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RESUMEN

La disponibilidad de alergenos recombinantes en cantidades apropiadas y en buen
grado de purificacion evita el uso constante de extractos naturales. Bioma
lrcpicans (Bt) es una de las especies de acaros del polvo doméstico encontradas
en la ciudad de Cartagena, de la cual se han caracterizado y clonado varias de
sus proteinas alergénicas. El alergeno recombinante Blo t 5 ha sido clonado e
identificado como un alergeno mayor de Bt por inducir 70% de reactividad a la IgE

en pacientes asmaticos en areas tropicales.

Este estudio tuvo como objetivo producir el alergeno recombinante Blo t 5
mediante su expresion como proteina de fusion unida a la Glutation-S-
Transferasa (GST), para futuros estudios sobre su aplicacion como reactivo de
diagndstico y tratamiento. La expresion de la proteina Blo t 5 unida a la GST se
realizo, a partir de la induccion de un cultivo de £. colf (transformadas con pGEX-
4T1) con Isopropyl B-D-Thiogalactoside (IPTG) y su posterior purificacion a través
de columnas de Glutathione agarosa. Se obtuvieron 26,0467 mg de la proteina de
fusion Blo t 5-GST purificada, y cuantificada por electroforesis en SDS-PAGE 15%
y una curva de calibracion standard de un stock de BSA 2 mg/ml. Las alicuotas de

alergeno se conservan congeladas vy liofilizadas para su posterior uso.



INTRODUCCION

El asma es una enfermedad alérgica que afecta principalmente el sistema
respiratorio y que se caracteriza por la presencia de sintomas tales como
hiperreactividad bronquial, obstruccion de las vias aéreas, sibilancia, disnea, y
eosinofilia, entre otros. Esta enfermedad se presenta en personas que
genéticamente  son susceptibles y se encuentran expuestas a fuentes de

alergenos.

Las fuentes de alergenos mas comunes son los acaros domésticos, polenes,
escamas de animales, alimentos, mohos e insectos. Existen varias especies de
acaros distribuidas en todo el mundo, especialmente en zonas tropicales y
subtropicales, donde las condiciones de temperatura y humedad relativa favorecen
su establecimiento y reproduccion. En Colombia se han encontrado principalmente

Blomia tropicalis (Bt) y Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) (1).

Bt es un acaro de la familia Echymiopodidae (2) que se encuentra en el polvo
domeéstico de pisos y muebles, donde se reproduce abundantemente. Varias
proteinas del cuerpo de este acaro son alergénicas (3) y estan directamente
involucradas en la induccion de sintomas de asma y rinitis en personas

geneéticamente predispuestas.

Como consecuencia de la permanencia constante de alergenos de acaros en el
ambiente se estan desarrollando cada vez mas casos de asma (4,
5). Aunque actualmente no se dispone de vacunas profilacticas contra las
alergias, se emplea la inmunoterapia como tratamiento exitoso en aquellos casos

en que los sintomas ya han aparecido.

Para el estudio de los mecanismos moleculares de las alergias se necesita

conocer mas acerca de las propiedades fisicas, quimicas y biologicas de los



alergenos, de manera que se pueda tratar de eliminar o inhibir su accion mediante
modificaciones de algunas de sus propiedades. Entre los avances que se han
realizado en este sentido se encuentra la obtencion de varios alergenos mediante
clonacion y su expresibn como proteinas recombinantes que conserven la

estructura y funcion del alergeno nativo (6, 7).

Blo t 5 es un alergeno mayor de Bt que reacciona de manera especifica con la IgE
del 70% de los pacientes asmaticos probados, lo cual quiere decir que el alergeno
nativo correspondiente es capaz de inducir una respuesta mediada por IgE en la
mayoria de los casos de asma (8, 9); por lo tanto, el empleo de Blo t 5 podria
ayudar a conocer mejor el papel de Bt como causa de asma en un medio tropical.
También se ha aislado una clona parcial de Blo t 5, denominada Bt M, la cual
presenta una relacion directa con el alergeno nativo de Bt al compartir al menos
uno de los epitopes inmunodominantes, encargado de inducir la union a la IgE en
ambos (10).

Se ha demostrado que existe una reactividad cruzada, entre varias de las
especies de acaros que hacen parte de la fauna de un mismo lugar, es decir
cierto numero de individuos expuestos a fuentes de alergenos distintas desarrollan
una respuesta alérgica mediada por IgE contra varios de sus componentes, los
cuales comparten cierta homologia, es asi como se ha encontrado una reactividad

cruzada desde 43% y 40% entre alergenos del grupo 5 de Dp, Bt M y Blot 5 (11).

