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DESCRIPCION

Oligopéptidos sintéticos disefiados de cistein proteasas de acaros y métodos para la produccién de anticuerpos
policlonales IgY para la deteccion de acaros intradomiciliares

1. BREVE DESCRIPCION DEL INVENTO

Aca se divulga el disefio, sintesis y evaluacion de 6 péptidos sintéticos, no descritos previamente disefiados a partir
de las secuencias de las proteinas naturales de los alergenos del grupo | de los acaros intradomiciliarios de las
especies Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae y Blomia tropicalis, capaces de
desencadenar respuestas inmunoldgicas especificas. Por lo tanto, se divulgan seis fragmentos oligopéptidicos,
evaluados de forma individual en su capacidad inmunogénica que presentan en su estructura epitopes T y B, de los
alergenos Der p |, Der f | y Blo t |. Adicionalmente, también se divulgan los usos ventajosos de estos péptidos
sintéticos y/o fragmentos de los mismos, en el desarrollo de métodos de diagndstico y protocolos de
inmunomodulacién en sujetos con sistemas inmunocompetentes. La presente invencion esta descrita con mayor
detalle en las siguientes secciones.

Asimismo la presente divulgacion corresponde a un primer método para la obtencién de una composiciéon de
anticuerpos policlonales IgY util como reactivo de diagnostico de bajo costo y alta reactividad frente a acaros
intradomiciliarios, y a un segundo método para la deteccion de alérgenos de acaros que emplea la composicion de
anticuerpos IgY desarrollada en el primer método. La presente divulgacion también comprende la composicion
como tal de los anticuerpos policlonales IgY.

El primer método permite obtener de manera reproducible y a un bajo costo una composicién de anticuerpos
policlonales IgY capaces de reconocer un amplio espectro de alérgenos de acaros intradomiciliarios pertenecientes
a la familia de las cistein proteasas.

El segundo método permite las determinaciones de los niveles totales de alérgenos en muestras provenientes de
ambientes intramuros que estén contaminados y colonizados por acaros intradomiciliarios. El nivel de alérgenos se
determina por la medicidon de cambios en las propiedades biofisicas de los reactantes en sistemas de identificacion a
través de mecanismos inmunoquimicos cuando se comparan con estandares de referencia.

2. ESTADO DE LA TECNICA

Las enfermedades alérgicas se caracterizan por tener una alta prevalencia, morbilidad y comorbilidad. EIl uso de
péptidos sintéticos se ha convertido en un area de investigacion y desarrollo que provee herramientas diagnésticas y
terapéuticas mas eficaces para este tipo de enfermedades. La evidencia citada en la literatura, muestra que en
estudios de fase | y fase Il, péptidos provenientes de alérgenos de himendpteros, polenes y felinos, son eficaces en
modular la respuesta inmune tanto en modelos experimentales como en humanos. Las evidencias anexa aqui nos
permiten solicitar proteccion sobre seis oligopéptidos sintéticos disefiados a partir de las secuencias de las proteinas
naturales de los alérgenos del grupo | de acaros intradomiciliarios (1).

21. Los Alérgenos

Los alérgenos son moléculas, generalmente de naturaleza proteica, que en individuos atdpicos, el sistema
inmunitario las reconoce como "extrafias" diferentes al polimorfismo antigénico propio, induciendo una respuesta
inmune adaptativa exagerada tipo Th2 con la secrecion de IL-4, IL-5 e IL-13, promoviendo en los linfocitos B la
produccién de altas cantidades de anticuerpos IgE alergeno-especificas, que en posteriores contactos al mismo
inmundgeno producira la liberacion de mediadores quimicos, en particular la histamina, que produciran los sintomas
tipicos de la reaccion alérgica. En general las proteinas alergénicas exhiben dos o tres propiedades moleculares
distintas: la propiedad de sensibilizar, es decir inducir al sistema inmunolégico a producir una respuesta inmune
adaptativa de anticuerpos IgE de alta afinidad; y la capacidad para provocar una respuesta inflamatoria alérgica, es
decir desencadenar sintomas y signos caracteristicos de las enfermedades alérgicas en individuos previamente
sensibilizados. Adicionalmente un alérgeno tiene la propiedad de unir anticuerpos IgE especificos. Un alérgeno es
una proteina que comunmente induce una respuesta inmune exagerada mediada por anticuerpos IgE en individuos
genéticamente predispuestos. (1)

Los analisis de la base de datos de proteinas sugieren que el universo de los alérgenos abarca mas de 120 familias
distintas de proteinas. (2) Muchas proteinas pueden tener actividad bioldgica que influencia la respuesta inmune.
Sin embargo, la mayoria de alérgenos purificados no tienen efectos sobre la piel, tracto digestivo, nariz, y otros, en
individuos no alérgicos. (3) Los alérgenos se derivan de proteinas con una variedad de funciones bioldgicas,
incluyendo enzimas, proteinas de unidn, proteinas estructurales, proteinas de transferencia de lipidos, profilinas,
proteinas de unién a calcio, y otros. La funcion bioldgica de las enzimas proteoliticas de los acaros del polvo
intradomiciliario, influencian directamente el desarrollo de las respuestas de IgE y pueden iniciar procesos
inflamatorios en el pulmén y otros 6rganos diana a las cuales se asocia el asma. Las caracteristicas estructurales o
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bioldgicas pueden también influenciar el tiempo que los alérgenos persisten en los ambientes interiores y al aire
libre, asi como la conservacion de su alergenicidad en el tracto digestivo. (4)

21.1. Caracteristicas moleculares de las proteinas alergénicas

La estructura molecular de las proteinas alergénicas, presentan regiones inmunodominantes, denominadas
epitopes, las cuales interactian con los fragmentos de unién al antigeno (Fab) de los anticuerpos IgE especificos.
Los complejos inmunes Fab-alérgeno, tienen entre 15 a 22 residuos de aminodacidos. De éstos, s6lo de 3 a 5
residuos contribuyen al proceso de union a través de multiples enlaces complementarios de tipo no covalente,
originados por fuerzas electrostaticas, principalmente de tipo van der Waals. (5-7)

A la fecha, se investiga ampliamente para determinar si las caracteristicas intrinsecas de los epitopes se encuentran
relacionadas con su capacidad alergénica. Es decir, si su complejidad molecular (secuencia de aminoacidos,
estructura secundaria, y tipo de plegamiento), asi como su solubilidad, la estabilidad, el tamafio y la actividad
bioquimica de un alérgeno, promueven las condiciones inmunoldgicas necesarias para la sensibilizacion del sistema
inmunolégico del huésped, la interacciébn con anticuerpos IgE y la induccién de las reacciones alérgicas
(alergenicidad). (8)

21.2. Alérgenos de los acaros del polvo intradomiciliarios

Los acaros son pequenos artropodos pertenecientes a la clase Aracnida, poseen cuatro pares de patas, ausencia de
segmentacion del cuerpo y carencia de antenas. Estos se encuentran distribuidos por todo el mundo, adaptados a
vivir en diversos medios. Entre las numerosas especies se encuentran aquellos que viven en el polvo de las casas y
basan su nutricién en detritus humano y animal (9).

Dermatophagoides pteronyssinus es la especie de acaros intradomiciliarios mas importante en Europa Occidental,
Australia, Inglaterra y Nueva Zelanda. Dermatophagoides farinae es el acaro predominante en los Estados Unidos y
Japon, aunque D. pteronyssinus es el mas prevalente en algunas regiones de estos paises (10-11), pero la
infestacion con una u otra especie de acaro depende no solo de la ubicacion geografica, sino también de las
condiciones ambientales de cada hogar. El acaro Blomia tropicalis es importante en regiones tropicales y
subtropicales particularmente en Suramérica y el Sureste Asiatico. (12). Las especies del género Dermatophagoides
y del genero Blomia son evolutivamente dispares y por lo que presentan baja reactividad cruzada en sus proteinas,
debido a que presentan secuencias aminoacidicas disimiles. (13)

Los alérgenos para el acaro del polvo han sido divididos en grupos de acuerdo a la funcién biolégica que cumplen
estas proteinas. Los alérgenos del grupo | (Der p 1, Der f 1 y Blo t 1), son cistein-proteasas, con preferencia por
sustratos con una cadena lateral hidrofébica grande en la posicién P2 o con residuos basicos; pueden actuar como
enzimas digestivas del acaro y se encuentran en concentraciones elevadas en las heces de los mismos (particulas
de 10-20 micras de diametro) (13). El alérgeno Der p1 es una proteina de 360 aa, y un peso molecular de 36104 Da
(NCBI Cod. AAB60215). El alérgeno Der f 1 es una proteina de 361 aa con un peso molecular de 36391 Da (NCBI
Cod. P16311). El alérgeno Blo t 1 es una proteina de 221 aa con un peso molecular de 25126 Da (NCBI Cod.
AAK58415).

Los alérgenos de un mismo grupo presentan un alto grado de homologia en su secuencia amino acidica, razén por
la cual se manifiesta el fenémeno de reactividad cruzada, éste ocurre cuando anticuerpos originalmente aumentados
para un alérgeno se unen o reconocen un epitope (fraccion) en una proteina similar de un recurso diferente. Asi, la
interaccion con tales proteinas homélogas puede desencadenar reacciones alérgicas o puede ser completamente
irrelevante para el paciente (27).

Los acaros de polvo doméstico son organismos complejos y en ellos se producen miles de proteinas diferentes y
otras macromoléculas. Se han caracterizado hasta el momento mas de 21 grupos de alérgenos en nueve especies
de acaros diferentes y se han clasificado de acuerdo a su identidad bioquimica. EIl primer alérgeno de acaros
descrito fue Der p 1 de Dermatophagoides pteronyssinus (16). Der f 1 fue después caracterizado por diversos
investigadores. Der p 1 fue también el primer alérgeno con el que se desarrollé un analisis con cDNA. El analisis del
cDNA revel6 que ellas eran cistein proteasas de la misma familia de la papaina y actinidina. (28) EI grupo de
alérgenos 1 ha sido identificado como alérgenos mayores a partir de estudios con extractos alergénicos estos se
unen a IgE de sujetos alérgicos a los acaros con alta frecuencia. Estas proteinas estan presente en heces de los
acaros en altas concentraciones. La actividad proteolitica de estas cistein proteasas, se ha propuesto que aumentan
su capacidad de sensibilizar seres humanos (29). La IgE dirigida contra Der p 1 esta notablemente en un rango del
50 - 70% en el suero de estos mismos pacientes alérgicos (30).

2.1.3. Las Cisteina proteasas de acaros intradomiciliarios. Caracteristicas biolégicas y moleculares

Las proteasas se agrupan en clanes y familias. Los clanes son grupos de familias para quienes hay evidencia de
ascendencia comun. Las familias son agrupadas por su tipo catalitico: A, aspartato; C, cisteina; G, acido glutamico;
S, serina; T, treonina; y U, desconocido. Las serin, treonin y cistein proteasas utilizan en su sitio activo un
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aminoacido nucledfilo y forman un estado intermediario acilo y pueden también actuar facilmente como transferasas.
(64)

La cistein proteasa del acaro D. pteronyssinus (Der p 1) es una proteina de 25 Kda, codificado por un Unico gen, que
presenta frecuentes polimorfismos, los cuales han sido ya secuenciados. (26) Tiene una variacion prevalente de la
secuencia alanina - valina en la posicion 124 y aparecen variaciones esporadicas que difieren en 2 - 3 residuos. (57-
59)

El marco abierto de lectura codifica un péptido sefial de 18 aa, un pro-péptido de 80 aa, y la region de la proteina
madura abarca 222 aa. La secuencia incluye cuatro sitios de potencial N-glicosilacion, tres en la secuencia madura
y uno en el pro-péptido. Der p 1 es producida como una enzima inactiva, que se activa después de la separacion del
pro-péptido. Aparte de inhibir la actividad de la pro-enzima, el pro-péptido puede también actuar como plataforma de
plegamiento para la maduracién de Der p 1, segun lo sugerido para otras proteasas. Cuando Der p 1 se extrae de
las heces del acaro, esta presente en la forma madura (nDer p 1). (60-61)

Las cistein proteasas se dividen en cinco clanes, cada una contiene a un numero de familias, agrupadas basados en
la arquitectura de su diada o triada catalitica. Der p 1 pertenece al clan CA, a la familia C1, que también incluye a la
papaina y a sus parientes. Las estructuras cristalinas de la papaina y de varias proteasas estrechamente
relacionadas de esta misma familia han sido determinadas, y los residuos cataliticos se han identificado como Cys,
His, y Asn. Ademas, un residuo conservado de GIn es esencial para la actividad catalitica y se cree que ayuda a
formar el agujero del oxianionico, el cual estabiliza el estado transitorio durante la catalisis. (62).

En la Figura 1 se observa la estructura biolégica Der p 1 A. proDer p 1 y B Der p 1 maduro y completamente
activo.(33) Fuente de libre acceso : PDB.

Los residuos cataliticos Cys e His se piensa forman un lon tiolato-imidazolium estabilizado por un puente de
Hidrégeno directo entre las cadenas laterales de los residuos cataliticos His y Asn. (64)

La mayoria de los miembros de la familia C1 tienen pro-péptidos homodlogos al de la papaina (115 aa), aunque la
longitud puede variar. Se estima que el pro-péptido actia ocultando el sitio activo y blindandolo del acceso a los
sustratos, de tal modo que inhibe la actividad enzimatica. La protedlisis del mismo es evitada ligando el pro-péptido
en la orientacién reversa comparada con la de un sustrato. El pro-péptido de Der p 1 tiene solo 17 residuos
idénticos al ser alineada su secuencia con el propéptido de la papaina. (65)

La estructura secundaria de la cistein proteasa del acaro Dermatophagoides pteronyssinus esta constituida en un
28% por hélices alfa (8 hélices; 63 residuos) y el 23% por laminas beta (18 hojas; 53 residuos) con diversos enlaces
disulfuro que estabilizan la proteina. (Ver Figura 2)

Epitopes moleculares de la Proteina Der P 1.

La region entre los aminoacidos 15-- 33 de la proteina madura es accesible a la interaccion con paratopes de
anticuerpos IgE, pero es relativamente extendida y podria constituir epitopes discontinuos con partes de la region
entre los aminoacidos 188 - 199. La regién 34 - 47, la cual contiene residuos de cisteina cataliticos, es una hélice
enterrada en el interior de la molécula. El segmento que comprende los residuos 52 a 111 esta bien expuesto sobre
la superficie y podria ser subdivido en pequefios segmentos: 52 - 56, 60 - 80, 81-94, y 101 - 111, correspondiendo a
epitopes lineales o epitopes discontinuos. El epitope 81 - 94 consiste de dos epitopes continuos separados por los
aminoacidos 101 - 111, y este mismo es también expuesto a la superficie y constituye un epitope lineal ideal, al igual
que el epitope 117 - 133. La region 155 - 175 esta parcialmente enterrada en la interface de un dimero y puede ser
parte de un epitope discontinuo con el segmento adyacente 176 - 187, o con parte del segmento 60 - 80.
Finalmente, la region 188 - 199 es suficientemente compacta para constituir un epitope lineal o combinado con 15 -
33. Hay variaciones en todos los epitopes descritos comparados con Der f 1 y Eur m 1 con la excepcion de la region
60 - 80, la cual esta completamente conservada con respecto a Der f 1. (63)

Se han reportado por lo menos 12 isoformas de Der p 1 (36). Los residuos amino acidicos dentro del propéptido
median su asociacion a la membrana, y desempefian un papel en el transporte de la proenzima a los lisosomas. (67-
68)

El grupo 1 de acaros intradomiciliarios esta constituido por las cistein proteasas de cada una de las diferentes
especies de acaros. Estas proteinas provocan sintomas clinicos claros en >80% pacientes alérgicos a los acaros.
Se han caracterizado hasta el momento las cistein proteasas de Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 1),
Dermatophagoides farinae (Der f 1), Blomia tropicalis (Blo t 1), Dermatophagoides microceras (Der m 1) y
Euroglyphus maynei (Eur m 1) (13). Entre las proteinas que producen sintomas clinicos se destacan las cistein
proteasas Der p 1, que es positiva en el 92% de los pacientes alérgicos a los acaros por RAST (39) y Der f 1 que en
el 87% de los pacientes alérgicos a acaros, elicita anticuerpos IgE contra Der f 1. (70)

En la Figura 2 Estructura secundaria de Der p 1 completamente activo. (63) Fuente de libre acceso: PDB.
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Estas cistein proteasas han sido implicadas en enfermedades humanas como cancer, artritis reumatoide,
osteoporosis y enfermedad de Alzheimer's. (71) Por esta razén consideramos a las cistein proteasas de acaros
intradomiciliarios como moléculas blanco para el disefio de estrategias encaminadas al diagnéstico, tratamiento, y
control de enfermedades alérgicas. (72)

Reactividad cruzada entre cistein proteasas

El fendmeno de reactividad cruzada ocurre cuando anticuerpos IgE, originalmente aumentados para un alérgeno, se
unen o reconocen un epitope (fraccion) en una proteina similar de un recurso diferente. La interaccion con tales
proteinas homologas puede desencadenar reacciones alérgicas o puede ser completamente irrelevante para el
paciente. (73-75)

El grupo 1 de acaros intradomiciliarios comparten caracteristicas estructurales que permite agruparlas dentro del
clan CA, en la familia C1, que también incluye a la papaina, catepsinas de mamiferos (B, C, F, H, L, K, O, S, V, Xy
W) y a sus parientes. Estas proteinas poseen dominios muy conservados (ver Figura 3) que hacen que estas
proteinas alergénicas sean reconocidas por anticuerpos IgE de pacientes sensibilizados contra cistein proteasas de
un recurso diferente. Es decir estas proteinas presentan reactividad cruzada entre si, por lo que un grupo muy
diverso de recursos pueden elicitar sintomas alérgicos comunes. (76-77) Se ha comprobado que Der p | y Der f |
tienen reactividad cruzada superior al 80 %. (78-79).

