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1.0 Resumen

Con la determinacion de nrote&nas v clabnracxon du. SDS-

PAGE, las mejores condiciones ,los
posibles alergenos del acaro de c nrmataphaqa:dQs
pteronyssinus, solubilizadas .

refrigeracion, emplear una solucion: amortiquadnr‘a‘de boratos

a pH= B.35, uso de lnhib!‘.yd'm-"ev:‘s: de“'p‘rroteasas, agitacion
mecanica y tiempo de lxtracgi’ory;":&q 4 horéﬁ; ah reextracciones
de polvo aun se obtienen proteihas; Las condiciones en SDS-
PAGE mas .favnrables fueron: una concentracion y dialisis de
los extractos, volumen de v45 Hl de muestra y 5 ¢l reguladora
de muestra Bx, elecéraforesis en refrigeracion a 20 mA, gel
discontinuo a 12.0 I. de -mongomeros. £l numero de proteanas
fuer en el eutra:tn comer:ial (Dﬁﬂ) 18, con rango de 7.5 a

114.8 kDas oxtractc de levaduras, uc’(as, egcamas v pelo (E,)

2%, de 7.5 a 114 3 kDa; ‘extracto de’ polvn casero purificado y

recumbinante (Dpl’) i ntervaln de 7.5 a 72 4 kDa vy para

el extractu que obtuvimos {C.) 20 prutelnas de 7.5 a 114.8
kDa. En lns cuatro extrlctos hay proteinas cercanas en peso
mnlecular a los alergenos reportados., Algunas consideraciones
en >ﬁbster1ures estudios ®song aumento del numero de
inhibidores de proteasas, uso de tubo de dialisis con poro de
exclusion de 1 kDa, determinar proteinas por metodo de

Bradtford y tincion de geles con nitrato de glata.



2.0 Introducc:on

Los al.er'uenos del a:aro de . unlvo casero. D) pterany;sznus Y

v medicamen\:ns ‘para ca_us_‘ar

 con" otros

aceso-alergico,

que esta mediado

pcr" la- i 5 I “re'ce‘ptoras Fe

alergicas  como:
‘rinitis, asma’ ‘a" Jos alergenos
del acaro.

En la: "e:'l'ib'ur ¢ lvo cagero, .se han

empleado condi:ienes muy: variadasicon respecto al pH,'emplno

de temp!ratura Y

sero, suele

puras, -

Despues d

idqﬁ.ﬁlfscadu cada
:amﬁues'té 'ig_n tecnicas como
electruforesis en gele
‘precipitaciones. tDIf\‘ ;
saturadas de sulf;tb de:.v_ama . i rir.%iaroa:etico en’
diferentes ccncentraci‘cl‘nérslii ,valioll?ill':‘, del
alergenc y su localizacicn, ‘se’ puede” Feal;QéF éaq nfﬁet;as



inmunologicas;, donde“]os ‘anticuerpos contra las ' fracciones

antiuenicas se. fijan ] mentifican con te:ni:as como ELlSn,

RAST o IET.

2.01.- thaced nteg:

de alergia y polve casero.

| observaron

que--al- morian en

iny;ctar_les pcn‘ segunda
1 S y 37,
i;r91a; -n 1?0&,
obIErvandn que ll aﬂﬁinistr&r por sagunda v-z un anthenc
producia oxtranos trastornos l*.s; ¥ )

Las pruebas cutaneas con cxtra:tns du alerqennu fusron
usadas por Cnoke en 1911 ‘mr, B

En. 19153 algunul mﬂtudaa para la pruparncion de extra:tos

alergénicos fueron descritns\pnr»Co:av’O.

A la presencia de . alqunasrrsustanclns' en el suero,

responsables de la reaccion du h:pcr:eﬁsibilidcd se les
denominGd reaginas- en 1921 por Prnusnxtz y Kustner Fe, I3 A1,

Ese mismo afo, con un. fxtracto “e palvo domestico, aplicado

en asmaticos, se detec . cciunes positivas en los

estudios de Kern -
En 1923 Coke lpukd‘i ~ant -al_aplicar el extracto en
sus pacientes, ag(iﬁuyendn'la accion ‘a hongos y a celulas

de descamacion del ho@br imales »=. van Lewen postulo

la posible  ‘existercia.  de’’aca osi i Ancona  descubrio  unos

cuadros altrgi:oi porfinhaiaciOn de acaros 41B.ce.a7,



Son cnnclusicnes de ﬂdelsberqer en 1929 que el pr;n:ipxo

activo del pnlvo -asera: es- termnlabil, ‘se disuelve (,en-aqul y

saliicien . amo

‘—"qgé 108

cutanea

. p-rfena:en» a‘‘una:clase .de inmunaglobulinas Fe:nﬁacidas ‘como

integridad

ncuentran impedimentas

abordar el orqanismo, ld:s_ilergenns

como: la barrera mu:o:utan enzimas,‘ vellosidades,

ciljos y PH. Después el sisfema xnmune detecta. vigila . y

reconoce los anugenos exogen:m. dandose el pracesam.\enca de
tracciones antigenicns. para que se desen&adenen los
mecanismos de defohsa !:elular' y humnra] l=~-~-==

Las reacciunes de hipersensibilidad se clasxfxcan en
:uatrn,'al ,D. pteranyss.:nus se le xmplx:a en la 1, lll A4 lv.'
La pr‘imeré'«raaccicn es la mas comun y~ preaumxnant‘a"en ia :
:linic; AL.a® . tambidn es denominada como . de txpn 1r\med1ata.

