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OLARTERAISBECK
OLARTE RAISPECK MOURE & CASTRO LTDA.

Power of Attorney

The undersigned;

| FUNDACION UHIVERSIDAD DEL MOPTE

domiciled in '
i

Poder

El susarito,

domiciliado en

v T 5 Antigua via a Puerio Colombia. Puerio Colombia (Colombia)

L-" means of ﬂn....r‘ precents her ‘by sranic to Carlos
R. Olarte 'md/or J. Ian Raisbeck and/or
Juan Gunllumu Moeoure and/or Natalia

Castro full and sufficieni Power of Atiomey w
file, prosecuis, «:jlbhixi defend and enforce any and
all of ihe company’s Patents for Inventions, Utility
Models, L.]y-Lul-Duu;,nb (topographics)  of
Intcurated Cu cuits, Illtlllbll ial Designs,
Trademarks, Advu iising Slogans, Trade Names,
Commercial Embkm;, Geographical Indications,
Proteciion of Trade Secrets, Obtainer’s
Certificates, Copyrights, Registration of Domaii,
Names, Health Registrations, or any othér
iniellectua! property right in the Pepublic of
Calombia, to wh'ich snd it zmpowere them o talie all
steps necsszary lmfur-: any adminisirative or judicial
aullicrity of any clazs for ine objecie ciatzd, o file
petitiong, recourszs, replies and opposiiion:z, pay
tazes and  ammuiies, requesi testimenizs, raceive
docoment:  and’ secwities, abandon  applicalions,
collect refunds, }.l',k ict, satilz, conciliate or negoiiaie.
Sufficient powsr i3 hersby granied o roceive
notifications on behali of the Company, i confer
POWeErs an llu.u. who aré 1o rgpraseni ihe cormpany
Judicially and r—"tLgudh ially, o answar in court in
the niatier of all claims and demands that may be
presenied in conneciion with the objecis staizd,
giving them likzwise powa subeiiiuie  thess
presents and revolze such subsiiiniione,

19

por medio dsl prezenic otorga a Carlos R.
Olarte y/o J. Ian Raisbeck y/o Juan

Guillermo Moure

1 y/o Natalia Castro
poder 2special, amjp

1 lio y suficienic para prezeniar,
tramitar, cbbsner, nl‘]r:fc—nd":r yihacer respelar todas y
cvalquicra de las Patentes de Invencion, Maodclos

de Utilidad, fSc]ucltl-fus d¢  Trazados de
Circuitos Intq,-wtl*adus, chcﬁus ]nduf;trinles,
Marcas, Lemas Cc-mu'cmlms, Nombres
Comerciales, Ensefias Comérciales,
Denominaciones | de  Origen, Plu(ccc'mn de
Secretos Empr.,s.)lnh.s, (‘ullﬁmdu: de

“nbttl’llul, Derechos fde  Autor, R\'.f:l‘tl'o &
Nombres de Dculmmo, Registros Sdl‘lll.'ll‘lOS, 3
cualquier otro bien de propiedad intelectual de
la compafifa =n 1’n| Pepiblica dz Colombia, 3 cuyo
sfscto loc facuha pars dar tados log pazas
necesarios ants cualguier autcridad adnnm trativa

o judicial de cualguier jerarquia para cumlnlu con

lo encomendado; elevai solicitudes, 1_wutfns
respuestas y opocicionss, pasar  hnpuiltos v
anualidades,  colicitar  testimonios, | recibir
documentos  y  valorzz,  Jdesiztiv,  transigir, y

percibir. fe concede poder bastanie para recibir
natificacionezs a nombre de 12 compafiis, otorgar
poderer 2 quiznzs vayan a ceprezentar a la
compafiia judicial y axtrajudicialmente, respondar
en juicio a todas las reclamaciones o demandas
que por motive de 1o encomendado e prasentaren,
déndoles  asimismc  faculiad  para  susiiivir el

pragentz y revacar dichaz custituciones
L\QJU M ‘)Q\ o

Signairs/Firmaa: ALMA LUCIA DIAZGPATTADOS MELETTDEZ

Date/Fecha: 30/OCT/2008

City,Country/Cindad,Pais: Barranquilla, Colorabia

Carlos R. Olarte

). 1an Rassbeck
Suillermo Moure
Natalia Castro
AMexunder Agudelo
i Moy
aghlln Barbasielano
Angela Correa
Firika Rico
Carlos AL Parra
Catolina Romero
Andrés Alvarado
Gina Arias

Of Counsel

Guillesmo Chahin
Gracicla Mclo
Jacqueline Chaparro
Cruz )5 de Moncaleana

World Trads Center - Torre A, Callz 100 Mo, A - 27, Pizo 10, Rogoid D.
- 57 1 601-7700, Fax + 57 1 601-7799. officatiolaricraisbeck.com. www.olarteraisheck.com
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OLARTERAISBECK

QLARTE RAISEECE. MOURE & CASTRSD LTDA.

MODEL OF FOTAPIAL CEFTIFIC A TIOHN

Notarial Certification

On this date,
29/OCTOBER/2003
The undarsigned Totary Public certifiee:

1. That | ’ ‘
i ATLMA LUCIA DIAZS

of lzzal age and domiciled in

Fom 5 Antigua via a Puerto Colombia. Puerlo Colombia,

cignad the forsgoing document.

2. That ihe zr, 'mtul ha exscuied the foregoing

documznt ac LE('“ AL PEPPESENTATIVE

of FU]"TDACIL"N UTIVERSIDAD DEL
NORTE.

3. That FULTDACION TR ITVEPSIDAD DEL
NORTE ?
having its principal place of buziness located in
PUERTO COLOMBIA, ATLANTICO,
COLOMBIA

ic duly incorporatzd, i currently in existence, and
that the purposes for which the Power of Attormey ic
grantzd are within the acope of iz corporaie
pur’poses.

4. That the grantor hagz the anfoaricy o execuis the
Power of Attorney and that his/her representaiion iz
legal.

5. The foundation for my ceriifications containsd in
points 2, 3 and 4 was the exhibition of the fbllowing
avithentic document(s):

CERTIFICATE OT
PEFIESEHTATION
ATLANTICO)

EXIZTETICE AID
FROM

LEGAL
(SOVERNORIHIF OF

ARY PUBLIZ (Signa
‘POSALEA FUEDA DE,

e):

OFDALT O lotaria O

Certificacion Notarial

En esta fecha,
29 de Oetobre de 2008
&l Motario Pablico ~uscriio ceriifica:

1. Que
LATTADOS MELETTDEZ

mayor de zdad Yy ddmiciliado
: _lemu (Colombia)
suseribié &l docums 0160 JUE ant: zcade,
{
2. Que el --Lorgumu;ha suscriio sl referido i
documends en su cardeter ds T EFFESENTANTE
LEGAL L\’
i FUNDACION UNIVERSIDAD DEL
NORTE ! i
3. Que FUNTDACIGH ULITVERSID AD
DEL NORTE |
coh seds principal ubicada en 5
PUERETO COLOMEBIA, ATLAL JTIL,O
COLOMBIA
ectd legalmente consiiuida, que iienz ex L.lcm ia
legal vigeniz y qus les propdsites para l-.s. cualzs
3% olorga el p'f.lcr e spcuentra dentro de ]':-: qua
compranden su alyjste social.

4. Que 2l otorzanie iiens la reprageniacién para
suseribir el poder, v que Loia & legiiima.

5. El fundamenio d= mis ceriificacions: contenidas
en los punioz 2, 3 y 4 fue la ehibicion de los (del)
siguiznie(z) documenia(s) aviéniico(s):

CELTIFICACION DE PERSOLERTA

) Juripica
OTOT:GADA POR LA GOBERVIACION DEL ATLAVITICO.

ninta del Circulo d= Barranguilla)
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Inventores: Egea Eduardo, Luis Alejandro Barrera, Johana Espejo, Elkin Navarro, Gloria
Garavito y Dary LLuz Mendoza

Fecha de Prioridad:
Fecha de presentacion Internacional:

Titulo:

METODO Y CO]UPOSI’CIO'N INMUNOQUIMICA PARA LA DETECCION
DE ALERGENOS DE ACAROS USANDO ANTICUERPOS POLICLONALES
IgY

Breve Descripeiéon del Invento

La prezente invencién corresponde a un método para la obtencidn de una compasicidn de
anticuerpos policlorales 1gY atil como reactivo de diagndztico de bajo costa y alta reactividad,
frente a acaros infradomicilianios, y a un méiodo para la deteccidn de alérgenos de dcaros que
emplea la composicién de anticuerpos IgY desarrollada en el primer método. La presen

invencién también comprende a la composicidn como tal de los anticuerpos policlonales 1gY.