Para expresar una proteina recombinante es indispensable seleccionar un buen
sistema de expresion que incluya las mejores cepas de bacterias y vector de
expresion. Dentro de estos resultan importantes los elementos reguladores del
plasmido de expresion y de la bacteria hospedadora, ademas de la maquinaria
con que cuenta la bacteria para replicar el material genético incorporado y por
ende el gen que codifica para la proteina de interés. La expresion de una proteina
recombinante como proteina de fusion lleva la unidon de la proteina de interés a un

fragmento peptidico de otra proteina que hace parte del sistema (por ejemplo, la



GST: Glutation — S - Transferasa), lo que impide que la proteina foranea sea
eliminada por proteasas y otras enzimas de la bacteria. De igual manera, facilita
su ubicacion e identificacion dentro de la bacteria y posteriormente el proceso de

purificacion (12).

Durante la clonacion se inserta el segmento del gen que codifica para la proteina
(previamente insertada en un fago) dentro de un plasmido de expresion, entre los
cuales estan los de la serie pGEX, posteriormente se transforman las bacterias
seleccionadas con el plasmido; estas bacterias brindan la maquinaria para la
sintesis de la proteina codificada por el segmento foraneo. Este proceso es
estimulado con la adicién de Isopropyl B-D-Thiogalactoside (IPTG), el cual se une

al centro del promotor incrementando la velocidad de sintesis de la proteina (13).



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido al incremento actual de la incidencia y mortalidad por asma, resulta
imprescindible estudiar los factores de riesgo tanto ambientales como genéticos
que pudieran estar influyendo en esta situacion. Gracias a los nuevos avances que
se tienen en alergologia experimental y al uso de técnicas moleculares como la
tecnologia del ADN recombinante, se ha llegado al aislamiento de alergenos de su
fuente natural y a la caracterizacion de gran numero de ellos. Esto ha permitido
conocer mas de las caracteristicas estructurales y alergenicidad de una molécula y

obtener mayores cantidades de esta.

Cuanto mayor sea la produccion de un alergeno, mejor sera su utilizacion con
fines terapéuticos y diagnodsticos, por lo que su clonaje, expresion y purificacion
requieren metodologias estandarizadas que permitan su obtencién en cantidades
y calidades apropiadas. En el Instituto de Investigaciones Inmunologicas de la
Universidad de Cartagena no se contaba con cantidades apropiadas del alergeno
recombinante Blo t 5 para futuros trabajos de investigacion, tanto clinicos como
basicos,; por otra parte hace falta formar mas recursos humanos con experiencia

en los aspectos basicos de la biotecnologia.



2. JUSTIFICACION

Con el desarrollo de esta investigacion se incrementara el numero de
profesionales capacitados en biotecnologia en la region caribe de Colombia,
aumentando asi el recurso humano disponible para la investigacion en el pais. Se
fortaleceran los estudios sobre diagnostico y tratamiento que se adelantan
actualmente en Asma alérgica, al disponer de cantidades apropiadas de materia

prima.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Producir el alergeno recombinante Blo t 5 mediante su expresidbn como
proteina de fusion unida a la GST, para futuros estudios sobre su aplicacion

como reactivo de diagndstico y tratamiento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Producir 25 mg de Blo t 5-GST.

Purificar Blo t 5-GST mediante columna de afinidad.

Cuantificar la cantidad de recombinante obtenida.

Adquirir experiencia en expresidon de proteinas recombinantes y todas

las metodologias relacionadas con Biotecnologia en la produccion de

alergenos recombinantes.



4. METODOLOGIA

4.1 EXPRESION DE LA PROTEINA DE FUSIONBIo t 5 - GST

La proteina recombinante Blo t 5-GST fue expresada a partir de una siembra de la
bacteria BL21 (DES3) transformada con el plasmido de expresion pGEX-4T1, que
codifica para la proteina de fusion, en medio soélido LBA (Luria Bertani con
Ampicilina). De esta siembra se realizaron cultivos sobre la noche (over night)
agregando en un erlenmeyer de 2000 ml, 50 ml de LB/50 pl Ampicilina 100
mg/ml y una colonia fresca de la bacteria transformada, incubando en agitacion a
250-300 rpm, 37°C.

Posteriormente el cultivo fue diluido 1:10 en medio LB/Ampicilina, siguiendo la
incubacién por 1 hora hasta alcanzar una densidad optica (D.O) a 600 nm, de 0.5,
lo cual se determind empleando un espectrofotometro (Spectramax 250) con el
programa Soft Max Pro. De alli se tomaron 3 muestras de 1 ml de cultivo y se
rotularon como “células no inducidas”. Inmediatamente, el cultivo fue inducido

agregando 500 pl de IPTG 100 mM, siguiendo la incubacion por tres horas mas.

Luego el cultivo fue repartido en frascos de cultivo de 250 ml, se centrifugé a 3000
rpm (centrifuga Beckman TJ-6) por 10 minutos. El botdn (“pellet”) resultante se
lavd dos veces con MTPBS (PBS con alto contenido de sales), y se resuspendio
en 2.5 ml de MTPBS para ser depositado en un tubo de 50 ml (Falcon) que
contenia 2 ml de TritonX -100 al 10% y llevado a un agitador de tubos por 15

minutos para homogenizarlo.

