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1.0 Resumen 

Con la determJ.nacion de proteinas y elaboracion d~ SDS

PAGE, las mejores condiciones de la ·_e>etraccio-n de los 

posibles alergenos del acaro de polvo·. ca_•'!"r~ .p•r_'!'a'tl'l:'h•goid~s 

p't•ronyssinus, solubilizadas · _:_'_e~ -.·-'·m•diO :· acuóso 1ueron 1· 

refri9eracion, emplear una solu~i'~~.> ·~~~~·;~{g~~~ora de boratos 

a pHm B.S 1 uso de inhibidore·s de proteasas, •oitacion 

macAnica y tiempo de axtraccion de 4 horas; en reextracc1one& 

de polvo aun se obtienen proteinas. Las condiciones en SOS-

PAGE mas favorables fueron: una conc•ntracion y dial is1s de 

los extractos, volumen de 45 µ1 de muestra y 5 µ1 reguladora 

de muestra Bx, eleci.rofOresis en· refrigeracion a 20 mA, oel 

discontinuo a 12. O Y. de monOmeros. El numero de 1>rote1nae. 

fue1 en el extracto comercial (0pC111) 18 1 con ran90 de 7.:, a 

114.B kDa1 extracto-de ,~evad~ra~, u~as, escamas v pelo CE..,J 

21, de 7~5 a 114;.:s"kDái eMtracto--de.polvo caeero purificado y 

recombinan te (Opsa) ~/,".co~ ;·in.ter':"alo de 7,-5 a 72.4 kOa v para 

et eMtracto_. qU.e,":obtu~imos (C 1 ) 20 proteinas de 7.5 • 114.B 

kDa. En los cuat.ro e>etractos hay proteinae cercanas en peso 

molecular a los alergenos reportados. Al9unas consideraciones 

en posteriores estudios son 1 aumento del numero de 

inhibidore• de proteaaas, uso de tubo de diAli&1s con poro de 

excluaion de kDa, determinar proteina5 por método de 

Bradford y tincion de qeles con n1 trato de olata. 



2.0 Introducc~on 

Los alergenos del acaro de-polvo casero D. pteronyssinus y 

de diversos :POlenes, ·venenos· -y mad.ic~n!e.ntos' para causar 

alerc;¡ias, _~tienen ,-que_: :pasar .. por··. los'-: mec-an·i-s~os 'da defensa 

iñespeC:i11C~!5~;;-y·-. ·.-e-SPécif iC:09 ~ ..... -des·PUé~-, cOmbin.ados con· otros 

factores··:~e,Se-~·~~d~~~a~-~-~~::_:·;_(~--~~-~~~~~:~~--~·i-;i~~~l~~:~ .. ~~-e -.·~t.a _mediado 

por 1 a ~~:~~~?~ ~F~:JX~h~~::.!~~:/'/~~-~~.~- :;·~~~~~:-~~)~ :L~/)~_S ·receptores Fe 

de ias :~-.1~·~·~~~~ -~~~-~~d-~~:-~~~~:::~~~:~~·~i~~,:~- , e·r,,:·0-PoSteriores ingresos 

del alero~ri-~·~·< :,---~~~~ -- ;;:~~0~1~·~id~--~-~·~c;¡;.:-.:, 1.a "·i9E-célula cebada, 
- •"f_ < ~/::.: '\ .-.~ ' . . ' 

produciÍ:tndose :1·a·:·-.i~ibE!~aC!'O~: ·d~t-a~.i·n'~s :'_.~ae~~·~t-ivas Productoras 

de la vasodilatacio~,,~ .. '.~:'.:··:;-~\:-~~::;,,:; ~-~:~~10·01~:~: alér9icas comer 

rinitis, .ll!sma o· d~rm~titii~::\9·t·ó'p1é:'á'~- ,-c¡'¡;bidAS a·· loa aleroenos 

del 

dlt ~empRratúra y 

agi tac~.~~~ __ e,l _ c;>·~-~,•i!~:-~~~:~~-~~~~~-~~~"'~-~:~:i~-~~~:·d.~l ~~l vo·.-.--~~~~ero, suele 

ser muy variad6· :si~rido~'.·~~Ól·~o----~comp~"e.tO··.:O Cultivos 'de acares 

puros. Des'pués . ~~~:_·;~~·~~~·~~~-/--¡.~~ P.r.~dUcto's' ·Solubles, en el 

disolvente, se ~-~-~~~~·~,~~.·t~~~·i~-~-~, ~-~~.-: c~~t1d~·d de proteinas y 

carbohidrato&¡ _ pu~:~~~-. "·,.e-r ~e.P.ª\.~~~s, 

compuestO en M1;ú~&:o~ · .P~,~~ : .. ·.~~1~'~uc1~,.:·,' 
·identifu:ado 

con técnicas 

cada 

como 

electrofOreSis en ge1es··-_d~-,.- p~·~,~~~f_(l~~ida~: Sephade>c o hacer 

precipitaciones con agentes como ace"tona. soluciones 

•aturadas de sul fat~ de;·· ~~~,~·¡X. ~-: .. ~·~'-./~:C'ic::i~ '·."~~ic'lor""oacético en. 
,· '· 

diferentes concentraciones. La acti~i~a~ _.biol.~91c• del 

aleroeno y loc:alizacion, puede real izar con orUebas 
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inmunologicas, donde los anticuerpos contra la!I 'tracciones 

antigénicas se f.ijan .• identifican con .tecniCas como ELISA 11 

RAST o !ET. 

2.01.- Antecedentes de .. _ale,:.Qi'a ~">P~i~6 casero. 

En 1.90; ~·i~~·~'t ~~·.,·p~~-¡;~~~:~_'·, .¡~~~~i:_;r¡n~~ ~-e-rros 
qua al inyeCt.ar:les . por SeQUMd~:.· ... ·_~e~.: .. -un;. an't.:L"geno morian 

pocos· mi~~-to~·,.·,.' f~~~~~~:- q~:'- ;~~~~~(~aron- ~~~~i~·¡ucia ::s,,. 

en 1906, 

observando qua •l ad~inÍ~trai-· P~r ·sl!ounda'. vez un anti9eno 

producia &Mtraños trasto~noa ~~.~&. 

Las pruebas cutaneas r con eMtrac.tos da .. aler9eno& fueron 

usadas por Cooke en -1911 ::s,.. 
En 191~ alouno• mRtodos para _la preparacion de e>ttractos 

alergénicos fueron d~scritos por Coca·~·. 

A la presen~ia de al~'-1~.as susta~cias en el suero, 

responsables de la reac~ion da ~ipersensibilid•d se les 

denomino reaoinas en 1921 por Prausni"tz· y kustner 2•·~~.~ .... 

Ese mismo año, con un •>t.traC~a -~~ polvo domestico, aplicado 

en asmaticos, se detectaron r9accioneS positiv•• •n lo• 

estudios de Ktrrn "' 3 ·"'~· ;'.;:~:·;~:~-;·~~·.: -

En 1923 Coke apoyo il:( ant"iu~iOr-_al aplicar el eKtr•cto en 
.-. :;,; ::. ' 

sus P•cientes, atribu'Yené:ÍÓ l~'· r'.it,accion a hongos y • células 

de descamaciOn del ho~br·~,:;_-~ ::~~-:·~h-¡m4les .. ~. Van Lewen postulo 
~ ·~ --. ·: 

la posible ·e>tistencia d'e · acáros; Anccna descubr.1.0 unos 

cuadros alérQicos por 'inhalaciOn':de .acares .a.o ........ 7 • 
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Son c:onclus'.iones de .Adeh1beroer en 1929: que el principio 

activo del polvo. case'ro·-· e~ :·termOl~b.:(1.~ ·se disue1va· en agua y 

so 1 uciOn amo~iiij-~ad~~·:~º;~ ~.::.-~;. · 
En 1942 e'~~1~;~ ;-:; :~~Ú·th~·; t!~~· -~~.~~~~-~-~~~~~; 'd~~ ~.\ ~d~~~-i\; i car 1 oS 

compOnentes ~"P~~i·f ¡-.~~s-;/:~-~-1 ;:;·-~~·i ~~\ ~~~~~~~\~~/~~;~'::·:~~~~~:~· r:/i ~aé:l.0'1es 
' .... _ ~ .. :. __ ;. ,- ' . - ... - ····;' 

traccion•das 'c~~;,~i~~'~:~i~~j};:;1:E~::tf0~f,;~~;,~~l't'-iií ci;. · ~mciiiá .,;. 
~oorhors t ;·>,:Spieksma:-Boezema!l.~;. en;·:· 1964 '.d~~~-~ t~o -. qu& · los 
. · .;;:-:·· .. · · :,::·:.-:-"-.::(;::·~::/~·¿·t·:~;.~;~t:'.:·,:;:~;·;~:r :.;~,h>~<>:.<:·..:·::J ~: : -.-. · · · - ·. 

Derma t~p_hag_oide_:s::·_~PP'.~S.º'"!.'.~: ~º~· ProdÜctores ,de ai·erO&nos· ':z:oz. •:z. 
En·· ··1~-6~·:" :_: .. j~~-hi'~;~.~~~·~;~.{~.: '.'.~~~~·~~~~-~:-. :identi ficen que e ·los 

! ~- .: ;. . ; ' :: .. ' . • . • 
anticuer-pos. '<'.·',~!.~~6n~"f~.~,~~'.~. '.::_~~ ".'la :· ~~~-si·~~il_i~~d : cutanea 

p•rtenece~ •( Ü~~,'.-_-c1'ase, ;d·~-·. {~-~.U~~:Ql~b.:..1i.~a·s_ recoiiocidas como 

2~02.- BarreP.~S de<pr~t•cc·i~!'· cent~• a~··r~anos 

La funcion de _las ba·r-rer~B. d°é '·.'prOtec~'ion..:·· es mantener- la 

integridad 

abar-dar el 

-1unc-iOiia1~~ ·y --~.t-rUct'~~i' .-.d~~' los" _or-oanos¡ para 

or9anismo, lo~~ a.-l~rg~~-~B·: ·encuentran impedimentos 
··:.-... ·,'... .... , 

como a la barrera· muCoc.u~bn&á, las enzimas, vellosidades, 
. . 

cilios y pH. Después .ei si11tema inmune _detecta, vigila y 

reconoce los anti9enOs'Rxogenos, dandose el pr-ocesamien~o de 

fracciones antigénicas, para que se desen.cadenen los 

mecanismos de.defensa celular- y humor-al 1e·=-.s~. 

Las reaccione~ de hiper-sensibilidad se clasifican en 

cuatro, al D. -pterOnyssinus se le implica en la 1, 111 v IV. 

La pr-imera --reaccion es la mas ccmun y p¡..e-dominant9 en la 

clinica • .._ ... .,.,también es denominada como.de t.ipo·~·nmediatO. 

Esta r-&accion esta mediada por- r-eagina~, se produce en 
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segundos o hasta 20 minutos, después de un seg~ndo. coritacto 

con los alergenos, se :presenta en ·personas a1:opiC:as, cuando 

se producen _,Ig¡;;, e~',· un·: ~ri'~~r· .·Con·~~~~~"~·~i~··.'~1~j-~~~~~, La·~·. ~-gE_ 
se adhieren a·-· célul4s' ~.º ~-~·~a·~~-S-.' ··y·_, :--basofilos·.:~ mediante -i'..i. 

' ' > ~·.: ·' 
fraccion cristaliZabll!··~· -·éFcf~ -~_:·tn >·p~:Bt.~riore'S";< desafio& el 

alert¡1eno -.1 ·a.: i:1U.ulas 

sensibilizadas; de amina• 

2.03.- FaCto~•s qUe predisponen a desencadenar •lergias 

La situac·ian y la respuesta alérgica esta controlada porr 

la via de-eMposicion repetida e intensa, dosis de alergenos, 

predispo11icion genética ~~ .. :s•, naturaleza quimica del 

al1u·geno, factores ·comoa temperatura, humedad, aumento de 

contaminantes, irritantes industriales, nuevos productos 

quimicos, medicamentos 1 estrés, desnutricion 1 asi como 

infecciones virales y bacterianas intermitentes del aparato 

respiratorio y de la piel o.•~. 

2.04.- Tipos de alergenos 

Los alerganos que !Suelen ser .. inocuos, pueden provocar 

alergia en individuos atopicos . 'e>epue&tos a el los. Segun la 

via de acceso. al ar·~,ªfli~~o'.·~e ·,~·i~si.fican 11n1 ~eumoalergenos, 
trofoalerger:--os Se han au.11 ado 

caracterizado diferentes" 1~~nt;S" comoa polenes, caspa d• 

animale!5 1 polvo·. Casi!ro, veneno• de .ins•ctos, f•rmacoa y 
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alimentos; suelen, ser prot&inas y ~li~oprotei~as, su peso 

molecular varia de 2~8 a_65 kDa 7 ~3~ 

Dentro ·de.· los ·a1~·r·Oen~~-q~·a. ·-pll~d~;; ser: irihalables lóS_ "mas. 

frecuentes . Son··: p.ol ~iO' :-d-~~~~:~~i:~~~'.~:;·~------:·~~~~-~-~~~- ~-:~'.~':-.. · .. ~-~i~b~:::: casero. 