El primer métoda de la presente invencidn, permite obtener de manera reproducible y a un bajo
costo una composicion de antienerpos policlonales IgY capaces de reconocer un amplio espectro

de alérgenas de dcaros intradomiciliarios pertenecientes a la familia de las cistein proteasa

El cegundo método permite las determinaciénes de 1oz niveles totales de alérgenos en mnesiras
provenientes de ambientes intramwmo: que estén contaminados y colonizadoz por acaros
intradomiciliarios. El nivel de alérgenos se determina  por la medicidn de cambios en las
propiedades biofizicas de los reactantes en sistemas de identificacidon a iravés de mecanizmos

inmunoquinmicos cuando se comparan con gstandares de referencia.

1 de 36
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Estado de la Técnica

1.1  Los Alérgenos

Los alérgenos son moléculas, generalmente de naturaleza proteica, que zn individuos atépicas, el
sistena inmunitario las reconoce como "extrafiac” diferentes al polimorfismo antigénico propio,
induciendo una rezpuesta inmune adaptativa exagerada tipo Th2 con la secrecién de I1L-4, I1L-5
IL-13, promoviendo en los linfocitos B la produccidn de altas cantidades de anticuerpos IgE
alergena-especificas, que en posteriores contactos al mismo inmunégeno producira la liberacion
de mediadores quimicos, en particular la histamina, que produciran 1os sintomas tipicos de la
reaccion alérgica. En general las proteinac alergénicac  exhiben dos o tres propiedades
moleculares distintas: la propiedad de censibilizar, &3 decir inducir al sistema inmunolégico a
producir una respuesta inmune adaptativa de anticuerpos IgE de alla afimdad; y la capacidad
para provocar una respuesta inflamatoria alérgica, es decir desencadenar sintomas y signas
caracteristicos de laz enfermedades alérgicas en individuos previamente sensibilizados.
Adicicnalmente un alérgeno tiene la propiedad de unir anticuerpos IgE egpecificos. Un alérgeno
es wna proteina que comtinmente induce una respuesta inmune exagerada mediada por

anticuerpos IgE en individuoz genéticamente predispuestos. (1)

Loz andlizic de la base de datos de proteinas sngieren que el nniverso de los alérgenos abarca
mas de 120 familias distintas de proteinas. (2)  Muchas proteinas pueden tener actividad
biolégica que influencia la respuesta innmne.  Sin embargo, la mayoria de alérgenos purificados
no tienen efecios sobre la piel, tracto digestive, nariz, y otros, en individuos no alérgicoz. (3)
Loz alérgenoz se derivain de proteinas con una variedad de funciones bioldgicas, incluyendo
enzimas, proteinac de unidn, proteinas estructurales, moteinas de trancferencia de lipidas,
profilinaz, proteinas de unidn a calcio, y otros. La funcidn biolégica de lag enzimas proteoliticas
de lag dcaros del polve intradomiciliario, influencian directamente el desarrollo de laz respuesias
de 1gE y pueden iniciar procesos inflamatorios en el pulmén y otros drganas diana a las cuales
se asocia el asma. Las caracteristicas estructurales o bioldgicas pueden también influenciar el
tiempo que los alérgenos persisten en 103 ambientez interiores y al aire libre, azi como la

conservacidn de su alergenicidad en el tracto digestivo. (4)
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1.2 Caracteristicas moleculares de las proteinas alergénicas

La estruciura molecular de las proteinas alergénicas, presentan regiones inmunodominantes,
denominadas epitopes, 1as cnales interactian con los fragmentos de nnidn al antigeno (Fab) de
loz amticuerpos IgE especificos. Loz complejos inmunes Fab-alérgeno, tienen entre 15 a 22

residuos de aminodcidos. De éstos cdlo de 3 a § reziduoz contribuyen al procese de unién a
travéz de miliiples enlaces complementarios de ipo no covalente, originados por fuerzas

electrostaticas, principalmente de tipo van der Waals. (5-7)

A la fecha se invesiiza ampliamente para determinar i laz caracteristicas intrinzecaz de los
epitopes se encueniran relacionadas con su capacidad alergénica. Es decir, zi su complejidad
molecular (secuencia de aminoacidos, estructura secundaria, y tipo de plegamienta), asi como su
solubilidad, la estabilidad, el tamaiio vy la actividad bioquimica de un alérzeno, promueven las
condiciones inmunolbgicas necesariaz para la sensibilizacion del sistema inmunoldgico del
huésped, la interacciéon con anticuerpons IgE y la induccién de las reacciones alérgicas

(alergenicidad). (8)
Alérgenos de los dcaros del polvo intradomiciliarios

Loz dcaros son pequefios artropodos pertenecientes a la clase Ardenida, poseen cuatro pares de
patas, ausencia de segmeniacién del cuerpo y carencia de antenas. Estos se encuentran
distribuidos por iodo el mundo, adaptados a vivir en diversos medios. Entre las numerosas
especies se encnentran aquellos que viven en el polvo de las cazas y bazan su nutricién en

detritus humano y animal (9).

Dermatophagoides pleronyssinus €3 1a especie de dcaros intradomiciliarios mas importante en

Europa Qccidental, Ausiralia, Inglaterra y Mueva Zelanda. Dermatophagoides farinae es el 4caro
(= [ “

predominante en loz Estados Unidos y Japdn, aunque D. preionyssinus &5 €l mas prevalente en

algunas regiones de estos paises. (10-11), pero la infestacién con una u otra especie de 4caro

[{]
(]

depende 1o solo de la ubicacion geografica, sino también de las condiciones ambientales de cada
2

hogar. El dcaro PBleinia iropicalis es importanie en regiones tropicales y subtropicales

particularmente en  Swramérica y el Sureste Asidtico. (12).  Las especies Jdel  génera

Dermaiophazoides y del genero Flomia son evolutivamente dispares y por 1o que presentan baja
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reactividad cruzada en sus proteinas, debido a que presentan secuencias aminoacidicas disimiles.
(13)

Estoz artrépodos son organizmos conmplejos que producen miles de proteinas diferentes y ofras
macromoléculas.  Se han caracterizado hasta el momento mas de 21 grupos de alérgenos en
nueve especies de acaros diferentes, y se han clazificado de acuerdo a su identidad bioquimica.

(12-14)

El primer alérgens de dcaros deccrito fue Der p 1 de Derinatophagaides pteronyssinus (15). Der
f 1 fue después caractericado por diversos investigadores. (15) Der p 1 fue también &l primer
alérgeno con el que se desarrollé un analisis con ADNe. (16) El analisiz del ADMc reveld que

ellas eran cistein proteasas de la misma familia de la papaina y actinidina. (17-15)

El grupo de alérgenos 1 ha sido identificado como alérgenos mayores a pariir de estudios con

viractos alergénicos. Estos unen IgE de sujetos alérgicos a los dcaros con alta frecnencia. (19)
Estaz proteinas estan precente en heces de los 4dcaros en aliaz concentraciones. Seé ha propuesto
que la actividad proteoliiica de estas cistein proteasas aumenta su capacidad de sensibilizar seres

i el

]

humanos. (20) La IgE dirigida contra Der p 1 estd notablemente en vn rango del 50 — 70%
suero de estos mismos pacientes alérgicos. (12) Se ha confirmado una reactividad similarmente

alta para Der f 1. (22)

La IgE especifica para anti —alér

21% del la IgE total. (23-24)

ocnos de Dermatophagoides pleronyssinus comprende del 6-

Las Cisteina proteasas de dcaros intradomiciliarios. Caracteristicas bioldgicas y meoleculares