Por ultimo, las bacterias fueron lisadas por sonicacion del “pellet” previamente
resuspendido en frio (sonicador Virsonic 50), 5 veces cada 30 segundos, con
intensidad de 14. Luego el tubo se centrifugd a 6000 rpm por 20 minutos a 4°C en

centrifuga refrigerada (Beckman GS-6R); el sobrenadante fue depositado en un



tubo plastico de 15 ml (Falcon) debidamente marcado, mientras que el “pellet” se
solubilizd agregando Sarkosyl 1.5%, Tris 1M pH 8.0, NaCl 6M y EDTA 0.5M y
sonicacion, finalmente fue centrifugado y almacenado a -20°C al igual que el

sobrenadante.

4.2 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) DE Blo t
5-GST

Para monitorear la eficiencia en la expresion y determinar la concentracion de
proteina de fusion después de su purificacion, se realizé una electroforesis en gel
de Poliacrilamida SDS-PAGE al 15% en un Mini PROTEAN®II (Bio-RAD) segun el

meétodo de Laemmli (14).

En el primer paso se armo el equipo donde se montan los geles, con los vidrios,
platos, espaciadores (“sandwich”) sobre el nivelador y los cauchos; seguidamente
se prepard el gel de corrida al 15% agregando 3.4 ml de Agua
Destilada/Deionizada, 7.5 ml de Acrilamida-Bisacrilamida 29:1, 3.8 ml de Tris-HCI
0.5 M pH 8.8, 150 ul de SDS 10% en un kitasato. Se desgasificd por 10 minutos
en una bomba de vacio para agregar por ultimo 150 ul de Persulfato de Amonio
10% y 6.0 ul de Temed. Rapidamente se adiciono esta solucion al “sandwich”,
hasta que alcanzara una altura que no sobrepasara 0.7 mm desde el borde
superior con el fin de no cubrir el espacio para el segundo gel, por ultimo se
agregaron unas gotas de agua deshidratacion del gel, el cual se dejo polimerizar
por 20 minutos. Posteriormente se prepard el segundo gel agregando para 6.0 ml
de agua, 1.4 ml de Acrilamida-Bisacrilamida 29:1, 2.5 ml de Tris-HCI| 0.5M pH 6.8,
100 ul de SDS al 10%, se desgasifico para adicionarle 50 ul de Persulfato de
Amonio 10% y 10 ul de Temed, adicionandolo sobre el gel de corrida ya libre de

agua, se colocaron los peines y se dejé polimerizar por 30 minutos.

Después se retiraron los peines y el “sandwich” con los geles, para colocarlos en

el soporte y después dentro de la camara electroforética con 300 ml de tampon



electrodo pH 8.3 (preparado a partir de un stock 5X con 9 gr de Tris-Base, 43.2
gr de Gilicina, 30 ml de SDS 10% y 600 ml de Agua Destilada); se agregd también
tampdn electrodo dentro del soporte en el espacio formado entre los dos platos,

cubriendo hasta la superficie.

Seguidamente se prepararon las muestras para correr, agregando en un tubo de
reaccion de 1.5 ml, 7.5 pl de sobrenadante o “pellet’, mas 7.5 uyl de Agua estéril y
15 ul de tampon de muestra y carga reducido 2X (2.4 ml de Agua bidestilada, 2.0
ml de Tris 0.5 M pH 6.8, 1.6 ml de Glicerol, 3.2 ml SDS 10%, 0.8 ml de 2-B-
Mercaptoetanol, 20 mg de Azul de bromofenol). Las muestras de células no
inducidas que servian como control fueron preparadas con 7.5 ul de cultivo no
inducido (previamente centrifugado y resuspendido en 100 yl de tampdn de
muestra y carga) mas 7.5 yl de tampon de muestra y carga; cada muestra fue
sometida a 95°C por 5 minutos para desnaturalizar la proteina y centrifugacion a
13000 rpm (Beckman — Microfuge 11) por 2 minutos, para luego ser
sembradas en el gel. De las muestras que habian sido purificadas y dializadas se
tomaron 15 pul, mezclandose con 15 pl de tampdn de muestra y carga; éstas
muestras se corrieron para determinarles su concentracion final y grado de

pureza.

Las muestras fueron sembradas calibrando cada extremo del gel con 10 pl de
tampon de muestra y carga reducido 2X, seguido de 10 pyl del marcador standard
de bajo peso molecular para SDS-PAGE y a continuacion 20 pl de cada muestra
de la proteina Blo t 5-GST. El equipo se arma con dos geles, cada gel con
capacidad para 10 muestras.

Por ultimo se cerré la camara de acuerdo a la disposicion de cada polo y se corri
la electroforesis empleando una fuente de poder (PAV-200) a 200 V, 19 mA, por
45 minutos hasta que todo el colorante saliera; posteriormente los geles fueron
desmontados, coloreados con una solucién de Azul brillante de Coomassie 0.2%
(preparada a partir de Acido acético al 10%, Metanol 40% vy Azul brillante de

Coomassie 0.1%) por 30 minutos, en agitacion y decolorados con una solucion



decolorante (Metanol 40% y Acido acético 10%) por 1 hora haciendo recambio,
luego los geles se depositaron en agua y se secaron en papel Celofan para ser

analizados.

