85).

La obtencidn y analisis de moléculas hibridas conteniendo segmentos de alergenos
de B. tropicalis puede contribuir a ofrecer mejores productos para el desarrollo de
nuevas vacunas anti-alérgicas. Debido a que esta especie de &caro tiene gran
relevancia clinica en regiones tropicales y subtropicales con porcentajes de
sensibilizacion entre 50% y 80%. La ingenieria genética aplicada al disefio de
nuevas moléculas derivadas de los alergenos permite obtener moléculas que
pueden reducir la actividad alergénica y/o aumentar la inmunogenicidad. Esta
modalidad de enfoque de tratamiento puede representar una muy buena alternativa

para el tratamiento futuro de la alergia.
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2 HIPOTESIS

Las moléculas hibridas compuestas por epitopes de varios alergenos de las
especies de acaros D.pteronyssinus y B. tropicalis son una mejor alternativa que los

extractos alergénicos para la inmunoterapia alérgeno-especifica.
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3 OBJETIVOS

Objetivo general

e Desarrollar proteinas hibridas con representacion de diferentes alergenos de
los acaros domésticos para ofrecer nuevos esquemas de inmunoterapia

alergeno especifica para las alergias inducidas por acaros.
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Obijetivos especificos

Purificar y caracterizar molecularmente las proteinas hibridas MAVAC-BD-2
y DPx4.

Analizar la reactividad IgE e 1gG de las proteinas hibridas en muestras
serologicas de personas alérgicas a los acaros domesticos y en individuos
no alérgicos.

Explorar la presencia de epitopes compartidos entre las proteinas hibridas,
los extractos alergénicos y los alergenos purificados Blo t 5, Der p 1y Der p
2 usando anticuerpos monoclonales y en sueros de alérgicos a los acaros.

Analizar el grado de activacion de baséfilos de alérgicos a los &caros inducida
por las proteinas hibridas.

Determinar citoquinas en células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) de pacientes alérgicos estimuladas por las proteinas hibridas.

Evaluar el efecto de la administracién de las proteinas hibridas sobre la
respuesta humoral y sobre la hiperreactividad de las vias areas al reto con
metacolina en ratones BALB/c.

Evaluar si los anticuerpos IgG inducidos en los ratones inmunizados con las
proteinas hibridas pueden bloquear la unién de la IgE de sueros alérgicos
hacia extractos de acaros y alergenos purificados.

Analizar la capacidad alergénica in-vivo de las proteinas hibridas mediante
prueba de anafilaxia cutanea pasiva en ratones.
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4 MATERIALES Y METODOS
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4.1 Procedencia de muestras para estudios serologicos

Los sueros usados en este estudio proceden de una seroteca del Instituto de
investigaciones inmunoldgicas obtenidos en el desarrollo de proyectos previos (86).
Estos sueros pertenecen a pacientes con asma y sensibilizados a los acaros
domésticos B. tropicalis y D. pteronyssinus, con prueba cutanea positiva (papula =
de 3 mm) y niveles séricos de IgE positivo hacia los extractos de acaros mediante
ELISA. Como control se seleccionaron sueros de personas sin sintomatologia ni
historial de enfermedades alérgicas, con prueba cutanea y niveles de IgE negativos
a los extractos alergénicos de los acaros domésticos. Los criterios usados para
establecer el asma alérgica se describen en la referencia (86). En resumen, el
diagnoéstico de Asma se definié de acuerdo a los criterios del GINA (Global Initiative
for Asthma), empleando un cuestionario previamente aprobado y estandarizado por

médicos pertenecientes al personal del Instituto de Investigaciones Inmunolégicas.

La obtencion de las muestras de suero se realizé con la firma del consentimiento
informado de los pacientes y personas sanas, previa aprobacion de los proyectos

por el comité de ética de la Universidad de Cartagena.
4.2 Preparacion de extractos alergénicos de los acaros

Se prepararon extractos alergénicos de los acaros D. pteronyssinus y B. tropicalis
a partir del cuerpo de acaro completos cultivados en la Compafiia Immunotek, SL
(Espafa), siguiendo el protocolo descrito en la referencia (87). En resumen: se
pesaron 5 gramos de acaros completos. Luego, se desgrasaron con éter mediante
uso de equipo Shoxlet por 5 horas. Se dejo secar el éter residual en los &caros y se
procedié a mezclar los acaros con bicarbonato de amonio 1 M (pH 8.0) en agitacion
por 16 horas a 4°C. La mezcla se centrifug6 a 1.800 r.p.m hasta clarificacion y luego
se dializo contra agua ON a 4 °C. Procedio a su analisis mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). La concentracion de proteinas se determind
usando el método Bradford (Quick Start™ Bradford Protein Assay).
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4.3 Procedencia de alergenos y otras proteinas usadas en este estudio

Los alergenos naturales purificados Der p 1 (NA-DP1) y Bet v 1 (NA-BV1-1) usados
en este estudio se adquirieron de la compafia Indoor Biotechnologies
(Charlottesville, VA, USA). La produccioén de los alergenos recombinantes rDer p 2,
rBlot 5y rFABP-4 se realiz6 en nuestro laboratorio. rDer p 2 se produjo en células
competentes Origami™ B(DE3) Novagen (Wisconsin, USA)yrBlot5 en E. coli BL21
(DE3) (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA). Estas dos proteinas se
purificaron por cromatografia de afinidad usando la resina de Ni-NTA (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) como se describe en la referencia (88).

La expresion de la proteina de unién de acidos grasos humana 4 (FABP4) se realizo
en cepa E. coli BL21 (DES3) (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) usando el
vector de expresion pET45b (+). Las células transformadas se crecieron en medio
LB con 100 pg/ml de ampicilina hasta alcanzar una densidad 6ptica (DO) de 0.5. El
cultivo fue inducido con 1 mM de isopropil-B-D-tio-galacto-piranésido (IPTG) por 4
horas a 37°C. La purificacion se realizd usando la resina de Ni-NTA en condiciones
desnaturalizantes siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA). La pureza y la integridad de las proteinas se evaluaron
mediante SDS-PAGE vy la tincibn con Coomassie Briliant Blue R-250 (Bio-Rad
laboratorios).

4.4 Disefio de las proteinas hibridas

La idea basica en el disefio de estas proteinas fue tener una sola molécula,
representando los segmentos antigénicos de varios alergenos de interés en nuestra
region caribe colombiano, caracterizado por un clima tropical. Se eligieron las
especies B. tropicalis y D. pteronyssinus y de estas especies se seleccionaron los
alergenos con mayor importancia clinica (31), de los cuales se seleccionaron
regiones antigénicas basado en publicaciones cientificas o sugeridas mediante
nuestro analisis bioinformatico. Las diferentes regiones seleccionadas se unieron

para formar una sola estructura primaria de proteina. A partir de la secuencia de
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aminoacidos se modeld la probable estructura 3D de la proteina disefiada, la cual

se optimiz6 para obtener la mejor prediccion de parametros estructurales.

4.4.1 Disefio de la proteina hibrida compuesta por segmentos de alergenos de
los acaros D. pteronyssinus y Blomia tropicalis (MAVAC-BD-2)

Los diferentes segmentos de aminoacidos que componen la molécula MAVAC-BD-
2 se seleccionaron teniendo en cuenta los estudios reportados de mapeo de
epitopes B de unién a IgE (28, 44, 89, 90). De la especie B. tropicalis se
seleccionaron segmentos de los alergenos Blot 5, Blot 8 y Blot 10 y de la especie
D. pteronyssinus se seleccionaron segmentos de los alergenos Der p 1, Der p 2,
Der p 7 y Der p 8. Esta proteina estd amparada en la patente desarrollada
previamente en nuestro Instituto (Puerta L, Caraballo L y Cantillo J) y con registro
en Estados Unidos (US 9, 163,069 B2), varios paises de Europa (EP2727934B1) y
Colombia (SIC Resolucién No.28721/ mayo 2015), en las cuales esté registrada
como PF3a. Los siete segmentos se ensamblaron en una sola estructura molecular
en el siguiente orden desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal (Tabla 3):
aminoacido de Blot5 (a.a 63 —108), Blot 10 (a.a 216 — 233), Der p 8 (a.a 158- 177)
Blot8 (a.a71a83)Derpl(a.ald4lal55),Derp2(a.a6d4all8)yDerp7(a.ad94
a 124). El numero de los aminoacidos corresponde a los de la secuencia en cada

alérgeno.
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Tabla 3. Caracteristicas de los segmentos de alergenos que conforman la proteina

MAVAC-BD-2*
Posicion aa enel
Alergeno alergeno nativo Secuencia N°dea. a
Blots 63-108 NKSKELQEKIIRELDVVCAMIEGAQGALERELKRTDLNILERFNYE a6
Blot8 71-83 DFNLYEYLCHVKVMVPEVFG 20
Blo t 10 216-223 QREEAYEQQIRMMTGKLK 19
Derp 1 141-155 LDAFRHYDGRTIIQR 15
Derp 2 64-108 DVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQYDIKYTWNVPKIAPKSENVVVT a4
Derp 7 94-124 SEDGVVKAHLLVGVHDDVVSMEYDLAYKLGD 1
Derp 8 158-177 DFKMTESVAILKR 13

*  Orden en que fueron ensamblados los segmentos en MAVAC-BD-2, desde el extremo N

terminal al C terminal

4.4.2 Disefio de la proteina hibrida compuesta por segmentos de alergenos del
acaro D. pteronyssinus (DPx4)

La proteina DPx4 esta constituida por cuatro segmentos de Der p 1, dos segmentos
de Der p 2, dos segmentos de Der p 7 y un segmento de Der p 10 (Tabla 4). Para
la seleccidon de estos segmentos se tuvo en cuenta la presencia de epitopes B en
estos alergenos (28, 89, 91). Los segmentos se ensamblaron en una sola estructura
molecular, desde el extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal, en el siguiente
orden: Der p 2 (a.a 42 — 52), Der p 7 (a.a 157 — 165), Der p 1 (a.a 23 — 44), Der p
10 (a.a 93 — 106), Derp 1 (a.a 63 —112) Der p 2 (a.a 103 — 118), Der p 1 (a.a 125
— 204), Der p 7 (a.a 179 — 187) y Der p 1 (a.a 215 — 223). El ndmero de los

aminodcidos corresponde a los de la secuencia en cada alérgeno.
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Tabla 4.Caracteristicas de los segmentos de alergenos que conforman la proteina DPx4

Posicién aaen

Alergenos el alergeno Secuencia N° dea.a
nativo
23-44 TPIRMQGGCGSCWAFSGVAATEAYL 25
Fryarigel 63-112 VDCASQHNGCHGDTIPRGIEYIQHNGVVQESYYRYVAREQQSCRRPNAQRF 51
P 125-204 VNKIREALAQTHSAIAVIIGIKDLDAFRHYDGRTIIQRDNGYQPNYHAVNIVGYSNAQGVDYWIVRNSWDTNWGDNGYGY 80
215-223 AEEYPYVVIL 12
Der b2 42-52 TEPCIIHRGKPF 12
P 103-118 YDIKYTWNVPKIAPKS 16
157-165 EFEVRQFANV 10
Derp7
179-187 FAVLSDVLT 9
Der p 10 93-106 QLIEEDLERSEERL 14

La combinacion y el orden de los diferentes segmentos de aminoacidos se
definieron después de verificar que se produjo modelos 3D estructurales con

energia y estereoquimicas apropiadas.

La proteina putativa codificada por cada secuencia se model6 por homologia
usando Swiss-Model y por modelaje ab initio usando I-TASSER. Las visualizaciones
tridimensionales de las proteinas se realizaron con el software de visualizacion
molecular PyMOL (Delano, W. L. The PyMol Molecular Graphics System,

www.pymol.org)

Los parametros estructurales de los modelos se analizaron mediante
“‘Ramachandran plot” (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php) y los
posibles errores estructurales con el programa “‘ProSA-web”

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at).

La sintesis de la secuencia codificadora de cada proteina e obtuvo por orden a un
tercero, a la Compafiia GenScript, (Piscataway, NJ, EE. UU.) con optimizaciéon de
codones para una expresion eficiente en E. coli. A esta compafiia también se le
ordend la construccién de un vector de expresién de la secuencia pET45b+
(Novagen, catalogo 71327-3) con el inserto codificador flaqueado por los sitios de
restriccion Kpn |y Pml I, de tal manera que resultara en marco de lectura para la
expresion de la proteina codificada por el inserto con una etiqueta de histidina 6X

en el extremo N-terminal para facilitar la purificacién por cromatografia de afinidad.
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4.5 Expresion y purificacion de MAVAC-BD-2 y de DPx4

A partir de las colonias transformadas con el vector pET45b+/MAVAC-BD-2, 0 con
el pET45b+/DPx4, se realiz6 la expresion bajo la induccion con 1 mM de IPTG. A
partir de una colonia positiva crecida en plato LBA con 100 pg/mL de ampicilina, se
realizo cultivo bacteriano en 10 mL de medio LBA liquido a 37°C en agitacion a 250
r.p.m en sheaker (Thermo Scientific, SHKE4000-7) durante toda la noche (ON).
Posteriormente el cultivo se diluyd en medio LBA liquido (dilucion 1:20) y se incubo
en iguales condiciones hasta alcanzar una DO entre 0.5 — 0.8 a 600 nm. Luego se
agrego IPTG a una concentracion final de 1 mM y se dej6 en induccién por 4 horas
a 37°C. Se tomaron muestras a 0, 2 y 4 horas para seleccionar el tiempo éptimo de

expresion. El tiempo 6ptimo de expresion fue de 4 horas.

El cultivo se centrifugd a 4.000 g durante 20 min a 4°C, descartando el
sobrenadante, luego el cultivo se centrifugd y el botén de células se resuspendi6 en
“buffer” de lisis nativo (NaH2PO4 50mM, NaCl 500 mM, pH 8.0) y las células se
lisaron por sonicacion en 5 tandas de 15 segundos cada uno y con intervalos de 1
minuto (Sonic Dismembrator, Fisher Scientific, FB-705). La suspensién se
centrifugé a 6500 r.p.m. durante 15 minutos y el botén de células como el
sobrenadante obtenido se analizaron por SDS-PAGE. Las dos proteinas hibridas se
encontraron en el botén de células en cuerpos de inclusion. Para solubilizar los
cuerpos de inclusion, el botdn de células se tratd con “buffer” de lisis (Urea 8 M,
NaH2P04100 mM, y Tris 10 mM, pH 8.0) conteniendo el derivado fluoruro de fenil
metil sulfonico (PMSF) 0.1 mM, durante 2 horas a RT con agitacion constante.
Posteriormente se realizé centrifugacion a 5.500 rpm x 15 minutos y el sobrenadante
se mezclo con la resina Ni-NTA (Agarose, Qiagen, 1018244) durante 1 hora en
agitacion. La purificacion se realizo por cromatografia de afinidad en condiciones
desnaturalizantes, siguiendo el protocolo de Invitrogen (Catalogo K950-01,
Carlsbad, CA, USA.) con elucion de las proteinas a pH 4.0, en buffer de Urea 8 M,
NaH2PO4 20 mM, y 0.5M NaCl. La presencia de la banda de interés en las fracciones
recolectadas se analiz0 mediante electroforesis en geles de poli-acrilamida al 15%

en condiciones de reduccion. Las proteinas purificadas se conservaron a -20°C.
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Después de desnaturalizacion con urea se procedio a una renaturalizacién usando
buffer de cisteina/cistina asistida con arginina. Las fracciones obtenidas en la
purificacion por afinidad se dializaron en buffer de renaturalizacion (Tris 100 mM,
EDTA 10 mM, Cisteina 5 mM, Cistina 1 mM pH 8) en una relacion 1:20, bajo
agitacion suave y constante con tres recambios, usando membranas de dialisis con
punto de corte de 8 kDa (Spectra/Por, 132724 Houston, TX, USA). Los productos
se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% en
condiciones de reduccion. Finalmente, las muestras se liofilizaron y almacenaron a
4°C hasta su uso. La concentracién de las proteinas se determin6 por el método de
Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

4.6 Caracterizacion molecular de las proteinas hibridas

4.6.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Las proteinas expresadas se analizaron mediante SDS-PAGE al 15%, en
condiciones de reduccion siguiendo el procedimiento descrito por Laemmli (92). Las
muestras se trataron con buffer de corrida (SDS 10%, Tris 0.5 M, 3-mercaptoetanol,
glicerol 20% y azul de bromofenol 0.5%) en proporcion 1:1 y se calentaron a 95°C
por 5 min. se sembraron 10 pL de muestra por cada pozo. La electroforesis se
realiz6 a 200 Voltios por 45 minutos en buffer electrodo (Tris 0.025 M, Glicina 0.192
M, SDS 1%), usando el equipo de Mini-PROTEAN® Electrophoresis System - Bio-
Rad. Las proteinas se visualizaron mediante tincién del gel con azul brillante de

Coomassie R250.