Las proteasaz se agrpan en clanes y familias. Loz clanes son gmipos de familias para quicnes
hay evidencia de aszcendencia comun. Las familias son agmpadas por cu tipo catalitico: A,
acpartato; C, cisteina; G, acido glutimico; S, serina; T, treonina; y U, desconocido. Las serin,

treonin y cistein proteasas utilizan en su 2iio activo un aminoacido nucledfilo y forman un

estado intermediario acil y pusden también actuar facilmente como twansferasas. (259)

La cistein proteaza del dcaro D. pteronyssinus (Der p 1) es una proieina de 25 Kda, codificado
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por un Anico gen, que presenta frecuentes polimorfismos, los cnales han sido ya secnenciadds.
(26) Tiene una variacién prevalente de la cecuencia alanina - valina en la posicién 124 y

aparecen variaciones esporadicas que difieren en 2 — 3 reziduos. (27-29)

o

El marco abierto de lectura codifica un péptide sefial de 18 aa, un pro-péptido de S0 aa, y la
regisn de la proteina madura abarca 222 aa. La secuencia incluye cuatro sitios de potencial N-
glicosilacién, tres en la secuencia madura y wno en ¢l pro-péptido. Der p 1 &5 producida como
una enzima inactiva, que se activa después de la separacidn del pro-péptido. Aparte de inhibir la
actividad de la pro-enzima, &l pro-péptido puede también actuar como plataforma de
10 plegamiento para la maduracién de Der p 1, seg0n 1o sugerido para otraz proteazac. Cuando Der

p 1 ce extrae de las heces del dcaro, esta presente en la forma madura (nDer p 1). (30-31)

Laz cistein proteasas se dividen 2n cinco clanez, cada una contiene a un mimero de familias,
agrupadas basados en la arquitectura de su diada o triada catalitica. Der p 1 pertenece al clan CA,
15 ala familia C1, que también incluye a la papaina y a sus parienies. Las estructurac cristalinas de

la papaina y de varias proteasas estiechamente relacionadas de ecta misma familia, han  sido

~

determinadas, y los residuos cataliticos 3¢ han identificado como Cys, His, y Asn. Ademas, un
reziduo conservado de Gln es esencial para la actividad catalitica y ce cree que ayuda a formar el
agujero del oxianionico, el cual eztabiliza el estado transitorio durante la catéalisis. (32)

20

Fig. 1.. Estiuctura bioldgica Der p 1 Al proDer p 1y B Der p 1 maduro y completamente
activo.(33) Fuente de libre acceso : PDB.
25

Los residuos cataliticos Cys e His se piensa forman un Ion thiclato-imidazolium estabilizada por
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un puente de Hidrdgeno direcio entre 1as cadenas laterales de los residuos cataliticoz His

(34)

La mayoria de los micmibroz de la familia C1 tienen pro-péptidos homdélogos al de la papaina
(115 aa), aunque la longiiud puede variar. Se estima que &l pro-péptido acina ocultando €l sitio
active y blindandolo del acceso a los ausiratos, de tal modo que inhibe la actividad enzimitica.
La protedlizis del mismo &5 evitada ligando el pro-péptido en la orientacién reversa comparada
con la de un suatrato. El pro-péptido de Der p 1 tienz solo 17 reziduos idénticos al ser alineada

su secuencia con el propéptido de la papaina. (35)

La esiruciura zecundaria de la cistein proteasa del acaro Dermatophazoides pleronyssinus exta
conctituida en un 28% por hélices alfa (S hélices residuos) v el 23% por laminas beta (18

hojas; 53 reziduns) con diversos enlaces diznlfuro que estabilizan la proteina. (Ver Figura 2)

Y

Epitopes Moleculares De La Proteina Der P 1.

La region entre 1os aminodcidos 15 — 33 de la proteina madura es accesible a la interaccién con
paratopes de anticuerpos TgE, pero er relativamente extendida y podria conztituir epitopes
dizcontinuos con partes de la region entre los aminodcidos 188 — 199, La regién 34 — 47, 1a cual
contiene residuos de cisieina cataliticos, es una hélice enterrada en 2l interior de la moléoula. El

segmento que comprende loz reziduns 52 — 111 estd bien expuesta zobre la superficie y podria

ser subdivida =i pequefios segmento: 52 — 56, 60 — S0, 81-94, y 101 — 111, correzpondienda a
epitoper lineales o epitopes discontinuos. El epitope S1 — 94 consiste de doz epitopes continuos

separadoz por 193 aminodcidoz 101 — 111, y este mismeo 3 también expuesto a la superficie y
constituye un epitope lineal ideal, al ignal que el epitope 117 — 133. La regién 155 — 175 esta

parcialmente enterrada en la interface de un dimero y puede ser parte de un epitope discontinuo

con el seamento adyacenie 176 — 187, o con parte del segmento 60 — 80. Finalmente, la regidn
188 — 199 25 suficientemente compacta para constituir wn epitope lineal o combinado con 15 —

33. Hay variaciones en todos los epitopes descritos comparados con Der 1y Ewrm 1 con la
excepciém de la regidn 60 — 80, la cual estd completamente conservada con respecto a Der f 1.

(33)

Se han reportado por 1o mienos 12 isoformas de Der p 1 (36). Los residuos aminoacidicos dentro
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del propéptido median su asociacion a la membrana, y desempefian un papel en &l transporte del,

la proenzima a los lisosomas. (37-38)

El grupa 1 de 4caros intradomiciliarios estd constituido por 1as cistein proteazas de cada una de
lag diferentes especies de dcaros. Estas proteinas provocan sintomas clinicos claros en >80%%
pacientes alérgicos a los dcaros. Se han caracterizado hasta el momento las cistein proteazas de
Derinatophagaides pteronyssinus (Der p 1), Dermatophagoides farinae (Der 1), Blomia
tropricalis (Blo t 1), Dcrnm/cph;/goI'JIe.S‘ microceras (Der m 1) y Euiroglyphus maynei (Eur m 1)
(13). Entre las proteinas que producen sintomas clinicos ze destacan 1as cistein proteasas Der p
1, que es paositiva en el 92% de los pacientez alérgicos a los dcaros por RAST (39) y Der £ 1 que

en el 87% de loz pacientes alérgicos a acaros, elicita anticuerpos Ik conira Der £ 1. (40)

TEZ & "L’qu. QELTLLEQ

-
6l &5 ! 75 80 &5 90 P 1|:|c| ELEEE 11_ 12'0

PEMAME TRE ST o1 JTHE
121 125 130 1::5. 1J,u
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Claves:
2 . . .
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Fig. 2. Esirucinra secundaria de Der p 1 completamente active. (33) Fuente de

PDB.

z

Estac ciziein proteazas han sido implicadas en c—11R1111CL1aclco humanas como cincer, artriiis
reumatoide, oztzoporoziz y enfermedad de Alzheimer'z. (41) Por esta razén consideramos a las
cistein proteazas de dcaros  infradomiciliarios como moléenlas blanco para el disefio de

estraiegias encaminadas al diagnésiico, tratamiento, y conirol de enfermedades alérgicas. (42)

Reactividad cruzada entre cistein proteasas

El fendmeno de reactividad cruzada ocurre cvando anticuerpos IgE, ariginalmente aumentados
para un alérgeno, se unen o reconocen un epitope (fraccidn) en una proteina similar de un
recurso diferente. La interaccién con tales proteinas homoélogas pnede desencadenar reacciones

alérgicas o puede ser completamente irrelevante para el paciente. (43-45)

El grupe 1 de acaros intradomiciliarios comparten caracterisiicas estructurales, que permite
agruparlas dentro del clan CA, en la familia C1, que también incluye a la papaina, catepsinas de
mamiferoz (B, C, F, H, L, I, O, S, V, Xy W) y a sus parientes. Estas proteinas poseen dominios
mny conservados (ver Figura 3) que hacen que estaz proteinas alergénicas sean reconocidas par
anticnerpos IgE de pacientes sensibilizados conira cistein proteasas de un recurso diferente. Es
decir estaz proteinas presentan reactividad cruzada enire =i, por lo que un grupo ny diverso de
recursos puaden elicitar sintomas alérgicos comunes. (46-47) Se ha comprabado que Derp 1y

Der f I tienen reactividad cruzada superior al 80 %. (48-49).