La cantidad de proteina Blo t 5-GST se calculd de acuerdo a una curva de
calibracion standard de BSA 2 mg/ml y su cuantificacion total en el volumen

obtenido se expreso en mg/ml.

4.3 INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE Blo t 5-GST A UNA MEMBRANA
DE NITROCELULOSA (IMMUNOBLOTTING)

La capacidad alergénica de la proteina Blo t 5-GST se analizé mediante
Inmunoelectrotransferencia de las primeras muestras obtenidas, para esto se
corrio un SDS-PAGE 15% (ver arriba) de muestras de cultivo de células no
inducidas y sobrenadante inducido obtenidas del primer lote expresado. La
transferencia a la membrana de nitrocelulosa se realizd en un MINI TRANS-
BLOT®CELL como sigue.

Se armoé primero el “sandwich” colocando dentro del “cassette” del equipo una
esponja, 4 rectangulos de papel Whatman, una membrana de nitrocelulosa, el gel
y 4 rectangulos mas de papel, que previamente habian sido sumergidos junto con
la membrana en tampdn de transferencia ( Tris-base 25 Mm, Glicina 192 mM ,
Metanol 20%) frio a 4°. Para colocar cada capa se mantenia el cuidado de no
formar burbujas entre cada una de ellas, ya que esto podia interferir con la
transferencia; finalmente se sello el “cassete” y el “sandwich” se sumergio¢ en la
camara con tampon de transferencia frio; la transferencia se realizé a 4°C, con

agitacion, a 80 V, 150-180 mA durante 1 hora y 45 minutos.

Posteriormente se desmontd el “sandwich” retirando el gel con la membrana
adherida, la cual se dejo secar por unos minutos. El area de la membrana

correspondiente al carril del marcador de peso molecular fue cortado y coloreado



con Azul brillante de Coomassie 0.2% por 5 minutos, para verificar la eficiencia de
la transferencia; el resto de la membrana fue bloqueado con una solucién de
PBS/BSA 3% vy lavado dos veces con PBS/Tween20 0.1% y dos veces con PBS
por 10 minutos; cada lavado en agitacion. Después del ultimo lavado, y ya seca la
membrana, se cortd en pequefias tiras, de acuerdo al ancho de los pozos en el
peine; cada tira se rotuld segun el orden en que fueron sembradas las muestras
para el SDS-PAGE.

Las tiras fueron incubadas con un mezcla de sueros de pacientes alérgicos a Bt
M, un suero control negativo de un paciente no alérgico y PBS, toda la noche a
4°C en agitacion, de la siguiente manera: el cultivo de células no inducidas fue
incubado con el suero control positivo dilucion 1:4 y las muestras del sobrenadante
del lote #1 con PBS, suero control negativo dilucion 1:4 y con el control positivo
respectivamente. Posteriormente fueron lavadas con PBS/Tween20 0.1% y PBS
por 10 minutos (dos lavados con cada solucion) e incubadas con 5 ml de el
conjugado AntilgE-AP dilucion 1:500 con tampén Fosfatasa alcalina (Tris-HCI pH
9.5 0.5 M, NaCl 0.5 M, MgCl, 25 mM) en agitacion por 3 horas; luego de la
incubacion las tiras se lavaron 4 veces con TBS 1X (Tris-HCI pH 8.0 10 mM, NaCl
150 mM) en agitacion cada 10 minutos y reveladas con la adicion del sustrato NTB
(0.5 gr + 10 ml de Dimetylformamide al 70%) mas BCIP (0.5gr + 10 ml de
Dimetylformamide al 100%) diluido en tampdn Fosfatasa alcalina 1X pH 9.5; la
reaccion se realizo por 5 minutos en agitacion y se detuvo con agua y una solucion
compuesta por Tris-HCI 20 mM pH 8.0, EDTA 5 Mm.

4.4 PURIFICACION DE LA PROTEINA DE FUSION Blo t 5-GST A TRAVES DE
UNA COLUMNA DE GLUTATHIONE AGAROSA

Las muestras de sobrenadante y ‘pellet” de cada lote expresado, fueron
purificadas por afinidad a través de columnas plasticas de 25 ml (Pharmacia)
empaquetadas con “Glutathione” agarosa (Sigma G4510), previamente preparada

siguiendo las instrucciones del protocolo de Sigma.



Para la preparacion de la matriz se removieron los residuos de Etanol al 20%, que
pudieran estar presente en la Glutathione agarosa preparado con PBS 1X, para
esto se deposito todo el contenido de matriz preparada en frascos de 50 ml fondo
redondo y centrifugacion a 2600 rpm por 5 minutos a 4°C en centrifuga refrigerada
(Beckman GS-6R), luego se elimind la capa superior y la matriz se lavo dos veces
con MTPBS, para posteriormente ser resuspendida en un volumen pequefio de
PBS 1X y agregada en las columnas. Cada columna se destapd con el fin de
drenar el PBS 1X de la matriz, observandose la altura formada por la matriz en las
columnas, la cual debia estar entre 1-2 cm utilizando el volumen de Glutathione

agarosa requerido para ello (aproximadamente 3 ml por columna).