4.6.2 Anélisis estructural mediante dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular (DC) de las proteinas hibridas se midieron en
el rango UV de 190-260 nm en el espectrémetro de DC Jasco J-715 (Japan

Spectroscopic Co., Tokio, Japdn). Las mediciones se realizaron a concentraciones
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de 0.3 mg/mL para MAVAC-BD-2 y 0.09 mg/mL para DPx4 en una cubeta cilindrica
de cuarzo con una longitud de recorrido de 0.1 cm. Se realizaron cinco mediciones
independientes y se promediaron. Los espectros se corrigieron mediante la
sustraccion del espectro de buffer tampdn y se convirtieron a medias de coeficiente
de elipticidad (©) en longitudes de onda dadas. El célculo del contenido de la
estructura secundaria se realizé usando el programa Dichroweb (93).

4.6.3 Determinacion de actividad de cisteina proteasa en la proteina DPx4.

Teniendo en cuenta que la secuencia de DPx4 tiene un 79% de identidad en la
secuencia de a.a con Der p 1, incluyendo los residuos la regidon de actividad cisteina
proteasa, se evaluo, si la proteina hibrida conservaba dicha actividad enziméatica.
Se determind la actividad proteasa especifica en un ensayo colorimétrico basado
en la medida de los productos liberados por la incubacién del sustrato pGlu-Phe-
Leup-nitroanilida (PFLNA) en presencia de la proteina como describe Katsaros et al
(94). Se preparo el buffer de activacién enzimatico incubando la muestra (50 ug
DPx4) y el control positivo (50 pg de papaina P4762, Sigma) durante 20 minutos a
40°C con buffer de activacién enziméatico (cisteina 0,1 mM, EDTA 0,1 M, PBS 0,2
M, pH 7,0). Luego, se agregaron a los pozos de microtitulacién 200 uL del sustrato
PFLNA, (Sigma P3169) a concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mM, durante
10 minutos a 40°C. Posteriormente se agregd 50uL de la enzima activada a cada
pozo. La reaccion se determind a los 5 min a una longitud de onda de 410 nm,
usando un espectrofotometro (Spectra MAX 250, Molecular Device, Sunnyvale, CA,
USA)).

4.6.4 Anéalisis de estabilidad

Se analizé la estabilidad de las proteinas hibridas a condiciones de almacenamiento
a 4°c durante 3 semanas. Las proteinas se almacenaron durante 21 dias a una

temperatura de 4°C, tomando muestras en diferentes tiempos (0 dias, 3dias 1,2y



3 semanas). Posteriormente, las muestras se analizaron por SDS-PAGE al 12% en

condiciones de reduccion.

4.6.5 Dispersion de la Luz dinamica (DLS)

El estado de agregacion de MAVAC-BD-2 y DPx4, se investigdb mediante la técnica
de dispersion de la luz dindmica (DLS), con la colaboracién de Walter Keller y Judith
Wortmann, de la Universidad de Graz, Austria, para lo cual las muestras de
proteinas se diluyeron en buffer de Na2PO4 20 mM, pH 8,0 (forma oxidada). Luego,
las muestras se centrifugaron a 14000 g durante 30 min y 50 yL de las muestras se
transfirieron a una cubeta de cuarzo de 3 mm para su lectura en el Zetasizer nano
ZS (Malvern, Worcestershire, Reino Unido), usando como dispersante el buffer
usado en la dilucion de las muestras. Las mediciones se realizaron a 20 °C con una
retrodispersion de 173° y con un rango de tamafio de las particulas entre 0.6 y 6000
nm. Se realizaron tres mediciones para cada muestra con 15 corridas de 30
segundos por corrida. EI peso molecular se estimé mediante una curva de

calibracién de masa frente a tamanfo.

4.7 Caracterizacion Inmunoldgica de las proteinas hibridas

4.7.1 Reactividad con anticuerpos IgE e IgG en sueros de alérgicos a los acaros

La capacidad de las proteinas MAVAC-BD-2 y DPx4 de unir anticuerpos de tipo IgE

e 1gG en sueros humanos se determind mediante ensayos de ELISA y Dot-Blot.

4.7.1.1 Prueba de inmunoensayo enzimatico (ELISA).

Todos los ensayos se llevaron a cabo en placas de microtitulacion (Immulon-4
Dynatech, Chantilly, VA, USA) fondo planos por duplicado. Los recombinantes
MAVAC-BD-2, DPx4, nDerp 1, rDer p 2 y rBlo t 5 se prepararon a una concentracion
de 0.5 pg/100 pL y los extractos de acaros a 5 pg/100 pL en buffer de

34



carbonato/bicarbonato 0.2 M a pH 9.2. De esta dilucion se agregaron 100 uL a cada
pozo de la placa de microtitulacion y se incubaron ON a TA. Luego de 4 lavados con
PBS-Tween 20 al 0.1% (PBS-T), se bloquearon los sitios de unién inespecificos con
200 pL buffer de bloqueo (PBS-T/BSA 1% con azida de sodio 0.02% (NaN3))
durante 3 horas a TA. Después de 4 lavados con PBS-T, cada pozo se incub6 con
100 pL de suero diluido 1:5 para la determinacion de la IgE o 1:100 para la
determinacién de la IgG en PBS/BSA al 1% (Fig S1), ON a TA. Luego de cuatro
lavados las placas se incubaron por 2 horas a TA con el segundo anticuerpo anti-
IgE (Sigma, A3525) o anti-lgG (Sigma A3187) humana marcada con fosfatasa
alcalina diluida 1:500 y 1:20.000 respectivamente en buffer de conjugado (Tris 0.05
M/BSA 1%/ MgCl2 1 mM, pH 8). Después del lavado, se procedié al revelado
agregando 100 pL de la solucién 1 mg/mL de p-nitrofenil fosfato (Sigma, 2640)
diluida en 10 % de dietanolamina, pH 9.8, durante 30 minutos a TA. La reaccion se
detuvo con 100 pl de NaOH 3N. Las placas se leyeron a 405 nm en un

espectrofotometro (Spectra MAX 250, Molecular Device Sunnyvale, CA, USA).

Para la expresion de los niveles de IgE en ng/mL se construyé una curva estandar
de IgE humana (Merk Millipore, Billerica, MA, USA). La IgE se diluyé en buffer de
carbonato 0.2 M usando diluciones seriadas por duplicado en concentraciones

desde 125 ng/mL a 0.1 ng/mL y extrapolando los resultados de OD en la curva.

Para establecer el punto de corte (Cut-off) se seleccionaron 31 sueros de individuos
sin alergia y con titulos de IgE negativos frente a los extractos de B. tropicalis y D.
pteronyssinus. Se establecié como punto de corte el valor promedio de las lecturas
mas 2 desviaciones estandar. El punto de corte calculado para MAVAC-BD-2 y
DPx4 fue de 3.17 ng/mL.

4.7.1.2 Ensayo de Dot-blot con sueros de pacientes alérgicos a los acaros

e Para el ensayo con MAVAC-BD-2 se seleccionaron al azar 28 sueros de
pacientes alérgicos con niveles positivos a los extractos D. pteronyssinus y
B. tropicalis y 14 sueros de individuos sin alergia y con niveles negativos de

IgE a los extractos de B. tropicalis y D. pteronyssinus.
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e Para el ensayo con DPx4 se seleccionaron al azar 26 sueros de pacientes
alérgicos a los acaros con niveles positivos al extracto D. pteronyssinus y 4
sueros de individuos sin alergia, con niveles negativos de IgE al extracto de

D. pteronyssinus

Un microgramo de las proteinas MAVAC-BD-2, DPx4, rBlot 5, nDerp 1, rDerp 2y
5 ug de extracto de acaro (B. tropicalis o D. pteronyssinus) se aplicaron sobre las
membranas de nitrocelulosa de 0.45 pm (Bio-Rad, USA) usando Bio-Dot ®SF
Microfiltration Apparatus (Biorad) acoplado a una bomba de vacio. Las membranas
se incubaron en buffer de bloqueo (PBS-T al 1% y leche descremada al 5%) durante
1 hora a TA. Después de lavar las membranas con PBS -T, estas se incubaron con
suero de pacientes alérgicos y sueros de individuos no alérgicos en una dilucion
final de 1:5 ON a TA. Después de lavar 4 veces con PBS-T, se incubaron con
anticuerpo de deteccién anti-lgE humana conjugada con fosfatasa alcalina (Sigma
A3525) diluida 1:500 en buffer de conjugado, durante 3 horas a TA. La IgE unida se
reveld con la mezcla de NBT (p-nitro-blue-tetrazolium) y BCIP (5 bromo-4-chloro-3-
indoyl-phosphate) disueltos en “buffer” de fosfatasa alcalina (NaCl 100 mM, MgCI2
5 mM, Tris 100 mM, pH 9.5 durante 5 min.

4.7.2 Ensayos de Inhibicion de la reactividad IgE

Para analizar si los epitopes IgE presentes en los extractos alergénicos y en los
alergenos recombinantes purificados (rBlo t 5, nDer p 1y rDer p 2) estan presentes
en las proteinas hibridas se realizaron ensayos de inhibicion IgE y ensayos de Dot

-blot con anticuerpos monoclonales.

Para llevar a cabo los ensayos de inhibicion con las proteinas MAVAC-BD-2 y DPx4
se prepararon cuatro mezclas de sueros (pools), (Tabla 5 y Tabla 6). Para la
preparacion de cada pool se seleccionaron sueros con reactividad IgE a los
extractos de B. tropicalis y D. pteronyssinus y con reactividad IgE a las proteinas
hibridas a usar en cada ensayo. Para cada pool se tomaron partes iguales de cada
suero y se diluyeron en buffer PBS-BSA al 1%.
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4.7.2.1 Inhibicion de la reactividad IgE hacia alergenos purificados y extractos de
acaros por MAVAC-BD-2.

Para la inhibicion de la reactividad IgE al extracto de B. tropicalis por la proteina
MAVAC-BD-2 se us6 el Pool Ay 4 concentraciones del inhibidor (0.1,1.0, 10 y 100
pug/mL), mientras que para la inhibicion de la reactividad IgE a los recombinantes
rDer p 2 y rBlo t 5 por MAVAC-BD-2 se uso el pool B y 2 concentraciones del
inhibidor (0.1 y 100 pg/mL).

Tabla 5.Pool de sueros usados para la inhibicion IgE por la proteina MAVAC-BD-2

Pool de sueros A Pool de sueros B
Niveles IgE (OD) Niveles IgE (OD)
Paciente MAVAC-BD-2 Derp2 Blot5 Paciente MAVAC-BD-2  B.tropicalis D. pteronyssinus
A33 2.37 0.17 0.25 A33 2.37 332 2.73
A39 2.00 0.29 0.26 A39 2.00 2.26 2.63
A43 2.13 0.21 0.17 A43 2.13 231 2.41
A84 2.13 0.76 0.18 Ad4 2.13 0.50 3.29
A90 0.22 0.36 0.19 A45 2.01 0.69 2.62
A92 0.53 0.35 0.52 A92 0.53 1.02 0.74

4.7.2.2 Inhibicion de la reactividad IgE hacia alergenos purificados y D.
pteronyssinus por DPx4.

Para la inhibicién de la reactividad IgE al extracto de D. pteronyssinus por DPx4 se
uso el Pool C y 5 concentraciones del inhibidor (0.001, 0.01, 0.1, 1y 5 ug/mL) y para
la inhibicién IgE a Der p 1 y Der p 2 por la DPx4 se us6 el Pool D y dos
concentraciones del inhibidor (0.1 y 25 pg/mL).
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Tabla 6. Pool de sueros usados para la inhibicién IgE por la proteina DPx4

Pool de sueros C Pool de sueros D
Niveles de Ig (OD) Niveles de IgE (OD)

Paciente D. pteronyssinus DPx4 Paciente DPx4 Der p 1 Der p 2
A676 0.62 0.77 AC043 0.41 0.60 0.27
AB35 0.75 0.30
AC043 0.31 0.41 AF33 0.33 0.43 0.29

Los pozos de placas de microtitulacion (Immulon 4HBX Dynatech, Chantilly, VA,
USA) se cubrieron con 5 pg del extracto de B. tropicalis, del extracto de D.
pteronyssinus, o con 0.5 pg de las proteinas hibridas o alergenos purificados en 100
uL de buffer de pegada y se incubaron ON a 4°C en camara humeda. Los pozos se
lavaron con PBS-T al 0.1% y se bloquearon con 200 uL de buffer de bloqueo por 3
horas. Después de lavar 4 veces, los pozos se incubaron con 100 pL en una dilucién
1:5 de la mezcla de pool preincubados con las distintas concentraciones del
inhibidor (con la proteina recombinante o con el extracto de acaros) durante 16
horas en agitacion suave a TA. Como control se us6 BSA (albumina de suero
bovino) a las mismas concentraciones que los antigenos. Los anticuerpos IgE
unidos se detectaron con anti-lgE humana conjugada con fosfatasa alcalina (Sigma
A3525) diluida 1:500 en buffer de conjugado. El desarrollo del color y la lectura de

la OD se realiz6 como se describe anteriormente en el ELISA.
Para calcular el porcentaje de inhibicion se aplicé la siguiente ecuacion:

% de inhibicién = [(D.O sin inhibidor — D.O con inhibidor) / D.O sin inhibidor] x100

4.7.3 Ensayo de Dot- blot con anticuerpos monoclonales

Dos microgramos de las proteinas MAVAC-BD-2, DPx4, Der p 1 y Der p 2 se
aplicaron sobre la membrana y se incubaron con buffer de bloqueo durante 45
minutos a TA. Después de lavar 4 veces las membranas de nitrocelulosa, se
incubaron con anticuerpo monoclonal anti-Der p 1 (clon MA-4C1-1, Indoor

Biotechnologies Inc., Charlottesville, VA, U.S.A) o anticuerpo monoclonal anti-Der p
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2 (clon Dpx-A9, Indoor Biotechnologies Inc., Charlottesville, VA, USA) ON a TA. Los
anticuerpos unidos se detectaron mediante incubacién con anti- IgG de ratén (Sigma
A1418) diluida 1: 2000 en PBS-T durante 1 hora a TA. Finalmente, las membranas

se revelaron usando sustrato BCIP/NBT como se describio en el parrafo 4.1.7.2

4.7.4 Ensayo de activacion de basofilos.

Para evaluar la alergenicidad de las proteinas hibridas, se realiz6 el test de
activacion de basdfilos, usando el estuche Allergenicity Kit (Beckman Coulter, Inc.
CA, USA), de la siguiente manera: se tomaron muestras de sangre periférica de
alérgicos a los &caros de polvo doméstico con niveles de IgE positivos a MAVAC-
BD-2 (n=5) y DPx4 (n=7) e individuos no alérgicos (n=2) (Tablas 7 y 8). Para definir
la concentracion mas adecuada de antigeno se realizd un ensayo de dosis repuesta
con concentraciones de 0.1, 1y 10 ug/mL (Fig S2). Se eligié la concentracion de 10
pug/mL, porque esta indujo una clara activacién de los basdfilos con el antigeno de
referencia (Der p 2). Cien microlitros de sangre se incubaron con 10 pg/mL de las
proteinas hibridas, rDer p 2, rBlot 5 o el extracto de acaros durante 15 minutos a
37°C. Los basdfilos se tipificaron en funcion a la expresion de CD3-PC7, CRTh2-
FITC y a Ila deteccibn del marcador de activacion CD203c-PE
(CD3"9CRTH2PSCD203cP®s), en un citbmetro de Dakocytomation (Beckman
Coulter, Inc. CA, USA.). Los datos se analizaron usando el software Summit 4.3
(Beckman coulter, Inc CA, USA.). En cada ensayo se contaron al menos 500
basotfilos. La activacion de baséfilos se calcul6 usando la intensidad de
fluorescencia media (MFI) obtenida con los basofilos estimulados (MFI
estimulacién) y no estimulados (MFI control), expresados en un indice de
estimulacion (SI), (SI = MFI control / MFI estimulacién). Un Sl = 2.0 es un indicativo
de activacion de basofilos. Como control positivo se uso el anticuerpo monoclonal
anti-IgE (suministrado por el kit) que reconoce el receptor de alta afinidad (FceRI) y

como control negativo se usaron basdfilos de pacientes estimulados con PBS.
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Tabla 7. Caracteristicas de los sueros usados en la activacion de basodfilos con
MAVAC-BD-2

Niveles de IgE (OD)

Prueba
Paciente  Sexo >C3ur;an:ea B.t Dp MAVAC-BD-2 Derp2  Blot5
1 M Bt,Dp 092 233 0.16 0.25 0.12
2 F Bt,Dp 120 058  0.12 3.08 0.12
3 M BtDp 017 078  0.12 0.14 0.42
4 M Bt,Dp 070 070  3.28 0.14 179
6 F Bt,Dp 020 037  0.25 0.76 0.18
No-Alergico F Neg 0.07 0.07 0.09 0.07 0.08

Tabla 8. Caracteristicas de los sueros usados en la activacion de baséfilos con DPx4

Niveles de IgE ( OD)

Prueba

Paciente Sexo  cutdnea  D. pteronyssinus Der p 2 DPx4
>3mm

1 M Bt, Dp 0.83 2.38 0.21

2 M Bt,Dp 0.79 0.55 0.50

3 F Bt, Dp 0.58 0.82 0.15

4 M Bt, Dp 2.34 0.63 0.20

5 M Bt, Dp 0.70 0.14 0.13

6 F Bt, Dp 0.32 0.30 0.29

7 M Bt, Dp 0.58 0.13 0.25

No -alérgico M Neg 0.09 0.10 0.10

4.8 Determinacion de endotoxinas en las proteinas recombinantes purificadas
para los estudios in vivo

La concentracion de endotoxina en las proteinas hibridas, los recombinantes
purificados y extractos de acaros domeésticos se determind mediante ensayo
colorimétrico de punto final basado en la reaccion del lisado de amebocitos de
limulus (ToxinSensorTM, GenScript, L00350), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se realizé una curva con estandares de endotoxina en el rango de 0.1 —
1 unidades de endotoxina (UE), en resumen: en viales libres de endotoxina

(adquiridos con el estuche), se adicionaron 100 pL de estandar o de cada muestra
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a ensayar, seguido de la adicion de 100 uL de lisado de amebocitos de limulus (LAL)
e incubacion por 8 min a 37°C en bafio de maria. Luego las muestras se incubaron
con 100 uL de solucién de sustrato por 6 min a 37°C y se adicioné a cada vial 500
ML de la solucion stop (estabilizador de color #1), seguido por estabilizador de color
#2 y finalmente el estabilizador de color #3. La lectura de absorbancia se realiz6 a
longitud de onda de 545 nm en espectrofotdmetro (Spectra MAX 250, Molecular

Device Sunnyvale, California), se uso el software SoftmaxPro version 2.2.1.