En la Figura 3 se observan los dominios Conservados de pro Der p 1. (80) Fuente de libre acceso: NCBI.

Entre otros recursos relevantes con reactividad cruzada con el grupo 1 de acaros intradomiciliarios tenemos a las
catepsinas, un grupo de exopeptidasas lisosomales expresadas en todos los tejidos humanos, involucrada en la
degradacion de proteinas, procesamiento de antigenos, activacion de proenzimas y en procesos apoptéticos. (81-
82). Las catepsinas de plantas las cuales son utilizadas en la movilizacion de proteinas de reserva. (83-85)

Respuesta inmune a las cistein proteasa

Aunque hay una comprension creciente de los mecanismos implicados en el desarrollo de la inflamacién alérgica,
una vez la sensibilizaciéon ha ocurrido, los mecanismos de la interaccién entre Der p 1 y las poblaciones celulares de
la via aérea y su papel en el proceso de sensibilizacion siguen siendo confusos. (86)

El epitelio bronquial es la primera barrera encontrada por los antigenos inhalados, esta proporciona un acoplamiento
importante entre el medio externo y el interior del cuerpo. La activacion de células dendriticas por los antigenos
inhalados conduce normalmente a la induccion de la tolerancia de la inhalacién mas que a la inflamacién alérgica.
Los mecanismos implicados en la interrupcidon de esta tolerancia en individuos alérgicos se desconocen. Se ha
demostrado que una corta exposicion a altas concentraciones de Der p 1 o la exposicion prolongada a bajas
concentraciones causd degradacidn de las uniones estrechas en células epiteliales bronquiales en pacientes
asmaticos y también en las células de individuos no asmaticos. Esto incrementa la permeabilidad del epitelio, lo cual
podria favorecer la penetracion en la mucosa de la via aérea, no solo de Der p 1, sino también de otros antigenos
desprovistos de actividad proteolitica, de tal modo que aumenta la probabilidad de encontrar células presentadoras
de antigenos y causar sensibilizacion. Tal fendmeno explicaria por qué la sensibilizacion contra los antigenos del
acaro del polvo doméstico se asocia con frecuencia a la sensibilizacion con multiples antigenos (87).

La exposicion de las células epiteliales de la via respiratoria a Der p1 induce la secrecién de citosinas pro
inflamatorias, particularmente (GM-CSF), e IL -6. La secrecion de estos mediadores de las células epiteliales
bronquiales de pacientes asmaticos se asocia al transporte intracelular del alérgeno y ocurre después de una breve
exposicion a concentraciones bajas de Der p1. (88) De esta forma la actividad catalitica cistein-proteasa del
alérgeno de acaro de polvo casero Der p 1 se asocia con el incremento de la permeabilidad en el epitelio bronquial,
facilitando asi su propio procesamiento.

En la Figura 4 se observa el incremento en la permeabilidad de membrana por accién proteolitica de Der p 1. (89)

Este alérgeno es capaz también de cortar a CD23 (receptor de baja afinidad para IgE’s, el cual regula la sintesis de
estas inmunoglobulinas) y a CD25 (la subunidad a del receptor para interleucina-2). Como resultado del clivaje del
CD25 de superficie, los linfocitos T de sangre periférica disminuyen su proliferacion y la secrecion IFN-y como
respuesta a una estimulacién. Las poblaciones de la célula Th1 y Th2 promueven el desarrollo de células del
mismo subconjunto, mientras que suprime la propagacion de los del otro subconjunto. Por lo tanto, el clivaje
inducido por Der p 1 de CD25 probablemente conduce al crecimiento deteriorado de las células del subconjunto Th1
y al consiguiente aumento de los del subconjunto Th2.(113) Este subset de células T produce un perfil de
citoquinas que incluyen IL-4, IL-5, IL-6, e IL-13, las cuales ejercen sus efectos sobre los mismos linfocitos T, pero
también sobre otro tipo de células incluyendo linfocitos B y células presentadoras de antigenos tales como
monocitos y células dendriticas. La IL-4 sirve como factor de crecimiento de los linfocitos B e induce la produccion
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de los isétipos IgE e IgG4. En la exposicion inicial al alérgeno, los linfocitos T son estimulados, y la produccion de
IgE es inducida; estos anticuerpos se unen a los receptores de la superficie de los mastocitos. (89-90).

2.2, Los acaros intradomiciliarios y su asociacion con las enfermedades alérgicas.

Estudios epidemiolégicos, inmunoldgicos y clinicos en Colombia, sustentan el concepto que la sensibilizacién
(produccion de IgE especificos para alérgenos de acaros y clonas de linfocitos T alérgeno-especificos) por los
alérgenos de acaros, es una causa de asma Yy rinitis, mas no simplemente un factor desencadenante. Estos
hallazgos son coherentes con lo informado en la literatura cientifica. Estudios previos en nuestro pais muestran que
la prevalencia de sensibilizacién a los antigenos de acaros en pacientes asmaticos, en la ciudad de Barranquilla,
tiene un patrén similar de comportamiento que a nivel mundial (80-85%). En estos mismos estudios, se describe
que las especies de acaros mas frecuentemente encontradas en los ecosistemas de los pacientes hogarefios son:
Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides pteronyssinus y Blomia tropicalis. (2-4)

Estos artropodos son organismos complejos en su composicion proteica. Actualmente se han caracterizado mas de
21 grupos de alérgenos en nueve especies de acaros diferentes y se han clasificado de acuerdo a su identidad
bioquimica (5-6).

El grupo 1 de acaros intradomiciliarios, de interés para esta propuesta, se caracteriza por tener cistein proteasas que
provocan sintomas clinicos claros en mas del 80% de pacientes alérgicos a los acaros. A la fecha se conocen las
caracteristicas bioquimicas y moleculares de las cistein proteasas de Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 1),
Dermatophagoides farinae (Der f 1), Blomia tropicalis (Blo t 1) de interés para esta solicitud (7-8).

2.3. Estudios experimentales con oligopéptidos que producen inmunomodulacidn.

Se ha demostrado que péptidos sintéticos inducen tolerancia antigeno especifica, asi como hipo respuesta en
diversos modelos murinos tanto en enfermedades autoinmunes como en enfermedades alérgicas (9). Briner, et al.,
sensibilizaron ratones con el alérgeno de gato Fel d 1 y posteriormente demostraron la capacidad de péptidos
derivados de alergenos para inhibir la produccion de citocinas de células Th2 (10). Hoyne et al., administraron
péptidos de Der p 2 intranasalmente a ratones. Los resultados demostraron un cambio en la respuesta Th2 hacia
Th1, luego de estimulaciéon con la proteina natural intacta. (11) Astori, et al. al administrar oligopéptidos con
epitopes de células T del alergeno Bet v 1 a ratones CBA/J. encontraron una proliferacion de células T especificas
hacia este alérgeno, la cual fue inhibida por tratamientos terapéuticos con el epitope antes descrito (12).

En otro modelo experimental murino, el alérgeno del veneno de Himendpteros, fosfolipasa A2 (PLA2; Api m 1).
modulé negativamente la sintesis de IgE especifica, demostrandose una inhibicién en su sintesis. Posterior al
protocolo con IT experimental se confirma la modulacién. (19) En conjunto, los estudios descritos anteriormente
apoyan el uso de oligopéptidos provenientes de alérgenos nativos para modular la respuesta y la polarizacion
Th1/Th2 de células T.

2.31 Estudios experimentales con oligopéptidos en Humanos

Existe considerable evidencia experimental que demuestra que la Inmuno Terapia (IT) con péptidos modula la
respuesta inmune. A la fecha se han desarrollado estudios con oligopéptidos sintéticos provenientes de 4 alérgenos:
el alérgeno de gato Fel d 1, el alérgeno del veneno de abeja Api m 1, el alergeno del polen de ambrosia Amb a 1y el
alérgeno de polen del cedro Japonés Cry j 2. (13)

Los primeros estudios emplearon una combinacién de dos péptidos, provenientes de Fel d 1. (Allervax Cat,
ImmuLogic Corp., Waltham, Mass). Al finalizar el tratamiento de IT en estos pacientes, se evidencié una mejoria
significativa de los sintomas en los sujetos de estudio (14).

En otro estudio, doble ciego, placebo controlado con grupos paralelos, utilizando péptidos de Fel d 1 o placebo,
administrados semanalmente en inyecciones subcutaneas (4x250 ug) en 42 pacientes con rinitis y/o asma alérgica
a los alérgenos de gato, se obtuvieron resultados similares a el estudio anterior (15).

Recientemente se han desarrollado otros estudios clinicos, usando mezclas de péptidos de secuencia corta de Fel d
1. Estos péptidos fueron administrados intradérmicamente a pacientes con asma alérgica sensibilizados con Fel d 1.
Se demostré mejoria en los sintomas a pruebas de reto con este alérgeno en los sujetos del estudio, sin embargo
se presentaron efectos adversos. Crisis asmaticas que fueron dependientes de la dosis, se observaron con una
Unica inyeccion de la mezcla de 12 péptidos. Sin embargo se pudo evidenciar tolerancia al desafio varios meses
después. Adicionalmente, la evaluacion de la respuesta de los PBMC a los alérgenos in vitro demostré reduccion en
la produccién de las citocinas del perfil TH2 y marcada secreciéon de IFN-g. (13-15)

La misma mezcla de 12 péptidos fue administrada en dosis crecientes por dos semanas en un estudio doble ciego
placebo controlado con 24 pacientes asmaticos alérgicos a los alérgenos de gato. Posteriormente se les hizo
pruebas de provocacioén, inhalando metacolina PC20 y alérgeno PD20. El tratamiento demostré una significativa
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reduccion tanto en las reacciones cutaneas de fase temprana como en la de fase tardia al desafio intradérmico con
el alérgeno. En este mismo trabajo, también se pudo evidenciar una reduccidon en la respuesta proliferativa
alérgeno especifico, al igual que una reduccién en la produccion de citocinas del perfil Th2. Otro hallazgo importante
de este estudio fue un incremento en la produccion de IL-10 por parte de los PBMC. (13)

2.4. Produccién de anticuerpos IgY policlonales usando oligopéptidos sintéticos

Los anticuerpos son proteinas presentes en el suero y en los tejidos de los vertebrados y se unen especificamente a
moléculas extrafias (antigenos), en una respuesta inmune adaptativa. Son un instrumento valioso en investigacion
con una amplia aplicacién como reactivo diagnéstico y como herramienta terapéutica para el tratamiento de diversas
enfermedades. Los anticuerpos actualmente disponibles son anticuerpos monoclonales o policlonales comunmente
producidos en mamiferos como conejos, hamster, cabras, ovejas y caballos. El uso de estos animales presentan
algunas dificultades: las dos primeras especies mencionadas, que son las mas usadas, generan cantidades
reducidas de suero y las otras son de dificil mantenimiento por su talla, alto costo de dieta y dificil manipulacion (16).
Una alternativa actual es la produccion de anticuerpos policlonales obtenidos en yema de huevo de gallina (IgY).
Esta tecnologia ha sido ampliamente utilizada en inmunologia, bioquimica, biotecnologia, salud humana y animal.
En Alergologia Experimental se ha demostrado que los anticuerpos IgY son capaces de identificar y cuantificar
alergenos de nuez de Brasil, mani, péptidos alergénicos nativos de Fel d 1 y Amb a 1 recombinante.

En la produccion y purificacion de anticuerpos policlonales a partir de sangre de mamiferos se obtienen bajos niveles
de rendimiento y con procedimientos laboriosos en muchos casos. Las desventajas de las técnicas disponibles y la
preocupacion por los derechos de los animales realzan el interés en desarrollar métodos alternativos para la
produccion de anticuerpos. En el sentido de la proteccién animal, el uso de aves para la produccion del anticuerpos
representa un refinamiento en el que no hay que llevar a cabo procedimientos dolorosos para la toma de muestras
de sangre. Todo esto es substituido por la recoleccién de los huevos. Aunque el hecho de que las gallinas
inmunizadas transfieran anticuerpos a la yema de huevo se conoce hace mucho tiempo, esta posibilidad alternativa
de producir anticuerpos ha atraido la atencion solamente en la ultima década (17-20).

Esta gran cantidad de anticuerpos producidos en la yema de huevo de gallinas, muy bien almacenados y muy
estables, facilita su produccién y aplicacion en la deteccion de antigenos para diagnéstico en medicina humana,
como también en produccidon de conjugados. Ademas, disminuye considerablemente el nimero de animales
utilizados para la produccion, con respecto a otras especies (21).

Por ejemplo, Finlay W, et al., usaron el sistema de inmunoglobulinas aviares para proveer un método rapido para la
generacion de anticuerpos altamente especificos contra los alérgenos Fel d 1 recombinante y Amb a 1 nativo (22).
Al evaluar sus resultados por ELISA y Western blot lograron demostrar que obtuvieron anticuerpos IgY especificos
contra estos alérgenos. Blais BW, et al., desarrollaron un inmunoensayo enzimatico, Dot blot, para la deteccion de
alergenos de mani, utilizando anticuerpos IgY pegados a platos de poliestireno y revelando con anticuerpos anti-
alérgenos de mani conjugados con peroxidasa; obteniendo resultados excelentes (23). Burton WB, por su parte
utilizé 1gY en una ELISA sandwich para capturar y detectar inmunoespecificamente proteinas alergénicas de nuez
de Brasil, logrando buenos resultados y recomendandolo como un método simple que podria apoyar a las agencias
reguladoras de la industria alimenticia para descartar la presencia de alérgenos no declarados en alimentos y
productos relacionados. Lo anterior ha demostrado que los anticuerpos IgY son capaces de identificar y cuantificar
alérgenos en concentraciones menores de 1ppm en ensayos inmunohistoquimicos. (24)

2.5. Tecnologia IgY en la deteccion de alérgenos

Los aeroalérgenos son particulas transportadas por el aire, capaces de producir alergia respiratoria, cutanea o
conjuntival. Las sustancias que con mayor frecuencia producen cuadros alérgicos a través de la inhalacién son: los
polenes, esporas de hongos, diferentes tipos de acaros, cucaracha, epitelio de animales, y otras sustancias que
afectan directamente la mucosa respiratoria a través de una serie de procesos inmunoldgicos. La mayor parte de
los alérgenos transportados por el aire suelen ser proteinas o sustancias unidas a proteinas. La mayoria resultan
ser glicoproteinas solubles, sin caracteristicas fisico-quimicas especiales, salvo un peso molecular comprendido
entre 10,000 y 40,000 Da. EIl tamafio de los aeroalérgenos es también importante. Los alérgenos mejor conocidos
varian entre 1y 60 ym (91-93).