~eguido _de espé:u·~.ls ·de_. ho~Óo~·~i, __ ·:p~leneS .. : d~·i . .aibOl~S:,,. P1a·ntas. Y 

epitelios. de -·anima1es<~~Y-{i~;=~~,~~,~;:;~~~~1:~~~~-/-~~~-~:~~~~~i~~-~: _·¡~~~~-~~s·, -· 
saliva, lana; ~·1u~a:~. ··,caspa·,._-_; ~~·l·~:-:\~'~~;Hia·~'.i'~:~·l·~~:~::,-~ ~-~:~~~~~-~~~ 
quimicos industriales' y·· .. ·'.:~~-~:~~-~ .. ;,{'.~·~<·'.:¡;¡:~~~~~~--~-, ~-~·;,Ío~·'.<· cÚales 

pueden ser transportados po_r ef·;.: Jj:~~ió;:.j .L·~-~·~_;':~4:is. ·: __ Algunos 

alergenos inhalados de· pOlvO, p~·lene~:~'.~~-~ .in~-i~t6~:::sUe1ei1 ser-

mul tialerg&nicos lo qui! 

aleroenoa mayores y menol"."esi 

-'.·:·:" .,_::. ·"-"· ... 
que · ~-~da··· ful!n tt! 
";> ::;.'i 

uri .:· .90% ."de· .. Atopi.cos 
'. .. ·-·:·,._-._ --.--. 

posee 

sen 

altamente reactivos a los mayores y ,~·de :_10 a 15· X t1; les 

alergenos menores. Los al&~~-enos mayo"res conocidos son 

prote1nas de peso mol•cu1ar, d&.:.20 a 40 kDimi, los alergenos 

menores pueden ser proteinas:,,,._--o poi-ipt!tptidos con un peso 

molecular tan grande c0iño.-:6:5k0~ o tan pequeños como 2.0 kOa 

2.0:5.-Polvo. casero como alergeno 

El polvo -Ci&~e-ro':-es .una mezcla heterogénea de elementos en 
.¡--: 

degradaciO~ .qu_~:!.~~~-~ul'.'fr -productos epidérmicos del hombre y de 

animales, '::esp~~,~~: y- -m_icelios de hon9os, material fibroso 
.. :"_'·'._"_··. 

polen~~.- r~~tO-~-:~de '~li~:~ntos vegetales y cucarachas 27.:.7 • ..-.:. • 
• ·,;· .. :.'. • < 

Cuando _las.,: pe_r~on.aS., pres~ntan ·pruebas cutaneas ~ositlvas -a 

extractOs ·de polvo casero, ·se plaritea la interroQi'".\te 'de cuaJ 
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de todos sus numerosos' componentes es el alergeno.gr1ncipal o 

Unico del. p0l~o ·-:r.~~.·." 

Se- ha ''r-econocido-y ~;·~~-':~-~~.~~.-~~~ .. :;~ue·-e1· D_\inc.i~al- a.lergen_o 

relaciona con la .. 'p;-'e~en~iá:;-~·;na~·~'' .. co,muii .en fas muestraB de 

Dermatophitgo1.des-: sP~·_)_~~-~·~~~r~·~>rLas < ev1~~enc(as -.en ... diversas 

partes dal muñdó-- 50~-~~;~sü'~.&bUildancia· ~:~-~"·:~··lc~~~s> prOducir un 
~·"-.. , , ·-...,,..-:"·,:;::_,;:_ ' '''• 

pico a~ual en;. ta~_ sin'tó~~t01oc;J1ci··:~·á· .'p~~~ie~t._es·:.~usceptibles, de 

a9osto a novi·~~~~~~:~~·~:~:·:~,i~-~~~~~·~·-~a··:e~ la Poblacion de insectos 

que despúés ·d·e~1i.iiá.~·-:ór~4uai·~~nte· Y "por .la sensibilidad de 

pacientes_ a :~6'1J~Í~n·~~- muy· dilUidas de los preparados en los 

2.06~- Caracteristic•·del acaro y sus alergenos 

Alguna• ca'racteristicas del D. pteronyssinus son1 mide de 

17~ a 350. µm_ .. de. Ion9itud, su forma es ovalada, cuticula 

estri~da, - _nO·,:·~on se9~~nt•~os, tienen cuatro pares de patas 

articuladas ·.u. e>ecf-etas miden de 10 a 40 1.1m. •· 3~.·~= ...... 

Suitlen encontrarse en -diferentes sitios de 1~·~ C~,~~ ,\·~~~-ª;.':~·1 
su•lo de dormitorios, en alfombras •. ,.- ·.mUe'~•~-~ :.;;.· ·~~~~.~;~:~-~ •. ~ 
pliegues 'de'.·~~olchon~s ·--y ropa de. c-.'~•·_:·~,:,,tr~'.(~~ro·~~2{·;·1~Q~~o• 
~~ct:ores proPiciOs paf.-a su rep"."odu"é:cion·~.;~~···· .. ~4~ar.r:-.·~11o{~sUl!1•ri 

ser predominio .de huinedad. rel¿\t~Já .<is7'.1.;1 ~,t_·.~1·.·1···.u.~z~.\~.::~.:.;~ .. :,".-:d~:e~.~:ª.·~~ .. ~:/e)o~-~.~ •e>, 
lugar.es· 'po~~.'· v_~·~tÍ._i·a.do·s'.~: .. ausencia''·"~~·:/ - - ' - del 

i~mu~b 1~ 1 , co~~in~~~ ;;~~s~:~h~~-.~:~-~-);~i' ~'.·~~Í'.~,~~~-~· ~ ~1··i;:~·~~:-~~~:;. _·mohos e 

insectos·. - Los' ·~~-i.2h~~~~~->~~~{~·~~,-~~~-~~.{~·:~~,:-:¡~~~~/~k·~º~;~-~i lec~os de 

•nid•cion de'.f D. ·.·-.pt-¡;¡.:onYs.Slf.iús · :y·a:-. ql.ie. ~e.·: n~.ltré· ··esencialmente 

de 1a-~ e~·cama_s -d·é;~-i:~c~~:· hum.9.ri"as< .... ~,>~-;:~·~. s~ n.ln oropuesto 

a· 



diferentes caminos por _los .Que los acares .sec.retan y eKcretan 

sus producto& aler.QéniCo&-, '· estoB s·e · encuentran en sus 

escamas, su:: ~~t~~~~:: .. :'j·:f~~~l )-.:,·,:sus h~~v~c¡~·l~·s ·,y olandulas 

:::::::::~:e:;::~::·;::~~:·~~::~:º'.:~:1!~z~:~::::u:::.d::e:~r:: 
de· bolitas re'cubier"t~~; d·e·«:'Pr,;te·1n~~. ~:~~-.- ~¿,~ -~~.:-~-~:~~~º::~~~-~en, 
atravesar', ·~-1~:~--b~:~;-.~·a<~ ~-~5-~·f·~-~~~~~~- ,Y,.:. P:~oyO~~r·.·>".n prirjiei:-a 

instcinCi~; ·~i~;¡ .. t¡~:'_-y _;p~:~~&~-~·6~~1tnte' •sma ~ L.as hace'•-· cOritf~M~n 
95 ;. del alergeno priñcipal, Del" pi, que puede ser 

sintetizado Y. &Kcre~ado en el canal alimentario :0:3 .::s~·'.4'""~ De.· 

los alergenos menores se encuentran, Der pi I, pr~sen'te 

principalmente en la cuticula del Ac•ro, podria ser o:r:iQúlAdo .. -,_.,' .. ' _".{:·' ' 

por los productos propios de la descamacion del acaro _-o.: b~ien 

por las oliandulas d' secrecion, no puede alcanzar ·-la.' barrera 

na11of,ar•in9ea y al tener solo contacto con la piel "humana 

produCe principalmente dermatitis .a.•.:s""•""º•"'·· Otros 

aileroenos. menci_res·, De¡.. pl.I I y De.r pIV, eStan en cantidades 

menores y. se. encuentr:-an, .tanto .en la cuticula como en laB 

heces ==•·""•• ·Algunos alergenos en los acares pueden presentar 
'.'· ... --.. :' .... 

reaccioneS .. cru.zadas entre los diferentes géneros y especies 
'--: 

debido a los. :d~1:,erm.inantes antigénicots, que son muy similares 

s.•.::12.::a.:s. 

Ei' o.~:r. 'Pt. tiene puntos itsoeléctricos (p. l J de 4. 7 a 7.4, 

tres éuar:tas iiartes· de las lgE estan dirigidas contra él, es 

una gli.cop~oteina. termosensible, hidrosoluble. estable hasta 

los 37 ... c, con ·222 residuos de aminoacidos, peso molecular de 

24~26_ kDa, se le asocia con una cisteina. 50 X de su 
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antigenicidad se pierde a 56°C por una hora, se desnaturaliza 

a eoac y a pH= 2 y -12 •• i..i. • .1.•.20. 

Der_ p.II. tiene de -129~49 residuos de aminoacidos. con P.M. 

de 14-15._-kD~-~~--·-~~-·_,;u_~a~P'..:~e_!~a -hidro~oluble, estable a pH= 2 y 

12, toler~ :·~~s:_-lOO~C:::·.pO·r ·10 minutos, su p. I. es de 5-S.3¡ a 

Der pIII '--s~<-·1··~~;··;.f:d;~~'t11Íca como 

P.M. ~é:-.--29;3,{;'.~'~a :~/-~~·i_'.·>·Der pIV 

una tripsina. p. I. de 5-7, 

es una posible ain~lasa con 

2.07.- RespÍ.JéSta·,,'irimune- en las alergias • 
.. . '.·-· ... 

Los·· anticuerpOs _: qüe_. se. 'puedllr:'I, encontrar con-~r.a .. ale.r;-geno_s 

especificas .sen l;A,> ,\~G~;~F lgE¡ '.est~ ·• .:ÍIÚ;,,a es la 

predorÍlirlan t"a eri'.: a toPfc'Os !.- ~~:::se· ~~- Js~c¡¡~~.i.dD.;i. c:fu~~;._ 1 ~ ~ ... i.g~ ... _.es ta 

alérgicos y_ en alóli.riOs': ·m~.~~r~~:a-s i·.:S·i.';':~:~.~..,.'.L/ 
··:,:: 

Et - pro-cesCi ci~;-: i~-sj'~1;rQ-1iiSt:>~~fé~-ier·~enºOs~{fre·suú:a: de l• 

siguiente_ m~~ercl·:·. ~ ·e~·.'~···é1 ~~::1~~1Vi:d¡;Q';'.;:,:·a'í~ .. ~}~~·r(1_:'5~~:::e;_t·f'·bt'e ,· el 
., .. ,-.... -- . -~'.:}~.~-- ;;~.:~·: ._/·'"::~;· ·' ;~.>~;:~_, .. r <·> .... -,,, ·(.~:· :.\\,\~-, ... , > -

alergeno, ·pasa ·:-l•s~ _mucosas·,'.: y 1 ··~;~rreras~·-in~speci1icas :hasta 

llegar a la :~~-~fu~~d~~~~;,?:({\ <.\;'·'., '. :· :~··. '.<".;: .'.:~~:-~- ·: '·:~; , .' ~:;~ 
.. ,,~~{" :·~·:::::::J:\.::. '~t>'·: ·\; .. :- ··;:~.\- ,·!,-

Las pi- im.~f a~-.~:-~e.,~.~-i._a~·;,~~-~~:·_~,~~~ .. ~~f :'.C~~-t~~ ·,~, -::1.~;;.'a_1_~-~~~)~~ ,_ sO l ':'b i e 

son · 1os" maé~·o1;9·ci~: 'iOS·~;;·cu·iiles:.~~io·.',_fá.QOCít·~;,'.·: P:;.~9~~'ta~d~ , la 
·'._;:~. '.. '''.: ·,~ ) -.,!. • . . r:~'. :·-~· . . 

f racciOn · ~ ari titj~-~ ~-~~ .} ~j~~~ ~O ~- .¿~,~~': :~_{;: ·:.~P~_pl t!J ó .:~·~:~-Ú~·~l p~ Í de 

Histocompatibil.id·~·d."Ct'a·~'~\, i 1.'; .'-~i~:··-liMf~ci-t·~.· .i' :., ~~\-, -~'~-~ '.~~ suB 
; ~·:.• <C",!' >·' • ·»; ' • • • 

dive!'"sas va_ri9d_~'.~-~~>.-:_;_·~~'.:· .m~n~~r.~ ~,.··~~~~c-~!~c.a · .. _s~, "encarg_~n de 

reconocer- al á!l'.tigen~ •.. ~:ie.~d·o·-105• ~T;-coOPe~-~~or~s- (LThJ ;tipo 

I 1 actiVado pcr interl•ucina .. 4 o el LTh tipO 

activado por interfÍ!ron gama· fINF:-TJ. ~ª"-:ªmodular" Jr<1 
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produce ion d& lgE. de· manera positiva y ne9ativa 

respectivame_nte·, . también se . postula que los LTh. 

lnterleucinas · eJer.Cen.··:una, aéc;:iOn;·-espeéi"ffc"a d"e estimUlar· o 

supr .im1r- ·ia ·_ di f~,:.·enc1a~iori"'> de .?-1 i~'~-~-~~i-t6~ ;,; e (LB) a··· células 
, -:-- .:: .:-·,~:' ". -~ ·' ' . 