4.9 Evaluacién de los niveles de citoquinas en células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) estimuladas con las proteinas hibridas

Con el fin de analizar si las proteinas hibridas son capaces de inducir la secrecién
de citoquinas, se evaluaron los niveles de IL-4, IL-5, IL-10 e IFNy en el sobrenadante
de cultivos de PBMC de pacientes alérgicos a los acaros. Para la separacion de las
células se extrajeron 10 mL de sangre venosa periférica en tubos con heparina (BD
vacutainer REF 367880), de pacientes alérgicos a los acaros. La sangre se diluyo
1:2 en PBS estéril y se procedio al aislamiento de las PBMC mediante gradiente de
densidad con Ficoll-Paque (Histopaque® 1077, Sigma) por centrifugacion a 400 g
durante 30 minutos a 4°C con la opcion de freno en “off”. Se recolecté el anillo de
células y se lavaron dos veces con PBS. El sobrenadante se descartd y el botdén de
células se resuspendié en medio RPMI-1640 suplementado con L-glutamina y
NaHCO3 (Sigma, Aldrich. San Luis, USA), MEM vitamine/L-Glutamine 2 mM,
Piruvato de sodio 1 mM /amino&cidos no esenciales 1%, 100 U/mL de la mezcla de
antibioticos (Penicilina 100 U/mL, Estreptomicina 100 U/mL, Kanamicina 100 U/mL)

y suero fetal bovino (inactivado a 56 °C durante 60 minutos).

La viabilidad y el nUmero de células se evalué mediante exclusion con el colorante
azul de tripan usando el equipo TC20™ Automated Cell Counter (BioRad) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se realizo una dilucion 1:2 de las células con azul
de tripan (10 pL de células + 10 pL de azul de tripan) y se realizo la lectura,
seleccionando en el equipo el tamafo celular para linfocitos de 7-9 um. Se

sembraron 500.000 células en un volumen final de 500 yL de RPMI por pozo. La
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cantidad de antigeno para la estimulacién se determind por titulaciéon usando
concentraciones de 1.0, 1.5y 2.0 uM para las proteinas hibridas y 6.5, 12.5y 25
Mg/mL para los extractos de acaros D. pteronyssinus o de B. tropicalis. Se eligio la
concentracion final de 1.0 uM para las proteinas hibridas y 25 ug/mL para los
extractos (Tabla S1). Se uso fitohemaglutinina (PHA) a una concentracion final de
5 pg/mL como control positivo. Como control negativo se usaron cultivos sin
estimulacién, en el cual el volumen de liquido correspondiente al antigeno se
reemplazé por RPMI. Las células se incubaron a 37°C en una atmosfera de 5% de
CO2y 95% de humedad relativa durante 3 dias en el caso del PHA y 6 dias para los
antigenos. Finalizado el tiempo de incubacion las células se centrifugaron a 12.000
g durante 10 minutos y los sobrenadantes se guardaron a -80°C hasta la
cuantificacion de las citoquinas. La medicién de citoquinas en los sobrenadantes de
los cultivos celulares se realizé por citometria de flujo, utilizando un sistema
multiplex denominado BD™ Cytometric Bead Array (CBA Catalogo No. 550749),
Human Th1/Th2 Cytokine. Las lecturas de citometria de flujo se realizaron en un
sistema FACS-ARIA Il (BD).

La medicion de citoquinas en el sobrenadante de cultivos se realiz6 siguiendo las
instrucciones del protocolo de BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Kit. Se preparé
una curva estandar con rango desde 0 pg/mL hasta - 5000 pg/mL de cada una de
las citoquinas a evaluar. Luego, se mezclaron 10 pyL de perlas de captura de cada
citoquina (IL-4, IL-5, IL-10 e INF-y) en un tubo de poliestireno (Falcon®) y se
incubaron por 30 min a TA. Posteriormente, se tomaron 25 pL de esta mezcla y se
incubaron con 25 pL de sobrenadante de cultivo y 25 yL de anticuerpo de deteccion
ficoeritrina (PE) por 3 horas a TA, protegido de la luz. Luego, se agreg6 500 pL de
buffer de lavado y se centrifugd a 200 g durante 5 minutos. Se descartd el
sobrenadante y se agregaron 300 pL de buffer de fijacién a cada tubo y se procedio
a la adquisicion de las muestras en el citometro de flujo FACSAria Ill (Becton,
Dickinson y compaiiia, Lago Franklin, NJ, USA.). Finalmente, se interpolaron los
valores obtenidos en las muestras problema en la curva estandar mediante el

programa BD CBA analisis Software.
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4.10 Evaluacion de la respuesta humoral e inflamatoria inducida en ratones
BALB/c por la administracion de las proteinas hibridas

Para evaluar in vivo el tipo de respuesta inducida por las proteinas hibridas, se
analizaron las respuestas, humorales e inflamatorias inducidas por estas proteinas

en un modelo murino de inflamacion de las vias respiratorias.

4.10.1 Modelo de raton con inflamacion alérgica

Se usaron ratones hembra BALB/c de 5-8 semanas de edad, adquiridos en el
Instituto Nacional de Salud (Bogotd), distribuidos de forma homogénea (n= 7/grupo),
en los diferentes grupos experimentales. Todos los ratones se mantuvieron en el
bioterio de paso del Doctorado de Ciencias biomédicas (Universidad de Cartagena),
con foto periodo de 12 horas, en ambiente con temperatura entre 18°C a 24°Cy con
acceso libre a comida y agua. Los animales fueron tratados siguiendo las normas
éticas en investigacion con animales (Ley 84, 1989). Todos los procedimientos
relacionados con la manipulacion de animales se realizaron dentro de la cabina de
flujo laminar con las medidas de seguridad (uso de guantes y tapa boca) y
aprobados por el Comité Etico para uso de animales de experimentacion de la
universidad de Cartagena, (No. 42-2012).

4.10.1.1 Esquema de sensibilizacion con MAVAC-BD-2 en un modelo murino
de inflamacion de las vias areas

Los ratones BALB/c se distribuyeron en distintos grupos (7 ratones/grupo): grupo |
(inmunizados con MAVAC-BD-2), grupo Il (inmunizados con B. tropicalis) y grupo I
(inmunizados con PBS). La administracion de antigenos se realizé siguiendo el
protocolo descrito por Zakzuk y colaboradores (95), como se observa en la figura 3.
Los ratones se sensibilizaron por via intraperitoneal (i.p) con 40 ug de MAVAC-BD-
2 0 20 pg de B. tropicalis en presencia de 2 mg del adyuvante hidroxido de aluminio
(Al(OH)3), (Sigma-Aldrich), los dias 0, 7 y 14. Al dia 21 se indujo la respuesta
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inflamatoria de las vias respiratorias mediante la administracion intranasal (in) por
tres consecutivos dias ( 21, 22 y 23) con 40 ug de MAVAC-BD-2 o 20 ug de B.
tropicalis en 50 puL de PBS, bajo anestesia con la mezcla de ketamina (9.2 mg/mL)
y xilacina (1.2 mg/mL). Los ratones controles recibieron PBS estéril durante las
sensibilizaciones y los retos, siguiendo el mismo protocolo.

~. BALB/c

Eutanasia

IR EETIN.

A FE B Suero
0 7 14 21 22 23 24 25

Sensibilizacion (IP) Reto (in) Buxco

Group | : 40 ug MAVAC-BD-2
Group II: 20 ug B.tropicalis
Group lll: PBS

Figura 3. Esquemas de sensibilizacion con MAVAC-BD-2 en un modelo de inflamacion
alérgica.

4.10.1.2 Esquema de sensibilizacion con DPx4 en un modelo de inflamacion
de las vias areas

Se organizaron 3 grupos de inmunizacién (7 ratones/grupo): grupo | (inmunizados
con DPx4), grupo Il (inmunizados con el extracto de D. pteronyssinus) y grupo I
(inmunizados con PBS). Los ratones se sensibilizaron por viai.p. con 20 ug de DPx4
o con 20 ug de extracto D. pteronyssinus en presencia de 2 mg Al(OH)3, (Sigma-
Aldrich), los dias 0, 7, 14 y 21. Siete dias después de la ultima sensibilizacion, se
provocdé una respuesta inflamatoria en las vias respiratorias mediante la
administracion intranasal bajo anestesia con 20 ug de DPx4 o 20 ug de extracto de
D. pteronyssinus en 50 puL de PBS, durante cuatro dias consecutivos (29, 30, 31y
32) (Figura 4).

44



BALB/c

¢
— Eutanasia
? ﬁ ﬁ ﬁ ¥
07 14 21 28 29 30 31 2 3
) L, . Suero
Sensibilizacion (IP) Reto (in) Buxco
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Group II: 20 ug D. pteronyssinus
Group Ill: PBS

Figura 4. Esquema de sensibilizacion con DPx4 en un modelo de inflamacion alérgica.

Después de 12 horas del ultimo reto antigénico i.n., se realizdé el ensayo de
hiperreactividad bronquial administrando dosis crecientes de metacolina. Al dia
siguiente se realizo el sacrificio de los ratones usando pentobarbital sédico al 20%
(v/v), administrando un volumen de 100 pL/ratén. La toma de muestra de sangre se

realizé después de sacrificio mediante puncion cardiaca.

En el dia cero se obtuvieron las muestras de sueros pre-inmunes mediante puncion
en la vena de la cola de los ratones. Las muestras de suero se almacenaron a —20

°C hasta su uso.

4.10.2 Evaluacion de la respuesta inmune humoral

Se cuantificaron los niveles séricos de anticuerpos especificos inducidos en el
modelo de ratén alérgico por las proteinas hibridas mediante ensayo de ELISA. Se
titulé la cantidad del antigeno para la fase soélida, la dilucibn de suero y del
anticuerpo secundario conjugado. Como controles se usaron sueros de ratones

sensibilizados con PBS y algunas ocasiones se uso el suero preinmune.

Las muestras de sangre se mezclaron con EDTA y se dejaron sedimentar al menos
1 hora a temperatura ambiente y luego se centrifugaron a 15.000 g durante 20 min.
El sedimento se descarté y los sobrenadantes, se conservaron a —20°C hasta su

uso.
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4.10.2.1 Determinacion de los niveles de IgE e IgG en sueros de ratones
inmunizados

Para obtener una dilucién apropiada del suero y del conjugado (segundo anticuerpo)
para los ensayos de ELISA, se realizaron titulaciones de la siguiente manera (Fig
S3 y S4): para el primer anticuerpo IgE se usaron las diluciones 1:5, 1:20, 1:80,
1:320, 1:640 y 1: 1280 y para la IgG1 e IgG2a se usaron 4 diluciones seriadas
1:5.000 - 1:40.000. Para el segundo anticuerpo se usaron las siguientes diluciones
1:2.000, 1:5.000, 1:10.000, 1:14.000, 1:16.000 y 1:18.000.

Para cuantificar los niveles de IgE, 1gG1 e IgG2a especificas frente a las proteinas
hibridas en sueros de ratones inmunizados: placas de poliestireno (NUNC,
Maxisorp™, Corning, Costar) se recubrieron con 1 pg/mL de las proteinas hibridas
0 5 pug/mL de extracto de acaros diluidos en buffer carbonato/bicarbonato 0.2 M a
pH 9.6, durante toda la noche a 4°C. Las placas se lavaron 4 veces con PBS-T al
0.05% y se bloquearon las uniones inespecificas con 250 pl de buffer de bloqueo
durante 3 horas a TA. Luego de 4 lavados, los pozos se incubaron con 100 pL de
los sueros de ratdn durante toda la noche a TA. Después de 4 lavados con PBS-T,
se adicion6 100 pL de los anticuerpos secundarios conjugados con biotina anti-IgE
(e-Bioscience 13-5992-82), anti-lgG1l (e-Bioscience 533441) o anti-lgG2a (e-
Bioscience -553504) de raton por 2 horas a TA. Luego de 4 lavados con PBS-T, los
pozos se incubaron con 100 pL de estreptavidina conjugada con peroxidasa
(Streptavidin-HRP, BD bioscience, 553388) diluida 1:2.000 por 30 minutos a TA 'y
50 r.p.m. Luego de una etapa final de lavado los pozos se incubaron con 100 pL
de sustrato TMB (BD bioscience, 00-5002056) durante 5 minutos. La reaccion se
detuvo mediante la adicion de 50 pL de acido sulftrico (H2SO4) 2 N y se ley6 la
absorbancia a 450 nm en un lector de placas (Spectra MAX 250, Molecular Device,
Sunnyvale, CA, USA)).
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4.10.2.2 Ensayo de Dot-blot con sueros de ratones inmunizados

Para evaluar si los anticuerpos IgG inducidos por la inmunizacién reaccionaban con
el extracto de acarosy los alergenos purificados se realiz6 ensayo de Dot-blot, como
se describié anteriormente. Dos ug de rDer p 2, rBlo t 5, MAVAC-BD-2, DPx4, Bet v
1y 5 ug de los extractos de acaros B. tropicalis o D. pteronyssinus se aplicaron
sobre la membrana de nitrocelulosa y se bloqued las uniones inespecificas con
PBS-T, leche descremada al 5% durante 1 hora a TA. Luego, las membranas se
incubaron con suero de ratones inmunizados con MAVAC-BD-2, DPx4 o suero pre-
inmune ON a TA. La reactividad IgG2a se detectd incubando las membranas con
anti-lgG2 de raton conjugado con biotina (BD553504) diluida 1:1000 en PBS-T por
1 hora a TA. Luego las membranas se lavaron 3 veces con PBS-T y la reaccion se

visualizo6 utilizando como sustrato 3,3'diaminobenzidina (DAB).

4.10.3 Analisis de la funcidn respiratoria al reto con metacolina en ratones
inmunizados con las proteinas hibridas

La inflamacién las vias aéreas inducida en los ratones por las proteinas hibridas se
evalué mediante el reto con dosis creciente de metacolina via nasal por aerosol

usando el pletismégrafo de cuerpo entero (Buxco Electronics, Troy, N.Y., USA.).

Este ensayo se inicié con un periodo de aclimatacion de los animales durante 5
minutos en las cAmaras. Luego, se registraron medidas de los flujos respiratorios,
los cuales se tomaron como medida basal y se procedi6 a realizar la administracion
de la metacolina durante 90 segundos en aerosol usando un nebulizador
automatico. La nebulizacion se inicié con el PBS seguido de la metacolina a
concentraciones crecientes de 3.1, 6.25, 12.5y 25 mg/mL.

Los cambios de presién pulmonar en las vias respiratorias del raton, que reflejan el
grado de inflamacion de las mismas, se cuantificaron mediante el parametro

denominado “Penh”.
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Para valorar el grado de inflamacion en las vias respiratorias se uso6 los cambios en
los valores de Penh (pausa aumentada) como una medida indirecta de la

hiperreactividad de las vias respiratorias.