Los mecanismos protectores de la mucosa nasal y de las vias respiratorias (a través de los cilios que transportan las
particulas a la orofaringe, siendo éstas deglutidas y desnaturalizadas rapidamente en el estomago) eliminan la
mayoria de las particulas mas grandes, de tal manera que sdélo aquéllas de 3 ym o menores son capaces de
alcanzar los alvéolos pulmonares. Ello explica una mayor exposicion de las mucosas nasal y conjuntival, y de las
vias respiratorias superiores. Sin embargo, puesto que la mayoria de las particulas, dado su tamafo, no penetran
en los bronquios terminales y alvéolos, deben considerarse otros mecanismos alternativos de respuesta de las vias
aéreas. Un aeroalérgeno tendra importancia clinica cuando reuna estas dos circunstancias: (1) poseer grupos
antigénicos especificos capaces de provocar respuestas de hipersensibilidad en el hombre; y (2) encontrarse en
concentracion suficiente en el aire, de tal modo que el nivel de exposicidon sea adecuado para evocar una respuesta
inmunolégica. Tales criterios, aparentemente sencillos, no siempre se consiguen a la vez en muchas de las

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2618898 T3

particulas alergénicas posibles. Existen muchas sustancias transportadas en el aire, tanto de origen vegetal y
animal, como productos quimicos, capaces de provocar sintomas alérgicos en individuos humanos sensibilizados.
La respuesta individual depende de multiples factores, tanto inherentes al sujeto alérgico, como al propio alérgeno:
estado del sistema inmune, dosis de alérgeno, frecuencia y ruta de penetracién, caracteristicas fisico-quimicas, etc.
(94) Entre los aeroalérgenos mas importantes tenemos las proteinas de acaros intradomiciliarios y cucaracha.
Anticuerpos IgY fueron usados por investigadores del Food and Drug Administration en Rockville, Maryland, Estados
Unidos para la identificacion y caracterizacion de nuevos alérgenos en extractos de cuerpo entero de Blattella
germanica y Periplaneta americana demostrando gran especificidad y sensibilidad a estos anticuerpos. (95)

Investigadores del centro de Evaluacién e Investigacion Bioldgica en Bethesda, Maryland, Estados Unidos,
desarrollaron un sistema de inmunoglobulinas aviar para producir anticuerpos recombinantes altamente especificos
para un alérgeno particular (Fel d 1 recombinante o Amb a 1 nativo) o para multiples alérgenos (Fel d 1
recombinante y Amb a 1 nativo) de un minimo de animales experimentales. Los fragmentos de anticuerpos IgY
generados demostraron ser eficientes en identificacion y cuantificacion de alérgenos, en comparacion con los
inmunoensayos estandares. (96)

La alergia a los alimentos se presenta en el 1-8% de la poblacion. (96-97) La presencia de alérgenos no declarados
en alimentos representa un serio riesgo para individuos alérgicos, que pueden inducir reacciones a su exposicion
desde leves hasta severas. En Norte América y Europa, los alérgenos alimenticios comunmente implicados en las
reacciones alérgicas incluyen huevo, crustaceos, leche, pescado, soya, trigo, mani, nuez, frutos secos (tales como
avellanas, nuez de Brasil, etc.). (98-99)

Mani, nuez, y otros productos con componentes alergénicos son frecuentemente usados como ingredientes en la
elaboracion de alimentos para mejorar su sabor y calidad nutricional, y su presencia en tales alimentos debe ser
claramente indicada para permitir su identificacion por parte individuos alérgicos. Dado el riesgo de contaminacién
inadvertida de alimentos con productos alergénicos durante su proceso de fabricacion, la industria alimenticia y las
agencias regulatorias requieren herramientas para monitorear la presencia de alérgenos. (100)

En este sentido la Agencia Canadiense para la Inspeccion de Alimentos desarrollé un Dot Blot para la detecciéon de
proteinas de mani en alimentos usando anticuerpos IgY anti-mani, y las proteinas de mani unidas fueron detectadas
por reacciones secuenciales con anticuerpos anti-IgY conjugados con peroxidasa y reveladas con un sustrato
cromogénico. El ensayo dio resultados discernibles con concentraciones tan pequefias como 0.03 ug/ml. Mientras
que el umbral de la dosis exacta para las reacciones adversas en las personas sensibles al mani no se conoce, en
un estudio se demostré que la ingestion de un minimo de 100 mg de proteina de mani es capaz de provocar
sintomas de una reaccion alérgica. (101) Por tanto, este ensayo usando anticuerpos IgY demostré ser adecuado
para la deteccion de proteinas de mani a los niveles asociados con una reaccion alérgica. La especificidad de los
anticuerpos IgY contra las proteinas de mani, fue confirmada en estos experimentos, en donde se evalu6 con
extractos de legumbres, lentejas, frijol rojo, asi como también con extractos similares de frutos secos, avellana, nuez
de Brasil. (102) Sin embargo, dado que el Dot Blot es una prueba que no nos permite establecer las caracteristicas
dosis-respuestas precisas, Investigadores del Centro de Quimica Analitica en el Instituto de Agrobiotecnologia,
Konrad Lorenz, Tulln-Austria, desarrollaron un inmunoensayo enzimatico competitivo indirecto basado en la
tecnologia IgY, para la deteccion de proteinas de avellana en los alimentos, logrando un limite de deteccion de 10
ug/l y un limite de cuantificacion de 30 ug/l. También reportaron una reactividad cruzada con diversos alimentos
entre otros soya, frijoles, arroz, huevo, trigo. Esta reactividad cruzada disminuyd con la purificacion de los
anticuerpos IgY. (103-104)

Los ensayos descritos hasta ahora se disefiaron para la deteccidon de alérgenos particulares. En el centro
canadiense para la inspeccion de alimentos antes mencionado, disefiaron una prueba inmunoquimica para la
deteccién simultdnea de multiples alérgenos usando anticuerpos IgY anti proteinas de avellana, nuez de Brasil, y
mani, obteniendo limites de deteccion entre 1.0 y 0.1 ug / g; demostrando la viabilidad del disefio de pruebas
inmunoquimicas con anticuerpos IgY contra multiples alérgenos. (104-105)

Se ha demostrado que la exposicion a los alérgenos es un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
alérgicas respiratorias, asi también como para el desencadenamiento de los sintomas y signos de la enfermedad
alérgica respiratoria. Actualmente se promueve la reduccion de los niveles de alérgenos a través de diversos
métodos y técnicas, todos ellos de limitada utilizacidon en paises en vias de desarrollo. El concepto de “Vida con
bajos niveles en alérgenos” esta siendo utilizado en Europa y Canada. Existen estudios que sustentan la
disminucion de morbilidad y comorbilidad cuando se implementan estos protocolos de intervencién ambiental. Para
los pacientes es beneficioso poder realizar monitoreos ambientales de estos niveles en sus hogares y lugares de
trabajo, a través de los cuales se logra un adecuado control de los espacios donde se realizan sus actividades
cotidianas.

US 5820862A divulga un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID No 1. Este péptido contiene
epitopos T que son reconocidos por los pacientes alérgicos a los acaros intradomiciliarios. Este documento
establece que los péptidos pueden comprender sustituciones de aminoacidos. EI péptido divulgado en este
documento esta comprendido en una composicién farmacéutica y se usa en métodos diagnésticos y terapéuticos.
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Garavito et al. (Journal of Allergy and Clinical Immunology, 2009, 123, S223) divulga la generacion de anticuerpos
especificos para Der pl, Der fl y Blot tl usando péptidos derivados de estas proteinas, aunque las secuencias exactas
de los péptidos usados para generar los anticuerpos no se describen especificamente.

W02007/140505 describe anticuerpos IgY contra 8 péptidos derivados del alérgeno de acaros Der pl.

Los métodos convencionales de deteccidon de acaros emplean principalmente anticuerpos monoclonales, los cuales
requieren de altos tiempos y costos de produccion.

3. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencién aqui descrita corresponde a un método para producir una composicion de anticuerpos policlonales IgY
util como reactivo de diagndstico, caracterizado porque comprende las etapas de:

a) preparar una composicion inmunogénica que comprende al menos un péptido que consiste en una
secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID Nos. 1, 2, 3,5y 6;

b) hiperinmunizar un ave con dicha composicién inmunogénica;

c) extraer los anticuerpos policlonales IgY de la yema de huevo puesto por el ave;

d) purificar los anticuerpos policlonales IgY;

e) opcionalmente marcar los anticuerpos policlonales 1gY; y,

f) opcionalmente generar inmunoconjugados de los anticuerpos policlonales IgY. Debido a que estos

fragmentos proteicos se comportan como epitopeos T y B, de los alérgenos Der p |, Der f 1y Blo t |, esto permitiria el
uso de estas secuencias peptidicas sintéticas cortas, como una estrategia para la induccion de tolerancia periférica y
de modulacién del balance Th2/Th1, que conlleven en un futuro al disefio de protocolos terapéuticos en el manejo de
estas patologias. Adicionalmente, dada su capacidad para funcionar como antigenos con muy buena avidez para
unir anticuerpos especificos, son usados adicionalmente en el desarrollo de pruebas diagndsticas que detecten
alérgenos del grupo | de acaros intradomiciliarios.

La invencion esta fundamentada en la evaluaciéon y confirmacion que los péptidos sintéticos aqui descritos son
inmundgenos que inducen la produccion de anticuerpos especificos para epitopos presentes en los alérgenos del
grupo | de los acaros intradomiciliarios Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae y Blomia
tropicalis. Estos péptidos corresponden a fragmentos proteicos disefiados y obtenidos de las proteinas alergénicas
del grupo | de acaros intradomiciliarios, Der p I, Der f | y Blo t I. Las ventajas del uso de estos péptidos sintéticos
incluyen, pero no se limita, a su capacidad para inducir respuestas de células inmunocompetentes.

Para este efecto, los péptidos de la presente invencion son incluidos en composiciones adecuadas para diferentes
rutas de administracion, por ejemplo, para administracion via parenteral y/o intramuscular en una solucion acuosa
estéril. Para la administracion intravenosa, los transportadores adecuados incluyen solucién salina fisioldgica, agua
bacteriostatica, buffer fosfato salino (PBS), etc. Las soluciones inyectables estériles pueden ser preparadas por
incorporacion de los compuestos activos (péptidos sintéticos), en las cantidades requeridas en un solvente
apropiado, y/o vehiculo adecuado con una o mas combinaciones con los ingredientes mencionados anteriormente.

Sin limitarlo a un mecanismo particular, los seis péptidos sintéticos inducen una respuesta inmune que permite
identificar alérgenos del grupo | de acaros intradomiciliarios y distinguen entre las especies de Dermatophagoides
spp. y Blomia tropicalis. Los péptidos aqui descritos son quimicamente puros e inducen respuestas especificas.
Los seis péptidos sintéticos se encuentran libres de material bioldgicamente activo, de suspensiones celulares, de
restos de tejidos o de precursores quimicos provenientes de su sintesis quimica.

Para determinar la homologia de secuencias de aminoacidos entre los péptidos sintéticos y las proteinas naturales,
las secuencias fueron alineadas con el propdsito de una éptima comparaciéon. Cuando el aminoacido de una
secuencia correspondié con el aminoacido ubicado en la segunda secuencia, se consideré que estas secuencias
eran idénticas en esta posicion. El numero de aminoacidos que comparten posiciones idénticas determinan el grado
de homologia entre las secuencias comparadas.

Esta invencién es un modelo experimental que induce la produccion de anticuerpos especificos para epitopos de los
alérgenos del grupo | de los acaros intradomiciliarios (Dermatophaoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae y
Blomia tropicalis).

Las manipulaciones de las secuencias estan incluidas dentro del alcance de la divulgacién, estas modificaciones
pueden ser desarrolladas durante su traduccion o sintesis por ejemplo: glicosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones,
amidaciones, clivaje proteolitico, etc. Sustituciones de aminoacidos conservativas, pueden ser realizadas en los
péptidos de uno o mas residuos de aminoacidos no esenciales para la respuesta inmunoldégica.

Seis oligopéptidos sintéticos, inmunogénicos, disefiados a partir de la secuencia amino acidicas de las proteinas
naturales de los alérgenos del grupo | de los acaros intradomiciliarios: Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae y Blomia tropicalis, los cuales son epitopos lineales con mudltiples aplicaciones, tales
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como la induccion de la produccion de anticuerpos policlonales son aca divulgados. Las secuencias
correspondientes a cada uno de los fragmentos oligopeptidicos y sus correspondientes nimeros de identificacion,
los cuales incluyen secuencias de 17, 18, 19 y 20 aminoacidos, segun sea cada caso especifico, se relacionan a
continuacion:

Asimismo la presente invencion corresponde a un primer método para producir una composicion de anticuerpos
policlonales IgY util como reactivo de diagnédstico, caracterizado porque comprende las etapas de:

a) preparar una composicion inmunogénica que comprende al menos un péptido que consiste en una
secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID Nos. 1, 2, 3,5y 6;

b) hiperinmunizar un ave con dicha composicion inmunogénica;

c) extraer los anticuerpos policlonales IgY de la yema de huevo puesto por el ave;

d) purificar los anticuerpos policlonales 1gY;

e) opcionalmente marcar los anticuerpos policlonales 1gY; y,

f) opcionalmente generar inmunoconjugados de los anticuerpos policlonales IgY, y a un segundo

método para la deteccién de alérgenos de acaros que emplea la composicion de anticuerpos IgY desarrollada en el
primer método. La presente invencion también comprende la composicion como tal de los anticuerpos policlonales
IgY desarrollados en el primer método.

El primer método de la presente invencion, permite obtener de manera reproducible y a un bajo costo una
composicion de anticuerpos policlonales IgY capaces de reconocer un amplio espectro de alérgenos de acaros
intradomiciliarios pertenecientes a la familia de las cistein proteasas.

El segundo método permite las determinaciones de los niveles totales de alérgenos en muestras provenientes de
ambientes intramuros que estén contaminados y colonizados por &caros intradomiciliarios. El nivel de alérgenos se
determina por la medicién de cambios en las propiedades biofisicas de los reactantes en sistemas de identificacion
a través de mecanismos inmunoquimicos cuando se comparan con estandares de referencia.

3.1. DISENO DE LOS PEPTIDOS

3.1.1. Analisis de secuencias

Con el propésito de determinar homologia entre las secuencias (similitud e identidad. (Anexo 1) se desarrollaron
alineamientos de las secuencias de aminoacidos usando los softwares BLAST (Altschul S.F., Madden T.L., Schaffer
A.A., Zhang J., Zhang Z., Miller W., and. Lipman D.J. (1997) Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs. Nucleic Acids Research 25(17): 3389-3402.), ClustalW (Higgins D., Thompson
J., Gibson T., Thompson J.D., Higgins D.G., Gibson T.J.(1994) CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive
multiple sequence alignment through sequence weighting, position-specific gap penalties and weight matrix choice.
Nucleic Acids Research 22: 4673-4680.) y Protscale (Gasteiger E., Hoogland C., Gattiker A., Duvaud S., Wilkins
M.R., Appel R.D., Bairoch A.; Protein Identification and Analysis Tools on the ExPASy Server;(In) John M. Walker
(ed): The Proteomics Protocols Handbook, Human Press (2005). pp. 571-607).

Los resultados de estos analisis (Figuras 18-23) permiten establecer regiones consenso entre los tres diferentes
alérgenos del grupo 1 de interés para esta solicitud. Con la informaciéon anterior se disefiaron dos péptidos
universales identificados como secuencia 2 y 3. Las regiones disimiles identificadas en el analisis anterior
fundamentaron el disefio de los cuatro péptidos restantes.

Breve Descripcion de las Figuras 18-22 de alineamiento de secuencias.

Fig. 18. Representa el alineamiento de los alérgenos del grupo 1 de &caros intradomiciliarios, (proDer p 1, proDer f
1, y Blo t 1) en este podemos observar un alto grado de homologia entre las proDer p 1 y pro Der f 1, con un
porcentaje de identidad del 83 %, entre pro Derp 1y Blot 1 de 33 % y entre pro Der f 1y Blo t 1 del 34%.

Fig. 19. Representa el alineamiento de los alérgenos del grupo 1 de acaros intradomiciliarios, (proDer p 1, proDer f
1, Blot 1y Seq N° 3) en esta podemos observar que la Seq N° 2 comparte 12 de sus 17 aminoacidos.

Fig. 20. Representa el alineamiento de los alérgenos del grupo 1 de acaros intradomiciliarios, (proDer p 1, proDer f
1, Blot 1y Seq N° 4) en esta podemos observar que la Seq N° 3 comparte solo 2 de sus 20 aminoacidos, permitiria
discriminar entre los géneros Dermatophagoides y el género Blomia.

Fig. 21. Representa el alineamiento de los alérgenos del grupo 1 de acaros intradomiciliarios, (proDer p 1, proDer f
1, Blo t 1 y Seq N° 5) en esta podemos observar que la Seq N° 4 comparte solo 3 de sus 20 aminoacidos, permitiria
discriminar entre los géneros Dermatophagoides, del género Blomia.

Fig. 22. Representa el alineamiento de los alérgenos del grupo 1 de acaros intradomiciliarios, (proDer p 1, proDer f
1, Blot 1y Seq N° 6) en esta podemos observar que la Seq N° 5 comparte solo 2 de sus 20 aminoéacidos, permitiria
discriminar entre los géneros Dermatophagoides, del género Blomia.
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Fig. 23. Representa el alineamiento de los alérgenos del grupo 1 de acaros intradomiciliarios, (proDer p 1, proDer f
1, Blot 1y Seq N° 8) en esta podemos observar que la Seq N° 6 comparte solo 3 de sus 20 aminoacidos, permitiria
discriminar entre los géneros Dermatophagoides, del género Blomia.