...... ' plasm:tticas.· ''.''>' ··:;•: .:·.<-.,.:.~· 

. _E_n __ · ~tci~~{~~-~ ~·~~\~:;~:·p'r-~~~-~C:.~,~~~ .. ~ ,'~i"~ )~-~~/:.~·~. ·~a ~ --~-~ _9~andes 
- .. '·.--;- .. , -- . ··.~::::e:"-- .. ~; .. - ; ,-,- - - :c.''-.-

::~ ::::de::b:::Í;;;~~;;r~.~!rFt0pw~:sW b ::: ·ª~:::::::e: l :: 

membran~' · c;:or\_~;~~sp&ci"fici~~~/ .:~·~,;~;-:Fe .. d~ las lgE, esta 

irlm·u·n~-gí"~·~i"l·i~~,·;:--~~~'.!~.;.'-.¡;:::~i;:i:~·1;.._¿-i"O~·;:·~~a-~O-üiii~~ donde perdurara 

por'· "do~s ·.;·-~··./~~~i-~j~~,d.:j~-~~;~;:-.~.ili~~dá~s;,:L á ~ 7··105' _"receptores Fe de 
' • .:· " '.e;,_ , - ,">-~'l .. • •• 

ba&Ofii"CiS ~ ciréÚl'iln"t:eS/\deiiPi.íés·':~:s·e_: úrie-"a ··las células cebadas 
'-'•:: .. 1.: '~-=-· .. :_.: J.:::-='"' :':,~;:f.'.·-. 

qu& ·se :'.tincu'eiit'ran: 90 <,.tOC.~O-tei'". d.i&rPD: perdura.ndo ·por seis meses 
. ' ·<> .. :~'\;~, ' "" '.:<:: -~<-:'. _,-_,·: '•'• "'-~" .' 

.a.::s •• :sa.:3• .• '47'~' ~ par.;;_",'r;eexpo~~cio".1~5 ·:.··al · Ahirgeno, se da su 

i~~~~a~~~~-~/;·:~;,~,'~:'.,'l'.~'.L~\~~~~~:.~~:~~~-¡:?~:~~ ~: h~C:'iendo un puente entre 

dos ___ IQE~-:-~pa·~~·tq~,~~~·-~r.-.~-~i¿i;;'"~~~í"b'r:;.~dé ~1a·_ ·membrana se estimule 

:::::~:~~~~~¡~~i:f {L~:~:º:::.::::::::::: 
super.1 ~:i•,;=;:_~•-;;~-f~·.· m11,mbr:-ana:'.~J~;e _._,¡ ª~ _cél":-11• ;.,cebada" la :"•Ko.c1 tesis 

del cof-iteliidÓ
1

:.'_:·d•·:·:_los ;J.9ra.n.u1os¡ ,'; ~,~"' .ia i ·1rb~-~~ci"·~,~-:.·;·d;·_ -·~~ 
méd ~ad"~--~:~~':::'~: ·p~~-f~~;~~d'6s - ... e.cm.o:,:, ._ ¡-; "/~i~-i~--~~·~;-~~~·:.;?(\~~\~-~-~~-~ l·~~ 1 

• ' ~ ' . - , • ~'.·" ' ~ •• •• '. .,., , ., • ."¡. 

se~oton'i~a', ;.: f~·ct~~-:_· __ qUÍmJ.,~>t'act .. i ~ó pa-rá ·::· e·o·i1·tn(J1"i'1~S',: c'Fcie· J ; .• y 

para n·~~-t~~fi l·~-~- . . _(:~a~·;· y :··'des~Üés: ~·~ •. ;_'.~:, :i'.:~<-~'~]·~·d;~'{6·~)'·;~·~ · i·a 

sintesis de m9diadores for~ad~~; -~~·_:-;,'~;i~ -~;:.·~-~-~-~;¡-~::~-el _'4cido 

ar•qui~Oni.co1 .ras prost~gl.~ndinas \~GJ~-~-: .. ·,'.: l~Ú~~-~·;;:~-~:·~. (LTC) y 
,\" , .. , .· :, -

factor activador de plaquetas (PAF> . .a.-:s;~á.'."'::::: .• 4'.,..tu.'. 
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2.oe.- Caracteristi-cas de e>etractos ae "oolvo casero. 

Los e>etractos no sÍQni~ican una replica total al 100~ de 

lo c¡ue son las muestras aler9enicas en su estado natural. 

Muchas de· Sus pr:o~;i~~·~·:·,~~~:~-r~·i~-s .son parcialmente destruidas 
. . .. .,.-, .. ··. 

después:de _s'u s-01~"b1"1i'~~·c10:;,.:.,c1-in\Í.-tado número se combina é:Ón 

las lgE· 12 • ::_ci~:~t~~ ~;~::~~~-~~~tos·~ 41e
0
r9énicos Son· producidos 

por divers~s·. f~b~i-~~~n'.~~~;·,>:<~ti·~'i·zadOs ~ara éomerciat iz~-~lo~~--.· y .· 

emplean difere~"t~~,,:- pr~:~-~~¡~-i7~ritci~~' P~r¡:·?.,-~~Úcir_l;;~-. E¡_._·'6-~·¡-~~~ 
de sus materiales . es · .. ·· taf!lbié~:::;.·mu.r·. _va .... 1·a~o -.~/ ·~C:~-- _~m~·~c8._~~~~. 
idénticamente; por:- lo:· que no ··h&Y ·un m·~tOd'Q .. _,:.,;_-. _:&:ic:tra'c.to 

~-"; '. (:>, '.·: :: .' ·'.·.. .·¡\ 

aceptado como el·. maS : satisfal::tor:io.:-; .;La"·'::'ma\jQ~i~a:'. /d·e:_/e"itOS 
. "' ·~-".' ." _ _.;.::.:-:·~-- .,;':-;..,· ... )¡¡'..'.: •... ' ,--: 

e>etractos son utilizados para pruebas,- cutaneas:.;:diagnosticas, 

siendo de corri~osicion, qut'~i~a' . t·~~k~.¡~-i~;~:~)_ -~~-~:'.~- :~~·~::i;;~~C::iOn 
empirica y · carente5 dé. Prui!b~s .·:·de :~-~:.~~~f~·a2lri,:h::;'~'ici'1'o~·¡·ca 

o • .a.2.:ao,23. La maydria de · los -~~i·~~~'t,ril\ ~-;~:{í~~~g,én.icOB son 
~. \";' . ·~: .;~ ;:- -. - ' . . . 

m•zclas compleJ as, con tienen .!ldenit!IB· ,- d~_::~: 10&· :·~;'~{clfdo's>>d~ : ·tos 
- _y':_:.,'';;:._::·,.··:{;;;;,;;;. ;.;,::, 

_acares, 

bacterias, an donde los ··a~erQª,l'.'~s-·:·:~~~-~v?.s·; ':~.'.:1.~.~~turen ~i:ia 

minoria da la mezcla ."t~~~~-~-.:~f:/~:~t·r~·-/'.~~~!":· '":~~~;.s·)~~d~f~,:.n·tfts 
campU&Stas molecular.... ,:;~ ;; .;;,1;;i;¡é~t~.::;11. tff:; r.rat•in.Ís, 

carbohidratos, "l ~~-~d·o~'~-·-~:~:~.irÍl~~;.·.,~·¡~~~k~¡,~:·' en.·. ciertos casos 

micoto>einas, eiidoto>e.in~s~ sus~a.n_ci~• ;·._:-_ ·~~~it1~,~,-~·¡,~-: y otroa 

elementos que Puedan· oé:iti"!siCnar · ~-~~»~J~, :. positivos 
. <·- . - .. 

•.D,:z1,2•,2D.33.•3 En los e>ctractos del polvo"' casero se han 

determinado aproMimadamente 51 prótein"as, _a 11 de ell4s, se 

les ha encontrado·union con la lgE .i. • .a.:z .• z'7. 
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2.09.- Métodos de eMtraccion de polvo casero 

La mayoria de los eMtractos de los alergenos se preparan 

utilizando soluciones amortiguadas. Se pueden presentar como 

soluciones acuosas, glicerinadas al 50~ o bien- lio1ilizadas1 

los ewtractoS··_~-li~:1',L°liz-~~o:; y ~licerinados· :son mas estables 

durante· su .~lm~~enaR..iento que los acuosos 2.a..31•"'•· -. ~ ,:··_ -' ~- -.>- :· 
Al.gunos pas'o·s Y. condicioneS, l Jevada~ a'.·,·.~¿a'bo~ '..~n .:los 

·,_-~ ·>>-.::···:,~ --/· ;c;·:·'--
del_. _ p~lyO :"casl!rO:.:~sOn's:_ 10a ~.,·grumos métodos ·de·- e>etraccion 

•., ::-:-; ·.,-, -

preserites ~¡, ·/i~a· -:
1

niU.estr-as:'.:del ':;pOtVO · d~-~·~F:~;-:-~li~·g;~~-~a-ri~s <c~n 

un mo~ter~ ·pa~a '. ;~duc·ir .. -:: ~~- <t~~a~·~ ·:,-.~yf·;:~·:~~·:··.: ,.:P~~-~-~·~i_~-~~~~-te 
tamiza~ -'en.- .m• 1 ·i-~s.'~~ ,· ·: d~~~~-~~\·~~--~~~-~~~~~.:~·:~~~: ~~.~-;·t·~.n,~·:·- .: éter, 

formaldehi~~ •·o.·• tolueno···~. e;.,.~ • .,.. ;'\''.¡~.~~~~~:ar:l~s 'ci.isolve;,t'!s• 

desltcar la muestra, para. pesa_r.- ·y,:·'.. solubilizar:~. ~n .. sol.ucion 

amartiouada de 1ostatos, bor:ato'~~\~~'á~b~A~t;s ·-~,-~~t~i~~Hcl·, en 
·;¡,.·. ' 

relacion 1120 o lt10 soluC::1ones 

amortiguadas tienen un ra~g~ :. -~:~--?~~/ d; :.:·;? ~ ?··~~ -. ~·~\.•-~:~::a•·~ 2.• • ~~ 1 

también contienen antibact~~~~!'l.os~,-~om~:.·:~1á·.:. __ ·azicÍ4 - -o fenol e 

inhibido,.-es de proteasas c0!'1o e~ ~en11~·et~'1Sú11.an·1~. fluorur""o 

-(PMSFJ, N-tosillisilclorometil ce tona (TLCKJ, N-

tosilfenilalaninaclorometil ce tona (TPCKl, benzamida. 

aprotina y leupepti l, entre otr-ós. La solubi l i.zacion 

realiza a temperatura.a~bieOte O a 4°C, con a9itacion que va 

de 20 minutos a 48 hor""as •• 1 º· 2 "•2,..::1•.~=, centr1fu9ar"" de 

2000 a lóOOO g por un periodo de 15 a 30 minutos .L~.::11.z7.~~, 

después f i 1 trar para eliminar partJ cu las grandes y coloridas, 

asi como esterilizar con papel m~crobiologico ::r-.1.L•"'~·. El 

e>Ctracto puede concentr""ar por retr""1ger""a.c1on o 



liofiliz•cion. El concentl"'ado se disuelve _.Y 'dializa para 

eliminar" el exceso de sales e irritantes' del' 'e>etracto ... a. ·La 
·. - ' .. 

eval~acion del contenido de protein.as se pU9de>.·~eali-Zar con 

métodos' calorimétricos como "º" 
:. : ·,'· 

· Lowr.Y.~ ~-~~Bfa~,~Ord~.,.:a··~~- con 

·, ·~ .. _:~:/~ ... ~·;;;':;-~·. ·~:>~> ·: . '7.~:, 
. '--·- ~,~,>~:-~."~;;,:-f\~f~':·./;,:{}. -. ~::-::-~·::.:: \ :· 

L~.identÍfi~acion del D. pt•ronyss.inus~en·~el .. :polvo\casero, 

::::::::::: d:i r:::a mu:: tr=i lro::iúi~~~~i~[f ri:~B~f 2~~fr;~::: 
--~· :-~--·~:·,.: .. <'.i'.,,>":.3.:::~~ ~k.-<i;.\.:;\~.~ - __ :'..>:;"'"'.' _::·;:... '"-;'. ':. . , 

:: ::::::"~e ~ªªe; 1:t;0~:: Z:~f }·f ~;~~~~~f [',j~.,,~?;;~~::tr::~ • 
se pue~en elaborar u~ -:_.~X t.~,~-.;-~_;~'. y i·~'.~e_t~.r-~i~~~;·:~·~y~ ~t~d~-~~ni-~ ~-.~~ 
• 1 ergeno• secundario~'.~· .. · t¿:-s¿~~-~--s:~~::~~,_~s~:~~~~~:~il ~-G~~1~i:~~/:~· ~1~s· 
diferentes prote.t'nás·; · d.t_i :;~··':~~~;~-t~~.~::;~-:X~j~d'~~f!~~Z~L;i'f~~:~ con. 