Una vez armada cada columna (de 4 a 10), se procedio a la purificacion de las
muestra, sacando tanto el sobrenadante como el “pellet” Blo t 5-GST de cada
lote de -20°C; estos se descongelaron y se centrifugaron a 3000 rpm (Centrifuga
Beckman TJ-6) por 10 minutos, cada sobrenadante se pasd a través de una
columna y se mezcld con el fin de remover la matriz, luego las columnas se
llevaron a agitacion por 10 minutos. Seguidamente se eluyd cada sobrenadante y
se recolectd nuevamente en los tubos de 15 ml correspondiente al lote respectivo.
Una vez eluido todo el volumen de sobrenadante de la columna, se procedi¢ a
pasar el “pellet” solubilizado de igual forma; tanto el sobrenadante como el “pellet”
de cada lote fueron almacenados nuevamente a -20° C para su purificacion

posterior.

Las columnas fueron sometidas seguidamente a 30 lavados con MTPBS, con el
fin de eliminar uniones no especificas; la proteina de fusion fue eluida de la matriz
después del ultimo lavado, mediante la adicion del tampdn Glutathione reducido
20 mM pH 7.5. Las fracciones fueron recolectadas en tubos de 1,5 ml, en
volumenes de 1000 pl para las 3 primeras fracciones y de 500 pl para las cuatro
ultimas fracciones; determinando su D.O en el Spectra-MAX a 280 nm, utilizando
placas de UV y empleando un volumen de 300 pl de cada fraccion por pozo; con el

fin de tener un indicativo de su concentracion.



Por ultimo se realizaron varias mezclas con las muestras acuerdo a las D.O de
cada fraccion, los cuales fueron recolectados en tubos de polipropileno de 5 mil;
cada muestra fue rotulada como Blo t 5-GST purificado y almacenada a -20°C

para ser dializada.

La matriz de cada columna se utilizo hasta tres veces, después de ser
previamente lavadas con un volumen de NaCl 5 M, 30 veces con MTPBS vy

conservadas a 4°C con 1 ml de MTPBS.

4.5 DIALISIS DE LA PROTEINA RECOMBINANTE Blo t 5-GST

Blo t 5-GST purificado fue dializado a través de una membrana semipermeable
para dialisis (SPECTRA/POR 23mm cutoff 6.00-8.00) contra 2 L PBS 1X a 4°Cy
agitacion toda la noche, con el fin de eliminar las proteinas de bajo peso

molecular o contaminantes aun presentes en las muestras purificadas.

Las membranas se cortaron de acuerdo al numero y volumen de las muestras Blo
t 5-GST purificadas, estas se sumergieron en agua destilada mientras que se
descongelaba cada muestra, y luego se les realiz6 varios lavados con Agua

bidestilada estéril para eliminar el lubricante en que vienen.

La proteina se agregd suavemente en cada membrana con pipeta de 5 ml,

sujetando cada membrana con un gancho para dialisis y eliminando las burbujas.

Seguidamente se desmonto la dialisis retirando cada membrana y depositando las
muestras en sus tubos respectivos; de cada muestra se tomé un volumen de 15 pl
para correr en SDS-PAGE.

Las muestras de Blo t 5-GST purificado y dializado, fueron almacenadas a  —
20°C.



46 LIOFILIZACION DEL Blo t 5-GST

Todas las muestras de la proteina Blo t 5-GST purificadas y dializadas, fueron
liofilizadas, con el fin de conservar la proteina mas estable y no diluida, para esto
cada muestra fue depositada en pequenos frascos de vidrios en un volumen de 3
ml por frasco, marcando el volumen y codigo de cada muestra. Los frascos se
guardaron a —70 °C para su congelacion por 3 horas, posteriormente se sellaron
con “parafilm” y se llevaron a un liofilizador por 24 horas, al cabo de este tiempo
cada muestra se rotuld con su respectiva cantidad de proteina y fueron

almacenadas a 4°C.

5. RESULTADOS



La expresion de Blo t 5-GST fue mas eficiente cuando la induccion del cultivo con
IPTG se realizaba por tres horas, ya que al comparar en los primeros tres lotes
con tiempos de induccion de 1hora/30 minutos y 2 horas, la cantidad de proteina

obtenida fue baja tanto en el “pellet” como sobrenadante (Figura 1).

En total se expresaron 12 lotes de la proteina de fusion, correspondiente cada uno
a un litro de cultivo, a excepcion de los tres primeros lotes que fueron de 500 ml;
para todos los casos la mayor cantidad de proteina siempre se encontré en el
‘pellet” solubilizado, aunque también esta presente en el sobrenadante se
encuentra en menor cantidad. De cada lote de cultivo se obtuvo un volumen de 15
ml de sobrenadante y 8 ml de “pellet” solubilizado de color pardo, la cantidad de
proteina en el sobrenadante de acuerdo al SDS-PAGE vario entre 10 — 30 pg/15
MI, y de 20 - 40 ug /15 ul en el “pellet” solubilizado.