A continuacion se presentan y se identifican las secuencias correspondientes a cada uno de los seis péptidos:

SEQ ID N° 1 DER P 1 UN1: Fragmento oligopeptidico disefiado a partir de la regiéon consenso entre las proteinas
Derp 1, Derf 1y Blot 1 y que presenta la secuencia especifica

TNACSINGNAPAEIDLRQMR (20 aa)

SEQ ID N°2 DER P 1 PUJ1 homodlogo.- Fragmento oligopeptidico disefiado a partir de la region consenso entre las
proteinas Derp 1, Derf 1y Blot 1 y que presenta la secuencia especifica

PIRMQGGCGSCWAFSGV (17 aa)

SEQ ID N°3 DER P 1 PUJ2 homdlogo: Fragmento oligopeptidico disefiado a partir de la regidon consenso entre las
proteinas Derp 1, Derf 1y Blot 1y que presenta la secuencia especifica

DYWIVRNSWDTNWGDNGYGY (20 aa)

SEQ ID N° 4 DER P 1 PUJ3: Fragmento oligopeptidico disefiado a partir de la regiéon consenso entre las proteinas
Derp 1, Derf 1y Blot 1 y que presenta la secuencia especifica
FRHYDGRTIIQRDNGYQPNY (20 aa)

SEQ ID N° 5 BLO T 1 UN2: Fragmento oligopeptidico disefiado a partir de la regidon consenso entre las proteinas
Derp 1, Derf 1y Blot 1y que presenta la secuencia especifica
IPANFDWRQKTHVNPIRNQG (19 aa)

SEQ ID N° 6 BLO T 1 PUJ4:- Fragmento oligopeptidico disefiado a partir de la regién consenso entre las proteinas
Derp 1, Derf 1y Blot 1 y que presenta la secuencia especifica

AHFRNLRKGILRGAGYNDAQ (20 aa)

3.1.2. Mapeo de epitopos

Con el propésito de establecer si nuestras secuencias estaban informadas en la base de datos Immuneepitope,
(NIAID-NIH) se utilizaron los softwares Epitope sequence and 3D structural homology mapping y Epitope viewer
(Beaver JE, Bourne PE, Ponomarenko JV. 2007. EpitopeViewer: a Java application for the visualization and analysis
of immune epitopes in the Immune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB). Immunome Res 3:3.), para
definir en una busqueda entre las secuencias informadas de epitopos en estas bases de datos, si las secuencias de
los oligopéptidos descritas en esta invencion eran idénticas a las descritas a la fecha para las proteinas de esta
base de datos y para evidenciar las caracteristicas estructurales de las secuencias en la estructura tridimensional de
la proteina Der p1 (PDB).

Experiencias previas nos han permitido diferenciar enzimas homologas de una misma familia haciendo uso de la
metodologia descrita. La gran mayoria de la experiencia que la literatura reporta en la modulacién de la respuesta
inmune, cuando de evaluacién de la cascada inmunolégica alérgica se trata, se ha logrado con proteinas y/o
péptidos recombinantes. Podemos asegurar que no existe a la fecha informes previos del uso de péptidos sintéticos
de alérgenos de acaros intradomiciliarios para producir respuestas adaptativas especificas en organismos
inmunocompetentes.

En la industria farmacéutica se desarrolla actualmente la busqueda de nuevos farmacos y/o medicamentos en la
terapia bioldgica, que incluyen el uso de proteinas completas o péptidos recombinantes. El uso de péptidos
sintéticos provenientes de diferentes alérgenos, con capacidad de generar respuesta inmune adaptativa representa
un modelo experimental hacia el logro de estos objetivos

A continuacion se presentan los resultados de los andlisis que soportan que los péptidos aca divulgados no han sido
identificados como epitopos en las bases de datos para tal fin, asi como tan poco se han reportado péptidos
similares.

PEPTIDO 1

En la Figura 5A se presenta el Péptido 1, disefiado con base en las proteinas alergénicas del grupo |. Esta no ha
sido reportada en la base de datos “ImmuneEpitope”, dado que no se resalta en naranja.
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Podemos observar en esta Figura 5B como el péptido 1, presenta aminoacidos enterrados (azul) aminoacidos
expuestos (rojo), y aminoacidos medio expuestos y medio enterrado enterrados (sin color). Esta secuencia se
encuentra en la superficie de la proteina madura. (Ver imagen 3D)

PEPTIDO 2

En la Figura 6A observamos al Péptido 2, disefiado con base en las proteinas alergenicas del grupo |, se encuentra
en la proteina madura. Esta no ha sido reportada en la base de datos”ImmuneEpitope”, dado que no se resalta en
naranja.

Podemos observar en la Figura 6B como la secuencia 2, presenta aminoacidos enterrados (azul) aminoacidos
expuestos (rojo), y aminoacidos medio expuestos y medio enterrado enterrados (sin color). Esta secuencia presenta
una gran region enterrada, debido a esto es posible que los epitopes presentes en esta secuencia se encuentre
entre los aminoacidos entre la prolina (24) y la cisterna (31) de la proteina madura. (Ver imagen 3D)

PEPTIDO 3

En la Figura 7A observamos el Péptido 3, disefiado con base en las proteinas alergénicas del grupo I. Esta
secuencia se encuentra en la proteina madura. Esta no ha sido reportada en la base de datos “ImmuneEpitope”,
pues no aparece en color naranja.

En la Figura 7B podemos observar como la secuencia 3, en la estructura tridimensional presenta aminoacidos
enterrados: (azul) aminoacidos expuestos (rojo) y aminoacidos expuestos parcialmente (sin color). La secuencia del
péptido 1 se encuentra en la superficie de la proteina madura. (Ver imagen 3D)

PEPTIDO 4

En la Figura 8A observamos al Péptido 4, disefiado con base en las proteinas alergenicas del grupo |, esta
secuencia se encuentra en la proteina madura. Esta no ha sido reportada en la base de datos immune epitopo,
dado que no se resalta en naranja.

Podemos observar en la Figura 8B como la secuencia 4, presenta aminoacidos enterrados (azul) aminoacidos
expuestos (rojo), y aminoacidos medio expuestos y medio enterrado enterrados (sin color). Esta secuencia se
encuentra en la superficie de la proteina madura. (Ver imagen 3D)

PEPTIDO 5

En la Figura 9A observamos al Péptido 5, disefiado con base en las proteinas alergenicas del grupo I. Esta no ha
sido reportada en la base de datos “ImmuneEpitope”, dado que no se resalta en naranja. Para Blo t 1 no se ha
reportado experimentalmente su estructura 3D, por tal razén, realizamos el mapeo en la estructura de la proteina
madura Der p 1 con la cual presento una identidad del 37 % (11 de 19 aminoacidos) (ver segundo alineamiento).
Podemos observar en esta grafica como la secuencia 6, presenta aminoacidos enterrados (azul) aminoacidos
expuestos (rojo), y aminoacidos medio expuestos y medio enterrados (sin color) en la Figura 9B.

PEPTIDO 6

En la Figura 10 A observamos al Péptido 6, disefiado con base en las proteinas alergénicas del grupo I. Esta no ha
sido reportada en la base de datos "ImmuneEpitope, dado que no se resalta en naranja. Para Blo t 1 no se ha
reportado experimentalmente su estructura 3D. Podemos observar en esta grafica como la secuencia 5, presenta
aminoacidos enterrados (azul) aminoacidos expuestos (rojo), y aminoacidos medio expuestos y medio enterrado
enterrados (sin color) en la Figura 10B.

3.1.3. Descripcion de la sintesis de los péptidos

Los oligopéptidos anteriormente descritos en la presente invencion fueron producidos por sintesis quimica aplicando
quimica F-moc en fase sélida. El principio general de este método se basa en ciclos repetidos de acoplamiento y
desproteccion usando al 9H-(f)luoren-9-yl(m)eth(o)xy(c)arbonil, como grupo protector del extremo N-terminal de los
péptidos en crecimiento. Se utilizd la maquina 396 de Advantace Chemtech, se purificaron por cromatografias FPLC
y posteriormente liofilizados. La pureza de los péptidos se verifico por: RP-HPLC usando un cromatégrafo Waters. A
cada uno de ellos se le confirmo su identidad por espectrometria de masas y su longitud oscilo entre 17 y 20
aminoacidos.

3.1.4. Evaluacion capacidad inmunogénica:
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EJEMPLO 1:

OLIGOPEPTIDO SINTETICO - PEPTIDO 2 - DISENADO A PARTIR DE LAS SECUENCIAS HOMOLOGAS DE
LOS ALERGENOS DEL GRUPO | DE ACAROS INTRADOMICILIARIOS QUE PRODUCE ANTICUERPOS IGY
POLICLONALES ANTI-ALERGENOS DEL GRUPO | DE ACAROS INTRADOMICILIARIOS

PEPTIDO EVALUADO PEPTIDO 2:

SECUENCIA: PIRMQGGCGSCWAFSGV

Para demostrar la capacidad inmunogénica de este péptido, se describe el uso de esta secuencia en la generacion
de anticuerpos especificos. En el grupo de experimentos se utilizé un modelo experimental aviar, representado por
gallinas Hi Line Brown, inmunizadas con el péptido 2, usando adyuvante completo de Freund durante la primera
inmunizacién y adyuvante incompleto de Freund, para las tres inmunizaciones posteriores descritas en el protocolo
de inmunizacion utilizado. Como control positivo, se inmunizaron gallinas con BSA y como control negativo, gallinas
sin ninguna inmunizacion. Los anticuerpos se extrajeron de la yema de huevo usando un solvente organico y se
purificaron por cromatografia tiofilica. Se desarrollaron pruebas ELISA Indirecta para medir el titulo de anticuerpos y
se determind su especificidad por ELISA Indirecta. (25-26)

A continuacién se presentan los resultados de un conjunto de experimentos que validan la inmunogenicidad de los
péptidos. Como reactantes se utilizaron: | extractos alergénicos de Dpt, y Bt.

En la Figura 11 se ilustra el Elisa para el péptido 2. Los resultados de muestran los valores de DENSIDAD OPTICA
(DO) resultantes de la interaccion de los anticuerpos IgY anti - PO2 con los extractos usados.

Resultado:

Las DO para los IgY anti PO2 presentan un comportamiento semejante a lo largo de las fechas evaluadas con los
extractos de Dpt y Bt. Se aprecia una mayor DO de estos IgY anti PO6 contra las proteinas de Bt. Los picos de DO
sobresalientes en la grafica coinciden para las proteinas de las tres especies estudiadas.

Conclusiones: El oligopéptido sintético P02 (péptido universal de grupo 1 de acaros intradomiciliarios) induce la
produccion de anticuerpos IgY anti-P06 que reconocen epitopes B y/o T en las proteinas nativas de las especies de
los acaros intradomiciliarios Df, Dp y Bt.

EJEMPLO 2:

OLIGOPEPTIDO SINTETICO - PEPTIDO 6 - DISENADO A PARTIR DE LA SECUENCIA DE EL ALE'RGE,NO BLO
T 1, QUE PRODUCE ANTICUERPOS IGY POLICLONALES ANTI-ALERGENOS DEL GRUPO 1 DE ACAROS
INTRADOMICILIARIOS

PEPTIDO EVALUADO PEPTIDO 6:

SECUENCIA: AHFRNLRKGILRGAGYNDAQ

Para demostrar la capacidad inmunogénica de este péptido se describe el uso de este oligopéptido en la generacion
de anticuerpos IgY que reconocen alérgenos de los géneros Dp y Bt, En el grupo de experimentos se utilizé un
modelo experimental aviar, representado por gallinas Hi Line Brown, inmunizadas con el péptido 2, usando
adyuvante completo de Freund durante la primera inmunizaciéon y adyuvante incompleto de Freund, para las tres
inmunizaciones posteriores descritas en el protocolo de inmunizacién utilizado. Como control positivo, se
inmunizaron gallinas con BSA y como control negativo, gallinas sin ninguna inmunizacién. Los anticuerpos se
extrajeron de la yema de huevo con un solvente organico y se purificaron por cromatografia tiofilica. Se desarrollaron
pruebas ELISA Indirecta para medir el titulo de anticuerpos, y se determind su especificidad por ELISA Indirecta.
(25-26)

Se desarrollaron ELISAS indirectas usando como antigenos extractos de Dpt, y Bt. Se evaluo con los extractos de
Anticuerpo IgY anti PO2. En la Figura 12 se ilustran los resultados de Elisa para el péptidos 6.

Resultado: Las DO para las IgY anti PO2 presentan un comportamiento semejante a lo largo de las fechas
evaluadas con los extractos de Dpt y Bt. Se aprecia una mayor DO de estos IgY anti PO2 contra las proteinas de Bt.
Los picos de DO sobresalientes en la grafica coinciden para las proteinas de las especies estudiadas.

Se logré obtener anticuerpos IgY policlonales especificos para los géneros Dp y Bt del grupo 1 de acaros
intradomiciliarios utilizando oligopéptidos sintéticos P02.
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Conclusiones: El oligopéptido sintético P02 del grupo 1 de acaros intradomiciliarios induce la produccion de
anticuerpos IgY anti-P06 que reconocen epitopes B y/o T en las proteinas nativas de los acaros pertenecientes a los
géneros Dp y Bt.

EJEMPLO 3:

OLIQOPEPTIDO SINTETICO - PEPTIDO 1 - DISENADO A PARTIR DE LAS SECUENCIAS DE LOS
ALERGENOS DER P1Y DER F1 DEL GENERO DERMATOPHAGOIDES QUE PRODUCE ANTICUERPOS IGY
POLICLONALES ANTI-ALERGENOS DEL GRUPO 1 DE ACAROS INTRADOMICILIARIOS

PEPTIDO EVALUADO PEPTIDO 1:

SECUENCIA: TNACSINGNAPAEIDLRQMR

Para demostrar la capacidad inmunogénicas de este péptido se describe el uso de este oligopéptido en la
generacion de anticuerpos IgY que reconocen alérgenos de los géneros Dp y Bt, En el grupo de experimentos se
utilizé un modelo experimental aviar, representado por gallinas Hi Line Brown, inmunizadas con el péptido 4, usando
adyuvante completo de Freund durante la primera inmunizaciéon y adyuvante incompleto de Freund, para las tres
inmunizaciones posteriores descritas en el protocolo de inmunizaciéon utilizado. Como control positivo, se
inmunizaron gallinas con BSA y como control negativo, gallinas sin ninguna inmunizacién. Los anticuerpos se
extrajeron de la yema de huevo con un solvente organico y se purificaron por cromatografia tiofilica. Se desarrollaron
pruebas ELISA Indirecta para medir el titulo de anticuerpos, y se determind su especificidad por ELISA Indirecta.
(25-26)

Se desarrollaron ELISAS INDIRECTAS usando como antigenos los extractos de Dpt y Bt. Se evaluo con los
extractos crudos de Anticuerpo IgY anti PO4. En la Figura 13 se ilustran los resultados del ELISA para el péptido 1.

Experimento:
Se desarrollaron ELISAS INDIRECTAS usando como antigenos los extractos de Dpt, y Bt. Se evalio con los
extractos crudos de Anticuerpo IgY anti PO4

Resultado:

Las DO para los IgY anti PO1 presentan un comportamiento semejante a lo largo de las fechas evaluadas con los
extractos de Dpt y Bt. Se aprecia una mayor DO de estos IgY anti PO1 contra las proteinas Bt. Los picos de DO
sobresalientes en la grafica coinciden para las proteinas de las especies estudiadas.

Se logré obtener anticuerpos IgY policlonales especificos del grupo 1 de acaros intradomiciliarios utilizando
oligopéptidos sintéticos P04.

Conclusiones: El oligopéptido sintéticos P01 del grupo 1 de acaros intradomiciliarios induce la produccién de
anticuerpos IgY anti-P04 que reconoce epitopes B y/o T en las proteinas nativas de los acaros intradomiciliarios Dp
y Bt.

EJEMPLO 4:

OLIGOPEPTIDO SINTETICO - PEPTIDO 5- DISENADO A PARTIR DE LA SECUENCIA DE EL ALE’RGE'NO BLO
T 1, QUE PRODUCE ANTICUERPOS IGY POLICLONALES ANTI-ALERGENOS DEL GRUPO 1 DE ACAROS
INTRADOMICILIARIOS

PEPTIDO EVALUADO PEPTIDO 5:
SECUENCIA: IPANFDWRQKTHVNPIRNQG

Para demostrar la capacidad inmunogénica de este péptido se describe el uso de esta secuencia en la generacion
de anticuerpos especificos. Se utiliz6 un modelo experimental aviar, representado por gallinas Hi Line Brown,
inmunizadas con el péptido 5, usando adyuvante completo de Freund durante la primera inmunizacion y adyuvante
incompleto de Freund, para las tres inmunizaciones posteriores descritas en el protocolo de inmunizacién utilizado.
Como control positivo, se inmunizaron gallinas con BSA y como control negativo, gallinas sin ninguna inmunizacion.
Los anticuerpos se extrajeron de la yema de huevo con un solvente organico y se purificaron por cromatografia
tiofilica. Se desarrollaron pruebas ELISA Indirecta para medir el titulo de anticuerpos, y se determind su
especificidad por ELISA Indirecta (Figura 14)

Experimento: Se desarrollaron ELISAS indirectas usando como antigenos los extractos de Dpt, y Bt. Se evalud con
los extractos crudos de anticuerpo IgY anti P05 (Bt).
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Resultado: Las DO para las IgY anti PO5 son considerablemente mayores para Bt y Df en comparacion con Dpt. Se
logré la obtencion de anticuerpos IgY policlonales especificos del grupo 1 de acaros intradomiciliarios utilizando
oligopéptidos sintéticos P05.