". ~ '··" ' ·,' - ',.;.' .. 
solucion, ~.: .• ~t~~~ai~.; <d,~\ .~~-1 !~t-~,-:~-L~-~ :\~~~~~0,- .. _en· acetona o 

.. {::·::··:··; ( ·. \:·.: ~'.".· ·,·::-:·.'.·. '.: _, .. :·. -_· '. ·:,_._ ~-
2.10.- Estudio de ,-Jos·~·e>etractos •lergénicos 

Algunos_ in~on.~e.ni:i~t~:~·;·'d~_:~\o~:-: •xt-~.1Ct~.,- suelen contener" 

sustancias farma·~c;i09~cá~ente activas, que inducen la 

liberaciOn ·de-las· mediadores de forma inespecifica, alterando 

la cinética ·· .. ~e · la's 'enzimas respons•bles del equilibrio 

biolOQico .del ''tejido >'. las que aumentan la sensibilidad da 

los receptores·. La valoracion de los alergenos tamb.1.en se 

dif_icul_ta, por- al constante proceso d• dec;1radacion y pérdiaa 

de actividad qu_e depende de factores como temperatura, pH 1 

actividad enzi.ñat.ié:a propia da los alerc;1enos 1 solubl.1idad, 

conser_vaci_on. y. -tiemP.o de estabilidad del •l1tr9•no ~;,.. 

14 



Una vez hecho el e>etracto aleroénico-, se evalúa el 

contenido de proteinas· y s• se.Paran a· ider:_i1:11.i'~an ·Con·_ ~e.tD~os, 
como la preci~:itacion fraccion.ac;1a, 

SDS-PAGE·, indicando ~u Ccirltenid~, 

cro~át09ra'fi&.&ri>col.urri~~ a·· 
_.,,,_ -- f.:.:;::·_,;:-;:.:_._ --:;-·" 

PeSos ,~ mOiécU1ares·-,,\CUañtas · 
" : ."". - :""" .. \ .. _ "" ·' '_1 ;:·:,,:. •.. 1·. :,.-.·- • ; • 

son aisladas y que rangos de pe9os ~;:,j'_;"~~-1:~-~~~',:j~J.~~;~.!1 •<La 

separacion de las proteinas· s~ n~C~ -._··co·A~;~~-~~J~:$,,',a-:J{';~-~~~ed.~ides:' 
',,_, __ ,._ .. , .. e·.----"···" -,-,r;:· , 

que tien•n <carga eléctrica, tamaño'mo1~.iu1a~T. af;.s • .;i.~t~rse 
con aoentes electrostaticos_ c~~-S). -~:-'-~~(~;~~1~~-x~~~-;~-~~~~~~:;:_;~ij~. 
pueden ser retenidos o. con~1nu_ar :&~: ~{:·.-d·i-~01\;~~:t-~ .. :;·h~S\~'a ~~~· _ 
se d•tenga su corrimiento, en ;~( m;.di~·:.:Cié>::·~~~~~-~~--~7~:~ ~?-~ 

Para evalu•r •u actividad biolog~:ca·. Se .;~-~Pi~·;.n ~-t~é'c,;i-~~~; .in 

v.tva e .in v.itra. En las primttr·.as!·:.al inO~l'..~~~·\e·~·<P~.~i~nt~s 

•ensibles, el extracto estéril.· proVoca 1~- ~-Pari·c16n::_.'.'d~.~ .. :·~d~~a - ', :,-·· -· . 

y eritema :s•.•:a. En las segu~das se 'en:ipi~~-n.'.'.,i:n•t~dQ{:~:¡;o~~; 

inhibicion por RAST, ELISA, lnmunofluoreS'ce'ncia· :yiO:~. IEr.· 
-. . .... :~ · .. - '· ... _' 

donde se mide la ••P•~i f i~~-d~~ ·-•.~.".'r9é".1.ica',_. .;·ei:i \.U.('.' eMtr:a"~.to-
:a. '-:z. Algunas pruebas incluyen medir: "·i"•, ::pc,t~néi4 ... d~i 

;'._.:' 

alergeno, •1 cual puede .. constit.'1ir ·so.lo- una' peq.Ü'&~'a" pa~te 'd~ 

las proteinaB totale·s del ex·tl-acto :se. 

En un eMtractO aler9énico.debe considera,.:·se ·su .;~·-f:.ab'il'i.dad 

pureza y poder arlt~oénico ~para ser u·~·adC(~~:·:·~~:~./~~~\·~~-~,.~~ .• · ·-~l ·~ 
.idé';:.'tiii"car lOs ~nti9enos d~; cada,,: mÜe.stra separar 

alergizante, suel• ser un trabajo lento y. labor1oso 

••••••.l.•~<4D•<4~• 
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3.0 '1ustificacion' del problema -

Los eHtra"ctos' del._' D., 'pteranyssinu.s Y. del polvo C•sero 

suelen tener una composicion variable,· debido al ori9en 'de" l• 

muestra y al proceso de su elaboracion, que_ no .son .unic~ss· · 

son de composicion biomolecular inde.finida Y ·.!U! emPle&n ·-de 

una manera empirica en el diaonostico y trat.~tni'e.nt~ -·d• :·)os 

pacientes alérgicos. Las condicion•s d•. e~traccion comoa 

empleo de inhibidores de proteasas, ·temperatura 

(refrioeracion y ambiente) y tiempo de aoit•cion pu•den ••r 

evaluadas por el contenido de proteinas y carbohidratos1 y al 

comparar cada factor establecerse, las condiciones mas 

conveniente5 para elaborar el eHtracto¡ en 505-PAGE se pueden 

separar, de cada eMtracto, las· p~ot•inas e id11nti'ficar •u 

numero, peso molecular int11rvalDs y comparar con otros 

eMtractos Ccomer"cial, pur.ifi~ad_o. y .d• nutrientes). las 

proteinas 

alttr9enos 

permitirain 

que comparten· y_ ia s:losible 

(debido al peso._ <~ole_cular). 

hacer ést~.ésios"~;1~·~Lu:i~~~-imiC,D~_, 

, . ,-

·presencie de ·los 

E&tos e>C tractos 

pá.~a ·deteCta·r',::_1-a · _ 
. - ''· 

polvo c.usero y ·tener consideraciones·· para' las 'prUebas 

dérmicas, en personas ,que ~·cuden al· ·las Servic¡o Mé,d1cas. 

11> 



4.0 O~Jetivos 

1.- Establecer &l uso de inhibidores de proteasas, como un 

agente para la •><traccion de proteinas del polvo casero. 

2.- Indicar por ,,co~paracion, los factores mas pertinentes 

de temper:-atura Y., .tiempo, en ·1a-- ·abtenciOn dtt proteinas del 

polvo casero •. 

3.- Determinar ~ondiciones favorables en SDS-PAGE para. 

separar, identificar' )' comparar l•s proteinas de extractos 

de polvo casero. 

17 



5.0 t1at.eria1,- react.ivos ·y .atodologias. 

- Malla• con d~am~tro de 0.25, o.~ y 0.75 mm 

- Micr~'pottel".'~-

- ~ic~~~-ip&ta~·~ C:7i.lson,· .DMford Y Hamilton. 

- Papel filtro Whatman NP1. 

Equipo· 

- Balanza ;ranataria. 

- Microscopio estereoscopico. 

- Agitador magnético. 

- PotenciOmetro. 

- EspectrofotOmetras eauch and Lomb y Beekman o.u. 690. 

- Refrigerador/congelador. 

- CAmara de geles de poliacrilamida tBio Rad Minipratein 

Cell. Modela 422). 

- Fuente de poder' (Bio Rad Modela 200/2~0). 

Reactivos 

- Eter ( de Beker). 

- lnhibidores de proteasas1 

1enilmetilsu11anil .11uoruro <PMSF)* 

N-etil maleimida (r:-IEM_)'." 

p-hidrDMi-mercuri-benzofca · <PHMB)• 

- Azida de sodio.• 

- Acrilamida.• 

- N,N' -bi~'7.acrilami_da.• 

- Trizma ·bas ..... 
- Dodecil .sulfato de sodio.• 

- Persulfato de amon1a.•· 
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- N,N,N,N-tetrametilendiamina.• 

- Glicina.• 

- Azul de bromofenol.• 

- Marcadores comerciales de peso molecular• 

- Azul de Coomassie R-250.• 

• Reactivos de Sigma .ChemY'cal Compány St Louis Mo. 

Reactivos biolOgicos 

- Muestra d• polvo casero: ·Obtencion1 polvo casero 

recolectado de colchones,, e~~-. ~a· ·Cas~:.:·de::-"p'aCientes qU,e acuden 

al .servicio de. Alero~·ª. ~·~·Ce/ Ho.~P~t·~i ~·~~r~~:\ d~:- Mé>fic~~-: con 

••piracion por m~~i,,¡\:'~o)~·~ -~~i~-~~-~~~·:·~~n .~.·~
0

~1 ~·~·~· .~~::~~·¡·~-~-t:i~~· y 

· tras'ladado al: :~a"~~·i;~-~~~,~-~·~;::" ::'Jd~-~tif icacion 1 .. ~: de1-" ~~~aro ·D. 

p te;~~y~~;i~'¡J~:·. ~~/.·~ 1-~~:·~i ~~~·~c~~i~'~::~. ~~r;e"o:~-~~~¡ ~~-~-'}cu :¡·rt~ .. J·. e 1 

polvo .se ine~~¡C:, il¡ ~i.n ~ut~I¡;n~ .. ~ (O.sC:~nffs '.ci.ér;,,~,;a~~; uii~s y 

cabellos - hufn~~~~.-~ Y, l.evadU'r~::1.~--.~~---~ .1_~~~~~;~~~~~~,~-~'-~~:~~~-t~f~~;~~.~8:~--
tiene un 9oporte de:.·Y~a·a·;. b'loqUe.1.da' ··C:~n ·: cárbOM :activa.do·, .las 

c~ndi.c:iones de cr~c¡mi.en.t~-- .. ~-~·~ .. (~- \~.~Pe·r~~~-~~ :.::de'_'.'.24 ,~·e, 76 Z 

de humedad relativa, :durante ·a mé.ses • .;..4 
. .. - . . 

- Levadura de cerveza'.(Tabletas de Mead Johnson). 

- Uñas y ca.bel lo h~:nlano·~· d•- ServiCioa EBtéticos~· 
- EBcama• dérmica• hum•nas, obtenidas de sujetos no 

atopicos, por descam~·cion normal v quemaduras de sol. 

- E>ctracto· de Acar~'· pU:r11icado y recombinante, donado por 
·.-·. •'' ·.· 

DNAX, Palo Alto Catffornia. 

- E>ctracto ·co~~rci~~,l de o. Pteranyssinus (de Laboratorios 

FreemanJ. 

19 



Metodologf.as 
Polvo casero 

DeseAorasar 

Pelar 

Soluiilizar 

Obtené:iOn.de 
Der .. pl 

Obtencion de 
Der pll 

A"" con 
inhibidores 

e~ Lmpo 1 
Temperatur""a 1 

' 

-.,A
2 

sin 
ilihibielores 

8 2 rlempo 2 
Temperatura 2 

C.a. Tlempo 
Temperatura 

A. con 
inhibidor-es 

A.,. sin 
inhibidor-es 

Fio. ! Diseño exper-imental de las extracciones A, B y C de 
polvo ,caser-o, evaluando las condiciones por determinacion de 
pr-oteinas, carbohidratos y 505-PAGE. A""• eMtracto de polvo 
casero ·con inh.ibidores, para Der pl. A:zs extr-acto sin 
inhibidores. A.= extracto con inhibidores, para Der pl I. A .... 
e><tracto sin inhibidores. B""• eMtracto de polvo casero, con 
inhibidores a 2 horas, 24 °C, para Der pl. 8 2 "" extr-acto a 24 
hor-as en refrioerac·ion. C""= extracto final a 4 hor-as, en 
refrigeracion, con inhibidores. 

Las extraccion•• son denominadas A, B y CJ dentro de estas 

extracciones se subdividen p•ra comparar- cada condicion uso 

de inhibidoree, •Qi tacion, temperatura tiempo de 

eMtracciOn 1 indicadas con la letra ·Y un subíndice (A.a, A2, 
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Metodolog!a del empleo de .. los inhibidores de proteasas en 
las e>< tracciones A de polvo casero para_ Der pl y Oer pl I 1 

Las muestras de polvo casero se tamizan, en mal las de 

diam&tro de 0.25, 0.5 y 0.75 mm. El polvo mas fino 

deposito en papel filtro sobre un embudo, se desengraso con 

éter, dejandolo secar al aire y posteriormente se deseco, 

para deshidratar el polvo. 

Obtencion de Der pl1 

Pesar 2 fracciones de 1.465 g del polvo, una solubilizarla 

en 14.65 ml de amortiguadora de fosfatos pH• 8.ó, azida 0.1 

7., inhibidores de proteasas (50 ·µg/ml )< co.n: agitacion mec:anic:a 

llamada (A1 ) y la otra ·1,.·ac:c:.iOn· c:an··.·aQitilcion manual,· -ein 
, ' ·. · .. 

inhibidores de p_roteaBaS:· .en·.:~~-•. ~5. ·m1': por· .3 horaS;-,1.lam.:da_ 
(A::z) • :-·;:.:, ;-:-'· .· ,- ., _,·_,::. 