4.10.4 Inhibicién de la unién de IgE humana a extractos alergénicos por la IgG de
ratones inmunizados con las proteinas hibridas

La actividad IgG bloqueadora inducida en los ratones inmunizados con las proteinas
hibridas frente a extractos alergénicos de acaros y alergenos purificados se evalué

mediante ensayo de inhibicién de ELISA de la siguiente manera:

Previo a la realizacion de este ensayo se procedio a la termo-inactivacién de los
anticuerpos para evitar la interferencia de la IgE de ratdon en los ensayos de
inhibicion 1gG (96, 97). Para lo cual se mezclé un pool de sueros de ratones
sensibilizados diluidos 1:10 con PBS/BSA 1% y se calentaron a 56°C en bafo de
Maria con agitacion suave por 1 hora. Posteriormente se analizo la reactividad IgE,
IgG1 e IgG2a de estas muestras antes y después del calentamiento mediante

ensayos de ELISA (Tabla S2), como se describié en el parrafo anterior.

Para realizar el ensayo de inhibicién, en placas Maxisorp se agregaron 100 uL de
una solucién 5 pg de extracto de acaros 0 0.5 pgde Derp 1, Derp2o0Blot5 en
buffer carbonato/bicarbonato 0.2 M a pH 9.6 y se incubaron ON a 4°C. Las placas
se lavaron 4 veces con PBS-T y se adicion6 buffer de bloqueo PBS/BSA 1%,
durante 2 horas a TA. Luego, los pozos se incubaron con 100 uL de un pool de
sueros de ratones se diluyd 1:25 (dilucion seleccionada por titulacion, Fig S5) por
toda la noche a 4°C. Las placas se lavaron 4 veces con PBS- BSA 1% y se
incubaron con 100 uL de suero de pacientes alérgicos o suero de control (suero pre-
inmune) diluido 1:5 en PBS/BSA 1% ON a 4°C. Luego de 4 lavados, se adicion6
100 pL de anti-lgE humana marcada con fosfatasa alcalina (Sigma, A3525) diluida
1:500 en buffer de conjugado y se incub6 por 2 horas a TA. Para el revelado se
adicionaron 100 uL/ pozo del sustrato p-nitrofenil fosfato 1 mg/mL y se incubo

durante 30 minutos, la reaccion se detuvo con 100 uL de NaOH 3 N y la lectura se
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realizé a 405 nm. Para el calculo del porcentaje de inhibicion se aplico la formula %
Inhibicién= [100 — (DOI/DOp)] x 100, donde DOi: DO suero de ratén inmunizado y

DOp: DO suero de ratdén preinmune.

4.10.5 Anafilaxia cutanea Pasiva (PCA)

Para estudiar la actividad alergénica in vivo de las proteinas hibridas se realiz6 la
prueba PCA, que permite revelar la capacidad de las proteinas en unirse a la IgE
especifica unida a los receptores de alta afinidad en la superficie de los mastocitos.
La activacion de las células sensibilizadas, después de la unién del antigeno, genera
la liberacion de mediadores proinflamatorios presentes en sus granulos. Este
mecanismo se evidencia mediante la administracion intravenosa del reactivo azul
de Evans, el cual al llegar a la zona inflamada se extravasa e invade el tejido

adyacente coloreando la piel de azul.

En este ensayo se usé un pool de antisueros (sin diluir) procedentes de ratones
inmunizados con las proteinas hibridas y como control positivo y negativo se us6
antisueros procedentes de ratones inmunizados con el extracto de acaros y con
PBS respectivamente. El ensayo se realizé de la siguiente manera: en el abdomen
de ratones BALB/c naive se inyecté via intradérmica 50 uL de los distintos pools de
antisueros. Después de 24 horas, se indujo la reaccién anafilactica mediante la
administracion intravenosa (iv) de 0.2 mL de una mezcla de 20 pug/mL de DPx4 o 40
png/mL de MAVAC-BD-2 o0 20 pg/mL de extracto de acaros disueltos en el colorante
azul de Evans al 0.5% (Sigma-Aldrich). Después de dos horas, los animales se
sacrificaron y se cortaron las porciones de piel que contienen azul de Evans, que

luego se incubaron en 2mL de formamida, a 56°C durante 24 horas.

Posteriormente, se recogio la fraccion liquida de cada muestra, se filtro a través de
filtro de 0.20 uM, se centrifugé a 1000 r.p.m durante 5 minutos para eliminar los
restos de piel, pelos etc. Finalmente se midi6é la densidad o6ptica del colorante
extravasado a una longitud de onda de 620 nm usando un espectrofotometro
(Spectra MAX 250, Molecular Device, Sunnyvale, CA, USA.).
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El grado de extravasacion inducido por cada proteina se evalué de manera visual y
cuantificando la absorbancia del azul de Evans en el liquido extracelular adyacente
al sitio de administracion, a partir de una curva estandar para el azul de Evans (1.5
-100 pg/mL), estos valores se expresaron en microgramos de azul de Evans

extravasado /sitio.

4.11 Analisis de datos.

Para el procesamiento estadistico de los datos se utilizé el programa GraphPad
Prism version 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,
Los datos se evaluaron para la normalidad a través de Kolmogorov-Smirnov. Los
resultados son expresados como la media aritmética + SEM. Se consideraron
significativos aquellos valores con p< 0.05.

La diferencia entre medias de dos grupos dependientes que cumplian las
condiciones de normalidad se evalto usando t- student y cuando se traté de mas
de dos grupos se us6é ANOVA. En caso en gue no se cumplian las condiciones de
normalidad los analisis se realizaron usando estadistica no paramétrica. Para dos
grupos independientes se uso la prueba U-Mann Whitney; cuando se traté de mas
de dos grupos dependientes se usé la prueba de Friedman y para grupos
independientes Kruskal-Wallis.

La medida de la hiperreactividad de las vias respiratorias se reflejé como valores de
Penh (pausa aumentada). Los datos son expresados como media + SEM. La

significancia estadistica se estimé mediante ANOVA de dos vias.
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5 RESULTADOS
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5.1 Purificacion y Caracterizacion Molecular e
Inmunoldgica de la proteina hibrida MAVAC-
BD-2

53



54



5.1.1 Disefio de la proteina MAVAC-BD-2

Para la generacion del modelo tridimensional (3D) de la proteina MAVAC-BD-2 se
us6 como plantilla la estructura 3D de Blo t 5y Der p 2. Los resultados con ProSA-
web mostraron que la estructura MAVAC-BD-2 posee una buena calidad global y
local con un valor “Z” -4.52. El analisis Ramachandran para MAVAC-BD-2 mostré
las siguientes estadisticas: residuos en regiones favorecidas 147 (79.9%), en
regiones permitidas 25 (13.6%), en regiones no permitidas 12 (6.5%). La
representacion esquematica del orden en que fueron ensamblados los segmentos
de alergenos con una etiqueta histidina en la region amino terminal se observa en
la Fig 5A. Las imagenes representan la estructura tridimensional de MAVAC-BD-2

(Fig 5 By C) generadas por el programa PyMOL.

A

Blot5 Blot 10 Derp 8 Blot8 Derpl Derp 2 Derp7
! i i H i
NH2 [:]—I : :— :— :

Figura 5.Modelo estructural de la proteina MAVAC-BD-2.

A) Representacion del orden en que fueron ensamblados los segmentos de alergenos. B)
Representacion en cintas y C) Representacion en superficies, del modelo 3D de MAVAC-
BD-2. Se muestra la ubicacion de cada segmento. Blo t 5 (rojo), Blo t 8 (fucsia), Blo t 10
(verde) Der p 1 (azul), Der p 2 (magnate), Der p 7(naranja) y Der p 8 (amarillo).
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5.1.2 La proteina MAVAC-BD-2 se obtuvo en forma parcialmente plegada

La migracion de la proteina en SDS-PAGE mostré que MAVAC-BD-2 se expreso
con alto grado de pureza, mostrando una banda Unica con un peso molecular
aproximado de 22.8 kDa, consistente con la masa molecular tedrica del disefio de
la proteina (Fig. 6). La concentracion de LPS obtenida mediante el estuche

ToxinSensor ™ estuvo por debajo de 0.12 EU/mL

El espectro de DC mostré6 que MAVAC-BD-2 esta parcialmente plegada, con un
maximo en 192 nm y un minimo en 208 nm, indicando un significante contenido de
estructura hélice a (22%) y cintas B (21%). El contenido (%) de estructura
secundaria (hélices a, cintas B y otros) de la proteina se determiné mediante el

programa de analisis Dichroweb.
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Figura 6. Purificacién y espectro de dicroismo de la proteina MAVAC-BD-2.

(A) Electroforesis en SDS-PAGE, con tincién con azul brillante de Comassie. MW: marcador
de peso molecular. Carril 1: muestra de cultivo celular sin induccién. Carril 2: muestra de
cultivo inducido con IPTG 1mM, Carril 3: muestra purificada con resina Ni-NTA. (B) Espectro
de dicroismo circular (DC) de MAVAC-BD-2. Los valores de DC se expresaron como
elipticidad molar por residuo 6.
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5.1.3 MAVAC-BD-2 muestra una baja capacidad de union a IgE en sueros de
alérgicos a los acaros

Al evaluar la frecuencia de reconocimiento de la IgE en sueros de individuos
alérgicos hacia la proteina hibrida, se encontré6 una frecuencia de reactividad IgE
del 40% (40/100). Al comparar los niveles de reactividad IgE en sueros de alérgicos
se encontré una menor unién IgE hacia la proteina hibrida que hacia los extractos
de B. tropicalis (p<0.001), de D. pteronyssinus (p<0.001) y los recombinantes
purificados rBlo t 5, nDer p 1 y rDer p 2 (p < 0.001), Fig. 7A'y 7B.
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Figura 7. Niveles de IgE a MAVAC-BD-2 por ELISA en sueros de alérgicos a los acaros.
A) Comparacion entre MAVAC-BD-2 y los extractos de acaros. Niveles de IgE obtenidos en
100 sueros de alérgicos. B) Comparacion entre MAVAC-BD-2 vs nDerp 1, rDerp 2y rBlo t
5. Niveles de IgE obtenidos con 47 sueros alérgicos ***P< 0.001. Para los andlisis se us6
el test Kruskal-Wallis.

Los experimentos de dot-blot también mostraron que MAVAC-BD-2 tiene poca
capacidad de unir IgE de pacientes alérgicos. De los 28 sueros analizados, 20 no
mostraron reactividad IgE hacia MAVAC-BD-2, mientras que solo 8 (sueros # 2, #12,
#13, #14, # 16, #17, #18 y #19) mostraron una débil union a IgE. Es notable que
solo el suero #20 presento una reactividad IgE comparable con la obtenida hacia el

extracto de acaro. Por otra parte, como se esperaba cada uno de los sueros de
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pacientes alérgicos tienen reactividad IgE hacia los extractos de los acaros.
También se observa que la mayoria de los sueros muestran reactividad IgE hacia
rDer p 2 y rBlo t 5, algunos de ellos hacia nDer p 1. Ninguno de los individuos no
alérgicos mostro reactividad IgE hacia las proteinas ensayadas (Fig 8). Los datos
obtenidos en conjunto sugieren que MAVAC-BD-2 es débilmente reconocida por la

IgE de los alérgicos a los &caros del polvo doméstico.
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Figura 8. Reactividad de la IgE a MAVAC-BD-2 por ensayo de dot-blot.

Blo t 5, Der p 1, Der p 2, MAVAC-BD-2 y Blomia tropicalis se pegaron en membranas de
nitrocelulosa e incubaron con 28 sueros de pacientes alérgicos a los acaros (columnas 1—
28), 14 sueros de sujetos no alérgico (NC) o buffer sin suero (BC).

El siguiente experimento consistié en evaluar la capacidad de MAVAC-BD-2 de unir
anticuerpos de clase IgG. El hibrido mostré la capacidad de unir IgG en sueros de
pacientes alérgicos como también en sueros de individuos sin alergia (X alérgico=
1.30 vs X No-alérgico = 1.05). Los niveles de IgG fueron significativamente mayores

en el grupo de los alérgicos, (Fig 9).

Niveles de 1gG ( OD 445 )

MAVAC-BD-2

Figura 9. Reactividad IgG mediante ELISA.
Reactividad IgG a MAVAC-BD-2 en 100 sueros de alérgicos y no alérgicos a los acaros.
*** P< 0.001. Para la comparacién entre los grupos se uso el test de U de Mann-Whitney.
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5.1.4 MAVAC-BD-2 contiene epitopes B de los alergenos de acaros B. tropicalis y
D. pteronyssinus.

Los epitopes B relevantes de Der p 1, Der p 2, Blo t 5 y alergenos de B. tropicalis
presentes en MAVAC-BD-2 se analizaron mediante ensayos de inhibicion de ELISA
y Dot-blot con anticuerpos monoclonales.

A la concentracion de 100 pg/mL, MAVAC-BD-2 inhibio6 la union de IgE del pool A
hacia rDerp 2y rBlot5 en un 26.3% y 26% respectivamente (Fig. 10 A, B). Por otra

parte, MAVAC-BD-2 también inhibio la uniéon de IgE del pool B hacia el extracto de
B. tropicalis en un 20% (Fig. 10 C).

A - C
80— Derp 2 en fase sdlida B BlotSen fase sdlida 100 B. tropicalis en fase sodlida
b ) 80+ W B.iropicalis
El Derp EE Blot5
B MAVAC-BD-2

604 E= MAVAC-BD-2 D MAVAC-BD-2 80
g = BSA 60+ B2 BSA = == BSA
< g < e
5 z 5
s 7 S 404 °
£ 5 2 40
£ £ =

207 - 207 20

0- 0- 0
0.1 100 0.1 100 0.1 1 10 100

concentracién del inhibidor (ug/ml) concentracion del inhibidor (ug/ml)

Concentracién del inhibidor (ng/mL)

Figura 10. Inhibicibn de ELISA: Inhibicién de la union de IgE a extractos y alergenos
recombinantes por MAVAC-BD-2.

Los graficos de barras muestran los porcentajes de inhibicion de la reactividad IgE de un
pool de sueros por MAVAC-BD-2 a Der p 2 (A), Blot 5 ( B) y B. tropicalis(C).

Los ensayos de Dot-blot con los anticuerpos monoclonales anti- Der p 1 (mAb 4C1)
y anti-Der p 2 (mAb Dpx-A9), mostraron reactividad hacia MAVAC-BD-2 (Fig 11). Los
resultados en conjunto sugieren que MAVAC-BD-2 conserva epitopes B de los

principales alergenos de los acaros B. tropicalis y D.pteronyssinus
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Figura 11. Ensayo de Dot-blot con anticuerpos monoclonales.

MAVAC-BD-2, Der p 1, Der p 2 y BSA fueron depositados en la membrana de nitrocelulosa
e incubados con los mAb como se indica (Proteina/mAb): a) MAVAC-BD-2/anti Der p 1, b)
MAVAC-BD- 2/anti Der p 2, c) Der p 1 /anti-Der p 1, d) Der p 2/anti-Der p 2, e) BSA/anti-
Der p 1.

5.1.5 MAVAC-BD-2 induce una menor activacion de baséfilos en comparacion con
los alergenos recombinantes y extractos de acaros

Al estimular los baséfilos de pacientes alérgicos con 10 pug/mL de rDer p 2, rBlot 5
o de los extractos de acaros, se observo una sobreexpresion del marcador CD203c
en los basdéfilos de todos los pacientes (X Sl = 5.0), mientras que MAVAC-BD-2 no
indujo activacion en las muestras de los pacientes # 1, 2 y 3 (X Sl =1.0), (Fig 12).
Aunque dos muestras (# 4 y # 6) mostraron activacion de basofilos frente a MAVAC-
BD-2, el grado de activacion fue méas bajo comparado con los alergenos purificados
y los extractos de &caros. Por otro lado, no se observé activacion de basdfilos en
muestras de individuos sin alergia (X SI = 0.9). La anti-IgE usada como control
positivo indujo una sobreexpresion del marcador CD203c en los baséfilos de todos
los donantes. No se observd activacion de basofilos con PBS (control negativo).
Estos resultados indican que MAVAC-BD-2 tiene una menor alergenicidad que los
alergenos Der p 2, Blo t 5 y los extractos de D. pteronyssinus y B.tropicalis
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Figura 12. Ensayo de activacion de basdfilos.

indice de estimulacion (SI) obtenido en 5 muestras de pacientes alérgicos a los acaros y un
sujeto no alérgico, expuestos a 10 ug/mL MAVAC-BD-2, Der p 2, Blo t 5y Bt, Dp. anti-IgE
o PBS (controles). Activacion positiva con SI=2 MV (MAVAC-BD-2), Dp: Dermatophagoides
pteronyssinus, Bt: Blomia tropicalis.

5.1.6 MAVAC-BD-2 induce mayores niveles de IL-10 y menores de IL-5 que el
extracto B. tropicalis en PBMC de alérgicos a los acaros

En cultivos de PBMC de alérgicos estimulados con MAVAC-BD-D-2 se hallaron
niveles de IL-5 significativamente menores (1.06 pg/mL + 1.42 pg/mL) que los
niveles encontrados en los cultivos estimulados con el extracto de B. tropicalis (29.0
+ 56.9 pg/mL), ***p <0.001 (Fig 13 A).