Conclusiones: El oligopéptido sintético P05 del grupo 1 de &caros intradomiciliarios induce la produccion de
anticuerpos IgY anti-P05 que reconoce epitopes B y/o T en las proteinas nativas de los acaros intradomiciliarios Dp
y Bt.

3.2. MI'ETOIZ’)O DE OBTEN("II(')N DE ANTICUERPOS POLICLONALES IGY Y METODO DE DETECCION
DE ALERGENOS DE ACAROS.

Una modalidad de la invenciéon aqui descrita corresponde al método para la obtencion de una composicion de
anticuerpos policlonales IgY util como reactivo diagnéstico de bajo costo y alta especificidad, para la deteccion de
alérgenos de 4caros intradomiciliarios, dicho método comprende las etapas de:

a) preparar una composicion inmunogénica que comprende al menos un péptido que consiste en una
secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID Nos. 1, 2, 3,5y 6;

b) hiperinmunizar un ave con dicha composiciéon inmunogénica;

c) extraer los anticuerpos policlonales IgY de la yema de huevo puesto por el ave;

d) purificar los anticuerpos policlonales IgY;

e) opcionalmente marcar los anticuerpos policlonales IgY; vy,

f) opcionalmente generar inmunoconjugados de los anticuerpos policlonales IgY. La invencion

también abarca la composicion de anticuerpos policlonales IgY como tal obtenidos por dicho método.

La presente invencion también se refiere a un método para la deteccion de alérgenos de acaros intradomiciliarios en
muestras de polvo provenientes de ambientes tales como dormitorios, oficinas, guarderias, hoteles, cine, etc.
usando una composicion de anticuerpos policlonales IgY obtenidos mediante el primer método descrito en esta
solicitud, que son especificos para alérgenos del grupo 1 de acaros y que permiten la deteccién de alérgenos en
bajas concentraciones (de hasta 0.03pg/mL).

Con el primer método de la invencién se logran obtener anticuerpos policlonales IgY con una alta especificidad, que
reconocen alérgenos de acaros intradomiciliarios, y que son inducidos por péptidos sintéticos especiales, que
permiten dirigirlos a regiones particulares de proteinas de acaros. Los anticuerpos policlonales IgY obtenidos en la
presente invencidon son los unicos anticuerpos IgY descritos a la fecha, que son especificos para alérgenos de
acaros intradomiciliarios, pues los anticuerpos anti-alérgenos de acaros descritos hasta el momento corresponden a
anticuerpos monoclonales. Los péptidos sintéticos empleados en el método de la invencién para la obtencion de
anticuerpos policlonales IgY son disefiados a partir de los diferentes alérgenos del grupo1 de acaros
intradomiciliarios y, son aquellos de secuencias SEQ ID No 1, SEQ ID No 2, SEQ ID No 3, SEQ ID No 5, SEQ ID No
6 divulgados anteriormente.

Los métodos convencionales para la produccion de anticuerpos IgY utilizan proteinas naturales y/o recombinantes,
las cuales generan anticuerpos contra cualquier regién de la proteina, afectando la especificidad de la reaccion. Los
péptidos sintéticos son compuestos quimicamente bien definidos y, por lo tanto, permiten reducir la variabilidad
interensayo e intraensayo. A diferencia de los antigenos que se obtienen por cultivo, los sintéticos permiten realizar
estudios con epitopos de dificil acceso.

En el presente caso, el uso de péptidos sintéticos disefiados con base en las proteinas naturales de los acaros
intradomiciliarios, y que preferentemente comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID No 1, SEQ ID No 2,
SEQ ID No 3, SEQ ID No 4, SEQ ID No 5, SEQ ID No 6, permite que estos anticuerpos IgY se unan a epitopos
moleculares caracteristicos de diferentes cistein proteasas de acaros intradomiciliarios, particularmente a las cistein
proteasas de los acaros Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, y Blomia tropicalis,
principales agentes desencadenantes de enfermedad alérgica respiratoria en el tropico. Asimismo, el uso de la
tecnologia IgY permite obtener grandes volimenes de anticuerpos IgY, lo cual facilita su masificacion y transferencia
al sector productivo.

Adicionalmente, la presente invencién proporciona Un método para la deteccion de alérgenos de acaros
intradomiciliarios en muestras de polvo, basado en técnicas inmuno enzimaticas, inmunocromatograficas y/o
electrotransferencia, que emplea la composicion de anticuerpos desarrollada en la presente invencién, los cuales
han demostrado ser muy eficientes en la deteccion de los alérgenos del grupo 1 de acaros intradomiciliarios con un
limite de deteccion de 0.03ug/ml.

El desarrollo de anticuerpos policlonales de alta especificidad y gran sensibilidad, permite efectuar una deteccion

confiable de los alérgenos de acaros intradomiciliarios, a un menor costo que los métodos que emplean anticuerpos
monoclonales, pero obteniendo resultados comparables a estos.
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El método de deteccion de alérgenos en muestras de polvo involucra una secuencia de eventos que van desde
recoleccion de las muestras de polvo, produccién del extracto proteico, y evaluacion y andlisis de las mismas.

3.2.1. METODO PARA LA OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES IGY.

El primer método, que conduce a la manufactura de una composicién de anticuerpos policlonales IgY, util como
reactivo diagndstico de bajo costo para acaros intradomiciliarios consiste en las etapas de:

a) preparar una composicion inmunogénica que comprende al menos un péptido que tiene

una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQID N°. 1,2, 3,4,5y6;

b) hiperinmunizar gallinas de la variedad Hy Line Brown, de 16 - 20 semanas de edad;

c) extraer los anticuerpos policlonales IgY de la yema de huevo puesto por el ave;

d) purificar los anticuerpos policlonales IgY,

e) opcionalmente marcar los anticuerpos policlonales IgY; vy,

f)  opcionalmente generar inmunoconjugados de los anticuerpos policlonales IgY.

En el paso a), para la preparacion de la composiciéon de péptidos se toman entre 50-150 ul de los péptidos sintéticos
diluidos en agua estéril con una concentracion entre 100 y 300ug/ml y se homogenizan con 50-150 ul del adyuvante.

En el paso b), durante la inmunizacién de las gallinas se realizan entre 3 y 6 inmunizaciones intramuscularmente en
los musculos pectorales (pechuga) a intervalos de 2-3 semanas durante 2-3 meses. El antigeno (péptido sintético)
es inyectado a una concentracion de 50-200 ug/ml, emulsificado en adyuvante completo de Freund® durante las
primeras inmunizaciones (1-2) y en adyuvante incompleto de Freund® para los refuerzos siguientes.

En el paso c), el aislamiento de los anticuerpos se efectia separando cuidadosamente la yema de huevo de la clara,
midiendo los volumenes, tanto de la yema como de la clara. Se delipida mediante el uso de un solvente organico
(v.gr. cloroformo). El contenido de la yema se emulsifica en 0,5 - 2 veces su volumen en un buffer acuoso (v.gr.
PBS); posteriormente, 1,5 - 3 volumenes del solvente organico son adicionados y la mezcla es incubada a
temperatura ambiente entre 1 - 3 horas; centrifugada a 2000-4000 rpm por 10-30 minutos a una temperatura entre
14 y 25°C y el sobrenadante es recolectado y almacenado para su posterior purificacion.

En el paso d) la purificacion se realiza por cromatografia de columna, v.gr. cromatografia tiofilica. En este caso
se utiliza un soporte de Sefarosa CL4B activado con divinilsulfona (DVS) acoplado a 8- mercaptoetanol (B-MESH), el
soporte activo se equilibra en tampén de fosfatos 50 mM pH 6,8-7,8, se adiciona con Na;SO4 0,5 M (tampo6n de
equilibrio). Posteriormente una diluciéon 2 de la muestra en tampdn de equilibrio se adiciona al soporte de sefarosa
activado. La elusidn de la proteina retenida (anticuerpos policlonales IgY) se obtiene mediante la adicion del tampdn
de fosfatos 50 mM pH 6.8-7.8.

Una vez son obtenidos los anticuerpos éstos son evaluados por técnicas inmunoquimicas conocidas, como por
ejemplo ELISA indirecta. Los extractos alergénicos de los acaros Dermatophagoide pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae y/o Blomia tropicalis son diluidos en PBS 1X y se adiciona a una placa de poliestireno, se
incuba a 37°C durante 15-24 horas en camara hiumeda. La placa se bloquea con solucién de bloqueo (v.gr., PBS,
Tween 0.05%, Leche descremada al 5%), se incuba durante 1-3 horas a 37°C en camara humeda. Seguidamente
se lava con solucién de lavado (v.gr., PBS, Tween 0.05%). Se adicionan series de diluciones dobles de los
anticuerpos (IgY producidas mediante el primer método de la invencién) en las placas de poliestireno previamente
tratadas y se incuba durante 0,5-2 horas a 37°C en camara humeda, seguido de lavados en las condiciones
descritas anteriormente. Finalmente, se adicionan anticuerpos Anti-lgY, conjugados (v.gr., Anti-lgY conjugada con
peroxidasa) diluido 1/1000, se revela con sustrato (v.gr., TMB 3,3°,5,5 tetrametilbenzidina), la reacciéon se detiene
con HCI 1N y se lee a una longitud de onda de 450nm. La anterior evaluacion también puede efectuarse empleando
técnicas inmunoquimicas directas conocidas en el arte.

Adicionalmente, en varias modalidades de la invencién los anticuerpos policlonales IgY son marcados de acuerdo
con técnicas de marcaje conocidas en la técnica o pueden formar inmunoconjugados como por ejemplo,
inmunoconjugados con particulas de oro coloidal o biotina.

3.2.2. METODO PARA LA DETECCION DE ALERGENOS DE ACAROS.

El segundo método de la invencién, dirigido a la deteccion de los alérgenos en muestras de polvo comprende las
etapas de:

1. Toma de muestras de polvo de ambientes en los cuales este presente o se sospeche estan
presente los acaros intradomiciliarios;

2. Preparacion de extracto de proteinas de las muestras de polvo;

3. Desarrollo de pruebas inmunoquimicas con la composicién de anticuerpos policlonales IgY
obtenidos usando el primer método, evaluando la presencia de los alérgenos en las muestras
colectadas previamente.
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En la etapa 1 se usa una aspiradora manual, en un areade 1 a 2 m? usando una bolsa de recoleccion independiente
por area a evaluar.

En la etapa 2 se toman entre 10-30 mg de polvo, se adiciona 1-3 mL de buffer de extraccion (v.gr., PBS 1X - Tween
20 al 0,05% v/v), seguido de agitaciéon por 1-3 minutos a temperatura ambiente. Las proteinas disueltas en la fase
acuosa se separan del material insoluble por centrifugacién a 2.700 a 3.700 r.p.m por 3-8 minutos. Con el fin de
asegurar la completa separacion, el sobrenadante se depura con un filtro de 0,22 ym. tomando el sobrenadante para
su posterior analisis.

El contacto del extracto proteico con la composicion de anticuerpo IgY y la deteccién del alérgeno se efectua de
manera directa por métodos conocidos en el estado del arte, o de manera indirecta como se muestra en la Figura 5.

Para la deteccion de forma indirecta, se incuba la placa de poliestireno con el extracto de proteinas del polvo, luego
se incuba nuevamente con los anticuerpos IgY anti alérgenos del grupo 1 de acaros intradomiciliarios y
posteriormente con el anticuerpo anti-lgY conjugado (p.ej., conjugado con peroxidasa), la reaccion se revela
agregando el sustrato (p.ej., TMB) y se detecta la absorbancia a 450 nm. La deteccion se efectua por la correlacion
del cambio de color o fluorescencia a la presencia de los alérgenos de acaros tal como se muestra en la Figura 15

EJEMPLO 5:

METODO PARA LA OBTE’NCION DE UNA COMPOSICION DE ANTICUERPOS POLICLONALES IgY uTIL
COMO REACTIVO DIAGNOSTICO DE BAJO COSTO PARA LA DETECCION DE ALERGENOS DE ACAROS
INTRADOMICILIARIOS.

Se emplearon los péptidos SEQ ID No 1, SEQ ID No 2, SEQ ID No 3, SEQ ID No 4, SEQ ID No 5, SEQ ID No 6 o
que tienen un 85% de homologia con estos, se emulsificaron a una concentracion 100 ug/ml en adyuvante completo
de Freund para una primera inmunizacion y en adyuvante incompleto para las inmunizaciones subsiguientes.

Se inmunizaron gallinas ponedoras de 16 - 20 semanas de edad en cuatro inmunizaciones intramuscularmente en
los musculos pectorales (pechuga) a intervalos de 2 semanas durante 2 meses y se colectaron diariamente los
huevos, marcados y almacenados a 4°C.

Se separaron cuidadosamente la yema y la clara de huevo, midiendo los volimenes de cada una; se emulsificé la
yema en igual volumen de PBS y se adicionaron 2 volumenes de cloroformo para delipidar; se incub6 la mezcla a
temperatura ambiente 2 horas; se centrifugd a 3500 rpm por 15 minutos a una temperatura entre 17°C y se recolecto
el sobrenadante;

Los anticuerpos fueron purificados utilizando el soporte de Sefarosa CL4B activado con divinilsulfona (DVS), al cual
se acoplé B- mercaptoetanol (3-MESH) Dos mililitros del soporte activo se equilibraron en tampén de fosfatos 50 mM
pH 7,4 adicionado con Na;SO4 0,5 M (tampdn de equilibrio). Posteriormente una dilucion 1:2 de la muestra en
tampon de equilibrio se adicion6 al soporte de sefarosa. La elusion de la proteina retenida se obtuvo mediante la
adicion del tampon de fosfatos 50 mM pH 7.4.

La cantidad de proteina en los extractos se cuantificd por los métodos de Bradford y Lowry, para los cuales se
prepard una solucién del colorante diluida 1:5 a la que se le adicionaron 100 ul de la muestra, la densidad 6ptica
(DO) se ley6 a 595 nm. La concentraciéon de proteinas se determind extrapolando la DO obtenida en una curva de
titulacion (DO vs concentracion) construida utilizando un patrén.

EJEMPLO 6:
METODO PARA LA DETECCION DE ALERGENOS DE ACAROS INTRADOMICILIARIOS:

Se recolectaron muestras de polvo con una aspiradora manual en un area de 1 a 2 m? guardando una proporcion de
0,5 m?min. Se tomaron 20 mg de cada muestra, se diluyeron en 2 ml de buffer fosfato y se agitaron por 5 minutos;
se hicieron diluciones seriadas del sobrenadante y se colocaron en una placa de poliestireno; se incubaron a 37°C
durante 18 horas en camara humeda; se adiciond solucién de bloqueo y se incubé a 37°C por 2 horas; se
adicionaron series de diluciones dobles de la composicion de anticuerpos policlonales IgY obtenida en el primer
método de la invencion; las placas de reaccion se incubaron entre 37°C por 2 horas en camara humeda; se
efectuaron lavados; se adicionaron anticuerpos Anti-IgY, conjugada con peroxidasa de rabano (HRP) diluida 1/1000,
y la prueba se revel6 con sustrato TMB 3,3",5,5 -tetrametilenzidina, la reaccion se detuvo con HCI 1N o marcando el
los anticuerpos IgY que constituyen el reactivo diagnostico obtenido mediante el primer método de la invencién, con
fluorocromos, enzimas, metales preciosos, o ligandos radiomarcados.
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EJEMPLO 7:

PRODUCCION DE UNA PRUEBA INMUNOCROMATOGRAFICA (LATERAL FLOW IMMUNOASSAYS) CON
INMUNOCONJUGADOS IGY-NANOPARTICULAS DE ORO COLOIDAL.