Obtencion de Der- ~U 1\ . · ·· ';/;; :'.':'·· ;-y·, ' ""'. 
. . . "·_;.~~·.·, ':·}.·- --::. ... :.·.»; 

Pesar- 2.93 ir d~/~ol~o,~/~~~;~~i~t~;~/~'.',~g'.:;::d de/ NaCI 

saturado, agitar ·::.ligef".'amentet .;,·del;;-:-,flotante"-;;.obser:var :·en·_ el' 

Dializar las muestras (A~, A: 1 A., AD), primero en agua por 

12 horas, despuOs en amortiguadora 3 veces cada 3,horas. 

Hacer la determinacion de proteinais, ,carbohidratos y 

elaborar los geles de poliac:rilamida, como se indica en el 

apéndice. 
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Der pi 

Muestra de Polvo casero 

Talizar 
en tres mallas 

Dese~oraear 
con éter 

De~!-c:ar 
1 . 

Pesar 

Flotacion 
con NaCl s"at. 

1 Der pII 

1 
Obser-var 

··. 1 
Tri turar_ 

con microscoJJ10 con -micl'"'opotter-

Sol~bilizar en 

pH• 8-.·~ 

am.orUguado.-a de 1osfatosJ . 

. pH=· 7.ó .. ,. 
11.~. . . I\,;. .· 11.. A .. 

c/ inhibid orea '. &/ inhibidores c/ inhibidcr""eS s/ inhibidores 

1
. , ···• ....... ) ,./ Agitacion .. · I 

Meca.~ ~. /~ '.y:- , , Manual -· Mecan1ca 
con mosca ·.:,;~on~yS.r:illa-, :·con mos_t;a 

-------~---~-----~·.-
. "·· 01.eliur .. 

Det. ~rot&1nas Oet. ~e harbohidratos SDS-:PÁGE 

Fio. 2 Diaorama de flujo de las extracciones A, para 
determinar. · l• utilidad det empl&ar inhibidores en l• 
•xtraccion de Der PI y Der pJI, evaluandose poi'"' contenido de 
proteinas, carbohidratos y SDS-PAGE. 
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Metodologia para comparar.. ·el. tiempo y tempel".'atura, en las 
extracciones a,·de.polvo casero para Der pis 

• La mues'.tra· ·d~. ·poi.Ve ·casero ~~!:.·pui"Ve~iza con mortl!?r.o·_para 

eliminar 9~-~·~cis-~~~~f¡.~·~~y;;-_~;-~:~·-~-~,~~\·~k:~ ,f:~~.~ diá-me-tro- de: 0~25;.· 0.5 

y o·.15 mm,-::et-1/Un}:v&SO?hUm~de.cef -~~~n:' ~:c.~~~~·~~~~:t·~,~:~:.~~s~~~r.i~ar:,~-. 
decarlta·r ol·a.-::aCet:o.:.a.''.y-:-:seda.r·.: .i 37.~C~:·..:Pesar:.--·dos ~-tracciones de 

11 g; .Ún~ ;;;;iÜ~úi~a~la.·en· 1.1o~;~~f:.P.~/fmo'f:t~gg~;~~~ff~~f~ºr~tos 
pH• e·.s, .~zi_da :0;1-:- 'l._i ·. inhibidores·: ~~ .. ~·p.~~~-~.~~~~:~.t~ot.~.01m1 >, 

agt taciOn m.;~~nfé;;• p.;r 2 horas. a· 20~~7iei~~;;s~t'r:ff f~if{ :ho~as 
en re1r19e·~:;.ciOn (82) ,._.centri~':'9ª.r -.~L1:5o.oo_.,o·~.Po~:-.:1s.··i:nin~·· 

La pastilla de B1 sOlu~-!"í'{~;~i"~'.~·~~(-~;~o·r'ti·-~-J~:~:~~~·~.:.1d~~-~nte 
17 harás. en ,refrigeracion> _,·9~>}.--:.·~·#:~e~'·" l~:;.,~:m:i:~-~~~~.7~~~a:: la. 

'~':~<'' 
pastilla de 82 CD .. > 1 centrifugar ·1500,<? o pO<.ts· m·~r,.,.·r:/: 

Dializar los extractos- (en ·membr'i&nas. :_de' _éxcl~B.'i~M, de 10 

kDa bloqU·e~das con EDTA y ·ca2CO~J en "aou·a -,-~~".'- 12 hor:-as, 

después en amort . .igu4d0ra 3 vecee: cada 3 horas. 

Determinar proteinas y carbohidratos. 

Concentrar las muestras en refri9eracion, h4stA un tercio 

del volumen original, en membranas de dialisis sin·. bloquear y 

dializarlas en membranas bloqueadas. Elaborar SDS-PAGE para 

los •xtractos 
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º-Sol ub i liza r 
pfla e.~ 
17 hr-s. 

Muestra de polvo casero 

Pulvlrizar 

Tamlzar. 

OeseAgrasar-
con acetona 

se lar 
a 37ac 

Solubllizar-
con mosca 

pH-= 8.5 
amor-tiguadora de bor-atos 

Centrifuoar 
15000 0115 min. 

e., 

1 o .. 
-----.,..as!illa----,---- Solubilizar 

' . pH• .8~5 
17.,hrs 

Cent~ifuoar-
15000 rpm/15 min. 

~~·~e·~"·~;~ 1 fuoar 
.15000 rpm/15 m1n .. 

1 l'· ' .;... 1 

Det. de 

Fio. 3 Diagrama .·d~:~·.fÍ~}~··~·~·~·.·1;~·· e.xtracciones 8, evaluando 
tiempo y - temperatura.' para.· 'la·" extrac:c.1.on de Der pl 1, por 
determinacion de ~ro~~i~a•.• .c_arbohidratos y por SDS-PAGE. 
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Metodologia para la e><traccion C.a. de polvo casero y de 
e><tracto de nutrie~tes_.(Eml a 

Ewtr-acto E.a P~~~~-i~(1;(d~. le~adur:as, 2.5 g_de uñas, 3 g 
-·:-, •.•• -· .• :.- _-.' ¡ •• 

de e5camas dér-'!'f~A~ :;Jl~~a:,,a·~:~;y~~'.:.·2-;:;: O• de cabello humanos. 

gwtracto C~ -d~-:: ~~.:~~-1 ~·:~~·~~:~~¡_::~~/~~'. ·~. de polvo. Las muestras se 
·.i·-' 

l levan a tami-zAr 'en-:· m·;,a¡ l·a:~.:á~·2-5":~-;¡;-""·de'. diametro, 5e humedecen 

con éter p~r~:::-~~~·;i~Oºras'a~·::·c_:~~·~;±~ri-t~~ el 

Solubili-.~~~.:- · ~~~·, :··j¡~~;~~-~-~-~-:l:.;~~:;i·l6i _ ml 

éter- y secar a 37aC. 

de amortiguadora de 

boratos pH• B.:S, - aZid~:·_.o."i:.:.%1~~-·CDn~inhibidor-es de proteasas, 
._¡ 

aQitacion m~c~~·1·c~~:,-en'.-:_-~·e:f;i~;~'.~:~·¡On. p~r 4 horas, centrifugar-
,. - : ·.·.· <:J~;l.\ ,.¿~ .. <· ,.;;,_; 

16000 g por .15 min •. -Con,centrar:-;:.·C.a.:.en refriger•cion, dializar 
-.·::: i.·. '. -

en membranas bloqueadas.' 12 ',.~º;.-~~· en . agua y . tres veces cada 3 

horas en amortigucldora~ 0 El:~b6'~·~;-·~0~.:.:~AGE en las muestras y 

comparar Ca. y E,... con los.,:e_xtr.actos comercial (Dp-=J, 

purificado (DpP). 
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E• 
Levaduras, uñas, 
escamas humanas 
y pelo 
pulverizados 

' 
Tami!ados 

en mallas 

Desen~rasar 
con eter 

se lar 
37°C 

Solubltizar 
4 hrs 
pH~ 0.5 

en refrioeracion 

CentrlfUoar 
15000 i;¡/15 min. 

ConceAtrar 
en r•frioeracion 

Diallzar 
en refri;eracion 

sosJAGE 
con reg. mta. 8M 
en refrigeracion 

c. 
Muestra de Polvo 

casero pulverizado 

1 

Fig 4 Diagrama de flujo de la eMtracc1on de polvo casero 
Ca. y de nutrientes (E,..) con la• cond1ciones encentra.das.· 
para compararlas con eMtracto comercial (Opª) y el purificado 
(DpP), en SDS-PAGE. 
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Condiciones para separar e identificar proteinas de los 
extractos de pol~o cas~ro, e~_SDS-PAGE1 

Limpiar- las p_l~cas __ .. con--d.!tergente neutro, des.engrasarlas ·s 
.. ,, ' . 

con ·e_tan~~ _·ai_ . ._,__~~~-,>y.:_~~~ co1·oca,::. los: separadores,- _sellar ·con 

agarosa1,. Pr:-~P.·~~~[J-::p·~~.~:. ~·e-~a~·~d~,: el 

conce'ntradO;..;:(e'. ~{J>.·d..;:._ ··.a.~u~rdi:;.':al 
oel _separador . e 12 i'.). y 

reactivos¡~~ 'af ~;,,g~l f<; ~e·pa~ad~~ ~ -=agregarles e1-= TEMED y 

persul fato-;· ,-~¡~·i'.tt~~~r'.~~~;:~~·~,~~¡:~~-a·~~~t~-.:-· ·va_~-~~/- -~n· :i·~!/:;~1-~~Cas ,· 
deJ ar Qe 11.f i,~:~-~·, ~·;·~;-de':~~éS' ~:· ~ l ·<" Óe 1 c~~~~~·f ·,.ad~r ·, ~~r~~~;-1: ~'' .•l · 

TEMED_~ 'pe~sul ~.~-t~·.;-a~·¡·~·~·~··;': ·v~cia~ en.·-_1as _' pi:~'.~a~·>·.:-~~-i-~~~~- el 

peine y deJ.3r;.'9el.f;·¡~·~·r, ;r~~i;~r- ·~l f'.lª:¡ne·~:~·: 

AgUa __,_ .._- -_ .. 
Ac~ i l amida-bi sacri l ami_da 

·AmortiQUadora _gel separador 
Amortiguadora· gal ··Concentrado".' 
sos 10:7. -

Persulfato 
TEMED 

Colocar- ca.bles ca.todo C-), 

durante 10 min. Preparar. 

anodo- (+) ~ 
: ':·:'.·_·_:" · .. ' 

hac1rr.': 'precorr1miento 

extracto con reguladora. de ,mues(~.i. :-~-)e:/~~ :µ1_.j ·~~;- B: -~(5; µl' 

r-especti vamen te, hervir 1 ats. por-' .2. ·m.in ,' '.-: ~~1.-~·c~~/1 ~s. ·~-'!'~~~tras en 

los pozos del gel, correr- 1a:.·'ef~~~~·~·fp_~~:s1·~-?_~-""i·te~~S.~a.tur-a 
ambiente o en refri9eraciOn- a .30 -~A:·:_-'O:~,t~~{~'r>::i·~ e.{9'~~~-fo,.:es1s. 

cuando el frente de azul ·de ,b~o~¡;;f~M61.·. ~~·;:·e·~~·ue~·t~·~--:._~ .. 5. mm· 
.. '''"'". . . . ' -· '-· 

del borde inferior del Qel, ~- ·-s~~·~-¿~~:'.~::·~·l ;~:~~e):'.~" _de '.~_:1 a :.~.cam'~~~ ~· -

Coloran t.! Azul: .,de .;:-.C~~·m;ass'ié '.'Por. ~,12 · :h~~·~s; 

el decolorante l ·y ·~-desp,~és;~é::'~~--:';'~l decolorante 

teñirlo con 

desteñir- con 
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Il. Gr-a.ficar el Log. del Peso Molecular de los Marca.dores 

contra &1 Rf d& los mismos y··. aPartir .. de ·1os Rf -de las 

pr-oteinas de los: eMtrac:tos, ~d·~te~in"in~·,. ·.~o,-;· e>etrapolacion el 

Precorrimiento 

1 

".'o~s~~gr~é~r<~1.ac:.is 
'con etanol> lO'Y. 

, PL~a!~I~del 9~les 
···sepa.r"ador 12-16'Y. 
·,.Concentrador· Si". -

de··.m~-n~mer-os, 'trizma, 
SOS y'.-agua~- · 

. , ~eLLciOn 
con Pe.l'"'sul fato .de 
~m_on.io· y ·TEMED. 

Preparacion de 
· muestra• 

1 
-"-~corriki·ento .. > _¡¡· 

' ,.., --.-. ,--.,.-·-·-,..·-"-'"_.1_•-'··-·-·"'"·'-' ,_. -'----.>' •. 
Temp. ambiente -.;,.;;,_:.':,~·:~:¡;. _ _,,-;,,_e,-. ·Re1r19tl.;..a-CiC:úl -

1' ··---- • 1 .. 

•· con 'L~i~füb~~--~~-. 
. ~:~k:'Ls .... : . 

dec:olo'~e'nte:I:-y 11. 

' ·<¡.·.·.···· 
o.t&r-m1ri.icion 

de- P.M~ . 