50 pL L 150 20 250 0w 20
| | | ] ]

——

T N W

Fig 3. Dominio= Conzervados de pro Der p 1. (50) Fuente de libre acceso: NCEL
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Entrz ofroz recwrsos relevantes con reactividad cruzada con &l grupo 1 de acaros

intradomiciliarios ienemos a las catepsinas, un grupo de exopepiidasas  lisosomales expresadas

en todoz los tejidos humanos, involucrada en la degradacidn de proteinas, procesamients de
antigenos, activacion de proenzimas y en procesos apoptdticos. (51-52). Las catepsinas de

plantas 1as cuales son utilizadas en la movilizacion de proteinas de reserva. (53-55)

Respuesta inmune a las cistein proteasa

Aunque hay una comprension crecisnte de 1oz mecanicmos implicados en &l desarrollo de la
inflamacién alérzica, una vez la sensibilizacidén ha ocurrido, loz mecanismas de la interaccién
entre Der p 1 y laz poblaciones celulares de la via aérea y su papel en el proceso de

sensibilizacién siguen siendo confuzos. (56)

El epitelio bronguial es la primera bairera encontrada por los antigenos inhalados, esta
proporciona un acoplamiento impoitante entre el medio externo y el intericor del cuerpa. La
activacidn de células dendriticaz por loz antigenos inhalados conduce normalmente a la
induccidn de la tolerancia de la inhalacidon mas que a la inflamacién alérgica. Los mecanizmos
imiplicadoz en la interrupcidn de esta tolerancia en individuos alérgicos se desconacen. Se ha
demostrado que una corta exposicién a altas concentraciones de Der p 1 o la exposicion
prolongada a bajas concentraciones cansd degradaciéon de laz uniones estrechas en células
epiteliales bronquiales en paciente: asméticos y también en las células de individuos no
asmaticos. Esbo incrementa la permeabilidad del epitelio, 1o cnal podria favorecer la penetracion
en la mucosa de 1a via aérea, no aolo de Der p 1, 3ino también de otros antigenos despravistos de
actividad proteolitica, de tal modo que aumenta la probabilidad de encontrar células
presentadoras de antigenos y causar sensibilizacién.  Tal fenémeno explicaria por qué la
senzibilizacidn contra loz antigenos del dcaro del polvo domésatico se asocia con frecuencia a la

sensibilizacidn con mltiples antigenos (57).

La exposicion de las células epiteliales de la via respiratoria a Der pl induce la zacrecidn de
citocinas pro inflamatorias, particularmente (GM-CSF), e IL -6, La secrecién de estos
mediadores de las células epiteliales bronquiales de pacienies asmaticos se asocia al iransporte

intracelular del alérgeno y ocurre después de wna breve expogicidn a concentraciones bajas de
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Dar pl. (58) De ezia forma la actividad catalitica cistein-protzasa del alérgeno de dcaro de polvx\j
casero Der p 1 se  aszocia con &l increments de la permeabilidad en el epitelio bronquial,

facilitando asi su propio procesamiento.

Derp 1

[ARACASTANAXAY T4}

OO0

Epitelio
Bronquial

Protedlisis

Célula
Dendritica
Eosinéfilo
Linfocito T
Liberacion
mediadores
inflamatorios Activacion y proliferacion de
5 células de memoria
Fig. 4. Incremento en la permeabilidad de membrana por accién proteolitica de Der p 1. (59)

Este alergeno es capas también de cortar a CD23 (receptor de baja afinidad para IgE’s, el cual
10 regula la sintesis de estas immunoglobulinas) y a CD2S (la subunidad o del receptor para
intzrlencina-2). Como resuliado del clivaje del CD25 de superficie, los linfocitos T de zangre
periférica disminuyen su proliferacién y la secrecion IFN-y como respuesta a una estimulacién.
Laz poblaciones de la ¢élula Thl y Th2 promueven el desarrollo de células del mizmo
subconjunto, micniras que zuprime la propagacidn de los del otro subcanjunto. Por lo tanto, &l
15 clivaje inducido por Der p 1 de CD2S probablemente conduce al crecimiento deteriorado de las
células del subconjunio Thl y al consigniente aumenta de los del subcorjunto Th2.(113) Este
subset de células T produce un perfil de citoquinas que incluyen IL-4, IL-5, IL-6, e IL-13, las
cualez ejercen sus efecios zobre los mizmos linfocitos T, pero también sobre otro tipo de células

incluyendo linfocitos By c¢élulas presentadoraz de antigenos tales como monocitos y células
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dendriticas. La IL-4 zirve como factor de crecimiento de oz linfocitos B ¢ induce la produccidn
dz loc isotipos I2E e 12Gy. En la exposicién inicial al alérgeno, los linfocitos T son estimulados,
y la produccién de IgE &3 inducida; estos anticuerpos se unen a log receptores de la superficie de

los mastocitos. (59-60)

1.3  Tecnologia IgY en la deteccion de alérgenos

Loz acroalérgenos con particulas transportadas por el aire, capaces de producir alergia
respiratoria, cutinea o conjuntival. Las sustancias que con mayor frecuencia producen enadros
alérgicos a iravés de la inhalacidn son: los pélenes, esporas de hongos, diferentes tipoz de acaras,
cucaracha, epitelic de animales, y ofrac custancias que afectan divectamente la mmcosa
respiratoria a través de una cerie de procesos inmnnoldgicos. La mayor parte de los alérgenos
trancportados por ¢l aire suelen ser proteinas o sustancias unidaz a proteinaz.  La mayoria
resultan ser glicoproteinas solubles, sin caracteristicas fizico-quimicas especiales, salvo un peco
aolecular comprendido entre 10,000 y 40,000 Da. El tamafio de los aeroalérgenos es también

mportantz. Los alérgenos mejor conocidos varian entre 1y 60 pm. (61-63)

Los mecanismas protectores de la mucosa nasal y de las vias respiratorias (a través de loz cilios
que trancportan las particulas a la orofaringe, ziendo éctaz deglutidas y desnatralizadas
rapidamente en &l estdémago) eliminan la mayoria de las particnlac més grandes, de tal manera
que sélo aquéllas de 3 pm o menores son capaces de alcanzar 1os alvéolos pulmonares. Ello
explica mma mayor exposicidon de las mucosas nasal y conjuntival, y de las vias respiratorias
superiores. Sin embargo, puecto que la mayoria de las particulas, dado sn tamafio, no penetran
en los bronguios terminalez y alvéolas, deben considerarse otros mecanismos alternativos de
respuesta de las vias aéreas. Un acroalerzeno tendrd importancia clinica cuando retna estaz dos
circunstanciaz: (1) poseer grupos antigénicos especificos capaces de provocar respuestas de
hipersensibilidad en el hombre; y (2) encontrarse en concentracién suficiente en &l aire, de tal
modo que el nivel de expasicién sea adecuado para evocar una rezpuesta inmmnolédgica.  Tales
criterios, aparentemente sencillos, no siempre se consiguen a la vez en muchas de las particulas
alergénicaz poszibles. Exzisten muchas sustancias transportadas en el aire, tanto de origen vegetal

rgicos en individuos

(‘u\

y animal, como productos guinmicos, capaces de provocar sintomas al
humanos sensibilizados. La respuesta individual depende de miliiples factores, tanto inherentes

al zujeto alérgico, como al propio alérgeno: estade del zistema inmune, docis de alérgeno,
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frecuencia y mata de penciracidn, —caracterisiicas fisico-quimicas, etc. (64)  Entre log -
acroalergenos mis importantes tenemos las proteinas de acaroz intradomiciliario v cucaracha.
Anticuerpos IzY fueron usados por invectigadores del Food and Drug Administration en
Poclville, Maryland, Eztadoz Unidoz  para la identificacidn y caracterizacidn de nuevos

alérgenoz en extractos de cuerpo entero de Blartella germanica 'y Periplaneta americana

demoztrando gran especificidad y sensibilidad a estos anticuerpos. (65)