La proteina de fusion se demostro estuvo presente tanto en el sobrenadante como
en el “pellet” y la electroforesis mostro una banda de peso molecular de
aproximadamente 43 Kd de acuerdo al marcador de peso molecular para
proteinas SDS-PAGE “Standars Broad Range” de Bio-Rad, la cual se observa

como una banda muy tenue en las muestras de cultivo no inducido.

Blo t 5-GST purificado y dializado presento la banda de 43 Kd caracteristica de
la proteina de fusidn, en estas muestras se logran eliminar gran cantidad de
contaminantes presentes tanto en el sobrenadante como en el “pellet”; quedando
solo la presencia de algunas otras bandas que persisten, como por ejemplo una
banda de aproximadamente 29 Kd vy que corresponde al peso molecular de la
GST, lo cual se confirmé al compararla con una muestra de la proteina Blo t 5-
GST cortada (lll) donde se observa la GST a la misma altura y también Blo t 5 sola

en un peso molecular de 14 Kd  (Figura 2).



Las condiciones en que se llevo a cabo el SDS-PAGE no se modificaron, pues se
obtenian buenos resultados siempre y cuando se mantuvieran las condiciones
precisas en la preparacion y concentracion de los reactivos, pH, voltaje,

preparacion de los geles y muestra, tiempo de polimerizacion y corrida.

La proteina Blo t 5-GST obtenida de la clona entregada resulto ser alergenica de
acuerdo a la Inmunoelectrotransferencia, ya que la proteina expresada en el
sobrenadante inducido fue reconocida por la IgE de los sueros positivos de
pacientes alérgicos a Bt M un fragmento truncado de Blo t 5, dando una banda
purpura intensa en el peso de 43 Kd luego de reaccionar el conjugado AntilgE-Ap
(Fosfatasa alcalina) con el sustrato; no hubo reaccion cuando las muestras de
sobrenadante fueron incubadas con el suero control negativo y PBS. En el cultivo
de células no inducidas reaccion0 una pequefia banda que aparece a la misma
altura de la banda de Blo t 5-GST presente en el sobrenadante, dando una
coloracion intensa cuando se incubd con el suero control positivo (Figura. 3); estos
resultados fueron comparados con un cultivo de células no inducidas que fue
incubado con suero control negativo, junto con muestras de Blo t 5-GST de
sobrenadante inducido, Blo t 5-GST purificado y Blo t 5 cortado incubados con
ambos sueros con el fin de verificar que se trataba de la proteina de fusion Blo t 5-
GST vy no de otra proteina presente en la bacteria o contaminante (Figura 4) tal

como se demostro.

Todos los lotes expresados fueron purificados y dializados, la cantidad final de

proteina de cada dializado aparece en la Tabla 1.

De los 12 lotes totales expresados, se obtuvieron 49 dializados con diferentes
cantidades de proteina recombinante; la maxima cantidad obtenida fue de 3,06
mg/ml y una minima de 0,1 mg/ml . El sobrenadante de cada lote fue purificado a
través de la columna de Glutathione agarosa hasta 3 veces obteniéndose buenos
resultados en la cantidad de proteina por cada fraccion eluida, mientras que el

“‘pellet” solubilizado se purificd hasta 5 veces; lo anterior se realizo debido a que



en un solo paso de purificacidn no se alcanza a unir toda la proteina de fusion a la
matriz. De acuerdo a los resultados obtenidos, la cantidad de proteina de fusion

Blo t 5-GST después de ser purificada, fue estimada en 12.5 mg/L.



6. DISCUSION

La expresion de alergenos recombinantes de Bt, nos permite estudiar la respuesta
inmune a la fuente del alergeno y los niveles de riesgo de exposicion; por lo tanto,
el empleo y disponibilidad de Blo t 5 podria ayudar a conocer mejor el papel de Bt
como causa de asma en un medio tropical; ya que es una proteina recombinante

con una fuerte union a la IgE de pacientes alérgicos.

El uso de recombinantes del grupo 5 tiene ademas aplicaciones en el estudio
celular del asma, los cuales incluyen estudios de acumulacion de alergenos en las
vias aéreas después del reto bronquial, analisis de liberacion de mediadores vy el
estudio de epitopes involucrados (15); esto es logrado expresando el alergeno
recombinante en grandes cantidades para disponer de el constantemente y en
forma pura, eliminando asi los inconvenientes que se pueden tener con la
presencia de alergenos de otras fuentes en los extractos, que pueden inducir
sensibilizacion simultanea y que pueden ser inmunodominantes. £. col/resulta un
sistema de expresion eficiente para la proteina Blo t 5-GST recombinante, por su
facil manejo, rapido crecimiento y  produccion de la proteina en cantidades

apreciables.