Se marcaron los anticuerpos IgY anti-oligopéptidos sintéticos de alérgenos del grupo 1 de los acaros D.
pteronyssinus, D. farinae y B. tropicales (obtenidos por el primer método de la invencién), con nano-particulas de oro
coloidal de 40 nm de diametro. Los inmunoconjugados (lgY-nanoGold) se emplearon como reactivo de deteccion
para la prueba inmnunocromatografica, cuya ejecucion implicéd la construccién de una tira de prueba. La tira consta
de cuatro secciones, cuya descripcion aparece abajo:

i) La zona de aplicacién o “cojin muestra” esta formada por una fibra de celulosa cuya funcién
es remover el material viscoso o particulado presente en la mezcla y ajustar las condiciones
de reaccion para la inmunodeteccion.

iii) La zona de marcacién o “cojin del conjugado” es compuesta por fibra de vidrio y constituye la
fase movil del sistema inmunocromatografico, sobre esta se ha liofilizado un “conjugado
coloreado”, que es el anticuerpo de deteccidon IgY anti- oligopeptidos sintéticos de los
alérgenos Der p1, Der f1 y Blot 1 (obtenidos por el primer método de la invencién), conjugado
a nano-particulas de oro coloidal (40 nm); el anticuerpo de deteccion IgY se une
especificamente al alérgeno presente en la muestra, formando el complejo “alérgeno-
anticuerpo conjugado coloreado”.

iiii) La tercera seccidon (zona de deteccion) de la tira estda formada por una membrana de
nitrocelulosa y constituye el soporte sélido del sistema inmunocromatografico. Esta seccion
tiene dos zonas de reaccion: una zona de reaccion primaria (T) en la cual se encuentra
inmovilizada una mezcla del alérgeno de prueba Der p1, Der f1 y/o Blot 1 con BSA
(alérgeno/BSA), y una zona de reaccion secundaria (C) en la cual se encuentra inmovilizado
el anticuerpo de captura (IgG anti-IgY). Si el alérgeno de prueba se encuentra presente en la
muestra, se une al anticuerpo de deteccion IgY formado el complejo “alérgeno- conjugado
coloreado”, el cual se moviliza a la zona T. Debido a que los sitios de union del anticuerpo de
deteccidon estan ocupados por el alérgeno presente en la muestra no se produce sefal
coloreada en esta zona (prueba positiva). El complejo “alérgeno- conjugado coloreado” sigue
movilizandose hacia la zona C donde se une al anticuerpo de captura IgG- anti IgY, formando
el complejo “anticuerpo de captura- conjugado coloreado- antigeno”, que se visualiza como
una linea en esta zona. En presencia o en ausencia del alérgeno en la muestra, la sefial en la
zona C debe estar presente, constituyéndose esta en un control de la prueba, es decir
confirma que una prueba es funcional o valida independientemente de si la zona T indica un
resultado negativo o positivo.

ivi) La cuarta seccion sobre la tira de prueba esta formada por un “cojin absorbente” que dirige el
flujo lateral de la muestra en solucion de forma continua corriente arriba (ver Figura 16).

Para la realizacion de esta prueba se emplea preferentemente el dispositivo divulgado en la patente
W02010/086730.

EJEMPLO 8:
PRODUCCION DE UNA PRUEBA INMUNOCROMATOGRAFICA (LATERAL FLOW IMMUNOASSAYS) CON
INMUNOCONJUGADOS IGY- BIOTINA.

Para el inmunoensayo cromatografico con inmunoconjugados IgY- Biotina, los anticuerpos purificados disueltos en
buffer salino fosfato se marcaron con biotina usando un reactivo de marcacion comercial NHS-LC- Biotina (Priece,
Rockford, 1ll). También se prepard una proteina portadora de straptavidina (BSA-streptavidina). El disefio de la tira
de prueba se muestra en la Figura 17.

La preparacion de la muestra para el inmunoensayo cromatografico se realizé de igual forma que para el Elisa
indirecto, en este caso para la interpretacién de resultado se le otorgé un valor numérico a los resultados
colorimétricos por intensidad de color, del 1 al 5, siendo 1 sin coloracién y 5 la intensidad de coloracion mas alta.

Para la realizacion de esta prueba se emplea preferentemente el dispositivo divulgado en la patente
W02010/086730.
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Asp

Ser

Thr

Leu
210

Met

Trp

35

Arg

Ser

Ile

Arg

Asn

115

Leu

Leu

Asn

Asn

Asn

195

Met

Cys

Arg

20

Ala

Xaa

Gln

Gln

Glu

100

Tyr

Ala

Asp

Gly

Ala

180

Trp

Met

Ser

Thr

Phe

Gln

His

His

85

Gln

Cys

Gln

Ala

Tyr

165

Gln

Gly

Ile

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

70

Asn

Ser

Gln

Thr

Phe

150

Gln

Gly

Asp

Glu

ES 2618898 T3

aminoadcido que ocurre en la

Asn

Thr

Gly

Leu

55

Cys

Gly

Cys

Ile

His

135

Arg

Pro

Val

Asn

Glu
215

Gly

Pro

Val

40

Asp

His

Val

Arg

Tyr

120

Ser

His

Asn

Asp

Gly

200

Tyr

Asn

Ile

25

Ala

Leu

Gly

Val

Arg

105

Pro

Ala

Tyr

Tyr

Tyr

185

Tyr

Pro

Ala

10

Arg

Ala

Ala

Asp

Gln

90

Pro

Pro

Ile

Asp

His

170

Trp

Gly

Tyr

29

Pro

Met

Thr

Glu

Thr

75

Glu

Asn

Asn

Ala

Gly

155

Ala

Ile

Tyr

Val

Ala

Gln

Glu

Gln

60

Ile

Ser

Ala

Xaa

Val

140

Arg

Val

Val

Phe

Val
220

Glu

Gly

Ser

45

Glu

Pro

Tyr

Gln

Asn

125

Ile

Thr

Asn

Arg

Ala

205

Ile

naturaleza

Ile

Gly

30

Ala

Leu

Arg

Tyr

Arg

110

Lys

Ile

Ile

Ile

Asn

190

Ala

Leu

Asp

15

Cys

Tyr

Val

Gly

Arg

95

Phe

Ile

Gly

Ile

Val

175

Ser

Asn

Leu

Gly

Leu

Asp

Ile

80

Tyr

Gly

Arg

Ile

Gln

160

Gly

Trp

Ile
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

11
19
PRT

Secuencia Artificial

Fragmento de olgopéptido disefiado a partir de la regidén de homologia

ES 2618898 T3

entre las proteinas Derp 1,

11

Derf 1 y Blot 1

Pro Ala Asn Phe Asp Trp Arg Gln Lys Thr His Val Asn Pro Ile Arg

1

Asn Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Ile Pro

1

Arg Asn

Val Ala

Ser Glu

50

Tyr Lys

65

Tyr Met

Met Lys

Val Ser

Gly

12
221
PRT

Blomia tropicalis

12

Ala

Gln

Glu

35

Gln

Cys

Lys

Leu

Ser
115

Asn

Gly

Thr

Glu

His

Gln

Asn

100

Tyr

5

Phe

Gly

Leu

Leu

Gly

Lys

85

Gln

Asn

Asp

Cys

Tyr

Leu

Cys

70

Gly

Cys

Ser

Trp

Gly

Ala

Asp

55

Gln

Leu

Gln

Leu

Arg

Ser

Ile

40

Cys

Ser

Leu

Ala

Arg
120

Gln

Cys

His

Thr

Gly

Glu

Asn

105

Tyr

10

Lys

10

Trp

Arg

Tyr

Met

Glu

90

Ala

Arg

30

Thr

Ala

His

His

Ser

75

Ser

Arg

Ala

His

Phe

Gln

Leu

60

Pro

His

Gly

Gly

Val

Ala

Asn

45

Tyr

Glu

Tyr

Thr

Asp
125

Asn

Ala

30

Ile

Asp

Ala

Pro

Arg

110

Gln

15

Pro

15

Ser

Ile

Pro

Phe

Tyr

95

Tyr

Glu

Ile

Ser

Leu

Thr

Lys

80

Lys

His

Ile
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Gln Ala
130

Thr Glu
145

Gly Tyr

Gly Thr

Thr Gln

Ser Leu
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Pro Ala

1

Asn Gln

Ala Glu

Glu Gln
50

Lys Cys
65

Met Lys

Lys Leu

Ala

Ala

Asn

Gln

Trp

195

Gly

13
215
PRT

Ile

His

Asp

Asn

180

Gly

Ile

Met

Phe

Ala

165

Gly

Asp

Asn

Asn

Arg

150

Gln

Ile

Ala

Asn

His

135

Asn

Ile

Asp

Gly

Tyr
215

Secuencia Artificial

Residuos

13

Asn

Gly

Thr

35

Glu

His

Gln

Asn

Phe

Gly

20

Leu

Leu

Gly

Lys

Gln
100

ES 2618898 T3

Gly

Leu

Asp

Tyr

Tyr

200

Pro

Pro

Arg

His

Trp

185

Gly

Ile

2-216 del precursor

Asp

Cys

Tyr

Leu

Cys

Gly

85

Cys

Trp

Gly

Ala

Asp

Gln

70

Leu

Gln

Arg

Ser

Ile

Cys

55

Ser

Leu

Ala

Gln

Cys

His

40

Thr

Gly

Glu

Asn

Lys

Trp

25

Arg

Tyr

Met

Glu

Ala
105

Val Val Ile
140

Lys Gly Ile
155

Ala Val Val
170

Ile Val Arg

Phe Val Glu

Tyr Ala Ser
220

Tyr

Leu

Leu

Thr

Arg

205

Leu

Ile

Arg

Val

Ser

190

His

de cistein proteasa

Thr His Val
10

Ala Phe Ala

His Gln Asn

His Leu Tyr
60

Ser Pro Glu
75

Ser His Tyr
90

Arg Gly Thr

31

Asn

Ala

Ile

45

Asp

Ala

Pro

Arg

Pro

Ser

30

Ile

Pro

Phe

Tyr

Tyr
110

His

Gly

Gly

175

Trp

His

Gly

Ala

160

Trp

Gly

Asn

(Blomia

Ile

15

Ser

Leu

Thr

Lys

Lys

95

His

Arg

Val

Ser

Tyr

Tyr

80

Met

Val

tropicalis)
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Ser Ser

Ala Ala
130

Glu Ala
145

Tyr Asn

Thr Gln

Gln Trp

Leu Gly
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

Tyr Asn
115

Ile Met

His Phe

Asp Ala

Asn Gly
180

Gly Asp
195

Ile Asn

14
215
PRT

Ser

Asn

Arg

Gln

165

Ile

Ala

Asn

Leu

His

Asn

150

Ile

Asp

Gly

Tyr

Arg

Gly

135

Leu

Asp

Tyr

Tyr

Pro
215

Secuencia Artificial

ES 2618898 T3

Tyr

120

Pro

Arg

His

Trp

Gly
200

Arg

Val

Lys

Ala

Ile

185

Phe

Ala Gly Asp

Val Ile Tyr

140

Gly Ile Leu

155

Val Val Leu
170

Val Arg Thr

Val Glu Arg

Gln

125

Ile

Arg

Val

Ser

His
205

Secuencia de conservacidén derivada de SEQ ID

misc feature

(3)..(4)

Xaa puede ser

misc feature

(6)..(6)

Xaa puede ser

misc feature

(9)..(11)

Xaa puede ser

misc feature
(13)..(13)

Xaa puede ser

misc feature
(17)..(17)

un

un

un

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

que

que

que

que

ocurre en

ocurre en

ocurre en

ocurre en

32

la

la

la

la

Glu

His

Gly

Gly

Trp

190

His

NO:13 y SEQ ID NO:15

Ile

Gly

Ala

Trp

175

Gly

Asn

Gln

Thr

Gly

160

Gly

Thr

Ser

naturaleza

naturaleza

naturaleza

naturaleza
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<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222>  (28)..(33)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222>  (35)..(36)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222>  (38)..(40)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222>  (42)..(42)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222>  (44)..(40)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc feature
<222>  (48)..(48)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc feature
<222>  (53)..(53)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc feature
<222> (56)..(66)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222>  (70)..(74)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_ feature
<222> (76)..(79)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_ feature
<222> (81)..(84)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza
<220>

<221> misc_ feature
<222> (86)..(88)

33
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<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222>  (91)..(91)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222>  (93)..(93)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222>  (95)..(100)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222>  (102)..(108)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222> (110)..(112)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc feature
<222>  (114)..(114)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc feature
<222> (116)..(128)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc feature
<222>  (130)..(133)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222> (135)..(136)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_ feature
<222> (138)..(138)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_ feature
<222> (140)..(140)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_ feature
<222>  (142)..(145)

34
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<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222>  (147)..(147)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222> (150)..(151)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222>  (153)..(154)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222> (156)..(156)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222>  (158)..(159)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc feature
<222> (162)..(167)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc feature
<222>  (171)..(172)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc feature
<222>  (175)..(179)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_feature
<222> (181)..(181)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_ feature
<222> (188)..(188)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_ feature
<222>  (191)..(191)

<223> Xaa puede ser un aminodcido que ocurre en la naturaleza

<220>
<221> misc_ feature
<222>  (193)..(193)
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<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<400>
Pro Ala
1

Xaa Gln

Xaa Glu

Glu Gln
50

Xaa Xaa
65

Xaa Xaa

Xaa Xaa

Ser Xaa

Ala Xaa
130

Xaa Ala
145

Tyr Xaa

Xaa puede ser

misc feature
(197) ..(197)

Xaa puede ser

misc feature
(201) ..(210)

Xaa puede ser

misc feature
(212) ..(213)

Xaa puede ser

14

Xaa

Gly

Xaa

35

Glu

His

Xaa

Xaa

Tyr

115

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

20

Xaa

Leu

Gly

Xaa

Xaa

100

Xaa

Xaa

Phe

Xaa

Asp

Cys

Tyr

Xaa

Cys

Gly

85

Cys

Xaa

Xaa

Arg

Xaa

un

un

Xaa

Gly

Xaa

Asp

Xaa

70

Xaa

Xaa

Xaa

His

Xaa

150

Xaa

ES 2618898 T3

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

Arg

Ser

Xaa

Cys

55

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

135

Xaa

Xaa

Gln

Cys

Xaa

40

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

120

Xaa

Arg

His

Xaa

Trp

25

Arg

Xaa

Xaa

Glu

Xaa

105

Xaa

Val

Xaa

Ala

que ocurre en

que ocurre en

que ocurre en

que ocurre en

Xaa Xaa Val
10

Ala Phe Xaa

Xaa Gln Xaa

Xaa Xaa Xaa
60

Xaa Pro Xaa
75

Ser Xaa Tyr
90

Xaa Xaa Xaa

Xaa Xaa Xaa

Xaa Ile Xaa
140

Xaa Ile Xaa
155

Val Xaa Xaa

36

la

la

la

la

Xaa

Xaa

Xaa

45

Xaa

Xaa

Xaa

Arg

Xaa

125

Ile

Arg

Val

naturaleza

naturaleza

naturaleza

naturaleza

Pro

Xaa

30

Xaa

Xaa

Xaa

Tyr

Xaa

110

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Ile

15

Xaa

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

95

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

Tyr

80

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

160

Xaa
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165

Xaa Xaa Xaa Gly Xaa

180

Xaa Trp Gly Asp Xaa

195

Xaa Xaa Ile Xaa Xaa

210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15
207
PRT

ES 2618898 T3

170

175

Asp Tyr Trp Ile Val Arg Xaa Ser Trp Xaa Thr

185

190

Gly Tyr Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

Tyr

Pro
215

Secuencia Artificial

200

Residuos 11-217 de cistein proteasa
pteronyssinus)