Invectigadores del centro de Evalnacidn e Investigacidon Bioldgica en Bethesda, Maryland,
Estados Unidos, desarrollaron un sistema de inmunoglobulinas aviar para producir anticnerpos
recombinanies almmcuu especificos para un alergeno particnlar (Fel d 1 recombinante & Amb a
1 nativo) o para multlple alérgenos (Fel d 1 recombinante y Amb a 1 native) de un minima de
animales experimentalez. Loz fragmentos de anticverpos IgY generadoz demostraron ser
eficientes en identificacion y cvantificacién  de  alérgenos, en  comparacidn con  los

inmunoensayos estandares. (66)

La alergia a loc alimentos ze presenta en el 1-8% de la poblacién. (67-67) La presencia de
alérgenos no declarados en alimentos representa un serio viesgo para individuas alérgicos, que

pueden inducir reacciones a su expozicion desde leves hasta severas. En Morte América y

Europa, los alérgenos alimenticios cominmente implicados en las reacciones alérgicas incluyen
huevo, crusticeos, leche, peccado, soya, trigo, mani, nuez, frutos secos (tales coma avellanas,

nuez de Brasil, etc.). (68-69)

Mani, miez, y otros productos con componentes alergénicos zon frecuentemente vzados como
ingredientes en la elaboracion de alimenios para mejorar su sabor y calidad nutricional, y su
presencia en tales alimentos debe ser claramente indicada para permitir su identificacién por
parte individuos alérgicoc. Dado el riesgo  de contaminacién inadvertida de alimentaz con

productos alergénicos durante su proceso de fabricacién, la industria alimenticia y las agencias

regulatorias requieren hetramientas para monitorear la prezencia de alérgenos. (70)

En este sentido la Agencia Canadiense para la Inzpeccidn de Alimentos desarralld un Dot Blat
para la deteccidn de proteinas de mani en alimentos usando anticuerpos 1gY anti-mani, y las
proteinas de mani unidas fueron deteciadas por reacciones secuenciales con anticuerpos anti-IgY

conjugados con perovidaca y reveladas con un sustrato cromogénico. El ensayo dio resultados
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dizcernibles con concentraciones tan pequedias comeo 0.03 ug/ml. Mientraz que el umbral de\a
dozis exacta para las reacciones adversas en laz personas sensibles al mani no s¢ conace, &én un
estudio se demosiré que la ingestion dz un minimo de 100 mg de proteina de mani &5 capaz de
provocar sintomas de una reaccion alérgica. (71) Por tanto, este enzayo nsando anticnerpos 1gY
demostrd ser adecuado para la deteccién de proteinas de mani a los niveles asociados con una
reaccién alérgica. La especificidad de loz anticuerpos 1gY contra las proteinas de mani, fue
confirmada en esios experimentos, en donde se evalud con extractos de legumbres, lentejas, frijol
10j0, asi como también con exiractos similares de frutos secos, avellana, nuez de Brazil. (72) Sin
embargo, dado que el Dot Blob ez una prueba que no nos permite establecer las caracteristicas
dosis-respuestas precisas, Investigadores del Centro de Quimica Analitica en el Instituto de
Aaprobiotecnologia, Konrad Lorenz, Tulln-Austria, desarrollaron un inmunoensayo enzimatico
competitivo indirecto bazado en la tecnologia IzY, para la deteccidn de proteinas de avellana én
los alimentos, logrando un limite de deteccion de 10 ng/l y un limite de cuantificacién de 30
ug/l. También reportaron una reactividad cruzada con diversoc alimentos entre otros soya,
frijoles, arroz, huevo, rigo. Esta reactividad cruzada disminuyd con la purificacion de los

anticuerpos IgY. (73-74)

Loz enzayos deacritos hasta ahora ze disefiaron para la deteccién de aléraenos particulares. En el
centro canadienze para la inspeccidn de alimentos antes mencionado, disefiaron una pruzba
inmunogquimica para la deteccion simmltdnea de multiples alérgenos vsando anticuerpos 13Y anti
proteinas de avellana, nuez de Brasil, y mani, obteniendo limites de deteccidn entre 1.0y 0.1 ug/
g; demoztrando la viabilidad dsl disefio de prmebas inmunoquimicas con anticuerpos 13Y contra

nuiltiples alérgenos. (74-75)

Se ha demosirado que la exposicién a los alérgenos es un factor de riezgo para el decarrallo de
enfermedades alérgicas respiratorias, asi también como para ¢l desencadenamiento de los
sintomaz y signoz de la enfermedad alérgica respiratoria. Actualmente se pronmeve la reduccion
dz los niveles dz alergeno a través de diversoc métodos y técnicas, todos ellos de limitada
ntilizacién en paizes en viaz de desarrollo.  El concepio de “Vida con bajos niveles en
alérgenos” ezt siendo utilizado en Europa y Canadd.  Existen estudios gque custentan la
disminucidn de morbilidad y comorbilidad cuando se implementan estos protocolos de
intervencidon ambiental. Para los pacientzs es beneficioso poder realizar monitoreos ambientales

de eslos niveles en sus hogares y Ingares de trabajo, a través de los cnales ce logra un adecuado

13 de 36



10

20

control de los espacios donde se realizan sug actividades cotidianas.

Loz métadoz convencionales de detecciémn de dcaros emplean principalmente anticuerpos

monoclonales, loz cuales requieren de altos tiempos y costos de produccién.

Deseripeion detallada de la invencion

La invencién aqui descrita corresponde al método para la obtencién de una composiciin de
anticuerpos policlonales IgY atil como reaciive diagndsiico de bajo costo y alta eapecificidad,

para la deteccidin de alérgenos de dcaros intradomiciliarios. La invencién también abarca la

composicién de anticnerpos policlonales IgY como tal.

La presente invencidn también se refiere a un método para la deteccidn de alérgenos de 4caros
intradonmiiciliarios en muesiras de polvo provenientes de ambientes tales como dormitorios,
oficinas, gnarderias, hoteles, cine, ete. usanda una composicidon de anticnerpos policlonales IgY
obtenidos mediante el primsr méodo descrito en esta soliciind, que zon especificos para
alérgenos del grupo 1 de dcaros ¥y que permiten la deteccidn de alérgenos en bajas

concentraciones (de hasta 0.03pg/mL).

Con el primer método de la invencion se logran obtener anticuerpos policlonales 1gY con una
alta especificidad, que teconocen alérgenos de acaros intradomiciliarios, y que son inducidos por
péptidos zintéticos ecpeciales, que permiten dirigitlos a regiones pariiculares de proteinaz de
acaroc. Loz anticnerpos  peliclonales 1gY obtenidos en la presente invencidn son los Mnicos
anticuerpos  1zY  descritos a la fecha, que son especificoz para alérgenos de  4caros
intradomiciliarios, pues log anticuerpos anti-alérgenss de dcaros descritos hasta €l momento
carresponden a anticusrpos monaclonales. Loz péptidos sintéticos empleados en el método de la
invencidn para la obtencidn de anticuerpos policlonales IgY son dizefiadoc a partir de los
diferentes alérgenos del grupol de dcaros intradomiciliarios y, preferiblemente, son aquellos de
secuencias SEQ ID Mo 1, SEQ ID Mo 2, SEQ ID Mo 3, SEQ ID Ma 4, SEQ ID Mo 5, SEQ 1D Mo
6 divulgados en la solicitud de patenie 0O 09-027540, incorporado en zu integridad al prezente

documento por referencia.

Loz métodos convencionales para la produccidn de anticuerpos 12Y wtilizan proteinas naturales
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y/o recombinantes, las cuales generan anticnerpos contra cualquier regidn de la proteina,
afectando la especificidad de la reaccién. Los péptidos sintéticoz son compuestos quimicamente
bien definidos y, por lo tanto, permiten reducir la variabilidad interensayo e intraensayo. A
diferencia de loz antigenos que se abtienzn por cultivo, los sintéticos permiten realizar estudios

con epitopes de dificil acceso.

En el presente caso, el uzo de pcpild«': sinteticoz disefiadoz con base en las proteinas natarales
de loz dcaros inlradomiciliarios, y que preferentemente comprenden o conzisten en l1as secuencias
SEQ ID No 1, SEQ ID Mo 2, SEQ ID Mo 3, SEQ ID Ho 4, SEQ ID Ma 5, SEQ ID Ho 6, peimite
que estoz anticueipos IgY se unan a epitopes moleculares caracteristicos de diferentes cistein
proteasaz de acaros intradomiciliarios, particularmente a las cistein proteazas de los 4caros
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagaides farinae, y Rlomia tropicalis, principales
agenies desencadenantes de enfermedad alérgica respiratoria en €l tropico. Asimizmo, &l uzso de

la tecnologia IgY permite obtener grandes volimenes de anticuerpoz I13Y, lo cual facilita su

masificacidon y transferencia al sector productivo.