La produccion de proteina de fusion es altamente variable y esta afectada por la
naturaleza de esa proteina, la célula hospedadora, el vector de expresion y las
condiciones del cultivo. Un alto nivel de expresion de proteinas en £.colj
generalmente resulta en la compartamentalizacion de estos productos en cuerpos
de inclusion, estas particulas pueden ser aisladas y asi provocar una purificacion
considerable del producto; sin embargo, la proteina obtenida es generalmente
inactiva y podria ser extraida con detergentes y otros agentes solubilizantes (16).

La cromatografia de afinidad es un meétodo de separacion altamente especifico
basado en interacciones reversibles entre moléculas, por medio de su paso a
través de una matriz, la escogencia de la matriz se hace de acuerdo a su

hidrofilidad, poros, rigidez, y naturaleza inerte; la separacion se realiza



manteniendo condiciones de pH, fuerza ionica, temperatura y de flujo, con el fin
de eliminar al maximo el numero de uniones no especificas sin alterar las
propiedades de la proteina ni de la matriz. La elusion de la proteina se da como
resultado de una accidn competitiva del eluente por el ligando, desplazando la
proteina de interés (17), este método ha sido ampliamente utilizado en la
purificacion de alergenos recombinantes que son expresados como proteinas de

fusion, mediante el enlace de la GST a su ligando.

La mayoria de los estudios de alergia a acaros han usado extractos totales de
acaros, sin embargo debido a la necesidad de distinguir entre la respuesta a
alergenos y otras proteinas, se emplean alergenos recombinantes que contribuyen
al diagnostico de la respuesta alérgica aun en ausencia de IgE. Asi, permitir
evaluar aun aquellos alergenos presente en cantidades muy pequeias dentro del
extracto, que podrian estar presentes en el ambiente pero ser pobremente
representados debido a su pobre extraccion, labilidad e hidrofobicidad; estos
podrian mostrar una alta reactividad en pruebas cutaneas o de unién a la IgE in
biro como consecuencia a una alta concentracion de alergenos mayores con
especificidades dominantes (15); por lo tanto la aplicacion de alergenos
recombinantes es una gran alternativa en el uso de pruebas diagnoésticas e

inmunoterapia en pacientes con asma y otras enfermedades alérgicas.



7. CONCLUSIONES

Blo t 5, alergeno de Blomia tropicalis, se logré expresar como proteina de
fusion unida a la GST en £. coli tanto el “pellet” solubilizado como en el

sobrenadante.

La purificacion de la proteina recombinante por medio de cromatografia de
afinidad, permitié eliminar gran cantidad de contaminantes presentes en las
muestras, sin embargo para la optimizacion de los resultados, se recomienda

dializar las muestras antes o después del paso por la columna.

La bacteria £. coli resulta un buen sistema de expresion del alergeno
recombinante  Blo t 5-GST, por su facil manejo, rapido crecimiento y
productividad; ademas se confirmo que la proteina expresada a través de este

sistema, conservo la capacidad de union a la IgE.

Se logré proveer de esta proteina a los laboratorios del Instituto de
Investigaciones Inmunoldgicas, que cuentan hoy con 26,04 mg puros de Blot
5-GST liofilizados. Esta cantidad servira como herramienta para estudios
posteriores sobre diagnostico, sensibilizacion y tratamiento del Asma y otras

enfermedades alérgicas.

La expresion, purificacion y cuantificacion de Blo t 5-GST  alergeno
recombinante, le permitid al investigador de la presente propuesta, adquirir
experiencia en las metodologias relacionadas con el area de biotecnologia en

la produccion de alergenos recombinantes.
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Tabla 1: Cuantificacion de Blo t 5-GST purificado y dializado