Los niveles de IL-10, fueron significativamente mayores en las células estimuladas
con MAVAC-BD-2 gue en las estimuladas con B. tropicalis, p<0.05 (Figura 13B). No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de IFN-y
entre los diferentes estimulos ensayados (Fig 13C). En nuestras condiciones

experimentales no se detectaron niveles de IL-4 en ninguno de los cultivos.
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Figura 13. Niveles de citoquinas inducidos por MAVAC-BD-2 en cultivos de PBMC de 5
pacientes alérgicos a los acaros.

Se cuantificaron los niveles de IL-5, IL-10 e IFNy en sobrenadantes de cultivo mediante
citometria de flujo. Los resultados se expresan como la media +SEM *p <0.05, ***p <0.001.
(Prueba de Anova para multiples comparaciones de medidas repetidas).

5.1.7 MAVAC-BD-2 no mostré degradacion a condiciones de almacenamiento a
4°C durante 3 semanas

Al analizar la estabilidad de la proteina después de 3 semanas de almacenamiento
a 4°C, no se observé ningun tipo de degradacion visual de la proteina en los
diferentes tiempos analizados (0 dias, 1 dias, 3 dias, 14 dias y 21 dias) (Fig. 14).
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Figura 14. Analisis en de la estabilidad de MAVAC-BD-2 después de un periodo de

almacenamiento de 21 dias a 4°C.
SDS-PAGE al 12 % M: Marcador de peso molecular. Carril 1-4: Muestra almacenada
durante 0, 1, 2 y 3 dias. Carril 5y 6 Muestra almacenada durante 2 y 3 semanas.

5.1.8 MAVAC-BD-2 forma agregados de alto peso molecular

El ensayo de DLS mostré que MAVAC-BD-2 forma agregados moleculares de alto
peso molecular con una amplia distribucién de tamafos. A partir de los datos de
DLS se puede estimar que los agregados consisten en aproximadamente 5500
moléculas de MAVAC-BD-2 en su estado oxidativo (Fig 15).
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Tamafio (rnm)
Pico Tamafio (nm) Peso molecular ( kDa) %PD
1 17.82+2.34 2.84x103+782.7 12.9
2 81.85+22.67 1.20x10° +1.44x10% 26.6

Figura 15. Analisis DLS con MAVAC-BD-2.

Se muestra la distribucion del tamafio en r.nm por masa de MAVAC-BD-2 con tres
mediciones repetidas cada una. El tamafio en r.n.m, el MW estimado en kDa y la
polidispersidad (Pd) en porcentajes de los picos individuales se enumeran debajo de la
figura.
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5.1.9 Lainmunizacién con MAVAC-BD-2 induce anticuerpos IgG que reaccionan
con el extracto de B. tropicalis y con los alergenos purificados

Para evaluar la especificidad e inmunogenicidad de los anticuerpos IgG inducidos
en ratones BALB/c por la inmunizacion con MAVAC-BD-2 se realizaron ensayos de
dot-blot y ELISA.

La administracion de MAVAC-BD-2 origin6 un aumento significativo en la
produccion de anticuerpos IgE, IgGl e IgG2a (Fig 16A) con respecto al grupo
control. Interesantemente, MAVAC-BD-2 indujo mayores niveles de anticuerpos
lgG2a que anticuerpos IgG1l (Fig 16B). La relacion IgG1l/IlgG2a en el suero de
ratones inmunizados con el hibrido fue de 0.46, mientras que en el suero de los
ratones inmunizados con el extracto fue de 9.01 (Fig 16C), indicando que la
inmunizaciéon con MAVAC-BD-2 indujo una respuesta humoral con mayor peso de

hacia el perfil Th1.
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Figura 16. Niveles de anticuerpos en sueros de ratones inmunizados con MAVAC-BD-2.
Los niveles de anticuerpos IgE, IgG1 e IgG2a especificos fueron determinados por ELISA.
A) Reactividad IgE, 1gG1 e 1gG2 especificos a MAVAC-BD-2 en suero de ratones
inmunizados con MAVAC-BD-2 y PBS. B) Relacion IgG1 e IgG2a a MAVAC-BD-2 en suero
de ratones inmunizados con MAVAC-BD-2. C) Relacién I1gG1 e IgG2a a MAVAC-BD-2
(barra naranja) y el extracto (barra negra). Los datos corresponden a la media =+ SEM
(n=7/grupo), **p<0.01.
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Los resultados del ensayo de Dot Blot sefialan que la IgG inducida en ratones por
la inmunizacion con MAVAC-BD-2 tienen reactividad frente a MAVAC-BD-2, Der p
2, Blo t 5y el extracto de B. tropicalis. No se observo reactividad frente al antigeno
no relacionado Bet v 1 y tampoco se observo reactividad con un pool de suero

preinmune frente a la proteina (Fig 17).

Suero inmunizado con MAVAC-BD-2  Suero Pre-immune

A B C D E F

2® (00

Figura 17. Reactividad de anticuerpos IgG inducidos en ratones BALB/c por la inmunizacion
con MAVAC-BD-2.

Las proteinas se pegaron en la membrana de nitrocelulosa como se indica: A) MAVAC-BD-
2, B) B. tropicalis, C) Der p 2, D) Blo t 5), E) Bet v 1, F) MAVAC-BD-2. Las membranas se
incubaron con un pool de sueros de ratones inmunizados con MAVAC-BD-2 (A- E), y con
un pool de sueros pre-inmune (F).

Por otra parte, al comparar los niveles de anticuerpos inducidos en ratones
inmunizados con MAVAC-BD-2 y el extracto de B. tropicalis (grupo alérgico), se
observé un incremento significativo en los niveles de IgG2a (**p<0.01), acompafiado
con menor produccién de IgE e IgGl (***p<0.001), en el grupo de ratones
inmunizado con MAVAC-BD-2, respecto al grupo alérgico, que como se esperaba
mostraron elevados niveles séricos de anticuerpos IgE e IgG1 especificos para el

extractos de B. tropicalis caracteristicas de un estado alérgico, (Fig 18).
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Figura 18. Reactividad de anticuerpos en sueros de ratones inmunizados con MAVAC-BD-
2 y B. tropicalis por ELISA.

A) Niveles de IgE. B) Niveles de IgG1. C) Niveles de IgG2a. Los datos corresponden a la
media + SEM (n=7/grupo MAVAC-BD-2, n= 5/grupo Bt). Los resultados se analizaron
mediante el test ANOVA, **p<0.01 y*** p<0.001. ns= No significativo.

5.1.10 Los anticuerpos IgG especificos a MAVAC-BD-2 inhiben la unién de la IgE
humana hacia los extractos de acaros y alergenos purificados

Los anticuerpos IgG especificos a MAVAC-BD-2 inhibieron la union de la IgE de
pacientes hacia el extracto D. pteronyssinus entre un 54% y 96% (X
inhibicion=86%), mientras que la inhibicién de la reactividad hacia el extracto de B.
tropicalis fue entre un 33% y 90% (X inhibicién = 56%). La inhibicién de la union IgE

en sueros de individuos sanos fue del 10% (Tabla 9).

Al evaluar la actividad bloqueadora frente alergenos purificados, se encontr6 que la
IgG a MAVAC-BD-2 inhibié la reactividad IgE del suero de alérgicos hacia Blo t 5
entre el 12% y 77% (X inhibicion= 58%) y hacia Der p 2 entre un 35% y 78% (X
inhibicion = 74%), (Tabla 10).
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Tabla 9. Inhibicién de la reactividad IgE a B. tropicalis y D. pteronyssinus, en sueros de
alérgicos, por anticuerpos IgG de ratén inmunizados con MAVAC-BD- 2

D. pteronyssinus en fase sélida B. tropicalis en fase sélida
Niveles de IgE (OD)
Pre-incubado con Pre-incubado con
Paciente  pre-immune Inmunizado % de Inhibicion pre-immune  Inmunizado % de Inhibicién
1 2.60 0.30 88 3.32 0.33 90
2 2.71 0.13 95 2.45 0.32 86
3 2.66 0.10 96 0.40 0.15 62
4 2.74 0.35 86 0.72 0.48 33
5 2.52 0.25 89 1.94 0.98 49
6 2.58 0.10 95 0.23 0.15 35
7 1.54 0.69 54 0.29 0.17 41
Promedio 2.48 0.28 86 1.34 0.37 57
No Alérgico 0.075 0.08 10 0.08 0.09 11

Tabla 10. Inhibicion de la reactividad IgE hacia Blot 5 y Der p 2 en sueros de alérgicos,
por anticuerpos IgG de ratén inmunizados con MAVAC-BD- 2

Blo t 5 en fase solida Der p 2 en fase solida
Niveles de IgE en suero (DO)

Pre- incubado con Pre- incubado con

Suerode preinmune Inmunizado % de inhibicién preinmune Inmunizado % de inhibicién

alérgico
1 1.08 0.81 24 0.22 0.05 74
2 1.60 0.64 58 0.63 0.27 58
3 3.45 3.04 12 3.45 2.22 35
a4 1.02 0.23 77 1.28 0.27 78
promedio 1.79 1,18 43 2.37 2.21 61
No Alérgico 0.06 0.05 16 0.08 0.08 2

5.1.11 MAVAC-BD-2 no induce hiperreactividad de las vias aéreas al reto con
metacolina en ratones BALB/c.

El efecto sobre la funcion de las vias respiratorias por la administracion de MAVAC-
BD-2 en un modelo alérgico, se evalué usando el pletismoégrafo de cuerpo entero,
Buxco. Los ratones inmunizados con MAVAC-BD-2 presentaron signos de
inflamacion en respuesta al reto con metacolina similares a lo observado en los
ratones que recibieron PBS (controles). Por el contrario, los ratones inmunizados

con el extracto de B. tropicalis, presentaron mayores signos de inflamacion
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pulmonar con diferencias estadisticamente significativas a la dosis de metacolina

de 6.25, 12.5y 25 mg/mL que los ratones inmunizado con el hibrido, (Fig 19).

-~ PBS
B MAVAC-BD-2
—&— B.tropicalis

4 Fkk k%

Penh ( valor absoluto)

O ] ] ] I
0 3.126.25 12.6 25
Metacolina (mg/mL)

Figura 19. Evaluacién de la hiperreactividad de las vias aéreas al reto con metacolina en
ratones BALB/c inmunizados con MAVAC-BD-2.

La medicion se realizdé usando el pletismografo de cuerpo entero (Buxco). Los datos se
expresan mediante el parAmetro Penh. Los datos se presentan como la media + SEM. Los
resultados se analizaron mediante el test de ANOVA de dos vias. **p <0.001 grupo
inmunizado con MAVAC-BD-2 vs el grupo inmunizado con B. tropicalis.

5.1.12 Disminucion de la respuesta inflamatoria in vivo en ratones inmunizados con
MAVAC-BD-2

Para determinar la alergenicidad in vivo de la proteina MAVAC-BD-2 se realiz6 la
prueba de anafilaxia cutanea pasiva (PCA). El nivel de extravasacion del colorante
azul de Evans por la administracion del pool de suero perteneciente a los ratones
inmunizados con MAVAC-BD-2 fue similar al hallado en el grupo control,
(concentracion control X =1.35 pg/mL vs concentracion MAVAC-BD-2 X= 1.5
pug/mL), (Fig 20A), sugiriendo la ausencia de activacion y degranulacion de
mastocitos cutaneos. Mientras que el pool de suero perteneciente a los ratones
inmunizados con B. tropicalis, indujo una extravasacion extendida del colorante de
azul de Evans mas alla del sitio de inyeccion del antigeno, con cantidades
significativamente mayores que en el suero de los ratones inmunizados con
MAVAC-BD-2 (p< 0.01), Fig 20B.
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Figura 20. Prueba de anafilaxia cutanea pasiva.

A) Graficas representativas de la cuantificacion del contenido de azul de Evans extravasado
al tejido de la piel de ratones. B) Imagenes fotograficas representan la extravasacion del
colorante en la piel de abdomen de los ratones “naive” inyectados con suero anti-MAVAC-
BD-2, anti- B. tropicalis y anti- PBS. C) Imagen ilustra el éxito en la administracion i.v. del
colorante. Los datos representan la media +SEM. *P < 0.05. Anova de un factor ns= No
significativo
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5.2 Purificacion y Caracterizacion Molecular e
Inmunoldgica de la proteina hibrida DPx4
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5.2.1 Disefo de la proteina DPx4

Para la generacion del modelo tridimensional (3D) de la proteina DPx4 se us6 como
plantilla la estructura 3D de Der p 1 (PDB 3F5V). Los resultados con ProSA-web
mostraron que la estructura DPx4 tiene una buena calidad global y local, con un
valor “Z” de -0.78. El analisis Ramachandran para DPx4 mostré las siguientes
estadisticas: residuos en regiones favorecidas 174 (77.3%) en regiones permitidas
42 (18.7%), en regiones no permitidas 9 (4.0%).

La representacion esquematica del orden en que fueron ensamblados los
segmentos de alergenos con una etiqueta histidina, en la region amino terminal es
mostrado en la Figura 21. Las imagenes representan la estructura tridimensional de
DPx4 generadas por el programa PyMOL. La concentracion de LPS obtenida

mediante el estuche ToxinSensor TM estuvo por debajo de 0.25 EU/mL.

A

NP p— DerEZ:Derg?:l Der p 1 Derp 10 ':!Derpl iDerEZ Derp1 ';DerE'-"i:DerplCOOH

Figura 21. Representacion de la estructura de la proteina DPx4.

A) Representacién esquematica del orden en que fueron ensamblados los segmentos de
alergenos. El modelo 3D de DPx4 representado en cinta (B) y en superficie (C), indicando
las regiones de Der p 1 (blanco), Der p 2 (Rojo), Der p 7 (azul) y Der p 10 (Verde).

5.2.2 La proteina DPx4 se obtuvo en forma parcialmente plegada

La proteina DPx4 se expreso con alto grado de pureza, mostrando una banda Unica
con peso molecular aproximado de 27.2 kDa (Fig 22A), consistente con la masa

molecular tedrica de la proteina.
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El espectro de DC de DPx4 mostr6é que esté parcialmente plegada, con un minimo
de coeficiente de elipticidad en 215 nm, lo cual indica un alto contenido de estructura
de cintas B. El programa Dichroweb mostré un 10 % de contenido de hélice a, 39%
de cintas B y 51% de otros. A modo de comparacion se obtuvo el espectro de nDer
pl, el cual mostré dos minimos a 208 nm y 220 nm, indicando un alto contenido de

estructura a hélice, (Fig 22 B).
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Figura 22.Purificacion y espectro de dicroismo de la proteina DPx4.

(A) Electroforesis en SDS-PAGE, con tincién con azul brillante de Comassie. MW: marcador
de peso molecular. Carril 1: muestra de cultivo celular sin induccién. Carril 2: muestra de
cultivo inducido con IPTG 1mM, Carril 3: muestra purificada con resina Ni-NTA. (B) Espectro
de dicroismo circular (DC) de DPx4. Los valores de DC se expresaron como elipticidad
molar por residuo 6.

5.2.3 DPx4 muestra baja capacidad de union a IgE de sueros de alérgicos a los
acaros

Al evaluar la frecuencia de reconocimiento de la IgE de sueros de alérgicos hacia la
proteina hibrida, se encontré una frecuencia de reactividad IgE del 45% (41/90). Los
niveles de anticuerpo IgE en sueros alérgicos fueron significativamente menores
hacia DPx4 que al extracto de D. pteronyssinus (p<0.001), (Fig. 23A), Der p 1y Der
p 2 (p <0.001), (Fig. 23B).
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Figura 23. Niveles de IgE a DPx4 por ELISA en sueros de alérgicos a los 4caros.

A) Niveles de IgE con DPx4 y Dp en 90 sueros de individuos alérgicos. B) Niveles de IgE
con DPx4, nDer p 1, rDer p 2 en 32 sueros alérgicos (*** P< 0.001). Para los andlisis se uso
test de U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis. Dp: D. pteronyssinus

El ensayo de Dot-blot mostré que de los 24 sueros evaluados 21 no muestran
reactividad hacia DPx4, solo 3 sueros (#19, #20 y #26) mostraron una débil union a
IgE. Por otra parte, como se esperaba, todos los sueros mostraron una alta
reactividad IgE hacia el extracto de D. pteronyssinus. También se observa que la
mayoria de los sueros muestran reactividad IgE hacia rDer p 2 y algunos de ellos
hacia Der p 1. Ninguno de los individuos no alérgicos mostré reactividad IgE hacia
las proteinas ensayadas. Los datos obtenidos en conjunto sugieren, que DPx4 es
débilmente reconocida por la IgE de los alérgicos a los acaros del polvo doméstico.
(Fig 24).
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Figura 24. Reactividad de la IgE a DPx4 por ensayo de dot-blot.

DPx4, Der p 1, Der p 2 y D.pteronyssinus se pegaron en membranas de nitrocelulosa e
incubaron con 26 sueros de pacientes alérgicos a los 4caros (columna 1-26), con 3 sueros
de sujetos no alérgicos (NC) o con buffer sin suero (BC).