Adicionalmente, la presente invencidn proporciona dn método para la deteccidn de alérgenos de
dcaros infradomiciliarios en muestras de polvo, bazado en técnicas inmuno encimaticas,
imnmunocromatograficas y/o electrotransferencia, que emplea la composicidn de anticuerpos
dezarrollada en la presente invencidn, los cuales han demostrado ser muy eficientes en la
deteccién de log alérzenos del grupo 1 de dcaros intradomiciliarios con un limite de deteccion de

0.03ug/ml.

El desarrolle de anticuerpos policlonales de alta especificidad y gran sencibilidad, permite
efectnar una deteccidn confiable de los alérgenos de dcaros intradomiciliarios, a un menor costo
que los méiodos que emplean anticuerpoz monoclonales, pero  obteniendo  resultados

comparables a estos.
El méioda de deteccién de alérgenos en muestras de polvo involuera una secuencia de éventos
que van desde recoleccidn de las muestras de polvo, produccion del extracts proteico, y

evaluacién y analisziz de las mismas.

El primer método de la invencion, que conduce a la manufactura de wna composicién de
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anticuerpos policlonales IgY, util como reactive diagndctico de bajo costo para dcaros

intradomiciliarios consiste en las etapas de:

a) preparar una composicién inmunogénica que comprénde al menos un
péptido que presente una homologia igual o mayor al $5% con una secuencia
seleccionada del grpo que consiste de SEQID M. 1,2,3, 4,5y 6;

b) hiperinnmnizar gallinaz de la variedad Hy Line Brown, de 16 — 20
semanas de edad;

¢) extraer los anticuerpos policlonales IgY;

d) purificar los anticuerpos policlonales 1gY.

En el paso a), para la preparacién de la composicion de peptidos se toman entre 50-150 ul de los

peptidos sintéticos diluidoz en agua estéril con una concentracién entre 100 y 300ug/ml y ce

homogenizan con 50-150 ul del adjuvante.

En el pago b), durante la inmunizacién de las gallinas se realizan entre 3 y 6 inmunizaciones

intramuscularmente en loz misculos pectorales (pechuga) a intervalos de 2-3 semanas durante
2-3 meszz. Bl antigeno (péptido sinigtico) es inyectado a una concentracidn de 50-200 pg/ml,

enmlsificado en adyuvanie completo de Freund® durante las primeras inmunizaciones (1-2) y en

adyuvante incompleto de Freund® para los refuerzos siguientes.

En el pazo ¢), el aizlamiento de los anticuerpos se efectia separande cuidadosamente 1a yema de
hueve de la clara, midiendo 1oz vollmenes, tanto de la yema como de la clara. Se delipida
mediante €l 030 de un solvente organico (v.gr. cloroformo).  El contenido de la yema se
emulsifica en 0,5 - 2 veces zn volumen en un buffer acuoszo (v.gr. PRS); posteriormente, 1,5 - 3
volumenes dzl solvente orginico zon adicionados y la mezcla es incubada a temperatura
ambiente entre 1 - 3 horas; centrifugada a 2000-4000 rpm por 10-30 minios a una temperatura

enfre 14 y 25°C y &l sobrenadante es recolectado y almacenado para su posterior purificacin.

En el pazo d) la purificacidn se realiza por cromatografia de columma, v.gr.. cromatografia
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tiofilica. En ezte caso 3¢ ufiliza un soporte de Sefaroza CL4R activado con divinilzulfona (DV S)
acoplado a - mercaptoetanol (B-MESH), el soporie activo ze equilibra en tampém de fosfatoz 50
mM pH 6,8-7.8, se adiciona con Na;S04 0,5 M (tampion de equilibrio).  Postericomente una
dilucidn ¥ de la muesira en tampdn de equilibrio ze adiciona al soporte de sefarosa activado. La
elusién de la proteina retenida (anticuerpos policlonales IgY) se obtiene mediante Ja adicién del

tampén de fosfatos S0 mM pH 6,8-7,8.

Una vez son obtenidos loz anticuerpos éstos son evalvadoz por técnicas inmmunoguimicas
conocidaz, como por ejemplo ELISA indirecta. Loz extractos alergénicos de los acaros
Dermatophagaide pteronyssinus, Derinatophagoides farinaz y/o Blomia tropicalis son diluidos
en PBS 1X vy ze adiciona a wna placa de poliestirens, se incuba a 37°C durante 15-24 horas én
camara himeda. La placa s& bloquea con solucién de bloqueo (v.gr., PBS, Tween 0.05%, Leche
dezcremada al 5%), se incuba durante 1-3 horaz a 37°C en camara himeda, Segnidamente se lava

con solucidn de lavado (v.gr., PBS, Tween 0.05%). Se adicionan series de dilucionesz dables de

({1

loz anticuerpoas (IgY producidas mediante el primer méioda de la invencién) en las placas d
poliestivens previamente tratadas y se incuba durante 0,5-2 horaz a 37°C en camara hnimeda,
cegnido de lavados en las condicionez dezcritas anteriormente.  Finalmente, se adicionan
anticnerpos Anti-IgY, conjugados (v.ar., Anti-IgY conjugada con peroxidasa) diluide 1/1000, se
revela con sustrato (v.gr.,, TMB 3,37,5,5 tetrametilbenzidina), la reaccién se detiene con HCL 1M
y g& lee a una longitud de onda de 450nm. La anterior evaluacidn también puede efectnarce

empleando técnicas inmunoquimicas directas conocidas en el arte.

Adicionalmente, en variaz modalidades de la invencidn loz anticuerpos policlonales IgY zon
marcados de acuerds con (écnicas de marcaje conocidas en la téenica o pueden formar
immnoconjugados como por gemplo, inmnoconjugados con particulas de oro coloidal o

biotina.

El cegundo métada de la invencidn, dirigido a la deteccién de 1os alérgenos en mmestras de polvo

comprende las etapas de:

1. Toma de muestras de polvo de ambientes en 1oz cuales este presente o se sozpeche
estan presente los dcaros intradomiciliarios;
2. Preparacidn de extracto de proteinas de las muestras de polvo;

3. Desarrollo de prucbas inmunoguimicas con la composicién de  anticuerpos
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policlonales IgY evaluando la presencia de los alérgenoz en las muestra:
colectadas previamente.

2

En la etapa 1 se usa una aspiradora manval, en un area de 1 a 2 m® nzando una balza de

recoleccion independiente por area a evaluar.

En la etapa 2 se toman entre 10-30 mg de polveo, se adiciona 1-3 mL de buffer de extraccion
(v.gr., PBS 1X - Tween 20 al 0,05% v/v), seguido de agitaciém por 1-3 minuios a temperatura

ambiente. Las proteinas disueltas en la face acnosa se separan del material insoluble por
centrifugacion a 2,700 a 3.700 r.p.m por 3-8 mimtos. Con el fin de asegurar la completa
separacion, el zobrenadante se depura con un filiro de 0,22 pm. tomando el sobrénadante para su

posterior analisis.

El contacto del exiracto proieico con la composicién de anticuerpo 1gY y la deteccidn del
alérgeno se efectia de manera directa pon métodos conocidas ean el estado del arte, o de manera
indirecta como se muestra en la Figura 5.

Para la deteccién de forma indirecia, se incuba la placa de poliestirens con el extracto de
proteinas del polvo, luego se incuba nuevamente con 1oz anticuerpos 1Y anti alérgenos del
grupo 1 de dcaros intradomiciliarios y posteriommente con el anticuerpo anti-IgY conjugado
(p-¢j., conjugado con peroridaza), la reaccidén ze revela agregando el sustrato (p.gj., TMB) y sze
detecta la absorbancia a 450 nn. La deteccion se efectna por la correlacion del cambio de color o

fluorescencia a la presencia de los alérgenos de dcaros.

o alergeno

Anti-anticuerpo
gY conjugado

Anticuerpo

V3

1gY

Figura

,.J

Dc‘rccuun 111clu<;cta rL IU.J alérgenos con anticnerpos I1gY.
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Ejemplo No 1: Método para la obtencidn de una composicién de anticuerpos policlonales

IgY il como reactivo diagndsiico de bajo casto para la deteccion de alérgenos de bcaros

intradomniiciliarios.