Fig. 5 Dia9rama:· ,,.c:te': ~}-~jo para eatablec&r- c:ondicJ.ones 
favorables en SDS-PAGE-._ a( separar e identificar protein•• de 
tos e>etrac:~os de polvo cau~~o. 
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ó.O Resultados 

Las 1uctracciones se e1ectuaron ·una vez para cada v.ariante, 

se tomaron los resul.tados mas representati~os .de las curvas 

estAndart!S ·_.de -·pr-ote1~0:-s'·, : car6·c:>.h~~~atO·s .. Y.'. ~:·ª·.~·~~les-;: 
En las-_· e~_tra~~io~~s; Á-;'._ 1·~·- -d;,t·~·~~i~·~~i~n~. -deó:pr.;t~inas, <dio-· 

una ordenada al· Cr~Qen .. b= ;.-~.T;~ .:;_.,·:·:1·~~~Ycr·:~·f~}d~.;;·~·~·~~:~r~~ion 

d" .-a ... 0;999 •. En ~.f'"~~E~~F;~.~f~.;~~.ff,~,.:~·;~~4;&,r;r;;·º.:9-~.1 · ,Las· 

absorva'ncias·~·de .1as:·muestras,::no ... : fueron·-:eMt~a_p.olableat·_~ por lo 

qu" no .. ~ .. p~.-t~.~!~~t~t~tt%"d~~;?·~~t:;'~i~·~3;-~~,~~.v· .. ··~· ·. 
En ·1os Qeles de··.poliacf".'ilamida:·1a1l'.·proteinas:·identificadas .. 

(T~bla 1; ,;·.•i!l_· -~~~·~·~¡·~~,~~-·su :~.'M_~~, ·po ... ·: f~it-~ '-d~} ·d·e·i-1ni~ion .en 

los Marcad.ora•, ~ona para el eMtracto co,:ne:rct'al (Dpcr} y ~.s. 4 

proteinasJ A:21 MP con ·3; A., A.,. 2 y Dp• cán una protein·a. Las 

condiciones para loa 9eles fueron concentracion de monomeros 

de 12-12.4%, empleando reguladora de muestra 2M, corrimiento 

en temperatura ambienta, con amperaje constante de 30 mA, los 

9eles no se conservaron y no se tomo foto. 

Tabla 1 ComparaciOn del nomero de proteinas en los 
a>etractos de Der pi, por 505-PAGE, empleando reguladora de 
muestra 2K y 8M. A1 = e>etracto de polvo casero con inhibidores 
de proteasas para Oer pl • Aa"' eMtracto tsin inhibidores. 81.• 
e>etracto a temperatura ambiente por 2 hrs. B.s.,..= e1oetracto 
reconcentrado d• 8 1 • 9 2 = eMtracto en refrigeracion por 24 hrs 
e .. - ewtracto de la pastilla de 81• Bn• eMtracto de la 
pastilla de 8 2 , e~· eMtracto por 4 hrs, en refrigeracion. 

E1oetracto c.j A. A,. ª• a,~ ª= ª· ª• 
Reo. 2. 4 2 3 3 3 3 3 --1 

Numero de 

201 Proteinas 
Reg. ª" -- -- b 13 b 5 5 
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En las extracciones B (Tabla _ 2f. la detérminac.ion de 

proteinas dio una b~ 0.054:y-r~ 0.999~'-~dasídc:i"~i .. eMtracto 8 2 

(con agitacion de 24 horas ·(. en~'-,reifig-~r~ci~~~ mas. proteinas 

(7. 73 µg/µ1) que en e¡ ·:·<arJ1.~~~·i6~ ~-~d~:~{~~;~~·~~~;-~ {;~:.\:t~mpe_ratura 
ambiente) (6.81 _ µg/µ)·>. - :.7.:Er:i;-~;-' (~~.:)~ ~-f:~~,t~~¡~é:t~~-'G:-~~;-~: ·a .... _. .. <B.• 

:: .~~b~e:~::cz~:~~i~:1,t1J~i~~~~c~di~67n~r~~;~~:z73:n:::µ:u: 
ba:: :~ed::1::~·~::f~~~1~r:iit~t:~átoá se tiene una b• -2.9-• 
y r:- o •. _999í':i:e=---~~}~--~~~~·~~b9o'~~·ancia muy alta, en ccmparacion a 

J!I~ .. ~en:' 3.9·i~-g~µ)·;~:-d·~J .. :~-~-~.~·o~~dra1:os1 an Bb hubo 2 .. 3µg/µl, mas 

que:~·~ s: ·d.\:33~,~~·µ·i\:r :~·iantf.as que en Dp• dio de 3. ~3 µg/µl • 
. -., .. ··- •'-. "' ·.-

. • ·.T•bl ... 2: Cont~nid~ d9- pr-"ateú1.as y de c•rbohidrato• en las 
&Mtf'."acéi"onlii•.: e,:,:,c ... ·~y~:·comerci•l de polvo casero. 

E>etr-acto 

ª·· e,. Bb 

Protein•• 7.73 1.:54 
(µg/ul) 

Rendimiento :5. 71 3.07 6.32 1.26 
(ll.) 

Carbohidratos 3.99 1.33 k>ll.42 2.3 
(µg/ul) 

Rendimi•ntc 3.26 
111.l 

Dp• 

41.:51 

Dp" 

•<11.41 

.- . -: ;: . 

c. 

6.26 

. .,;;._ :·.'.·... · .. 
En SDS-PAGE. ;.(fiÍ). 6)··:. ~~--C:~ri·ce~·t-~a~-Í~~ d~~. ,~el es de 12.o 

Y., a los e><ir··~-~o,.-:\i·i:;,·;,\~~,::~~-_.~~tf,;>;~·~~n·· ré~~ladora de muwstra 

BM ·' ~µ l J , •• o~se_;~·ar.~~:·. b '·¡,,.c;·t~in•s con int•rva 1 o, en PtHo 
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molecular CP.M.) -de 14.9- 68.5 kOa. en e. y Be.o 5 oroteinas 

con intervalo de 13.9 a 60~7 kDa, fma~ t.enues). Cof"I la 

regulador:-a 2>e.- los Ei>etí-:actos- BJ. y B::: tienen·· 3 orot.einas de 

P.M. 13.2·, 30~~_:v':·~::s:i; ~:h!l~a_ .. e~, y_ Ba· también ~-~~~tainas tmas 

tenue~).· con--"~:~::: 'de-:·~~:~9;-~-;~o .. ~ª-···. 33_.1_·.·-~oa. t..Os P.M. 

~eporta-do?··_:·e~-,~~<~·e_::~. ftt~~;~~~:.:_~~~~-~<~.k~~'~}-~~-~~-~~- ~-~:'.:··-~-~-! de 14-1~. 

3x 8x 
s. 'fl1., Jb · lÍ2 ·H,P. Ba B1 Bb Bz H.P. 

Tp11 2,.o----

Ly11 11+.6----;l .~ .:, 
111· 
! 

~~1 
,;::~ l 

l
.!\t 

' 

.. ,.;¡¡ .n 
--· ~ 

en Jos 

Fig. b Identificacion ae proteinas de las ext.racciones B. 
por 505-PAGE tal 12 i'.J. teiiidos con Azul de Coomassie. 
empleando reguladora de muestra 2x v Bx. Bs..= extracto 8, a 
temperatura ambiente/2 hor.:is: 8 2 = extracto 8. en 
refri.geracion/24 horas; ª•"' reextraccion de la oastil la 6J.: 
Bt:o= ree>1tracto de la pastilla B:; M.P.= Mar"'c:aaores de Peso 
Molecular: BSA= albumina serica bovina; Ova= Albumina de 
huevo: lps= tripsin~geno; L.ys= lisozima. 
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Al reconcentrar. una vez el e~tracto 8! tFig. /1 empleando 

. '' 

intervalo--de 11.3-·a 74.7:-$t.Oa e~ concent~a~1on. de'_ 12.1 'l. de 

monomeros.·· Los :-Po·~--¡~-¡·~:~-:- ~--(~~~e-~O~-··-en'---e~·..:.· ~on de 13.a, 2i.4. 

30. 7 y 58. 7 kDa. 

B r ,, 
1 1 

kDa 
BSA 64.0·· • • 

Ova 47.0-·· 
:: -~ i· -i .r.·~ ·~-:. ~ ~u ~ ~ lwl'. 

• . ·:·•;•)e' 

Tpo 2}.9-- -...~--. -1~,~m 
.•· 1· 

L)'s 14.2 • •. 

Fig. 7 Proteinas del extracto 8 reconcentr-ado 1B!r1 en 
505-PAGE (J2.1 'l.), empleando reguladora de muestra 8~. 

teñidos con Azu 1 de Coomassie. M, P.= Marcadores ce Peso 
Molecular; BSA= albumjna ser1ca bovina: Ova= Alburn1na de 
huevo; Tps= tripsinogeno; Lys= l1sozima. 

En la·ewtraccion Ci, se obtuvo a.2b µg1µl de prote1na con 

un rendim"iento. de· 5~04 i'.. Al comparar las pro'teinas de 

diferentes e~'t~a-c"t.Ci~ en Sos-PAGE tFig. 81, se observa aue el 

se contaron 20 
·,-. "· .. ' , 

pr-oteinas con .i.nte.rvcq·o de· P;M. de 7.5 el 122_~·q ¡...oa. en ,Opc se 

identificaron ··1a·-p·~Óte.1iias con !"'ango- de P.M·. de·-7.5 i!i- 1J4.6 

kDa. en E ... se ocservaron pr-oteina·s con un intervalo ele 7.5 a 



114.3 k.Da Y en Oi]P hubo 6 orote.inas con P.M. de 7.5 a 72.4 

kOa. Al ~ompa!""ar los ,~.M. d.e los alergenos reportad'os los· mas 

parecidos. son: para-·Op-= 24.l~ !4.7, 28.8 y 62.9 k.Da-i .. _'17n. E.., se 

encontraron de 24.0. 14.5, 29.B y 61.7 kDa; en OpP 14.2 v 

29.9 kDa y en C~ 24.9. 13.9 30.q y 61.7 kDa. 

H.P, . e 
,---L, 

kOo 

BSA65,t----,... - • 

:~:::;ja:: 
Lyot4,2 .. ,.. · 

.........__ .. 

-·/ 
-'¡ 

1 

1 

Foto 8 Comoarac.ion de oroteinas del extracto C.1 • con 
e>ctracto de nutrientes (E..,), comercial cope=) y purif1cado 
(DpPJ, de polvo casero; en 505-PAGE. teñ1dos con azul 
de Coomass1e. M.P.= Marcadores de Peso Molecular: - .'BSA= 
albúmina sérica bovina; Ova= Albumina de huevo: Tps= 
tripsinogeno; Lys= lisozima .· ,. 

Al comparar las proteinas que pueden ser seme{a~tes·:~n'.'(J.~s- ·. 

extractos ( rabla 3). tenemos que: de las 20 .Pr'.~~:~.¡~~~~~};~<;~·l<a 
son semejantes con proteinas de ,. Jos ·denlas;·¡"'., e~··i~~-a~:~~s 

siguie~te m0~nera' .3· ;~~,..~~1:~1~:~:;~· ... ·:~P~.· · 4 distribuyi:!ndose.:. de .. la 

con E.., Y 1 con·DpP. 

En )as 10· or-otei.na-s de ·'?P.e;: 12 Sc;:>n;.P~reé:idas,.a' 'ias ,de los 

demas e>etractos correspo~di.endo· 8 con E..,", l· de .:DpP y 3 de C.i. 
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De las 21 proteinas de E,.., J.4 son parecidas a las 

proteinas de los Dt.190·9 e~~ractos identi1icand~se 2 d~ Dp"", 4 

de CL y e de'DpC 

Y para · Dp• :-que. tiéne·:·6·- p,;.-c·t~i-~~s·;· :·:4 º~Oii s~m~Í-an1:es a las 

de 105 de~ás:,~>e~~~-c·tb~'~ est:~~~o d¡·stribui~:cB.: d~ ·la siguiente 

manera 1 de ·cL, 1 .. Pa~~-'.:o~~~ ~·'.~;.p.;-~:~ E~-. 

se observan mas,. con use de 
;_,, :'·.' 

inhibidores CA~) 4 pr~teinas1 -~xtracéiOnes empleando 

reo u 1 adora de muestra -~~/~:~·- , -(BL · y ó proteina•1 

reconcentraciOn a 1/3 de( ~olJ~~,.;- :cea."."), 13 prOteinas y en la 

aMtracci'on Ca. 20. proteinas."· 
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Tabla 3 Comparaclon de proteinas del e>etracto c •• por Peso 
Molecular, ·.con di1erentes e>etractos de pOlvo c~sero, en 505-
PAGE,, teñidos co·n .--azul de CoomaSsie. 