Al evaluar la capacidad de DPx4 de unir anticuerpos de clase IgG, el hibrido mostro
la capacidad de unir IgG en sueros de pacientes alérgicos como también en sueros
de individuos sin alergia (X alérgico= 0.9447 vs X No-alérgico = 0.7821). Los niveles

de IgG fueron significativamente mayores en el grupo de los alérgicos, (Fig 25).
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Figura 25. Reactividad IgG mediante ELISA.
Reactividad 1gG a DPx4 en 90 sueros de sujetos alérgicos y 55 no alérgicos a los acaros.
*** P< 0.001. El andlisis se realiz6 usando el test de U de Mann-Whitney.
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5.2.4 DPx4 contiene epitopes B de los alergenos del acaro D. pteronyssinus

El ensayo de inhibicion del ELISA mostré que a la concentracion de 25 pug/mL DPx4
es capaz de inhibir la union de la IgE del pool C hacia Der p 1y Der p 2 en un 38%
y 26% respectivamente (Fig 26 A y B). Al comparar la inhibicion entre DPx4 y el
extracto D. pteronyssinus se encontrdé que el extracto inhibié la union de IgE hacia
DPx4 en un 78.3%, mientras que DPx4 fue capaz de inhibir hasta en un 35% la
unioén de IgE hacia D.pteronyssinus (Fig 26 C y D).
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Figura 26. Inhibicién de ELISA de union de la IgE a extractos y alergenos purificados por
DPx4.
Los gréficos muestran los porcentajes de inhibicion de la reactividad IgE de un pool de

sueros por DPx4 a Der p 1 (A), Der p 2 (B) y D. pteronyssinus (C). inhibicién de la reactividad
IgE de pool a DPx4 por D. pteronyssinus (D).
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Los ensayos de Dot-blot con los anticuerpos monoclonales anti- Der p 1 (mAb 4C1)
y anti-Der p 2 (mAb Dpx-A9), mostraron reactividad hacia DPx4 (Fig 27). Los
resultados de estos estudios sugieren que DPx4 conserva epitopes B de los

principales alergenos del acaro D. pteronyssinus.

A B C D E
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Figura 27. Ensayo de Dot-blot con anticuerpos monoclonales.

DPx4, Der p 1, Der p 2 y BSA se pegaron en la membrana de nitrocelulosa y se incubaron
con los mAb como se indica (Proteina/mAb): A) Der p 1/anti-Der p 1, B) Der p 2/anti- Der p
2, C) DPx4/anti-Der p 1, D) DPx4/anti-Der p 2 y E) BSA/anti- Der p 1.

5.2.5 DPx4 induce menor activacion de basofilos que los alergenos recombinantes
y el extracto de acaro.

Al estimular los basofilos de pacientes alérgicos con 10 ug/mL de rDer p 2 y de
extracto D. pteronyssinus se observo una sobreexpresion del marcador CD203c en
los basofilos de todos los pacientes (X SI = 5.5). Mientras que DPx4 no indujo
activacion en ninguna de las muestras de los alérgicos (X SI = 1.1). No se observé
activacion de basdfilos en la muestra de un individuo sin alergia (X SI = 1.1). Los
datos descritos sugieren que DPx4 posee una menor capacidad alergénica que Der
p 2y el extracto de D. pteronyssinus, Fig 28.
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Figura 28. Ensayo de activacion de basofilos.

indice de estimulacion (SI) obtenido en 7 muestras de pacientes alérgicos a los acaros y un
sujeto no alérgico expuestas a 10 pug/mL DPx4, Der p 2, y Dp. Anti-IgE o PBS (controles).
Activacién positiva con Sl =2 2. Dp (Dermatophagoides pteronyssinus)

5.2.6 DPx4 induce mayores niveles de IL-10 y menores de IL-5 que el extracto de
D. pteronyssinus en PBMC de pacientes alérgicos a los acaros.

El extracto alergénico D. pteronyssinus indujo en las PMBC de los sujetos alérgicos
niveles de IL-5 estadisticamente mayores que los niveles inducidos por DPx4 (1.9
pg/mL £ 23.2 pg/mL) vs. (0.38 pg/mL £ 3.07 pg/mL), p <0.01, (Fig 29A).

La estimulacién con DPx4 indujo niveles de IL-10 estadisticamente mayores que los
inducidos por el extracto D. pteronyssinus (747.9 pg/mL + 918.4 pg/mL) vs. (45.4
pg/mL £152,3 pg/mL), p <0.001 (Fig 29B). Por otra parte, aunque se aprecia una
tendencia en el incremento de IFNy no se hallaron diferencias significativas en los

niveles de esta citoquina inducidas por los diferentes estimulos usados (Fig 29 C).
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Figura 29. Niveles de citoquinas inducidos por DPx4 en cultivos de PBMC de 6 pacientes
alérgicos a los acaros.

Se cuantificaron los niveles de IL-5, IL-10 e IFNy en el sobrenadante de cultivo celular
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan como la media +SEM de las
muestras. *p <0.05, ** p<0.01 *** p<0.001. Los datos se analizaron por la prueba de
Friedman. DP = D. pteronyssinus, PHA =Fitohemaglutinina

5.2.7 DPx4 no posee actividad de cisteina proteasa

El ensayo enzimatico mostré los siguientes valores de actividad enzimatica
especifica: 67.040 x 104 uMol/min para papaina, 48.691 uMol/min para DPx4 y 76.5
pMMol/min para FABP4, lo cual indica que el DPx4 tiene aproximadamente 7.000
veces menos actividad proteasa comparada con la papaina utilizada como control
positivo. La actividad enzimatica obtenida de DPx4 fue similar a la obtenida con el

recombinante FABP4, una proteina que carece de actividad proteasa.

5.2.8 DPx4 no mostr6 degradacion en almacenamiento a 4°C durante tres
semanas

Al analizar la estabilidad de la proteina en condiciones de almacenamiento a 4°C
durante 3 semanas, no se observo ningun tipo de degradacion visual de la proteina

en los diferentes tiempos analizados (0 dias, 3 dias,1-3 semanas) (Fig.30).
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Figura 30. Analisis de la estabilidad de DPx4 después de un periodo de almacenamiento
de 21 dias a 4°C.

SDS-PAGE al 12 %. M: Marcador de peso molecular. Carril 0 d y 3d: Muestra almacenada
0 y 3 dias respectivamente. Carril 1w, 2w y 3w: Muestra almacenada durante 1, 2 y 3
semanas, respectivamente.

5.2.9 DPx4 forma agregados de alto peso molecular

El ensayo de DLS mostré que DPx4 forma agregados moleculares de alto peso
molecular con una amplia distribucién de tamafos. A partir de los datos de DLS se
puede estimar que los agregados consisten en aproximadamente 2000 moléculas

DPx4 en su estado oxidativo (Fig 31).
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Pico Tamafio (nm) Peso molecular ( kDa) %PD
1 17.01+2.69 2.55x10°+996.2 15.3
2 62.03+23.37 5.27x10% +9.01x 103 35.9

Figura 31. Resultados DLS con DPx4.

Se muestra la distribucion del tamafio en r.n.m por masa de DPx4 con tres mediciones
repetidas cada una. El tamafio en r.n.m, el peso molecular estimado en kDa y la
polidispersidad (Pd) en porcentajes de los picos individuales se enumeran debajo de la

figura.
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5.2.10 La inmunizacion con DPx4 induce anticuerpos IgG que reaccionan con el
extracto de D. pteronyssinus y con los alergenos purificados

Para evaluar la especificidad e inmunogenicidad de los anticuerpos 1gG inducidos
en ratones BALB/c por la inmunizacion con DPx4 se realizaron ensayos de dot-blot

y ELISA.

La administracion de DPx4 indujo un aumento significativo en los niveles de IgE,
IgG1 e IgG2a en comparacion con el grupo que recibiéo PBS (Fig 32A). Los niveles
de 1gG2 fueron significativamente mayores a los de IgG1l (Fig 32B). La relacién
IgG1/lgG2a en suero de los inmunizados con DPx4 mostré un valor de 0.7, mientras
gue en los inmunizados con el extracto de D. pteronyssinus esta relacion fue de 1.3

(Fig 32 C), sugiriendo que DPx4 induce una respuesta humoral inclinada hacia Th1l.
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Figura 32. Niveles de anticuerpos en sueros de ratones inmunizados con DPx4.

A) Reactividad IgE, 1gG1 e 1gG2 especificos a MAVAC-BD-2 en suero de ratones
inmunizados con MAVAC-BD-2 y PBS. B) Relacién IgG1 e IgG2a a DPx4 (barra roja) y al
extracto (barra negra). Los datos corresponden a la media + SEM (n=6/grupo), **p<0.01.

Al evaluar la reactividad anti-lgG a DPx4 frente al extracto de D. pteronyssinus y
alergenos recombinantes mediante Dot- blot, se observo reactividad frente a DPx4,
y el extracto de D. pteronyssinus. No se observo reactividad frente al antigeno no
relacionado Bet v 1 ni se observé reactividad con un pool de suero preinmune frente

a la proteina, (Fig 33).
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Figura 33. Reactividad de anticuerpos IgG inducidos en ratones BALB/c inmunizados con
DPx4.

Las proteinas se pegaron en la membrana de nitrocelulosa como se indica: A) D.
pteronyssinus, B) DPx4, C) Bet v 1 y D) DPx4. Las membranas se incubaron con un pool
de sueros de ratones inmunizados con DPx4 (A- C) y con un pool de sueros pre-inmune

(D).

Al comparar los niveles de anticuerpos inducidos en ratones inmunizados con DPx4
y el extracto de D. pteronyssinus (grupo alérgico), en el grupo de ratones
inmunizado con DPx4 se observé un incremento significativo en los niveles de
IgG2a (*p<0.05), acompafiado con menor produccion de IgE (*p<0.05) e IgG1
(***p<0.001), respecto al grupo alérgico, que mostré una respuesta humoral
caracteristicas de un estado alérgico con un incremento en los niveles séricos de

anticuerpos IgE e 1gG1 especificos, (Fig 34).
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Figura 34. Reactividad de anticuerpos en sueros de ratones inmunizados con DPx4 y D.
pteronyssinus por ELISA.

A) Niveles de IgE. B) Niveles de 1gG1. C) Niveles de IgG2a. Los datos corresponden a la
media £ SEM (n=7/grupo DPx4; n=6/grupo Dp). Dp= extracto de D. pteronyssinus. Test de
ANOVA, **p<0.01 y*** p<0.001. ns= No significativo.
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5.2.11 Los anticuerpos 1gG especificos a DPx4 inhiben la union de la IgE humana
hacia el extracto de &caros y alergenos purificados.

La capacidad de la IgG especifica a DPx4 de inhibir la unién de la IgE de 9 pacientes
alérgicos al extracto de D. pteronyssinus y alergenos purificados se evalu6é por
inhibicion de ELISA. Los anticuerpos IgG especificos a DPx4 inhibieron la union de
la IgE de pacientes hacia el extracto de D. pteronyssinus entre un 39% y 78% (X
inhibicion= 59%). La inhibicion de la unién de IgE en suero de un individuo sano por

la anti-lgG a DPx4 alcanz6 solo el 6%, Tabla 11.

Al evaluar la actividad bloqueadora frente alergenos purificados, se encontré que la
IgG a DPx4 inhibi6 la reactividad IgE del suero de alérgicos hacia Der p 1 entre 5.3%
y 65% (X inhibicion= 40%) y hacia Der p 2 entre un 1.8% y 76.8% (X inhibicién =
33%), (Tabla 11).

Tabla 11. Inhibicién de la reactividad IgE hacia D. pteronyssinus en suero de alérgicos,
por anticuerpos IgG de ratén inmunizado con DPx4

D. pteronyssinus en fase sélida
Niveles de IgE (OD)

Pacientes pre-immune Inmunizado % inhibicion
1 2.564 1.232 52
2 2.963 1.095 63
3 2.658 0.939 65
4 2.421 0.963 60
5 0.695 0.258 63
6 0.486 0.185 62
7 0.315 0.193 39
8 2.014 0.901 53
9 0.683 0.147 78
Promedio 2.524 1.164 59
No- Alérgico 0.087 0.093 6
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Tabla 12. Inhibicién de la reactividad IgE a Der p 1y Der p 2 en sueros de alérgicos por
anticuerpos IgG de raton inmunizados con DPx4

Der p 1 en fase sélida Der p 2 en fase sélida
Niveles de IgE (DOQ)
pre incubado con pre incubado con
% de Pre- % de
Paciente Pre-inmune Inmunizado inhibicion inmune  Inmunizado inhibicion

1 3.391 1.958 423 3.362 2.339 304
2 3.347 1.174 65 3.376 2.577 23.7

3 3.435 3.254 5.3 3.366 3.305 1.8
4 1.607 0.376 76.6 0.889 0.206 76.8
Promedio 3.02 1.95 40 2,6 2.1 33

No alérgico 0.06 0.09 0 0.05 0.05 0

5.2.12 DPx4 no induce hiperreactividad de las vias respiratorias al reto con
metacolina en ratones

Los ratones inmunizados con DPx4 presentaron menor hiperreactividad de las vias
respiratorias en respuesta al reto con metacolina comparado con los ratones
inmunizados con el extracto de D. pteronyssinus, los cuales presentaron
significativamente mayores signos de inflamacion de las vias respiratorias a la dosis

de metacolina 25 mg/mL, (Fig 35).
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Figura 35. Evaluacion de la hiperreactividad de las vias respiratorias al reto con metacolina
en ratones inmunizados con DPx4.

La medicion se realizdé usando el pletismografo de cuerpo entero (Buxco). Los datos se
expresan mediante el parametro Penh. Los datos se presentan como la media £+ SEM. Los
resultados se analizaron mediante el test de ANOVA de dos vias. **p< 0.01 grupo
inmunizado con DPx4 vs el grupo inmunizado con D. pteronyssinus.
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5.2.13 Disminucion de la respuesta inflamatoria in vivo en ratones inmunizados con
DPx4.

En la prueba de PCA con antisuero obtenido en ratones inmunizados con DPx4, se
observé una menor extravasacion del colorante azul de Evans que el grupo que
recibio antisuero de ratones inmunizados con el extracto, los cuales presentaron un
incremento en la permeabilidad vascular con la consecuente extravasacion del
colorante (p< 0.01) (Fig 36A). La extravasacion del colorante inducida por antisueros

especifico a DPx4 es similar a la observada con el antisuero del grupo control (Fig
36B)
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Figura 36. Prueba de anafilaxia cutanea pasiva.

A) Graficas representativas de la cuantificacion del contenido de azul de Evans extravasado
al tejido de la piel de los ratones. B) Las imagenes fotograficas representan la extravasacion
del colorante en la piel de abdomen de los ratones “naive” donde se inyectd el suero
proveniente de ratones inmunizados con DPx4, Dp y PBS. Los datos se representan la
media £SD. *P < 0.05. Anova de un factor. ns= No significativo

86



6 DISCUSION

Para la seleccién de los alergenos de los acaros que hacen parte de las moléculas
hibridas se considerd la frecuencia de sensibilizacion de estos alergenos en nuestra
poblacién (31). Para la seleccion de los segmentos de los alergenos seleccionados,
se tomo la informacion sobre los estudios de mapeo de epitopes B de unién a IgE
gue estaban disponibles al momento en que se disefiaron (afio 2010). Los alergenos
del grupo 1y 2 son alergenos clinicamente importantes, debido a su alta frecuencia
de sensibilizacion en alérgicos a los acaros, por lo que se consideran componentes
esenciales que deberian estar incluidos en los paneles de alergenos para el
diagnostico y vacunas para las alergias por acaros (39). De hecho, existen
moléculas hipoalergénicas construidas con la combinacién de estos alergenos que
muestran buenas propiedades para ofrecer tratamiento de las alergias, por su baja
capacidad de union a IgE y baja actividad alergénica (84, 85). Blot 5 es un alérgeno
de gran importancia en las regiones tropicales y subtropicales, con frecuencia de
reactividad IgE entre 70% y 80% en pacientes alérgicos a los 4caros en estas
regiones; por lo tanto se ha sugerido que debe incluirse en la formulacion de

productos para el diagndstico o la inmunoterapia en estas regiones (36).

Los alergenos del grupo 7, 8 y 10 aunque muestran una baja frecuencia de
reactividad IgE en pacientes alérgicos a los acaros son importantes inductores de
reaccion alérgica en algunos pacientes (37, 39, 40). La seleccion del segmento de
Der p 7 también obedecié al hecho que durante el proceso de disefio se observo
que al introducir los segmentos cortos de este alérgeno en la molécula DPx4 se
mejoraron los parametros estructurales del modelo 3D, como el aumento en el
namero de aminoacidos en las regiones favorecidas, segun el grafico de
Ramachandran y un mejor valor de puntuacion Z para la prediccion de la calidad
global y local de la estructura segun ProSA-web. Por lo que segmentos de este

alérgeno estan incluidos en la molécula DPx4.