Se emplearon los péptidos SEQ ID Mo 1, SEQ ID Mo 2, SEQ ID Mo 3, SEQ ID Mo 4, SEQ 1D
No 5, SEQ ID Mo 6 o que tienen un $5% de homeologia con estos, se emulzsificaron a nna
conceniracién 100 pa/ml en adyuvanie completo de Freund para una primera inmunizacion y en

adyuvante incompleto para las inmunizaciones subzignientes.

Se innmnizaron Zallinas ponedoras de 16 — 20 semanas de edad en cuatro inmunizaciones

intrammscularmente en los nisculos peciorales (pechuga) a intervalos de 2 semanas durante 2

—

mneses y se colectaron diariamente 1oz huevas, marcados y almacenados a 4°C.

Sz separaron cuidadozamente la yema y la clara de huevo, midiendo loz volimenes de cada una;
se emulsificd la yema en igual volumen de PRS y se adicionaron 2 volimenes de clorofornio

para delipidar; ze incubéd la mezcla a temperatura ambiente 2 horas; se centrifugd a 3500 rpm por

15 minutos a una temperatura entre 17°C y se recolectd el sobrenadante;

Loz anticnerpos fueron purificados utilizando el soporte de Sefaroza CL4B activado con
divinilsulfona (DVS), al cual se acopléd p- mercaptoetancl (B-MESH) Dos mililitros del soporie
activo se equilibraron en tampdn de fozfatoz SO mM pH 7.4 adicionado con Ma;SQ4 0,5 M
(lampé»n de equilibrio). Posteriormente una dilucidn 1:2 de la muestra en tampém de equilibrio se
adiciond al soporte de sefarosa. La elusidn de la proteina retenida se obtuvo mediante 1a adicién

del tampén de fosfatos SO mM pH 7.4.

La cantidad de proteina en los extracios se cnantificd por los méiodos de Bradford y Lowry, para
los cuales se prepard una solucidn del colorante diluida 1:5 a la que se le adicionaron 100 pl de
la muesira, la dencidad éptica (DO) ze leyd a 595 nm. La concentracién de proteinas se
determind extrapolando la DO obienida en una curva de diulacion (DO vs concentracian)

construida utilizando un patrdn.

Ejemplo No 2. Método para la deteccién de aléraenos de dcaroz indradomiciliarios:
o
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Se recolectaron muesiras de polvo con una aspiradora mannal enun area de 1 a2 m? guardandao
una proporcion de 0,5 m 2/min. Se tomaron 20 mg de cada niuestra, se dilnyeron en 2 ml de
buffer fosfato v e agitaron por 5 minuios; se hicieron diluciones zeriadas del sobrenadante y se
colocaron en una placa de poliestireno; se incubaron a 37°C durante 18 horas en camara humeda;
se adicioné solucidn de bloqueo y se incubé a 37°C por 2 horas; se adicionaron series de
diluciones dobles de la composicion de anficuerpos policlonales IgY obtenida en el primer
méiodo de la invencion; las placas de reaccidm se incubaron entre 37°C por 2 horas en camara
himeda; se efeciuaron lavados; se adicionaron anticuerpos Anti-IgY, conjugada con peroxidasa
de réabano (HRP) diluida 1/1000, y la prmeba se reveld con sustrato TMB 3,37,5,5°-
tetrametilenzidina, la reaccién se detuvo con HCL 1M o marcande el 1oz anticuerpos 12Y que
constituyen el reactivo diagndstico obtenido mediante €l primer método de la invencidn, con

flnorocromos, encimas, metales preciozos, o ligandos radiomarcadas.

Ejemplo 3. Produccion de una prueba inmunocromatografica (lateral Flow Tmimunoaszays)

con inmunoconjugados IgY-nanoparticulas de oro coloidal.

Se marcaron 1oz anticuerpoz IgY anti-oligopéptidos sintéticos de alérgenos del gmpo 1 de los

5 D, preronyssinus, D. farinae y E. fropicales (obtenidos por el primer método de la

f\’h

invencion), con nano-particnlas de oro coloidal de 40 nm de didmetro. Los inmunoconjugados
(IgY-nanoGold)  se  emplearon  como  reactivo  de  deteccidon  para la prueba
inmnunocromatografica, cnya ejecucion implicd la construccién de una tira de prueba. La tira

consta de cuatro secciones, cuya descripeion aparece abajo:

i1) La zona de aplicacién & “cojin muesira” estéd formada por una fibra
de celulosa cuya funcidon es remover €l material viscoso o particnlado
presente en la meccla y ajustar las condiciones de reaccidn para la
inmunodeteccion. |

iif) La zona de marcacion 6 “cojin del conjugado™ ez compuesta par fibra
de vidrio y constituye  la fase  mdvil  del  sistema
inmunocromatografico, sobre esta ze¢ ha liofilizado un “conjugado

coloreado”, que és el anticuerpo de deteccion 1gY anti- oligopeptidos
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PASO 1.

i)

ivi)

cintéticos de 1oz alérgenoz Der pl, Der f1 y Blot 1 (obtenidos por ¢
primer método de la invencidn), conjugado a nano-particulas de oro
coloidal (40 mm); el anticuerpo de deteccidm IgY se une
especificamente al alérgeno presente en la mwestra, formando &l
complejo “alérgenc- anticuerpa conjugado coloreado”.

La tercera seccidn (zona de deteccion) de la tira esté formada por una
membrana de nitrocelulosza y constituye &l soporte 3dlido del sistema
inmunacromatografico. Esta ceccidn tiene dos —onas de reaccién: una
zona de reaccidn primaria (T) en la cual se encuentra inmovilizada
una mezcla del alérgeno de prueba Der pl, Der fl y/o Blot 1 con
BSA (alérgeno/BSA), y nna zona de reaccién secundaria (C) en la
cual se encuentra inmovilizado el anticuerpo de captura (IgG anti-
IgY). Si el alérgeno de prucba se encuentra presente en la muestra, se
une al anticuerpo de deteccion IgY formado el complejo “alérgeno-
conjugado coloreado”, el cnal z2 moviliza a la zona T. Debido a que
los sitios de unidn del anticuerpo de deteccion estan acupadas por el
alérgeno prezente en la muestra no se produce sefial coloreada en esta

13

zona (prueba positiva). El complejo “alérgeno- conjugado coloreado”
signe movilizandose hacia la zona C donde se une al anticuerpo de
captura [gG- anti IgY, formando el complejo “anticuerpo de captura-
conjugado coloreado- antigeno”, que se visnaliza como una linea en
esta zona. En presencia o en ausencia del alérgeno en la muestra, la
cefial en la zona C debe estar presente, constituyéndosze estd en un
control de la prueba, es decir confirma que una prueba es funcional o
valida independientemente de i la zona T indica wn resultado
negativo o positivo.

La cuarta seccién sobre la tiva de prueha estd formada por un “cojin

ki

absorbente” que dirige el flujo lateral de la muestra en solucién de

forma continua corriente arriba (ver Figura 6).
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Zona Aplicacién Zona Marcacién Zona de Deizecion T Zona Deteccion C
5
PASO 2.
Zoma Aplicacién Zona Marcacion Zona de Deizccidn T Zona Deleccidin C
15

Zona Aplicacion “ona Marcacién Zona de Deteceion T Zona Deieceidn C

25 PRUEBA POSITIVA (UNA SENAL)

PASO 3 b.

30
Zona Aplicacién Zona Marcacion Zona de Deteccion T Zona Deteccion C
35
PRUEBA NEGATIVA (DOS SENALES)
Fig. 6. Dizefio de la tiva de prueba con inmunoconjugados Y- nano particulas de oro coleidal.

Para la realizacidn de esta prueba se emplea preferentemente el dispositivo divalgado en la

40  patente CO09-008859.