15

Pro Ala Glu Ile

1

Met

Thr

Glu

Thr

65

Glu

Asn

Asn

Ala

Gln

Glu

Gln

50

Ile

Ser

Ala

Ala

Val
130

Gly Gly
20

Ser Ala
35

Glu Leu

Pro Arg

Tyr Tyr

Gln Arg
100

Asn Lys
115

Ile Ile

Asp

Cys

Tyr

Val

Gly

Arg

85

Phe

Ile

Gly

Leu

Gly

Leu

Asp

Ile

70

Tyr

Gly

Arg

Ile

Arg

Ser

Ala

Cys

55

Glu

Val

Ile

Glu

Lys
135

Gln

Cys

Tyr

40

Ala

Tyr

Ala

Ser

Ala

120

Asp

Met

Trp

25

Arg

Ser

Ile

Arg

Asn

105

Leu

Leu

Arg Thr
10

Ala Phe

Gln Gln

Gln His

Gln His

75

Glu Gln
90

Tyr Cys

Ala Gln

Asp Ala

37

Val

Ser

Ser

Gly

60

Asn

Ser

Gln

Thr

Phe
140

205

Thr

Gly

Leu

45

Cys

Gly

Cys

Ile

His

125

Arg

Pro

Val

30

Asp

His

Val

Arg

Tyr

110

Ser

His

(Dermatophagoides

Ile

15

Ala

Leu

Gly

Val

Arg

95

Pro

Ala

Tyr

Arg

Ala

Ala

Asp

Gln

80

Pro

Pro

Ile

Asp
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Gly Arg

145

Ala

Ile

Tyr

Val

Val

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr Ile

Asn Ile

Arg Asn
180

Ala Ala
195

16
321
PRT

Ile

Val

165

Ser

Asn

Gln

150

Gly

Trp

Ile

Dermatophagoides

16

Met Lys Phe Val

1

Tyr

Phe

Asn

Asn

65

Met

Ala

Leu

Gly

Ala

Asn

Phe

50

His

Ser

Glu

Asp

Cys
130

Arg Pro
20

Lys Asn
35

Leu Glu

Leu Ser

Ala Glu

Thr Ser
100

Leu Arg
115

Gly Ser

Leu

Ala

Tyr

Ser

Asp

Ala

85

Ala

Ser

Cys

Ala

Ser

Ala

Leu

Leu

70

Phe

Cys

Leu

Trp

Arg

Tyr

Asp

Asp

ES 2618898 T3

Asp

Ser

Thr

Leu
200

farinae

Ile

Ile

Thr

Lys

55

Ser

Glu

Arg

Arg

Ala
135

Ala

Lys

Val

40

Tyr

Leu

Gln

Ile

Thr

120

Phe

Asn

Asn

Asn

185

Met

Ser

Thr

25

Glu

Val

Asp

Leu

Asn

105

Ala

Ser

Gly

Ala

170

Trp

Met

Leu

10

Phe

Glu

Glu

Glu

Lys

90

Ser

Thr

Gly

38

Tyr

155

Gln

Gly

Ile

Leu

Glu

Glu

Ala

Phe

75

Thr

Val

Pro

Val

Gln

Gly

Asp

Glu

Val

Glu

Glu

Asn

60

Lys

Gln

Asn

Ile

Ala
140

Pro

Val

Asn

Glu
205

Leu

Phe

Val

45

Lys

Asn

Phe

Val

Arg

125

Ala

Asn

Asp

Gly

190

Tyr

Ser

Lys

30

Ala

Gly

Arg

Asp

Pro

110

Met

Thr

Tyr

Tyr

175

Tyr

Pro

Thr

15

Lys

Arg

Ala

Tyr

Leu

95

Ser

Gln

Glu

His
160

Trp

Gly

Val

Ala

Lys

Ile

Leu

80

Asn

Glu

Gly

Ser
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Ala

145

Leu

Arg

Tyr

His

Gln

225

Ile

Ile

Ile

Asn

Ala

305

Met

Tyr

Val

Gly

Pro

Tyr

210

Ile

Gly

Ile

Val

Ser

290

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Asp

Ile

Tyr

195

Gly

Arg

Ile

Gln

Gly

275

Trp

Asn

17
220
PRT

Ala

Cys

Glu

180

Val

Ile

Glu

Lys

His

260

Tyr

Asp

Asn

Tyr

Ala

165

Tyr

Ala

Ser

Ala

Asp

245

Asp

Gly

Thr

Leu

Arg

150

Ser

Ile

Arg

Asn

Leu

230

Leu

Asn

Ser

Thr

Met
310

Asn

Gln

Gln

Glu

Tyr

215

Thr

Arg

Gly

Thr

Trp

295

Met

Secuencia Artificial

ES 2618898 T3

Thr

His

Gln

Gln

200

Cys

Gln

Ala

Tyr

Gln

280

Gly

Ile

Ser

Gly

Asn

185

Gln

Gln

Thr

Phe

Gln

265

Gly

Asp

Glu

Leu

Cys

170

Gly

Cys

Ile

His

Gln

250

Pro

Val

Ser

Gln

Asp

155

His

Val

Arg

Tyr

Thr

235

His

Asn

Asp

Gly

Tyr
315

Leu

Gly

Val

Arg

Pro

220

Ala

Tyr

Tyr

Tyr

Tyr

300

Pro

Ser

Asp

Glu

Pro

205

Pro

Ile

Asp

His

Trp

285

Gly

Tyr

Glu

Thr

Glu

190

Asn

Asp

Ala

Gly

Ala

270

Ile

Tyr

Val

Gln

Ile

175

Arg

Ser

Val

Val

Arg

255

Val

Val

Phe

Val

Residuos 101-320 de preproenzima de alérgeno DER P 1

17

Glu

160

Pro

Ser

Gln

Lys

Ile

240

Thr

Asn

Arg

Gln

Ile
320

(proDerpl)

Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu Arg Gln
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Met Arg

Trp Ala

Arg Asn
50

Ser Gln
65

Ile Gln

Arg Glu

Asn Tyr

Leu Ala
130

Leu Asp
145

Asn Gly

Asn Ala

Asn Trp

Met Met
210

<210>
<211>
<212>
<213>

Thr

Phe

35

Gln

His

His

Gln

Cys

115

Gln

Ala

Tyr

Gln

Gly

195

Ile

18
221
PRT

Val

20

Ser

Ser

Gly

Asn

Ser

100

Gln

Thr

Phe

Gln

Gly

180

Asp

Glu

Thr

Gly

Leu

Cys

Gly

85

Cys

Ile

His

Arg

Pro

165

Val

Asn

Glu

Pro

Val

Asp

His

70

Val

Arg

Tyr

Ser

His

150

Asn

Asp

Gly

Tyr

Ile

Ala

Leu

55

Gly

Val

Arg

Pro

Ala

135

Tyr

Tyr

Tyr

Tyr

Pro
215

Artificial Sequence
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Arg

Ala

40

Ala

Asp

Gln

Pro

Pro

120

Ile

Asp

His

Trp

Gly

200

Tyr

Met

25

Thr

Glu

Thr

Glu

Asn

105

Asn

Ala

Gly

Ala

Ile

185

Tyr

Val

10

Gln

Glu

Gln

Ile

Ser

90

Ala

Val

Val

Arg

Val

170

Val

Phe

Val

40

Gly

Ser

Glu

Pro

75

Tyr

Gln

Asn

Ile

Thr

155

Asn

Arg

Ala

Ile

Gly

Ala

Leu

60

Arg

Tyr

Arg

Lys

Ile

140

Ile

Ile

Asn

Ala

Leu
220

Cys

Tyr

45

Val

Gly

Arg

Phe

Ile

125

Gly

Ile

Val

Ser

Asn
205

Gly

30

Leu

Asp

Ile

Tyr

Gly

110

Arg

Ile

Gln

Gly

Trp

190

Ile

15

Ser

Ala

Cys

Glu

Val

95

Ile

Glu

Lys

Arg

Tyr

175

Asp

Asp

Cys

Tyr

Ala

Tyr

80

Ala

Ser

Ala

Asp

Asp

160

Ser

Thr

Leu
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<220>
<223>

<400>

18

Ala Cys Arg

1

Ser

Cys

Tyr

Ala

65

Tyr

Ala

Ser

Ala

Asp

145

Asp

Gly

Thr

Leu

Leu

Trp

Arg

Ser

Ile

Arg

Asn

Leu

130

Leu

Asn

Ser

Thr

Met
210

Arg

Ala

35

Asn

Gln

Gln

Glu

Tyr

115

Thr

Arg

Gly

Thr

Trp

195

Met

Residuos

Ile

Thr

20

Phe

Thr

His

Gln

Gln

100

Cys

Gln

Ala

Tyr

Gln

180

Gly

Ile

101-

Asn

Ala

Ser

Ser

Gly

Asn

85

Gln

Gln

Thr

Phe

Gln

165

Gly

Asp

Glu

321

Ser

Thr

Gly

Leu

Cys

Gly

Cys

Ile

His

Gln

150

Pro

Val

Ser

Gln
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Val

Pro

Val

Asp

His

Val

Arg

Tyr

Thr

135

His

Asn

Asp

Gly

Tyr
215

Asn

Ile

Ala

40

Leu

Gly

Val

Arg

Pro

120

Ala

Tyr

Tyr

Tyr

Tyr

200

Pro

Val

Arg

25

Ala

Ser

Asp

Glu

Pro

105

Pro

Ile

Asp

His

Trp

185

Gly

Tyr

Derf 1

Pro

10

Met

Thr

Glu

Thr

Glu

90

Asn

Asp

Ala

Gly

Ala

170

Ile

Tyr

Val

41

Ser

Gln

Glu

Gln

Ile

75

Arg

Ser

Val

Val

Arg

155

Val

Val

Phe

Val

(proDerpl)

Glu

Gly

Ser

Glu

60

Pro

Ser

Gln

Lys

Ile

140

Thr

Asn

Arg

Gln

Ile
220

Leu

Gly

Ala

45

Leu

Arg

Tyr

His

Gln

125

Ile

Ile

Ile

Asn

Ala

205

Met

Asp

Cys

30

Tyr

Val

Gly

Pro

Tyr

110

Ile

Gly

Ile

Val

Ser

190

Gly

Leu

15

Gly

Leu

Asp

Ile

Tyr

95

Gly

Arg

Ile

Gln

Gly

175

Trp

Asn

Arg

Ser

Ala

Cys

Glu

80

Val

Ile

Glu

Lys

His

160

Tyr

Asp

Asn
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una composicion de anticuerpos policlonales IgY contra alérgenos de acaros util
como reactivo de diagnéstico, caracterizado porque comprende las etapas de:
a) preparar una composicion inmunogénica que comprende al menos un péptido que consiste en una

secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID Nos. 1, 2, 3,5y 6;

b) hiperinmunizar un ave con dicha composicion inmunogénica;
c) extraer los anticuerpos policlonales IgY de la yema de huevo puesto por el ave; y
d) purificar los anticuerpos policlonales IgY;
e) opcionalmente marcar los anticuerpos policlonales IgY; v,
f) opcionalmente generar inmunoconjugados de los anticuerpos policlonales IgY.
2. El método de Reivindicacién 1, en donde la etapa b) incluye méas de una inmunizacion.
3. El método de Reivindicacion 1, en el que en la etapa a), la preparaciéon de la composicion inmunogénica se

efectia por emulsificacion del péptido con adyuvante de Freunds completo para una primera inmunizacién en la
etapa b), y con adyuvante de Freunds incompleto para posteriores inmunizaciones en la etapa de hiperinmunizacion
b).

4. El método de IaS Reivindicaciones1 y 2, en donde, en la etapa b), la hiperinmunizaciéon se efectia en
gallinas de la linea comercial Hy Line Brown.

5. El método de la Reivindicacion 1, en donde en la etapa b) la hiperinmunizacidn se efectia en los musculos
pectorales de las gallinas a intervalos de 15 dias.

6. El método de la Reivindicacion 1, en donde la purificacion de la etapa d) se efectia empleando una
columna de sefarosa CL4B activada con divinilsulfona acoplada con 3-Mercapto etanol, en donde el soporte activo
se equilibra en tampdn fosfato suplementado con Na;SOs, y posteriormente se adiciona una dilucion de la muestra
en tampon de equilibrio, y la elucién de los anticuerpos policlonales IgY se obtiene mediante la adicion de un tampon
fosfato.

7. Una composicién de anticuerpos policlonales IgY obtenidos por el método de la Reivindicacién 1.
8. Un método para la deteccién de alérgenos de acaros en muestras de polvo provenientes de espacios

intramuros usando anticuerpos policlonales IgY especificos para las proteinas alergénicas de acaros
intradomiciliarios producidos de los oligopéptidos de la Reivindicacion 1, que comprende los siguientes pasos:

i) tomar muestras de polvo de ambientes en los cuales esté presente o0 se sospeche estan presentes
los acaros intradomiciliarios;

ii) preparar extractos de proteinas de las muestras de polvo;

iii) desarrollar pruebas inmunoquimicas por contacto del extracto de proteinas con la composicién de

anticuerpos policlonales IgY de la Reivindicacion 7, con el fin de evaluar la presencia de alérgenos en las muestras
colectadas previamente.

9. El método de la Reivindicacion 8, en donde en el paso (ii), las muestras se preparan empleando un buffer
de extraccion PBS - Tween, agitacion, centrifugacion y filtracion con un filtro de 0.22 pm, preservando el
sobrenadante y descartando los sélidos retenidos en el filtro.

10. El método de la Reivindicacion 8, en donde el paso (iii) comprende poner en contacto el extracto proteico
con la composicion de anticuerpos policlonales IgY, y la deteccion de los alérgenos se efectia mediante anticuerpos
anti-IgY conjugados con peroxidasa de rabano (HRP) diluidos 1/1000, y la prueba se revela con sustrato TMB
3,37,5,5tetrametilenzidina.

11. El método de la Reivindicacién 8, en donde la deteccion de alérgenos de acaros se efectia mediante una
prueba inmunocromatografica (lateral Flow Immunoassays) con inmunoconjugados seleccionados entre
inmunoconjugado IgY-nanoparticulas de oro coloidal, e inmunoconjugado IgY-biotina.

12. Un kit analitico para la deteccién de acaros que comprende la composicion de anticuerpos de la
Reivindicacion 7.
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Fig. 1.
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ELISA del péptido 2

Fig. 11
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ELISA del péptido 1
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Deteccion indirecta de los alérgenos con anticuerpos IgY

O alergeno

I. Anti-anticuerpo

N Ig¥ conjugado

/
N/ Anticuerpo
Y

Fig. 15
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Disefio de la tira de prueba con inmunoconjugados IgY - nano particulas de oro coloidal

PASO 1.
Zona Aplicacion Zona Marcacion Zona de Deteccion T Zona Deteccion C
PASO 2.

Zona Aplicacion Zona Marcacion Zona de Deteccion T Zona Deteccion C
PASO 3 a.

Zona Aplicacion Zona Marcacion Zona de Deteccion T~ Zona Deteccion C

PRUEBA POSITIVA (UNA SENAL)

PASO 3 b.

Zona Aplicacion Zona Marcacion Zona de Deteccion T Zona Deteccion C

PRUEBA NEGATIVA (DOS SENALES)

Fig. 16
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Disefio de la tira de prueba con inmunoconjugados IgY - Biotina

PASO 1.

Zona Aplicacion Zona Marcacion Zona Deteccion T Zona Deteccion C

PASO 2.

PASO 3 a.

PRUEBA POSITIVA (UNA SENAL)

PASO 3 b.

PRUEBA NEGATIVA (DOS SENALES)

A

vAy
<L Biotina

\

G Inhibidor
D Straptavidina

‘4» Anticuerpo IgY marcado con biotina
v‘

‘ Nano-narticula de oro colidal Fig. 17
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Analisis de homologia de las secuencias
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Fig. 18. Alineamiento multiple de las secuencias de proDerpl, proDerfl, y Blot 1
Segh Name Len(aa) Segb Name Len(aa) Score
1 giproDerpl 320 2 giproDerfl 321 ai
1 giproDerpl 320 3 giBlotl 221 33
2 giproDerfl 321 3 giBlotl 221 34

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

giproDerpl
giproDerfl
giBlotl

giproDarpl
giproDarfl
giBlotl

giproDerpl
giproDarfl
giBlotl

giproDerpl
giproDeril
giBlotl

giproDerpl
giproDerfl
giBlotl

giproDarpl
giproDarfl
giBlotl

MKIVLAIASLLALSAVYARPISIKTFERYKKAFNKS YATFEDERAARKNFLESVEYVQSK €0
MKFV LATASLLVLSTVYARPAS IKTFERFKKAFNKN YATVEEERVARKNFLESLEYVERN €0

GGATNHLSDLSLDEFKNRPLNSABATEALKTOF DLNABTNACS IN-GNAPAT IDLROMRT
KGAINHLSDLSLDEFKNRYLKSAEATEOLKTQFDLNARTSACRINSYNVPSELOLRSLRT
cecmccccmcomcccamcomamemeenamnannecaeaneeaanaana= | PANFONROKTH

Pree¥® »
.

VTPIRMOGGCGICNATSGVAATEIAYLAYRNQS LDLABQELY DCAS = == === ==(QHGCHG
VT PIRMOGGCGECNATSCVARTZSAYLAYRNT S LDLSEQELYVDCA S - =~ ==~ ~~(QHGCHG

VRPIRNQGGCGECNATAASSVALTLYATRRHQN I ILSEQELLDCTYHLYDPTYKCHGCQS

'."' .""""':. :.:': . :': | ':"":": "':.
CTIFRGIEY IQRNGVVQESYYRYVAREQSCRRE-PMAQRFGIINYCQIYFPNVIK IREALA
CTIFRGIEY IQONGVWEERSYPYVARECQCRR-PNIQRYGISNYCQIYPPIVEQIREALT

GESFEATKYMEKQKGLLEESH YPYEMELNQOCANARGTRYHVISYNG LRYRAGDQIIWI

. sokS®rese®rgst M ® p p.®3  see B2 RT3 o8

QTHSAIAVIIGIKDLDAFRHYDGRT IIQRDRGYQPRYRAVN IVGYSIA QEVD YN IVRNEW
QTHTAIAVIIGIKDLRARCHYDGRT IIQKDRGYQPRYHAVN IVGYGITQSVD YN IVRNEW
MEHGPVY IY THGTEA-HFRNLREGI LRGAGYHDAQIDHR‘N LVGNGTCNGIDYNIVRTSW

2B 8.0 W i tee LA -0'-.‘ '-""" r

DTMNGDNGYGYFAANIDIMMIBZYPYVVIL 320
DTTNGDEGYGYFQAGHNLMMIEQYPYVVIM 321
GTCNGDAGYGEVERHHNSLGINNYPIYASL 221

P PENY PwYN. s s P dw
. ..

.
. . .. .- .

70

119
120
12

171
172
12

230
231
132

2980
281
181



ES 2618898 T3

Fig 19. Alineamiento multiple de las secuencias proDerpl, proDerfl y Blotl y la SEQ N° 1.