Em Opc·· P.M. DpP C1 

114.3 114.9 122.9 
101>.3 

103.2 
99.9 

95.5 95.5 
00;5 

.79;5 
72.4 

bB.B 
1>7.5 1>7.5 

ab.3 
65.1 

62.9 
1>1.7 bl.7 
57.4 57;4 

54.5 
49.b 

47.9 
45.7 45.7 

44.5 
42.9 42.b 

34.4 
37.1 

33.3 33.2 
30.9 

29.9 2a;é 
29.9 

25.B 25.9 
24.9 

24.0 24;T-- ·24.1 
20.0 

20.0 
18.b .10.0 

-ul.i 
l.Ld 

11>.7 
tb.l 

15.5 
14. 7 

14.5 14.2 ~ 
13.4 ~ 

~ 
~ 

·. !1..2. u..2. 
10.a 10.4 

9;6 
9.7 
7.5 7.5 7.5 7.5 

21 19 " 2C• 
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7 .o DiscusiOn 

En las ewtracciones- A,--. la dl!terminacion de:·:._proteinas, en 

la curva- eStA~d~r: d.~!:-~n~·-: ~~ ·o:.:i;-4 -·i-' ~~~-C:árb~hi~·ratO~-: d~ 0.144 
. . - --- --··- ·- .. --== -----· ·-· ----. - --

que son m~y __ .-~·1.ta:~,,-;.:~ d_~~~~~:--_~."Pc:i_~i~'_1_~/~~~·~.e ~ ~~ l._. . p~ese~cia de 

proteiñaS· ~:'6·: · ca~b-Ohi~~-a~-6s::~:~n~:-"i·~~ ·; ~e~ctivo~, P?r no caer las 

abS~rb.arl~i~'~·.;·~~~;:¡·:~-~~·~J;~-t>~~ -~-;;t.~é;'_:-¡~~·)~te·.;.·~a-íDs de la curva 
·::·::__,~~~"" ~,,--~·;·--~'\)~ "•.---

estllndar, no se .reportan ,~"cantidades de proteinas de 

ca~-~º~--~dr~;~-~-~~~~:~f~~'.~~~;~-~~-~~-~-~~~u~;.- y -~u.mentar ·la cantidad de 

mue~t·r~- ·p;~~--'.:qt~~=-~-Ü~~-~~~:'..-~'~t~a~-olables, lo cual no se llevo a 
._ ........ ·"(: .- . ).·.· - ::'. _·_.-.·.·: ·.· --: 

c&bO p.or- :fB.1t~·-f.·d.;~:~·ue~tr~.: En el e>etracto A~, se observa un 
.. ' - -· . ' ,_,.. -" ' '· ~-- ,., ~-

color_.~~O~.~~~-:~ -~~~1~·0;~-1(_car_b.on activado, usado Para el cul ti.ve 

d~i'~< ~-~-~-~-o·::-~·C~~~-~·o·;.:-'~'~~-t~-· carbon es liberado por la . ag i tacion 

mecani-~:~·~ q~-~·::~:~ -~~~-~~~as~ica q~e la a1¡1itacion mariUa·~ •. 
La ·flota~i~n,_ Para- ·observá.r al acaro suoiere emplear una 

solucion de NaCl con densidad de 1.100, para elimiriar: el 

•><~-eso~ dV-: Cr-f!it-a1e~---q-ue-. ocUpan espacio- y re1 le jan la luz.-. 

En la ewtr.!.cciOn A.s.· 1 por SDS-PAGE se observan 4 prote_i~as 

y en A~ 2.Proteinas, debido po5iblemente a los inhibidor•• da 

proteasas. 

De las •><tracciones A, las mejores condiciones son el 'uso 

de inhibidores de proteasas y aoitacion mecanica, ·.·-la'.s 'cuales 

se emplean para las eMtracciones 

e>etraccion, 

hr•J ademas de una concentracion y diál.1sis. ~e .. 1_'~5,'..Si.c_t¡..~~t~s 

para estudiarlos-en la electroforesis-

De las e>etraccione_s B,_ la det'erminaciOfl .~~: ~~o"teir:ia5, da 

una ba 0.049i las muestras. al extr:-apofarse_ son mas 
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confiables para la .comparacion ·de los - e><tractos. Las 

proteinas 8n. DJ:Í~- sÓn:·.masc que en···nu&stros. e>< tractos ·y en DP"'"• 

La e>< t~~cc~~~~ · :,ª~~··l ~~ .· -?~.'.~ ~~r-~a_._-;- ~- ~-:Z )
0

"~~-~~ )n~~:·~ .~:~~~-~.clb ~ ~. qu~ a --2 

ho~·~ª- ~". i ~ ;-, ··.:··~~~-~~-4~6-~ _ ~'~:~~i·~·~; ~:Y~'~;¡~:~:! ~.~:·~-~u~~ '-.-\~-~ :·~~ ~-i~~~ ~é~on_. 

prat:I::s0t~f~~~~i~~!~Tu·i~c~f }!S ~ªTul~tªc;/~;.:;~:: .•ªZ~"~::::: 
tal, .. ~·e{~:--~: ;que':~~~~'r:~~-~·:-\~~ .. :~i.t-~d~on· d& 24 .·horas·. se 9><tr4j0 la 

may~r c~~~i~~~r~:~:~~{~;~;:ci.,J~~d~ 'mu) poc~ ·• e~'..e1 ,.:d¡m:nto. La 

deter~i"i,~c-~O~',;· ~~\·c~a~~·~~.i.~r~~os·,_~~,.:~a-1 ~-~m..J" ci-\~ te~i~s . respecto a 

la.,obte~-~~-~~-- ·d~_\;~~~~~·f~-~~'~ salvo .. en e·~ d0~.6~ .. -~~.' obtienen mas 

carbohid~-~t~s "q~~'."'.~~;~·~ :a:~ ,~-~bid~ '• .:.~~·¡t~O~~~~l~:~; ·er~or :-.n la 
~·;;,.~ -· '' 

preparaciOn volumétrica ( µ1·) · ~--~: · i"nti!r.1&':-"e~Cl.a· -· 'de los 
,, . ._,_,.· •• e 

inhibid0res 1 .en.". el ~r\A11s1s de '8~·>· <:'.':-."-~· 

En lo• :geles de :~-~1i'~·~~~,.iA~·i~~:-{~ ~:~·~-~-s~,~- -~~~~~~~:~~r • 

identificar, las prOt~1~as'·:.:p~-~~~~i-~~~sf:f.,tf~!0~~;;¿:~~--t~~~~~:~~-:. 11tt 

trata de obtener prote~n.as· de »'m.lñc;>a·,:{~e :l~··:k~~, ~~~r[.~'~,, bi'oqueo 

de membranas de' diélisits 1 ··~~:-'.'~~~ci'.]~~;:.'¡_~::~--¿~f¡~;1'~~;~~:-.~:~~~:·:-'16' kDa>, 
' . - ., .. - :·~ '·'"," "'-:'":·-·''!'"""''"'" _ .... 

concentrar las ~ueB.tras)_~-·~~'~i~¡~~,~;,~~~:~;~~~~~~:~~-~~f.~' ~-:de; _·_muestra 

8><, poner mas can~.~dad '.._~e ;;,~f,~~:ff;~:4:,~~{r~~~:~-,l~~~~~~·~:' _·correr los 

geles en .refrioer'aciOli'1 ·-~~: yá;/1i:':que·t . .<·: A~i" '.'.~'f.1.Ulf)·éntariamo• su 

concentracion · --~n el ::_:~.~:~l ~};~--~~
1

{~Ji,~~·~t~;;fJ~<- '~-ª '"d•oradacion d1r 

prote1nas Pº~ ... 1 ""~ªliº;_;~ei,iÚfüi7~~'.~'·'trº~.t"c•~·~•. 
Al reconcentr.ar.'~:_los:;~-e~tr:~ctc;:>s.,'d;s.e >:.1.orma •,un conglomerado 

'ú ~-.1"1-?.':" •j\' '.-
macromolecular.'..rÍeQi-:o;·.;·Piárite.l.n.Cfo5e":;'di.Al'izar,· la muestra para 

, . . :: /!·:_:-:.<·>;·,-.··~':r~-'--:.~).::::·<·){~·>:·,::.;~:,:-· i:.::·: -._. , 
eliminar las .. a 1 tas-:.concentraciones.:de · sales:-:causantes de este 

.¡ .: • ., -',:~;," ~,,, 

fenomeno, ·lo·. é'.: . .-:.'í _"i:·~5~-¡ t"O ~ ~:';,;::.··:~" i;¡··'.··di1;'~·i'~U"é:'.i6~::: de .. este co'mp le jo 
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cantidad de bandas ·proteicas. Por lo general para lograr 

necesita la utilizacion 
' ·-:_ .·. ·~·<-> 'c.,-:' 

r~ciérl prep.aradost sin de~arlos almacenados. mucho: .. :tie~p~; 

-"'-'•' '.' :·-"·'"" ''º·.-· 
del polvo casero como tr.i_turar,. tam~zar:,.-~_,.:desenol".'asa·r~ 

:: lu::~ i z::h::i;::::ig::do:rao::asba0:,ª t:~ :t:i:~~;'.~t;~~~tt0:\:~ :: • 
refriQeraciOn, efectuar coñcenti-á~i'O~-~·: y :-;.'d~;~i'f;~;r~·:>d·~ <;:los: . 

. ''; - .,,_. .. -~; ; . 
e>e tractos se pl antéo hacer .l~ ·. e~t"."C:-C:~-~~~·:·~~-;~·~º~:;:~~)~úi¿~-~~.t~~ 
E,.., Para comparar las· prote1na·a ·c~n ~·~~· eM,t~~~~~t6~- .. ~:'op;J;. Y?Opc · 

'.~' 

por SDS-PAGE, al ~epa~".l!" e ·identif¡~~'r en·.:~.M·t;:_ ~~'~'AO~~~o~"'..sU 
rango, semeJat1zas por P~M. ~ .," detit~~·i;,·~~«· ... ~~·. io~· :.~.~si~les 
alergenos, de cada-eMtracto. 

Algunas propues~as para poster:iores_. , eiltúdi:Os·. son.'. 'el 

agregar. mas .Ínhib:id6r.;~ dlt·~ protea~·as, .\:~u··· s~·.-'..;)~~'c;~~~,ri~~. e~ .. > la 

1 i teratura·, tales como aprotin·~, leupePti~~·'., ·~L~~~~~L:·J~; .TPCK, 

qu• inhiben Serinas, 

especificaciones para 

ciat•inas ·O 

cada 

~ · .... ;•;,:·' -.~:~k~·:;':;:.:>· .. ~'.>'.·:· 
tripsina,«-· c_ul.daryd<?.- :.(Jas 

, ,,,.~ 

eMtraccion, una •oitacion mec•nica ·no :.m~y: drasti·ca;"f:.dEot'erminár 

proteinas por m•todo de Bradfo,..:d. (q:~e·~".;;~: ~'~\~i:.¡,~~·tii'·t;i;~~:;~:{da' .un 
-¡.;.; ,-. '.·r~ ,.,._..., .,. 

valor dtt hasta nanogramos) ,,.. ca~·cen·t~:;:;:::;(1~~;:,:{;~·ü.,~~t'~'~.- ,.en 
.. ;~\ ., . " . ,': -:: . ·~)' " . : . : .. . . ' 

membrana• de ditlli•i• .de:· por~:· ~.~~f9K~"i\J~,~~n.'-.~~~·~ · i :·~tjB · e para 

identificar poeibfes alerg~Ílos··"rft.eilO.~é.fi;d&ti'cl k·o·~> >/'dializar . 
. · .. ::~· ·; ,, .. ~ ,,::,,{ 

Para identificar a·'. .Der .. ·P.1·; :·.):i:~k ':.-.. ·9;a.·> !'i~:d.ica como una 

glicoproteina, teñir .con. ·".;..,~'ct.iV:Q::· d~·: SctÜ-ff_:PASt para las 

protelnas ha car lo. con. '9.1.:· ~ét~:~~ . de n·itrato de plata que es 

mas sensible que el Az~l· d.e Cocima-ssie. 
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Una de las li!J'itaciones P~I"'.ª asegurar- co0 P.recisi?~ las 

técnicas de e><><traccion •s la r:ealizacion_ de u_n; ~ayor-· numero 

de enB•Y.ºS ... '~-~~· .. ..;·~.~~~e~~~P-~r la_ re·produ~t"b111dad : en 

obtenc"ion· ., · d~ '-1.iaa .: ·-~-~,:~tei~'aS~-: - ~--,~~ ·:<~u:~~~-i/l~a~ion 
~ 

identiti~acioO.-~e~:.: soS.:..PAaE:·. -"-.. _!... - .. _ : : ~> • ·. 

E1 ·p1~~-t~~;i~~t·~-.~:;~~~;~cia·1 ,-~~~9·~~(~ -er) 

:..·.1,-0:.--·· 

la 

• 

1ue 11~Y~-~-~ -·~{-::·.e:·_~:~---:-~.~~-~~-~~~\~·~~--: ¿~it~;:¡~~i:~~~-(~~~.~~~.~~-~-í~n _de~ 
vario•· lab-or:-at'Or-10·s. y_.;··-~e_~:~ .. ~c~-~~?o ·~ ,:_nUes-;.~~·•·· ~C:ori'diCiOOee de 

materia~, equipo y· rea~.t~vos., 



B.O Conclusiones 

1.- Con el uso de los inhibidore~··de ·Prc:'~easas, como un 

agente para la ewtra·ccion del po_l vo :·_c~s_ero, -. se obtiene una 
--- . . ·' '·• 

mayor cantidad de proteinas- y· mantiene la, i!"t;egridad de las 

proteinas en las ewtracciones del polvoccasero. 

2. - Una eHtracciOn durante 24 horas · eri: -ref_rig~.'''"aciOn, - es 

un factor donde ae obtiene una mayor cantidad de proteinats, 

evitandose su posible degradacion. 