Ejemplo 4. Produccidn de nna prueba innmnocromatografica (lateral Flow Immunoassays)
con inmunoconjngados 1gY - bictina.

45
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Para el immunoenszayo cromatografico con inmunoconjugados IgY- Biotina, los anticuerpos
purificados disueltos en buffer zalino fosfato ze marcaron con biotina usando un reactivo de
marcacién comercial NHS-LC- Biotina (Priece, Rockford, IIT). También se prepard una proteina
poriadora de straptavidina (BSA-astreptavidina). El disefio de la tiva de prueba se muesira en la
Figura 7.

La preparacién de la muestra para el inmunoensayo cromatografico ze realizé de igual forma que
para el Elica indirecto, en este caco para la inteipietacién de resultado ce le otorgd nn valor
numérico a los resultados colorimétricos por intensidad de color, del 1 al §, siendo 1 sin

coloracion y S la intensidad de coloracién mas alta.

Para la realizacion de esta prueba se emplea preferentemente ¢l dizposzitivo divulgado en la
patente CO09-008859
PASO 1.

0

Zona Aplicacién Zona Marcacion Zona Deieccion T Zona Dzizccion C

PASO 3 a.
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PASO 3 b.

———————— ]

PRUEBA NEGATIVA (DOS SENALES)

A
viy¢
‘,’: Biotina

5 m’ Inhibidor

D Straptavidin

‘4» Anticuerpo IeY marcado con
4
v

‘ Nano-particnla de oro

Fig. 7. Disefio de la tira de prueba con inmunoconjugados IzY- Biotina
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CAPITULO REIVINDICATORIO

1. Un método para la produccidn de una compozicién de anticuerpos policlonales IgY ntil comeo

reactivo diagndstico, caracterizado porque comprende las etapas de:

a) preparar wna composicién innunogénica que comprende al menos un
péptido que presente una homologia igual o mayor al 85% con una
secnencia seleccionada del grupo que conziste de SEQ ID Mos. 1,2, 3, 4,
Sy6;

b) hiperinmmnizar un ave con la compasicidn imunogénica;

¢) extraer los anticuerpos policlonales 13Y de la yema del hmevo puesto por
el ave; y

d) purificar los anticuerpos policlonales IgY.

[

El método de la Reivindicacion 1 en el que en la étapa b) inchiye méas d= una inmmnizacién.
3. El método de la Reivindicacién 1 en el que en la &apa a), la preparacién de la compasicién
inmunogénica se efectia por emulsificacidn del péptido con adyuvante de Freunds completo para
una primera inmunizacién en la etapa de hiperinmunizacion b).

4. El método de la Reivindicacion 1 en el que en la étapa a), la preparacién de la composicidn
inmunozénica se efectna por emmlsificacidn del péptido con adyuvante de Frennds incompleto

para posteriores inmunizaciones en la stapa de hiperinmunizacion b).

5. Un método de la Reivindicacion 1 en el que, en la éapa b), la hiperinmunizacidn se efectta
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a gallinas de la linea comercial Hy Line Brown.

6. Un método de la Reivindicacién 1 en en donde la etapa b) la hiperinmunizacién se efectiia a

intervalos de 15 dias, en loz misculos pectorales de lag gallinas.

7. Un métado de la Reivindicaciéon 1, en donde la extraccién de la etapa ¢) se lleva a cabo

empleando clorofornio y buffer fosfato zalino para la separacién de los anticuerpos de la yema

del huevo.

8. El método de la Reivindicacion 1 en donde la purificacidon de la etapa d) se efectia

- empleando una columna de sefaraca CL4B activada con divinilsulfona acoplada con f-Mercapto

etanol, en donde &l soporie aciivo ze equilibra en tampdn de fosfatos adicionado con Na:SOy, y
posteriormente se adiciona una dilucion de la muestra en tampdn de equilibrio, y la elnsién de

los anticuerpos policlonales I12Y se obtiene mediante 1a adicidn de un tampdén de fosfatos,

3
o

9. El método de la Reivindicacién 1 que adicionalmente comprende la etapa de marcar los

anticuerpos policlonales IgY.

10. El método de la Reivindicacion 1 que adicionalmente comprende la etapa de generar

inmunoconjugados de los anticuerpac policlonales IgY.

11. El método de la Reivindicacion 9 donde la marcacidn se efecttia empleando fluarocromas,

enzimas, metales preciosos, o ligandos radiomarcados.

12. El método de la Peivindicacién 10 en donde los inmunoconjugados se seleccionan del grupo

33de 36



10

15

20

(g
n

que consiste de inmunoconjuzados IgY-nanoparticulas de oro ¢ inmunoconjugados 1gY-biotina.

13. El método de la Reivindicacion 1 que adicionalmente comprende una etapa de validacion de
loz anticnerpos con extractos alérgenicos crudos y alérgenos purificados a través de enzayos

inmunoguimicos.

14. Una composicion de anticuerpos policlonales IgY obtenidos por el método de la

Peivindicacion 1, donde los anticnerpos policlonales IgY son especificos para acaros,

15. Un kit analitico para deteccidn de adcaros que comprende la compaosicién de anticnerpos de la

Reivindicacion 14.

16. Un método para la deteccidn de alérgenos de dcaios en muestras de polvo provenientes de

espacios intramuros usando anticuerpos policlonales 12Y  especificoz para laz proteinas
<o

alergenicas de acaras infradomiciliarioz comprende los siguientes pasos:
i) toma de muesiras de polvo de ambientes en los cuales este presente o se sospeche
estan presentes los acaros intradormiciliarios;

ii) preparacidn de extracto de proteinas de las muestras de polvo;
ili) dezarrollo de pruebaz inmmnoguimicas con la composicién de  anticuerpos
policlonales IgY evalvando la prezencia de los alérgenos en las muestras

colectadas previamente.

17. El método de la Reivindicacién 16 que se realiza empleando el dizpositivo para muestrzo

dilucién y analisiz de particulaz, divulgado en la patente CO09-008859,

18. El método de la Reivindicacion 13, donde en el pazo (ii) las muestras se preparan emplaando

un buffer de extraccion (PBS - Tween), agitacisn, centrifugacién y filiracidn con un filtro de
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0,22 pm. usando ¢l sobrenadante y deccartando los solidos retenidos en el filtro. \)\

19. El método, segin la Reivindicacidn 16, donde en &l pasa (iii) se lleva a cabo el contacto del
extracto proteico con la composicidn de antienerpos policlonales IgY y la deteccion de los
alérgenoz de Acaros se efectua por la corelacién del cambio de color o fluorescencia a la

presencia de 1os alérgenos de acaros.

20. El método, segin las Reivindicacionez 16, donde el paso (i) comprende el contacto del
extracto proteico con la compocicion de anticuerpos policlonales 1Y y la deteceién del alérzena

de manera directa o indirecta

21. El método, segiun laz Reivindicacion 16, donde la etapa (iii) comprende &l contacto del
extracio proieico con la composicién de anticnerpo IgY y la deteceidn del alérgeno se efectiia
mediante aniicuerpos anid-IgY conjugados con peroxiodaza de rébano (HEP) diluidos 1/1000, y

la prueba se revela con sustrato TMB 3,37,5,5 tetrametilenzidina.

22. El métedo de la Reivindicacién 16 donde la deteccidn del alérgeno de dcaro ce efectia
medianie  una  prueba  inmunocromatografica  (lateral  Flow  Immunoassays)  con
innmnoconjugados seleccionados entre inmmoconjugado TeY-nanoparticulaz de oro coloidal, e

inmunoconjugado IgY-biotina.

23. Bl método de la Peivindicacion 22 donde 1a prueba inmunocromatografica s¢ efectua

emplzando el dizpositivo divulgado en la patente CO09-008859,
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Anexo No 1.

Secuencias de aminodcidos para 1oz polipeptidos sintéticos.

Seq. 1. DYWIVRNSWDTNWGDNGYGY

Seq. 2. AHFRNLRKGILRGAGYNDAQ

Seq.3. FRHYDGRTIIQRDNGYQPNY

Seq.4. TNACSINGNAPAEIDLROQMR

Seq.5. PANFDWRQKTHVNPIRNQG

Seq.6. PIRMQGGCGSCWAFSGV
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