Con el concepto que la combinacion de alergenos importantes como Der p 1y Der
p 2 junto con otros alergenos de menor frecuencia de reactividad como Der p 10 se
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incrementa la probabilidad de un diagndéstico apropiado de la poblacion alérgica a
los &caros y por tanto se mejora la seleccion de candidatos para IEA, nos
planteamos la hipétesis que un numero importante de pacientes alérgicos a los
acaros podria ser diagnosticado con la combinacion de estos particulares alergenos
y que la construccion de una sola molécula representando sus epitopes, podria

servir para el desarrollo de una vacuna para las alergias inducidas por acaros.

En este estudio se destaca haber logrado la expresién de dos proteinas hibridas
recombinantes disefiadas in-silico en un sistema procariota que permitiéo la
obtencion de las proteinas recombinantes, conservando parte los epitopes B de los
alergenos con que fueron escogidos para su disefio (resultados de los ensayos de
Dot blot con monoclonales e inhibicion de ELISA). Una de las principales etapas de
esta investigacion estuvo enfocada a la puesta a punto de la expresion de las
proteinas hibridas en el sistema de expresion procariota E. coli. Las proteinas se
obtuvieron en cuerpos de inclusién, lo cual no es sorprendente, ya que muchos de
los polipéptidos recombinantes producidos en E. coli se localizan en el citoplasma

en forma insoluble y compacta debido a plegamientos intermedios y no nativos (98).

Diferentes reactivos se utilizan para solubilizar las proteinas y eliminar los cuerpos
de inclusion, como sarkosyl, cloruro de guanidina y el Ditiotreitol (DTT). Sin
embargo, la urea ha tenido una mayor aplicaciébn en los Ultimos tiempos y es
especialmente recomendada en proteinas con etiquetas de histidina, como las
proteinas de este trabajo (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA). La aplicacién
del buffer de urea 8 M permitié recuperar satisfactoriamente las proteinas de los
cuerpos de inclusién y su purificacién por cromatografia de afinidad en condiciones
desnaturalizantes. Para que las proteinas recuperaran su plegamiento se eliminé la
urea mediante dialisis. En la literatura existen multitud de sistemas para realizar la
renaturalizacién de las proteinas, en nuestro caso, se uso la re-naturalizacion con
cisteina/cistina asistida con arginina. Este procedimiento permitid obtener las
proteinas parcialmente plegadas como lo indican los estudios de dicroismo circular.
Las proteinas recombinantes disefiadas in silico mostraron elementos de

estructuras secundarias propios de proteinas que se encuentran en la naturaleza.
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Con caracteristicas estructurales que mostraron actividad antigénica e inmunoldgica
como lo revelan los ensayos de union a anticuerpos IgE e IgG mediante ELISA, dot-

blot y los ensayos en el modelo animal.

Para conocer la capacidad de estas proteinas de unir anticuerpos de tipo IgE, se
analizo la reactividad IgE en alérgicos a los &caros del polvo doméstico mediante
ELISA y dot blot. Los resultados con ELISA mostraron que MAVAC-BD-2 tiene una
frecuencia de reactividad IgE del 40% en los sueros de alérgicos a los acaros y
niveles de IgE significativamente menores que los obtenidos con Der p 1, Der p 2,
Blo t 5y los extractos de &caros (Fig 7). De otro lado, DPx4 mostré una frecuencia
de reactividad IgE del 45% y niveles de IgE significativamente menores que los
obtenidos con Der p 1, Der p 2 y el extracto de D. pteronyssinus (Fig 23). Estos
resultados indican que un alto porcentaje de los alérgicos no fueron detectados con
estas moléculas y por lo tanto su valor para diagnédstico de alergia a los acaros seria
pobre. Un andlisis en un mayor numero de alérgicos se deberia realizar para seguir
explorando este uso. No obstante, esta reactividad IgE comparativamente mas baja,
sugiere que parte de la actividad especifica hacia los alergenos nativos se mantiene
y puede explorarse su utilidad en el desarrollo de vacunas para inmunoterapia.

Como se menciond anteriormente los mecanismos por los cuales la IEA disminuye
la inflamacion alérgica incluyen cambios celulares y humorales. Entre los cambios
humorales se halla la produccién de anticuerpos IgG especificos, especialmente de
la subclase 1gG4 (99). Es interesante observar que las proteinas hibridas muestran
reactividad IgG con todos los sueros analizados (Fig 9 y Fig 25) indicando que tienen
capacidad antigénica, probablemente debido a que tienen representados epitopes
B de los alergenos naturales. Esta caracteristica puede ser ventajosa si se piensa
en su utilidad para el tratamiento de las alergias a los acaros, ya que en un esquema
de inmunoterapia la induccién de IgG en alérgicos podria activar mecanismos anti-
alérgicos (57, 59, 61, 63), que suprimiran o contrarrestaran la respuesta inflamatoria
de tipo Th2.

La medicién de la expresiéon del marcador de activaciéon de baséfilos humanos

(CD203c) mediante citometria de flujo, es aceptada como un método rapido y
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sensible para estimar la actividad alergénica de alergenos y sus derivados (100). Al
evaluar la actividad alérgenica de las proteinas hibridas en funcion de la expresion
del marcador CD203c, se observé que inducen una baja o nula activacion de
basdfilos, en comparaciéon con el alérgeno Der p 2 y con los extractos de acaros, a
pesar que MAVAC-BD-2 y DPx4 unen IgE (ensayos de Elisa, Dot blot). Esto sugiere
que de ser aplicadas en un esquema de inmunoterapia apropiado estas proteinas
podrian tener una menor probabilidad de inducir efectos adversos mediados por la
IgE, ya que tienen menor capacidad de inducir la liberacibn de mediadores

inflamatorios en células efectoras.

Estos resultados podrian explicarse por el plegamiento parcial que adoptan las
proteinas, lo que puede influir en la posicién y orientacion relativa de los epitopes
de unién a IgE en la superficie, resultando en una menor afinidad de la unién
antigeno-anticuerpo, afectando el entrecruzamiento de los anticuerpos IgE unidos
a receptores FceRIl adyacentes y en consecuencia produciendo una menor

degranulacioén de los basdfilos.

Es probable que la formacion de agregados por las moléculas hibridas constituya
otra caracteristica fisicoquimica que contribuya en la baja capacidad de unién a IgE
y actividad alergénica de estas proteinas. En moléculas recombinantes para el
diagndstico y el tratamiento de las alergias las propiedades fisicoquimicas de estas
tales como la solubilidad, estabilidad, glicosilacion, la formacién de agregados y
cambios conformacionales en su estructura pueden ocultar epitopes B, influyendo
directamente en su capacidad alergénica. Por ejemplo, la isoforma Bet v 1d (101),
el trimero Bet v 1 (102), un derivado hipoalergénico de Fel d 1 (103) y la molécula
hibrida Phl p 5- Bet v 1 (104), forman agregados de alto peso molecular lo cual
modifica los epitopes de unidn a IgE accesibles en la superficie de estas moléculas
desfavoreciendo el entrecruzamiento de la IgE en los basdéfilos y disminuyendo su
alergenicidad. El analisis DLS mostré que MAVAC-BD-2 y DPx4 forman agregados
de alto peso molecular. Hipotetizamos que similar a los estudios arriba sefialados el
estado agregado de MAVAC-BD-2 y DPx4 podria influir en sus propiedades

alergénicas, alterando la presentacion espacial de los epitopes IgE en la superficie
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de la molécula, lo que explicaria en parte la baja union a IgE y la baja actividad
alergénica obtenida con sueros de alérgicos a los 4caros. Sin embargo, la formacién
de agregados puede ser un problema no solo en medicina, sino también en
aplicaciones biotecnoldgicas, farmacéuticas y en la industria alimentaria que
involucran la produccién de proteinas, ya que podria afectar la estabilidad y la
reproducibilidad de los efectos biologicos de las proteinas. En este sentido, sera
necesario aplicar buenas practicas de manufacturas que garanticen una
reproducibilidad de estos agregados y estandarizar su comportamiento y estabilidad
en la preparacion farmacéutica. De otra parte, se podria ensayar sistemas de
expresion de proteinas que eviten la formacién de agregados. Hay que tener en
cuenta que en este caso se puedan afectar las propiedades bioldégicas mostradas

por estas proteinas.

El monoclonal anti-4C1 con especificidad para Der p 1 mostré reactividad frente a
DPx4 y MAVAC-BD-2 indicando la presencia de epitopes que contiene los a.a
Glu®3, Argl’, GIn'® y Asp'®® descritos en estas moléculas (105, 106). Por otra parte,
el monoclonal anti-Der p 2 (Dpx-A9), también mostré reactividad frente a las
moléculas hibridas, sugiriendo, que estas proteinas conservan parte de los epitopes
B de los alergenos nativos Der p 1y Der p 2. Los residuos 47 a 52 y 101 a 102 que
pertenecen a epitopes de Der p 2 reconocidos por este monoclonal estan presentes
en DPx4 y MAVAC-BD-2 respectivamente (107). Estos datos concuerdan con los
resultados obtenidos en los ensayos de inhibicion del ELISA con una mezcla de
sueros humanos, donde DPx4 inhibié la reactividad IgE hacia el extracto de D.
pteronyssinus y hacia Der p 1 en un 38% y 35%, respectivamente y donde MAVAC-
BD-2 inhibié la unién IgE hacia el extracto de B. tropicalis y Blot5 en un 20% y 26%,
respectivamente. Los resultados en los ensayos de dot-blot, junto con la inhibicion
de ELISA indican que las moléculas hibridas tienen epitopes B relevantes de los

alergenos de acaros.

Los porcentajes de inhibicion de la reactividad IgE hacia los extractos y los
alergenos recombinantes por las dos proteinas hibridas en ninglin caso alcanzaron

una inhibicion del 50%, resultado predecible ya que estas proteinas estan
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constituidas solo por segmentos de cuatro a siete alergenos representando solo un
pequefio porcentaje de todos los epitopes B de los alergenos presentes en el
extracto alergénico y en un alérgeno purificado completo. Estos resultados también
podrian depender del plegamiento parcial y la formacion de agregados que
presentan los hibridos, que como se mencioné anteriormente podrian ocultar o
alterar los epitopes B. La naturaleza de los sueros usados para preparar las mezclas
de sueros (pools) también puede estar influyendo en estos hallazgos, ya que al usar
una mezcla de sueros con un repertorio de anticuerpos de diferentes
especificidades a los alergenos que estan representados en las proteinas se podria
modificar el porcentaje de inhibicion.

Estudios complementarios deberan realizarse en el futuro, como por ejemplo
investigar la inhibicion de la reactividad IgE hacia los otros alergenos representados
en sus estructuras, proporcionando mayor claridad sobre cuales son los epitopes B

de los alergenos de acaros que se conservan en las moléculas.

Es de notar que el porcentaje de inhibicion de la reactividad IgE hacia Der p 2 por
DPx4 alcanz6 solo el 26%, comparado con el 38% de inhibicion de la reactividad
IgE hacia Der p 1. Esta diferencia puede ser explicada en gran parte, por el bajo
porcentaje de la secuencia de Der p 2 que esta presente en la estructura de DPx4
(11.4%) comparado con el 79% de secuencia de Der p 1 presente en ésta proteina
hibrida.

El ensayo de actividad de cisteina proteasa mostré6 que DPx4 carece de actividad
de proteasa, ya que su actividad fue 7000 veces menor que la actividad de la
papaina que se us6 como control positivo. Esta actividad se observo a pesar de que
la estructura primaria de DPx4 conserva la secuencia de cisteina proteasa y que el
analisis bioinformatico predice que los residuos esenciales para el sitio activo de la
proteasa existen en DPx4. La ausencia de esta actividad podria deberse a que la
estructura que adopta DPx4 impide mostrar el sitio activo para la unién al sustrato.
Esta caracteristica podria representar una ventaja para el uso de DPx4 en IEA ya
gue permitiria administrar dosis mas altas y lograr la eficacia en menor tiempo, con

menores efectos adversos. La actividad de proteasa de alergenos como el Derp 1
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se ha asociado con la respuesta alérgica al inducir una serie de cambios en las
células epiteliales que favorecen el desarrollo de la inflamacion alérgica. Por
ejemplo, en el estudio realizado por Gough y colaboradores quienes en un modelo
murino demostraron que la inmunizacion con Der p 1 inactivado por el inhibidor de
la cisteina proteasa E-64, indujo una disminucién significativa en la produccion de
IgE total y especifica, sugiriendo que la respuesta inmune a este alérgeno puede
modularse alterando su actividad proteolitica (108). Recientemente, se hall6 que
una amplia variedad de alergenos ambientales con actividad de proteasa, regulan
la activacion de la IL-33 lo que promueve la produccion de citoquinas inflamatorias
como la IL-4, IL-5, IL-13 en las células ILC2 (27), sustentando el papel esencial de
la inmunidad innata en el desarrollo de las enfermedades alérgicas. Lo anterior ha
promovido el disefio de estrategias para inhibir la actividad de cisteina proteasa del
alérgeno Der p 1 con el fin de obtener nuevas vacunas para el tratamiento de las

alergias.

La evaluacion de la reactividad IgE e 1gG, asi como también la actividad alergénica
in vitro de una molécula hipoalergénica es importante para conocer su potencial
utilidad para el tratamiento de las alergias. Ademas, es necesario determinar la
capacidad de modular el balance de citoquinas del perfil Th2 hacia el perfil Thl o de

inducir la activacion de linfocitos T reg.

La IL-10 es una citoquina involucrada en los mecanismos reguladores de la
respuesta alérgica que promueve la produccién de IgG4, regula la activacion y
proliferacion de linfocitos Th2 y suprime la produccién de IgE (69, 72). Es conocido
que al estimular PBMC de sujetos alérgicos con el alérgeno sensibilizantes se
induce la secrecion de citoquinas del perfil Th2 (109). En este escenario, las
moléculas disefiadas para el tratamiento de las alergias deberian modular la
respuesta hacia un fenotipo mas tolerogénico, aumentando la secrecién de
citoquinas de perfil Treg y/o Thl en favor de la disminucion de la respuesta celular
Th2. Los resultados de la estimulacion de PBMC indican que los hibridos son
capaces de inducir un aumento significativo en la produccioén de IL-10 en células de

alérgicos al mismo tiempo que inducen una menor secrecion de IL-5, citoquina
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relacionada con la inflamacion y el reclutamiento de eosindfilos en los procesos
alérgicos (110). Estos datos sugieren que MAVAC-BD-2 y DPx4 inducen una
respuesta inmune diferente a la clasica respuesta Th2 alérgica. En nuestra opinion,
es probable que MAVAC-BD-2 y DPx4 puedan durante el curso de una
inmunoterapia, alterar el fenotipo Th2 establecido en pacientes alérgicos creando
un ambiente tolerogénico con produccion de IL-10, lo que a su vez favoreceria la
produccion de IgG4 bloqueadora y la disminucion de la sintesis de IgE. Para
sustentar mejor esta opinion, es necesario analizar la capacidad de estas proteinas

en modular la actividad de las células efectoras de la respuesta Th2.

La secrecion de IFNy, principal citoquina efectora de la via Thl, que no interviene
en los efectos producidos por MAVAC-BD-2 y DPx4, ya que se hallaron niveles

similares de esta citoquina en las condiciones de cultivo con y sin estimulo.

Hay que sefalar varias limitaciones en los estudios con las PBMC, que llaman a
tomar con cautela estos resultados, por lo que en el futuro se requerira realizar
experimentos que permitan resultados mas concluyentes, como, por ejemplo:
evaluar un mayor numero de muestras de pacientes alérgicos; ampliar el panel de
citoquinas analizadas que incluya la cuantificacién de los niveles de IL-13, IL-17,
TGFpB y de esta forma establecer un patron de secrecion diferencial inducido por las
proteinas hibridas. Igualmente sera necesario identificar la fuente de produccién de
la IL-10, ya que esta citoquina es producida por diferentes células que estan

presentes en las PBMC tales como CD, monocitos y linfocitos B.

La respuesta inmune in vivo inducida por las proteinas hibridas, se evalu6é en un
modelo agudo de inflamacion alérgica. Se eligid la cepa BALB/c para realizar
nuestros experimentos por varios motivos. En estudios previos de nuestro grupo
donde se utilizO esta cepa, Zakzuk y colaboradores (95), lograron inducir una
respuesta inflamatoria de tipo Th2 con la administracion intraperitoneal del extracto
de B. tropicalis, induciendo niveles elevados de IgE y una mayor hiperreactividad
bronquial e inflamacién de las vias respiratorias en comparacion con el grupo control
al que se le administr6 PBS. La cepa BALB/c a pesar de que no desarrolla asma
bronquial de forma espontanea, presenta una gran susceptibilidad para desarrollar
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unarespuesta Th2 y se ha usado ampliamente para evaluar la capacidad alergénica
de proteinas y para evaluar nuevas moléculas para inmunoterapia (111).