CLUSTAL W (1.63) muitiple sequence alignment

giproberpl
giseqd
giprobertl
giBlotl

giproDerpl
giseqd
giprobertl
giBlotl

giproberpl
giseqd
giprobertl
giklotl

giproberpl
giseqd
giprobertl
giBlotl

giproDerpl
giseqd
giproberrl
giBlotl

giproberpl
giseqd
giprobertl
giBlotl

MKIVLAIASLLALSAVYARPSSIKTFEEYKKAFNKSYATFEDEEAARKNFLESVKYVQSN €0

MKEVLAIASLLVLSTVYARPAS IKTFEEFKKAFNKNYATVEEEEVARKNF LESLKYVEAN 60

GGAINHLSDLSLOEFKNRFLMSAEAFEHLKTQFDLNAETNACSIN-GNAPAEIDLRQMRT 119
TNACS IN-GNAPAEIDLRQMR- 20
KGAINHLSDLSLOEFKNRYLMSAEAFEQLKTQFDINAETSACRINSVNVPSELDLRSLRT 120
IPANFDWRQKTH 12

Ryt .,
VIPIRMQGGCGSCOWAF SGVARTESAY LAYRNQSLDLAEQELVDCAS - === === QHGCHG 171
VIPIRMOGGCGICWAF SGVAATESAY LAYRNTSLDLSEQELVDCAS == mmmmm QHGCHG 172

VNPIRNQGGCGICWAFAASSVAETLYA IHRHQNIILSEQELLDCTYHLYDPTYKCHGCQS 72

DTIPRGIEYIQHNGVVQESYYRYVAREQSCRR-PNAQRFGISNYCQIYFPNVNKIREALA 230

CTIPRGIEYIQONGVVEERSYPYVAREQQCRR-PNSQRYGISNYCQIYFPOVKQIREALT 231
GMSPEAFKYMKQKGLLEESHYPYKMKLNQCQANARGTRYHVSSYNSLRYRAGDQEIQAAT 132

QTHSAIAVIIGIKDLDAFRHYDGRTIIQRDNGYQPNYHAVNIVGYSNAQGVDYWIVRNSW 230

QTHTAIAVIIGIKDLRAFQHYDGRT IIQHDNGYQPNYHAVNIVGYGSTQGVDYWIVRNSW 291
MEHGPVV IYIHGTEAHFRNLRKG-ILRGAGYNDAQIDHAVVLVGKGTQNGIDYWIVRTSN 191

DTNRGDNGY GYFAANIDLMMIEEYPYVVIL 320

DTTRGDSGYGYFQAGNNLMMIEQYPYVVIM 321
GTORGIAGYGFVERHHNSLGINNYPIYASL 221
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Fig 20. Alineamiento multiple de las secuencias proDerpl, proDerfl y Blotl y la SEQ N°2.

CLUSTAL ¥ (1.83) multiple sequence alignment

giproberpl MKIVLAIASLLALSAVYARPSS IKTFEEYKKAFNKS YA TFEDEEAARKNFLESVKYVQSN 60

giprobertl MKFVLAIASLLVLSTVYARPAS IKTFEEFKKAPNKNYATVEEEEVARKNF LESLKYVEAN €0

T 7Y RS ————

giBlotl

giproberpl GGAINHLSDLSLOEFKNRF LMSAEAFEHLK TOFDLNAETNACSIN-GMAPAEIDLROMRT 119

giprobertl KGAINHLSDLSLDEFKNRYLMSAEAFEQLK TQFDLMAETSACRINSVNVPSELOLRSLRT 120

giseql -

giBlotl = mecemeeccceoee- - - IPANFDWRQKTH 12

giproberpl VIPIRMQGGCGSCORAF SGVAATESAY LAYRNQSLDLAEQELVDCASQ-====m~ HGCHG 171

giprobertl VIPIRMOGGCGSCNAF SGYAATESAYLAYRNTSLOLSEQELVDCASQ-------- HGCHG 172

giseql --PIRMIGGCGICWAF SGV - ———- 17

giBlotl VNPIRNQGGCGSCRAFAASSVAETLYA IHRHONT ILSEQELLOCTYHLYDPTYKCHGCQS 72
ey "O'O'."': A

giproberpl DTIPRGIEYIQHNGVVQESYYRYVAREQSCRR-ENAQRFGISNYCQI- YPENVNKIREAL 229

giprobertl DTIPRGIEYIQQNGVVEERSYEYVAREQQCRR-ENSQHYGISNYCQI-YPPDVKQIREAL 230

X7 Y S

giBlotl GMIPEAFKYMKQKGLLEESHYP YKMKLNQCQANARGTRYHVSSYNSLRYRAGDQE IQAAT 132

giproberpl AQTHSAIAVIIGIKDLOAFRHYDGRT I IQRDNGYQPN-- YHAVNIVGYSNAQGVDYW IVR 287

giprobertl TQTHTAIAVIIGIKDLRAF QHYDGRT I IQHDNGYQPN-- YHAVNIVGYGSTQGVDYW IVR 288

giseql

giBlotl M- HG-- PVVIYIHGTEAHFR-NLRKGILRGAGYNDAQ IDHAVVLVGHGTONGIDYN IVR 188

giproberpl NSWDTNKGONGYGYFAANIDLMMIEEYPYVVIL 320

giprobertl NIKDTTWGDSGYGYF QA GNNLMMIEQYPYVVIM 321

177 + RS R ———

giBlotl TSWGTOWGDAGYGFVERHHNSLGINNYPIYASL 221
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911511953 |gb|AABE0215.1|
9i1730035|sp|P16311.2| PEPT1_DE
gi|peptidel

91114276828 | gb| AAKSE415.1|

gi1511953|gb|AABE021S.1|
gi1730035/8p|P16311.2| PEPT1_DE
gi|peptidol

91114276828 |gb|ARKSE415.1|

gi1511953|gb|AABE0215.1
gi1730035]|8p|P16311.2| BEPT1_DE
gi|peptidel

91114276828 |gb|AAKSE415.1|

gi1511953|gb|AABE0215.1|
gi1730035|sp|P16311.2| PEPT1_DE
gi|peptidel

gi114276E28 |gb|AAKSE415.1]

gil511953|gb|AAB60215.1]
gi1730035|8p|P16311.2| PEPT1_DE
gilpeptidol

91114276828 |gb| ARKSE415.1]

Fig 21. Alineamiento multiple de las secuencias proDerpl, proDerf] y Blotl y la SEQ N° 3

ACSIN-GNAPAEIDLROMRTVIPIRMOGGCGSCWAFSGVAATESAYLAYR 149
ACRINSVNVPSELDLRSLRTVIPIRMQGGCGSCWAFSGVAATESAYLAYR 150

-------- IPANFDWRQKTHVNPIRNQGGCGSCWAFARSSVAETLYAIHR 42

NQSLDLAEQELVDCASQ---=-=--- HGCHGDTIPRGIEYIQHNGVVRESY 191
NTSLDLSEQELVDCASQ-======~ HGCHGDTIPRGIEYIQONGVVEERS 192

HONIILSEQELLDCTYHLYDPTYKCHGCQSGMSPEAFKYMKQKGLLEESH 92

YRYVAREQSCRR-PNAQRFGISNYCQI-YPPNVNKIREALAQTHSAIAVI 239
YPYVAREQRCRR-PNSQHYGISNYCQI-YPPDVKQIREALTQTHTAIAVI 240

YPYRMKLNQCOANARGTRYHVSSYNSLRYRAGDQE IQARIMN-HG--BVV 139

IGIKDLDAFRHYDGRTIIQRONGYQPN--YHAVNIVGYSNAQGVDYWIVR 287
IGIKDLRAFQHYDGRTIIQHDNGYQPN--YHAVNIVGYGSTQGDDYWIVR 288
DYWIVR 6

IYIHGTEAHFR-NLRKGILRGAGYNDAQIDHAVVLVGWGIQNGIDYWIVR 188

Ahhhhd

NSWDINWGDNGYGYFAANIDLMMIEEYPYWVIL 320
NSWDTTWGDSGYGYFQAGNNLMMIEQYPYVVIM 321
NSWDINWGDNGYGY---=======mm==aeeaa 20
TSWGTQWGDAGYGEVERHENSLGINNYPIYASL 221

JHAE RRE b

PLEASE NOTE: Showing colors on large alignments is slow.

Show Colors || View AlignmentFile
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CLOSTAL 2.0.10 multiple sequence aligoment

gi|511353|gb|AABED215.1 |
gi|ieqd

gi|2753034%|doj |BACEIHE.1|
gi|14276828 | gb|AAKSE415.1]

gi[511%53|gb|AABRO215.1|
gi|Seqd

gi|2753034%|doj |[BACEIR4R.1|
gi| 14276828 |go|ARKSE415. 1)

gi[511%53|gb|AABRO215.1|
gi|Seqd

gi|2753034%|doj |[BACE3IR4R.1|
gi| 14276828 |go|AAKSR415. 1)

gi| 511953 |gh|ARBEO215.1
gi|Seqd

gi[2753034%|do] |BACS3348.1
gi| 14276828 | go |RAKGA41E. 1|

gi[511353|gb|ARBRO215.1|
gi|Seqd

gi[2753034%|do] |BACS3348.1
gi| 14276828 | go |RAKGA41E. 1|

gi[511353|gb|ARBRO215.1|
gi|feqd
71127530349 | doj (BACS3548.1
gi|14276828 | gb|ARK52415.1]

gi[511%53|gh|AABRO215.1 |
gi|feqd
gi|2752034%|do] | BACEIR48.1 |
gi|14276828 |gh|ARKS2415.1|

MEIVIAIASLLALSAVYARPS TR TFEEYKEAF RS YATFEDEERRRENE

MEFVIAIASLLVLETVYARPA S IKTFEEFERAFNEN YATVEEEEVARENE

LESVEYVQENGGAINA LS DLE LOEF ENFF LMSAEAFERLETQFDLMAETR

LESLEYVEANKGRINALSDLSLOEFENEY LKSAEAFEQLETQFDLMAETS

ACSIN-GHAFAEIDLROMRTVIP IEMOGGCGECRAF SGVAATESATLAYER |

ACRINSVHVPSELDLRELETVTE IRMOGE
=== - IFRNFDWRQETEVNE IRNOGECESCHAF AR S SVAETL YA THE

NOSLOLAEQELVDCAS ~= = ==~ === (HECHGD TIPRGIEY IGHNEVWGESY
NTSLOLSEQELVDCAS —-- ————-(HGCHGOTIPRGIEY IGOHEVVEERS
HOMIILSEQELLDC TYHLY DR TYRCHECQE CMEPEAFEY MEQEGLLEESH

YRYVAREGECRE-PHAQRFGI SHY COIYPPHVNEIRERLAQTHEATAVII
TEEVRRE GO RR-PNaQHY GI S NY COIYPPOVEGQIEEALTTHIATAVII
TEYEME LN AR R TRY HV S SYNS LEYRAGDOET QAR IMNHCEVV IY T

GIRDLDAFRHYDGRTIIQRONGYGEHYHAVHIVGYSHAGGVI YW IVEHSH
-————-FRHYDGRTIIQRONGYOEHY————————————-
GIEDLRATQHYDGRETI ICHDNGY QF YRRV IVGYGSTOEVITHIVENSH
HG-TEAHFENLERG ILRGAGYNDAQIDHAVV LV GHGTQNGIDIWIVET 3W

# e .
HYH a

CTHRGINGYGYFRANIDLMMIEEYFYWWIL 220
CTTHGDEGYGYFCRGHRLMMIEGYFYVWIM 221
GTORGDAGYGEVERHRRSLGIENYFITASL 221
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Fig 22. Alineamiento multiple de las secuencias proDerpl, proDerfl y Blotl y la SEQ N° 4.
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Fig 23. Alineamiento multiple entre el proDer p1, pro Der f1, Blot 1 y Seq N° 5.
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CLUSIAL W (1.%3) multiple sequence alignment

giBlotl
giseqll
JiproDerpl
JiproDerfl

giBlotl
gizseqll
giproDerpl
JiproDerfl

giBlotl
giseqll
giproDerpl
JiproDerfl

gieElotl
giseqll
giproberpl
JiproDerfl

gieElotl
gizeqll
giproberpl
giproberfl

gielotl
gizseqll
JiproDerpl
giproDerfl

HMEIVLAIASLLALSAVYARP S IKTFEEYREAFNESYATFEDEEARRENEF LESVEYV SN
MEFVLAIACLLVLETVYARPASIKTFEEFEEAFNENYATVEEEEVARENF LESLEYVEAN

———————————————————————————————————————————————— IFANFDWRQKTH
———————————————————————————————————————————————— IFANFDWRQKTH
CGAINHLSDLSLDEFKNRE LMSAEAFERLKT QFDLNAETNACSIN-GNAPAEIDLROMRET
KGAINHLSDLSLDEFKNRYLMEAEAFEQLKT QFDLNAET SACRINSVNVESELDLRELRT

L
VNE IRNQGGECGE SCWAFAAS SVAETLYATHREQNI ILSEQELLDC TYELYDE TYKCHGORS
VHE TR (G === == === = mmmmm o e e e
VIFIRMOGGECGE SCWAF SGVARTESAY LAYRNQSLDLAEQELVDCAS 0—- ————— -HGCHE
VIFIRMOGGECGSCWAF SGVAATESAY LAYRNT SLDLEEQELVDCAS g-- ————- -HGCHE

* tEk k%

CMEFEAFKYMEQKGLLEESHY FYRME LN AR RCTRYHV G ST NS LEYRAGDQEI QR T

DIIPRCIEY IQHNGVV ESYYRYVAREQSCRE-PRAQRF CI SHYCOIYPPNVHEIRERA LA
DIIFRGIEYIQONGVVEERSYFYVAREQQCRE-FRSQHYCI MY OO IYFPOVEQIRERALT

HHEGEVY ITIHGIEARFENLEKG-—— ILEGAGYNDAQIDHAVVIVERGIQHNGIDYWIVET

CTHCAIAVIIGIKDLDAFRAYDGRTI IQRDNGY QPN -—YHAVHNIVEY SHAQGVDYWIVEN
CTHETAIAVIIGIKDLRAFQHYDGRTI IQHDNGY QP -—YHAVHNIVEYGETOEVDYWIVEN

SWEICWGDAGY GFVEREHNSLGINNYFIYASL 221

SWOINWGDHNGY GYFARNIDLMMIEEYEYVVIL 320
SWOITWGDSGYGYFQRGNNLMMIEQYPYVVIM 321
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Fig 24. Alineamiento multiple entre el proDer p1, pro Der f1, Blot 1 y Seq N° 6.
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CLUSTAL ¥ (1.83) multiple sequence alignment

gislotl
giseqs
giproberpl
giprobertl

giBlotl
giseqs
giproberpl
giproberctl

giBlotl
giseqs
giproberpl
giproberel

giBlotl
15299

giproberpl

giproDertl

gislotl
giseqs
giproberpl
giprobertl

gislotl
giseqs

giproberpl
giprobersl

MKIVLAIASLLALSAVYARPSSIKTFEEYKKAFNKSYATFECEEAARKNF LESVKYVQSN
MKFVLAIASLLVLSTVYARFPASIKTFEEFKKAFNKNYA TVEEEEVARKNF LESLKYVEAN

GGAINHLSOLSLOEFKNRF LMSAEAFEHLKTOFDLMAETHACS IN-GNAPAE IDLROMRT
KGAINHLSDLSLOEFKNRYLMSAEAFEQLKTQFDLMAETSACRINSVNVPSELDLRSLRT

VRPIRNQGGCGSCRAFAASSVAETLYA IHRHONIILSEQELLOCTYRLYDPTYKCRGCQS

VIPIRMQGGCGSCHAF SGVAATESAY LAYRNQSLDLAEQELVDCAS~ == mwmw ~QHGCHG
VIR I RMOGO OGS CRAF SGVAATES AY LAYRNT SLOLSEQELVICAS - == ===~ -QHGCHS

OTIPRGIEYIQHNGVVOESYYRYVAREQSCRRENAQRFGISNYCQIYPENVNKIREALAQ
OTIPRGIEYIQONGVVEERSYPYVAREQOCRRPNSQRYGISNYCQIYPPOVKQIREALTQ

MNHGPWY IY IHGTEARFRNLRKGI LRGAGYNDAQI DHAVV LVGKGTQNGIDYNIVRTSKG
------------- AHFRNLRKGILRGAGYNDAQ=—====c=secococccecanaaax
THSAIAV I1GIKDLDAFRRYDGRT I IQRONGYQPNYHAVNIVGY SNAQGVOYKIVRNSKD
THTAIAV I1GIKDLRAFQHYDGRT I IQHONGYQPNY HAVNIVGY GSTQGVDYRIVRNSKD

TOWRGDAGYGFVERHENSLGINKYP IYASL 221

TNRGDNGYGYFAANIDLMMIEEYPYWIL 320
TTAGDSGYGYFQAGNNLMMIEQYPYWIM 321
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172
132
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232

192
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