3.- En SDS-PAGE las "condiciones que favorecieron la 

separacion e idantificacion de las proteinas en los eHtractos 

sana concentracion de monomeros de 12.0 a 12.1 X, empleo de 

reguladora de muestra BH, corrimiento a 20 mA en 

refrigeracion, concentracion de los •xtractos a un tercio de 

su volumen, dialisis •whaustiva de las muestras conc•ntradas. 

En los di~erentes extractos por su P.M. s• encuentran 

proteinas semejantes a los alergenos reportados, D•r pi 24 

kDa, Oer pII 14, Der pIII 30 y Der pIV 60 kOa. 
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9.0 Apéndice 

- Azida de sodio 0.1 Y. (200 ml) 

200 mi (0.l g) I 100,ml • 0.2 9 

- lnhibidores de pr:Ot.easaS. De una mezcla de inhibidore• de 

proteasas ·cPMSF, NEM~' PHMB), a concentracion de 1025 µ9/ml 

preparar en solucion amortiguada de 50 µg/ml 

SO µg/ml (100 ml) / 1025 µg/ml • 4.87 ml de Stock 

- Solucion amortiguador• de fosfatos 0.1 M, pH• 7.4 y B.4 

preparar de acuerdo a l• siguiente formulacion1 

NaCl 
tcH2 PO. 
Na 2 HPO •• 
KCI 

lb.O 9. 
0.4 9 
2.3 9 
0.4 9 

ajustar pH con NaOH ~N y aforar con aoua desionizada a 2 Lts. 

- Solucion amortiguadora de Boratos 0.1 N, pH• 8.5 preparar 

de acuerdo a la siguiente ~ormulacion1 

H::sBO::s ó.18 e¡;¡ 

Na2B•07 9.S4 o 
NaCI 4.39 g 

aforar a 1 litro con agua destilada. 

- Reactivos para la determinar prot~inas, Método de Lowry A 

Solucion A1 carbonato d• sodio 2Y. en NaOH 0.1 N 

0.1 N (39.99 g) (100 mi) I l N 11000 mi) • 0.3999 9 dR NaOH 

2Y. l2 g> / 100Y. • 2g de Na=co~ 

Solucion B: Cuso., 5H:O 0.5'l. en tartrato dv sodio y 

potasio 17. 
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1 ml (0.5 g) / 100 ml = 0.005 Q sulfato 

ml (1.0 g) ·100 ml .0.01 g tartrato 

Reacti.vo de LÓwry 

Solucion C:i a 4.9 rñ1· de ··1a solUcion :A agregárle 0.1 ml deo 

la solucion-9 

Proc .. dimi•nto1 ;~j;l'a~a~ ~n~ ;;e;.i .. : ile tubos,• po,.: dupl icailo 

de la 

mezclar y r1Ppo~ar por .30 min;,:~'.1ae~.;:1a: abs.~~)i~rici8·- á'::t75:~:>~.ri~.- · - ·. ;·-:;;~-~~?'.<~·~,:-: ~(;j! 
·>.!»;•_:. _; 

- Reactivos para .la d~ter~Ú·(tl_C.iÓ~-: -:~~-~~.:'.i:~'~·b~h-~~·~~--~:~¡¡'· :'pOr _el 

Método de Dubois 

Fenol 5~ 5 mi. (5 ~J I 100.~I • 0.25 g 
.· ,, .. ,. 

Procedimiento a p!"eparar una -aerie de. t":-lbost por-' dupJ icado 

de la siouiente maneras·:· 

o 2 3 4 5 b 7 

Glucosa CO.lµg/ml J 20 40 
ªº 

120 lbO .200. 

Muestra (µ! J 

'001 Aoua (µ! J 200 180 lbO 120 80 ,40 . .. 
·k,oo Fenol (µ! J 200 200 200 200 .200 200 2~0' .. 

.. -: .. _ . _;'_:· -.-.·.1 
H:SO.,. .cene·~ q.11_>.: 1000 ·1000 1000 :1000 1000' 1000 1000: iooo 
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Mezclar y reposa~ por·5 mina lOOQC en la oscuridad, sacar 

del baño reposar por 30 min a temperatura ambiente, en la 

oscuridad, lee~. a 490 nm 

- DetermiríaC~o;,, d~ ·;~;~~ttt!O"as· método de Lowry 8 

Pre~a~ar.:_'·~ú~~·~'i\.i.-:·~ 
4.~~;;:¡,¡-¿);' 1'100 ml .. • o.o4Sg 

T artrat·~. d~-~:'s--b~·J.,~- t'~.;-~ ~~~~s-i~.~·.4i.·: 

·2.s•_m1'. c4 ~')';~l'ioomí - 0.1 g 
,:':' 

NaOH O lN _._. ;:t:. •' 

0,1 N:C3~:~9~~!:(~~x~¡;,l)Íl.N (1000 mi) •M134 g 

Na:zCO~ · 3Y. ; ~n · N~'oH ; ·~i.- ¡ N':, ·: · · · 

103,4 m~ <.~·;~¡)~'Í.do~¡ ;. :s •. 102 ·.g 

Se mezclar:{ Ío~·'.;;~~-~~~-1~:~~-.,v,:-~e·_'.~~Ja·n· reP~sar-· CR.tActi~o A) 

Prepar-ar lOs .-:t"~-~~-~·~~/;~p~~: ~u~~---~-c~d~· ~~~~" _:l:~· . .-_~abla::. 
·;_4 -\·-:1:'-_b ._•7 e 

ASB lOµg/ml(µl) 
Muestra ( µl )· 
Rttactivo A (ml) 3 

.•. '' 

Mezclar y repo~:a·r:-: -~5'r-:: 1_0 .m~-M 

-.. 3_ 

B 10· .·. 20 

':<'j-~ 

mezclar, reposar ~,;P~-... ~;3~ :-~/~,., 1~~--~ -~{·bso·'_n~::{/ :.·· 
. ':.'i'·'' '• <"1 ' ?:({ 5;p ·_.,;,;;;.·»; --·:';).'' ~::' -:¡··;.·· 

20 
3 

- Re_acti~oa ~•r:,~e~f~ :1;~i;PHJ;~'•~fh~,;!h} 
Antes de preparar,;·:··los:~reactivos.,y;_9el•& de poliacrilamida 

aseourarse; ,q~e '~\ rñ.9ter'.iá.'1~~i-de /._;i.úf;ier-i·a y el equipo de 

eleetroforeais, tia.Ya' \~.id¡,·::\á~ado é~Ídadosament• y '!!lecado 
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* Solucion de acrilamida-bisacrilamida (30.8%) 

Acr{lamida 30.0 · Q 

Bisaé:rilamidá , ~·ª~·~.· 

diluir en ag~a·•o' meZ'c~'~!:· Y.·~~fa~•.'7.: a·:i~º-~-;~~_,,.:11.i.t~a.r ... en_..~hatman 
No 1 ·y ref,-'.ig_&~ar'.(" ·· :}v ' .·. 

* · Re0'U1adora·,,.~·~i'i:·~~l ~J.~~ ~·~~~~~fi~~·;~~~ T·;:is~Hc1· 1·~ 5M,, pH• e.e 

. !~,i:.:"'.-.:_.·~.i.H.:~.--.~----·_ .•• _1_~_:~~;.' ;,_i'.~-·~-¡ .~ ::~ :. ·. f.~-~_:::· - ,, - - . - ~.?~:·:·:·.:·/. 
aJustár ;H\c~·n.\.::.~ ... Cl~\-~:~f~~~~~~::~::~_;i;,~;.'.-~.'.-~ -.~-; 'f ii t;.,.;, Y:. i-e~r¡loe.i:-ar. 

(!·.-c:.·:t:.'<-:· - ' * Regu1B.dó·ra-·:·d·ai:{ge·l';,:-é·~n·é·ent~~a~"a·~. :Tr1s_¿.Hc·1· "o.~. M,· ~He 6.e 
T-~.-¡ zma·-- ~:~·se:;~~~·. :/::·º~-~ .. b·;:~ ~:.~ .: 
H2 0 · . . 

0

40.0 ml 

ajustar~~ e~~ :·~~~:~·.::'~~~:~r<:~ 50 ml~- filtrar .. y refrigerar. 

* (SOS) l~.7.1 pl!sar: lO·g_y .Í.fora'.·.a -100 ml. 

* Per•ulfato de amonio 10% 1 ae prepare al momento de usarse, 

pesar 10 o y aforar a 100 ml 

* RegUlador• de corrimientoJ Tr{s- 0.025 M, glicina 0.192 M, 

SDS o.1%, pH• B.3 no se aJuSta 

Trizma base 
Glicina · 
sos 10% 

3 ; 
14.4 g. 
10.0 ml 

Reauladora de muestra 

Trizma 0.5/2 M pH• 6.B 
SOS 10145 % Íml) 
H:O 
Glicerol 

. . .. :-.. ·_·:.·· . . ,.. _,; 

cual sera el _frente duran .. te ~l' :co:r:~.i~~ent.~·~. 
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* Teñidor de proteinas 

Azul de Coomassie R-250 l'l. 
Metanol absoluto 
Acido acético olacial 

62.5·ml 
250.0 mi 
50.0 mi 

•oitar, aforar a 500 ml y guardar en: recipi~n.te oScuro. 

* Decolorante I 

M•tanol 
Acido"acético 9lacial 

aforar a 1000 ml 

• Decolorante II 

Metanol 
Acido acético 9lacial 

aforar a 1000 ml 

- Bloqueo de membr-anaa para la dialisis 

500 mi 
100 ml 

50 ml 
70 ml 

Para obtener prote1nas de menos de 10 kDa, se bloquean los 

poros de las m•mbran~s, de la siouiente manera.1 

- Cortar el tubo de dialisis a la longitud deseada. 

- Hervir en un oran volumen de NaHC0 3 2~ y EDTA 1 mM. 

- Enjuagar p•r:~ectam&nte con aoua destilada. 

- Hervir 10 min en EDTA lmM. 

- Dejar enfriar y ;uardar a 4ªC sumergidos •n la solucion. 

- Ant•s de usar, lavarlos por dentro y fuera con agua. 

EDTA 0,001M 

(292.24 g¡ (500 mi) I 1 M (1000 mi)• 0,1461 g 
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10.0 Glosario 

Aler9eno1 •u~tancia espec~fica bioloc;iicanlente activa, 

provoca rea~~¡on~~·.···c;I~ ::~·¡·~~ ... ~~~~~,! bÍ lid ad'' i·~~~·di.á ta. 

una ·.~espueata 

::_d;~ -~ -1-~'::r d~féns;_. ·_~-~~1'~ -iibe~~-~,-- .:~~i~-~~ ;;;~a~b-~. aCttvas 
- ' -- ._ ';-~--· -. - :·-_;;-'.:-: .. alterada 

produ::J::~. t~J~'f~lt:NJit~J;rJ~~.~t1l t:~t:t~Je~~:~ti:l ::~[e:~ª 
préd1"posicÍ.ooí ,t'é;'li:;~~fi'~á J<~.·. ~ réaccicm.,á~¡;/ con . proteinas 
ambientales~-- • '+.-~ - ' ,~·~/~·:. :.-;~J-~ (;_~;/. -·.:,·,_-_ ···"'"~,/ 

~--. ""-:<~· >:~t;,-.~-::~L~c·'.· i~(:-· ,_:·/_ ·,¿.': ~;;~T ~ ic • 

:·~é1l:'1a'·.·'.·~ebadal.:-.sa:~·-·C:é1U1as-:·de _def¡;,;;,;á,"'. ·p~~-i~\i:-scu'lar que se 

.enc·~entian.~· ;:·9·~:"·.;, el '~.·-,tt?Ji.dO''. .:_ ~;;neCtiV~:.~,, ·:~~{~~~~- receptores 
"·'·· - .-},<·· 

••P~:ci11'CaS· p·a~~'-{Fc ;-~~~;~_i-~E_:·: í' - ·-· · ·.-- ·-

Electrof·O··,::~~-is~. ~i~r~c.i~n· :~S ··~-~it'¡:~~-~as por une solucion 

b•Jo ia: i·n.~ 1~17n;~ª,. ~e: ".~-~-:-c.~~~;-~ __ ·'._~-~-~~:"~~:~~~:-. 

que &e separan por el uso ~~-; s~i~e~~~~. 
Hip~nl~~-•~b.i_l (ciad ¡·f~m~~-~~)~mo·- -:~~, .' 'ii;·~~~:~ád ·_ que . puede dar 

lug~-"-~ -~· _:_-p-~o~_-•_, ~-6·~.·,;~.·~~;li~-~~-;-~a·\~}_~-~ ;:~ . 's·i·emp¿¡, ~-~-d·e · ·Proteccion, 
"'"' '· '""~e' -L~:' 

oca!Sion.ando · 1 esi~~-es. hfs-;-o'fó~ f¿aS; ·a·n · l~.r _t"'~j-~-.d~,~~ p-i:Op~¡;,~. 
ReaQina1·_ . t.ér~l~o':-._.~m-~~;~~~~<: -p~r'~ descF-'ibi.r< Uria . sú'stanc1a 

_,- ,_ ··',, .-.·. •'. 

t~rmolabil del·· suero relacion'ada con· ~·~-'.-: h:i_p,~rs~~sib_J l idad 

inmadieta, a.hOra •• Conoce como IQE. 
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