Al evaluar el efecto que tienen las proteinas hibridas en el modelo de inflamacion
alérgica, se observo que éstas inducen una respuesta inmune humoral con mayor
peso del perfil Thl, como es sugerido por la baja relacién IgG1l/IgG2a (0.46 para
MAVAC-BD-2 y 0.7 para DPx4). Estos resultados sugieren que se generaron
moléculas con gran capacidad inmunogénica, propiedad esencial para su posible

uso como vacunas.

Por otra parte, al comparar los niveles de anticuerpos IgE, 1gG1 e IgG2a inducidos
en ratones se encontrd que la administracién de las moléculas hibridas en los
ratones produjo mayores niveles séricos significativamente mayores de IgG2a
especificos, junto con niveles significativamente menores de IgE e IgG1, que los
producidos en los ratones inmunizados con los extractos de acaros, que como se
esperaba mostraron una respuesta humoral tipo Th2 caracteristica del modelo de
inflamacion alérgica. Estos resultados sugieren que MAVAC-BD-2 y DPx4 pueden
inducir una respuesta inmune humoral inclinada hacia el perfil Th1 ain en presencia

del adyuvante de Al(OH)3, usado en la inmunizacién.

Los ratones inmunizados con MAVAC-BD-2 y DPx4 produjeron altos titulos de
IgG2a que a su vez reaccionaron con los extractos de acaros y alergenos
purificados. No se observo reactividad hacia antigeno no relacionado, apoyando la
antigenicidad y especificidad inducida por las proteinas hibridas. También se
observo que los anticuerpos IgG anti MAVAC-BD-2 tienen la capacidad de inhibir la
unién a IgE en sueros alérgicos hacia los extractos D. pteronyssinus (X = 86%) y B.
tropicalis (X = 57%), como también hacia Blot5 (X = 43%) y Der p 2 (X = 61%). Los
anticuerpos IgG anti DPx4 mostraron la capacidad de inhibir la union a IgE en sueros
alérgicos a los acaros hacia el D. pteronyssinus (X = 59%), hacia Der p 1 (X = 40%)
y Der p 2 (X = 33%). Estos resultados sugieren que las dos proteinas hibridas
comparten epitopes comunes con los alergenos naturales y que tienen
requerimientos estructurales para inducir una respuesta inmune adaptativa que

podria proteger contra futuras exposiciones a los alergenos naturales. La capacidad
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bloqueadora de la reactividad IgG es una caracteristica clave para una potencial
vacuna para las alergias inducidas por acaros. Por otra parte, el alto porcentaje de
inhibicion de la reactividad IgE contra los extractos alergénicos, sugiere que
MAVAC-BD-2 y DPx4 inducen también anticuerpos IgG con otras especificidades,
representadas en el amplio repertorio de epitopes que se puede encontrar en un
extracto de acaro. De manera similar a nuestros resultados, otros estudios han
demostrado que moléculas recombinantes disefiadas para el tratamiento de las
alergias, inducen la produccion de anticuerpos IgG bloqueadores que inhiben la
union de la IgE humana a los alergenos naturales en pacientes alérgicos usando
ensayos de inhibicién del ELISA sugiriendo que estas moléculas podrian inducir una
respuesta de anticuerpos in vivo durante el curso de la inmunoterapia, disminuyendo

la respuesta inflamatoria (81, 84, 85, 97).

El efecto bloqueador de la reactividad de la IgE humana por la IgG de ratones
inmunizados con las proteinas hibridas puede explicarse por las siguientes razones:
primero, por fendmenos de impedimento estérico, donde la IgG especifica reconoce
sitios cercanos a los epitopes de reactividad IgE y bloquea la uniéon de este
anticuerpo a los epitopes. Segundo, la IgG generada pueda tener especificidad por
las mismas regiones de epitopes de la reactividad IgE y al ocupar estos sitios,
impide la reactividad de este anticuerpo. Esta Ultima posibilidad podria estar
respaldada por el hallazgo de que la inhibicion de la unién a la IgE sélo se observé

con sueros de pacientes alérgicos y no con sueros de individuos sanos.

Varios estudios en modelos murinos han mostrado el efecto benéfico de los
anticuerpos bloqueadores en la inmunoterapia y que estos anticuerpos de tipo IgG
que se producen durante el curso de la inmunoterapia estan asociado con una
mejoria clinica en los sintomas de alergia y en el éxito del tratamiento (61). Este
efecto benéfico esta relacionado con la capacidad de estos anticuerpos de bloquear
la unién del alérgeno hacia la IgE anclada sobre la célula efectora; por lo tanto
inhiben de una parte la degranulacién de mastocitos y baséfilos y de otra parte la
presentacion antigénica facilitada por la IgE (60). También brindan proteccién a

través de la formacion del complejo IgG/FcyRlIb en linfocitos B y células efectoras
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(61). En este contexto, bajo un esquema de inmunoterapia, la administracion de
estas proteinas podria activar estos mecanismos anti-alérgicos. Este tipo de
actividad ha sido demostrado con otras moléculas hipoalergénicas candidatas para

el tratamiento de las alergias (81, 84, 97).

En este estudio se evaluo el efecto por la administracion de las proteinas hibridas
sobre la respuesta de las vias respiratorias en los ratones. Los resultados sugieren
que las proteinas MAVAC-BD-2 y DPx4 inducen menores signos de inflamacién de
las vias respiratorias que los extractos de acaros, como lo sefialan los valores
significativamente mas bajos de Penh obtenidos frente al reto con metacolina. Estos
datos apoyan los resultados a nivel humoral, que sugieren que las proteinas hibridas
no desencadenan una respuesta de tipo alérgico. Es notable que solo en los ratones
inmunizados con MAVAC-BD-2 se observaron valores de Penh similares a los
hallados en el grupo de ratones inmunizados con PBS, sugiriendo que MAVAC-BD-
2 podria ser mas eficiente que DPx4 para prevenir la inflamacion de las vias

respiratorias inducida por el alérgeno.

La capacidad de las proteinas hibridas de inducir la degranulacién de mastocitos
fue evaluada in-vivo mediante el ensayo de PCA. Los datos sugieren que, a pesar
de que las proteinas hibridas tienen epitopes para la reactividad IgE e inducen la
produccion de anticuerpos de clase IgE, no tienen caracteristicas estructurales que
promuevan la degranulacion de los mastocitos. Estos datos sugieren que la
administracion de estas proteinas en pacientes, durante el curso de una
inmunoterapia, no promoveria el entrecruzamiento de la IgE especifica unida a los
receptores FceRI presentes en los mastocitos sensibilizados, traduciéndose en una
menor liberacién de mediadores inflamatorios. Por lo tanto, se esperaria que se
pudieran administrar mayores dosis de estas proteinas con menor riesgo de
producir efectos adversos mediados por IgE que suelen ocurrir en la inmunoterapia
con extractos alergénicos. Estos resultados son bastante consistentes con los

resultados obtenidos in vitro con los basoéfilos de pacientes alérgicos.

La caracterizacion inmunoldgica de estas proteinas amerita que se realicen otros

estudios, por lo que se recomienda realizar investigaciones que permitan fortalecer
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los datos aqui obtenidos como son: analizar la presencia de infiltrado celular y la
produccion de moco en el pulmén de ratones tratados con las proteinas hibridas,
cuantificar niveles de citoquinas en lavado broncoalveolar y determinar la capacidad

de estas proteinas de activar los linfocitos T.
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7/ CONCLUSIONES

MAVAC-BD-2 y DPx4 son moléculas hibridas Unicas que al estar constituidas
por una combinacién de epitopes de mas de dos alergenos clinicamente
relevantes, permitirian la administracion simultanea de componentes de
varios alergenos, y dado que los alérgicos suelen estar sensibilizados a mas
de un alérgeno, con estas proteinas se podria disminuir el nUmero de
alergenos administrados en el curso de un tratamiento individualizado por

componentes.

La menor capacidad de union a IgE y la menor alergenicidad de estas
proteinas pueden explicarse en parte por el plegamiento parcial de sus
estructuras y por la formacion de agregados.

MAVAC-BD-2 y DPx4 conservan epitopes B de los alergenos nativos. Sin
embargo, poseen estructuras que no favorecen el entrecruzamiento de la

IgE, lo cual disminuye su actividad alergénica.

La capacidad de inducir la secrecién de IL-10 sugiere que, de aplicarse en
un esquema de inmunoterapia estas proteinas se podria favorecer el
desarrollo de un ambiente tolerogénico disminuyendo la respuesta alérgica

establecida.

En un enfoque IEA apropiado, estas proteinas hibridas podrian inducir
anticuerpos 1gG bloqueadores de la reactividad IgE que contrarresten la
respuesta alérgica a los acaros. Esta probabilidad debe analizarse con otros
estudios funcionales como ensayos de inhibicibn de la activacion de

basdfilos.
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La prueba de reto con metacolina en el modelo de inflamacién alérgica y el
ensayo de PCA indican que MAVAC-BD-2 y DPx4 inducen una menor
respuesta proinflamatoria local y tienen menor alergenicidad que los
extractos y los alergenos purificados.

Las propiedades inmunoldgicas de estas proteinas sugieren que pueden ser
Utiles para el desarrollo de vacunas para inmunoterapia de las alergias

inducidas por acaros domésticos.
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8 DISCUSION GENERAL

Varios aspectos indican que MAVAC-BD-2 y DPx4 son moléculas con propiedades
hipoalergénicas y que podrian ser tiles para el desarrollo de una vacuna para tratar
la alergia a los acaros del polvo doméstico: a) Son proteinas con estructuras
secundarias definidas con capacidad de inducir una respuesta inmune, lo que
permitiria su aplicacion en una inmunoterapia a la medida de cada paciente; b) la
baja reactividad IgE y activacion de basdfilos, asi como la capacidad de inducir
anticuerpos IgG blogueadores de la IgE humana, son propiedades deseables en
moléculas hipoalergénicas para usar en la IEA; c) las dos proteinas contienen
segmentos de los dos principales alergenos de acaros, Der p 1 y Der p 2, como
también segmentos de alérgenos del grupo 7 y 10, lo que permitiria ampliar la gama
de pacientes que pueden beneficiarse con la IEA; d) tienen poca capacidad de
inducir la degranulacion de células efectoras; e) DPx4 carece de actividad de
proteasa, un factor que contribuye a una mayor inflamacién alérgica y f) son capaces
de inducir la produccién de citoquinas anti-alérgicas.

Por otra parte, cada una de estas moléculas mostré en los estudios pre-clinicos
caracteristicas que sustentan su utilidad para el desarrollo de vacunas para el
tratamiento de las alergias inducidas por &caros. DPx4 contiene segmentos
antigénicos de cuatro alergenos de la especie D. pteronyssinus, con una mayor
contribucion del alérgeno Der p 1, mientras que MAVAC-BD-2 contiene segmentos
antigénicos de cuatro alergenos de ésta especie de acaro y tres alergenos de B.
tropicalis, con la mayor contribucion de Der p 2 y Blo t 5. Teniendo en cuenta que la
exposicién a los alergenos de B. tropicalis se limita principalmente a las regiones
tropicales y subtropicales, se puede especular que MAVAC-BD-2 podria ser mas
eficaz para los pacientes alérgicos de estas regiones y especialmente pacientes que
muestran sensibilizacion a ambas especies de acaros. Mientras que DPx4 podria
ser eficaz en pacientes alérgicos en todas las regiones del mundo donde se ha
reportado la sensibilizacion a los alergenos de D. pteronyssinus, incluidas las

regiones tropicales y subtropicales.
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Esta tesis ha aportado una serie de resultados que han permitido, por un lado,
expresar en un sistema de expresion basado en E.coli proteinas hibridas disefiadas
in silico construidas por epitopes de los principales alergenos inductores de las
alergias y por otro lado, se ha logrado obtener proteinas con una menor reactividad
IgE y actividad alergénica in vitro e in vivo, con capacidad de inducir la produccién
de anticuerpos IgG blogueadores de la unién de IgE humana con extractos y
alergenos purificados. Estos datos representan perfiles anti-alérgicos que podrian
sustentar su uso en el tratamiento de las alergias por acaros por lo que es pertinente

seguir evaluando su eficacia y seguridad clinica.
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9 PERSPECTIVAS

La IEA es un campo de mucha investigacion en los actuales momentos, en el cual
hay esperanza que surjan nuevas herramientas para detener la creciente
prevalencia de las enfermedades alérgicas y aliviar a una gran parte de la poblacion
afectada. Las propiedades inmunoldgicas de las dos proteinas caracterizadas en
esta tesis doctoral sugieren que pueden tener un gran valor para proponer un
esquema de inmunoterapia novedoso y eficaz. Sin embargo, se necesitan otros
estudios que permitan conocer con certeza los mecanismos que conducen a los
efectos observados en el modelo murino y en los estudios in vitro y funcionales, en
la perspectiva de aportar, por una parte, al conocimiento sobre los mecanismos que
conducen a una inmunoterapia efectiva y, por otra parte, a sustentar el posible

transito de este tipo de moléculas a la practica clinica.

Por lo anterior, es conveniente que se adelanten estudios dirigidos a conocer que
tipo de células son activadas por estas proteinas hibridas; no solo los linfocitos T
efectores (Thl, Th2 y Th17) y los reguladores, sino también, el posible efecto sobre
células dendriticas y células ILC2, que también pueden tener una participacion
importante en la regulacion de la respuesta alérgica. Es recomendable también
realizar investigacion sobre las propiedades fisicoquimicas de estas proteinas, que
puedan conducir a ofrecer un producto en una presentacion farmacéutica estable,
reproducible y segura para uso en humanos, bajo buenas practicas de

manufacturas.

No hay que descartar del todo, la potencial aplicacién de estas dos proteinas en el
desarrollo de un esquema de diagndéstico de las alergias por acaros basado en
componentes, debido a que mediante pruebas serologicas con éstas moléculas se
demostré la sensibilizacion a los acaros en un grupo de alérgicos. Estas dos
moléculas se pueden ensayar en uso combinado con otros alérgenos purificados y
en una poblacion mayor y mas diversa. Asi, seria posible tener una mayor

aproximacion a su posible valor para el diagndéstico.
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Anexos
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Figura S1. Titulacién de la dilucion del suero y del segundo anticuerpo anti- IgG. Se
determinaron los niveles de IgG en sueros de alérgicos a los acaros mediante ELISA. A)
IgG hacia MAVAC-BD-2 y B) IgG hacia DPx4.
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Figura S2. Titulacién de la dilucién del antigeno para los ensayos de activacion de basofilos.
Basdfilos de un paciente alérgico a los acaros fueron estimulados con dosis crecientes de
Der p 2y la proteina hibrida (0.1, 1y 10 pg/mL).
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Tabla S1. Andlisis de la viabilidad del cultivo celular (PBMC) mediante citometria usando el
marcador 7-amino-actinomicina D (7AAD). Se muestran los porcentajes de células vivas
obtenidos en presencia de diferentes concentraciones de MAVAC-BD-2 y DPx4, después
de seis dias de incubacion.

DPx4 MAVAC-BD-2
Concentracion de
Antigeno 1um 1.5 uM 2 UM 1um 1.5 uM 2 UM PHA (5 pg/mL)
% de Viabilidad
Celular 81.25 53.27 55.54 93.6 90.82 89.61 88.81

Tabla S2. Inactivacion térmica de la IgE en el suero de ratones inmunizados con las
proteinas hibridas

Termoinactivacion de la IgE a 56°C
Sueros Anti-MAVAC-BD-2 Suero Anti-DPx4

IgE 1gG1 IgG2a IgE IgGl IgG2a
Antes del tratamiento 0.803 1.222 1.330 0.298 0.537 0.586
Después del tratamiento 0.136 1.549 1.272 0.045 0.619 0.600
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Figura S3. Titulacion de la dilucién del suero de ratones inmunizados con MAVAC-BD-2 y
DPx4. La reactividad IgE a MAVAC-BD-2 (A) y DPx4 (B) se evalu6 mediante ELISA usando
diferentes diluciones del suero (Eje X).
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Figura S4. Titulacion de las diluciones de suero y anticuerpos conjugados para la
determinacion de anticuerpos IgG1l e IgG2a en el suero de ratones inmunizados con
MAVAC-BD-2 y DPx4. La reactividad IgG1 (A) e IgG2a (B) a MAVAC-BD-2 y la reactividad
IgG1 (C) e IgG2 (D) a DPx4, se evalué mediante ELISA usando diferentes diluciones del
suero y del conjugado. Recuadro en puntos indica la dilucién seleccionada.
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Figura S5. Titulacion de la dilucién de suero de raton inmunizado con MAVAC-BD-2 o DPx4
para ensayo de inhibicion de la unién IgE de alérgicos a los acaros por la IgG producida por
la inmunizacién con las moléculas hibridas. El suero de los alérgicos se diluyé 1:5.
Recuadro en puntos indica la dilucion seleccionada.
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