N Volumen Can'tidad de Qantidad de C'antidad de
Cédigo de la total eluido proteinaBlot5 proteina Blo t 5-GST | proteinaBlo t 5-GST
muestra (ml) GSTen gel en v¢_>|u men total en volumen total (
(ug/15pl) eluido (ug/ml) mg/ml)
Blo t 5-GST D1 3,0 75 1.500 1,5
Blo t5-GST D2 25 25 4166 0,416
Blot5-GST D3 3,5 12,5 2916,6 2,916
Blo t 5-GST D4 3,5 25 5833 0,583
Blo t 5-GST D5 4.0 6,0 1.600 1,6
Blo t 5-GST D6 35 12,56 2916,6 2,916
Blo t5-GST D7 6,0 45 18.000 18
Blo t 5-GST D8 6,5 8,0 3466,6 3,46
Blo t 5-GST D9 6,0 5,0 2.000 2,0
Blo t 5-GST D10 1,0 30 2.000 2,0
Blo t 5-GST D11 5,0 12 4.000 4,0
Blo t 5-GST D12 5,0 10 3333,3 3,333
Blo t 5-GST D13 8,0 5,0 2666,6 2,666
Blo t 5-GST D14 7,0 3,0 1.400 1,4
Blo t 5-GST D15 5,0 3,0 1.000 1,0
Blo t 5-GST D16 4,0 50 13333 1,33
Blo t 5-GST D17 4,0 35 9333 0,93
Blo t 5-GST D18 4.0 10 2666,6 2,66
Blo t 5-GST D19 45 45 1.350 1,35
Blo t 5-GST D20 45 12 3.600 3,6
Blo t 5-GST D21 45 9,0 2.700 2,7
Blo t 5-GST D22 4,0 1,5 400 04
Blo t 5-GST D23 3,6 45 10.500 10,5
Blo t 5-GST D24 3,0 20 4.000 4.0
Blo t 5-GST D25 25 46 7666,6 7,66
Blo t 5-GST D26 2,0 25 3333 0,33
Blo t 5-GST D27 3,5 12 2.800 2,8
Blo t 5-GST D28 3,0 12 2.400 24
Blo t 5-GST D29 3,0 15 3.000 3,0
Blo t 5-GST D30 2,5 11 1833,3 1,83
Blo t 5-GST D31 0,5* 30 1,0 0,001
Blo t 5-GST D32 5,0 55 1833,3 1,83
Blo t 5-GST D33 5,0 40 1333,3 1,33
Blo t 5-GST D34 4.0 40 1066,6 1,06
Blo t 5-GST D35 3,0 3,0 600 0,6
Blo t 5-GST D36 6,0 25 1.000 1,0
Blo t 5-GST D37 0,5* 20 0,666 0,00066
Blo t 5-GST D38 0,5* 15 0,5 0,0005
Blo t 5-GST D39 0,5* 15 0,5 0,0005
Blo t 5-GST D40 4,0* 50 1333,3 1,33
Blo t 5-GST D41 0,5* 15 0,5 0,0005
Blo t 5-GST D42 0,5* 15 0,5 0,0005
Blo t 5-GST D43 0,5* 10 0,333 0,0003
Blo t 5-GST D44 0,5* 10 0,333 0,0003




Cantidad de

Cantidad de

Cantidad de

Cédigo de la tV°'“m‘?“ proteinaBlot5 | proteinaBlo t 5-GST | proteina Blo t 5-GST
otal eluido
muestra (ml) GSTen gel en volumen total en volumen total (

(ug/154l) eluido (ug/ml) mg/ml)

Blo t 5-GST D45 0,5* 10 0,333 0,0003

Blo t 5-GST D46 0,5* 15 0,5 0,0005

Blo t 5-GST D47 0,5* 15 0,5 0,0005

Blo t 5-GST D49 25 15 2.500 25

Blo t 5-GST D50 6,0 3.0 1.200 1,2

Cantidad total de proteina Blo t 5-GST purificada y dializada 104,1865

Cantidad de proteina Blo t 5 purificada y dializada

correspondiente al 25% del total de Blo t5-GST 26,0467

*Estas Muestras fueron liofilizadas y resuspendidas en Agua bidestilada estéril.
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Figura 1. SDS-PAGE de Blo t 5-GST: Carril 1, marcador de pesos moleculares; Carril 2,
células no inducidas (lote 1); Carril 3, sobrenadante Lote 1 inducido por 2 horas; Carril 4,
pellet Lote 1 inducido por 2 horas; Carril 5, nada; Carril 6, células no inducidas Lote 2;

Carril 7, sobrenadante Lote 2 inducido por 3 horas; Carril 8, pellet Lote 2 inducido por 3

horas.
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Figura 2. SDS-PAGE de Blo t 5-GST: Carril 1, marcador de pesos moleculares; Carril 2,
Blo t 5-GST purificado y dializado Lote 1; Carril 3, Blo t 5- GST purificado y dializado
Lote 2; Carril 4, Blo t 5-GST purificado Lote 3; Carril 5, Blo t 5 cortado, purificado y
dializado Lote 3; Carril 6, Blo t 5 cortado, purificado y dializado Lote 3; Carril 7, Blo t 5
cortado, purificado y dializado Lote 3 pasado por columna; Carril 8, pellet Blo t 5-GST

Lote 3 a través de columna.



Kd 1 2 3 4 5

45

31 —

142
6.5

Figura 3. Immunobloting de Blo t 5-GST: Carril 1, marcador de pesos moleculares; Carril
2, Blo t 5 — GST células no inducidas incubadas con mezcla de sueros positivos; Carril 3,
Blo t 5-GST sobrenadante incubado con PBS; Carril 4, Blo t 5-GST sobrenadante
incubado con suero negativo; Carril 5, Blo t 5-GST sobrenadante incubados con mezcla

de sueros positivos.
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Figura 4. Immunoblotting de Blo t 5: Carril 1, marcador de pesos moleculares; Carril 2,
células no inducidas incubadas con mezclas de sueros positivos; Carril 3, Blo t 5-GST
sobrenadante incubado con mezclas de sueros positivos; Carril 4, Blo t 5-GST
purificado incubado con mezclas de sueros positivos; Carril 5, Blo t 5 cortado incubado
con mezclas de suero positivo; Carril 6, 7, 8 y 9; las mismas muestras incubadas suero

control negativo.