Esta reaccion esta mediada Dor'reaginas. se prauuce'en
. 5 . : .



seQundos o hasta 20 minutos. despues de un 5equnuo :nn\:acto

con las alergenus, ‘ge

se - adhieren “a--
fraccion crirstali‘z'awl)l:e

alergeno - al

sensibil izg&a's

2.03.- Fi_é_ﬁq ‘es’ que’ predisponen a desencadenar alergias

La situif;an'y. la respuesta alé#rgica esta controlada por:
la via qq—ovgpblicion repetida e intensa, dosis de alergenos,
pre&ilﬁcyllcion genética S:.3e, naturaleza quimica del
'ulergeno, tactores ‘como: temperatura, humedad, aumente de
cont-};innntos. irritantes industriales, nuevos productos
uni;'nicos. medicamentos, . mstrés, desnutricion, ani comd
intfecciones virales y bacterianas intermitentes del aparato

respiratoric y de la piel ®=-3:%,

2.04,- Tipos de a;erqenos

Los alerqenos que suule'n' ser.,,iinocuos, pueden provocar

alergia en J.ndivxduus atopi:o vexbue'stas a e_llas. Segun la

via de a:cesn al'urqanis o 'se clasif;can sn: neumoalergencs,

e 'Se han  aislado vy

trn'\‘_qalarqen'

cara:ter!zéao-dife ntes ‘fuentu; }:‘:c'smyo: polenes, caspa de

animales.‘”pd}vo'éaseru, venenos de. 1insectos, tarmacos v

-]



alimentaos; suelen ser pro:exnas y gl&capratemu,-su ‘peso

molecular varia de Z:B

lana;

saliva,
quimicos industrinles
pueden ser cranspnrtados P
alergenns inhalados da pnlvo.

multialergénicas lok4due-iiﬁb.
alergencos mayores y menofes' . @f&pi&o|. son

altamente reactivos a los mnyores Yy E‘glo,’a 15 % & los

alergenos menores. Los enos muynres conacidos son
proteinas de peso mulecular-de 20 a 40 kDa, los alergenos

menores pueden ser pruteinasr o pnlipeptidos con un peso

molecular tan grande;cﬁﬁo;bbkba o tan pequedos como 2.8 kDa

19,31 .43

2.05. -Polv'

casero como. alergeno

£l polvo'

s fb’es una mezcla heterogenea de elementos en

degrada:ion qu 1ncluye-nrqdu:ius epidérmicts del hombre y de

animnlés,' celios de  hongos, material ' fibroso

ntan pruebas .cutaneas positivas a

- extractos de pblyc'éaséin,:se‘plantea la interrogante 'de’ cual



de todos. sus numernsos cnmnonentes es el alergeno erincipal o

. alergenose
\.ue;t;'r-.srrsl de
ivefsasA

: ~pro}dvuci‘.rr un

de

vlm,ente‘ )}“:‘ﬁor 1a sengibilidad de
pg’cientes“;! soluciones uy‘,diiﬁfdas de los preparados en 1los

laboratorios

2 06.’- Cara:terlsticn del acaro y sus alergenas
Algunnl caracterllticas del D. pteronyssinus sont mide de

175 a 350 um de Ianqitud, su forma es ovalada, cuticula’

estriada, n son - seqmnnt.dol, tienen :uatrc'plrel' de pruwta's'j

arciculadas ; susrex:retas miden de 10 a 40 um: -°

Suelnn encontrarse en diferentes s:t.{os de la

sucla de dormiturios. en alfumbras.‘ ,mueb‘le

plieques de col 'hones y rnpa

‘egencialmente

de lae- escam dérmicas’ humanas 4.8, Se ‘nan bropuesto




diferentes caminu! pnr los uue los acaras secretan '3 excretan

sus pr_oductbn'" “en “"éus l

esca«ias,' : g‘ll nd‘uxlas :

nte asma. Las hnces cont;}

alerqano princ;pal, Der pvl; que"puede ",;e'r'”

sintetizado y ex:retadu en el canal alimentario —=-=‘

los alerger)os» menores se encuentran, Der p“,. nresente

princlpalménte en la cutfcula del acaro, podr.la ser'
por las glandulas de secrecion, no puede alcanz

nasofaringea .y al tener solo contacto con

Drndu.cQ principalmente dermatitis Ll g _-"05-"'. ~ Otros

alefqéhoé )nani:ij'es',, Dar pIIl y Der pVIV_,‘"e'snan_k en canticades

menores y, e'ehchentfan, .tanto en la cu_ti:u’l_a como en las

=e 1§|Jﬁd§ alergénos >er'\ lbs acaros pueden presentar

heces
cruzadas entre los diferentes géneros y especies
debido a‘los eterminantes ant_xgen::as, que son muy similares

El “Der pI‘tiene puntos ispeléctricos (p.l) de 4.7 a 7.4,

tres :uartas partes de las IgE estan dirigigas contra el, es
una gl;coprotelna. termosensible, hidrosoluble. estable hasta -
los S?ﬂér -ccm '222. residuos de aminoacidos, peso molecular de ’

24-24""kDa, se ~le asocia con una cisteina, %0 %

S 9



de 14-15 kDa,

antigeni:idad 'sé'bierdeb a 5&4°C por una hora, se desnaturaliza

cir.1m,208,

a 80eC y-a pH= 2 y 12‘

Der,,pl!_ de .|.2 49 residuas de aminoacidos..con P.M.

na;p_r‘ute_l_ﬂa hidrusnluble, estable a pH= 2 y

12, talera' 6}' AlO'min‘utos, su p.l. es de 5-8.3; a

d ntifica'como una tripsxna. p.1. de 5-—7,

variedades

diversas
FECOHOCEF— a

11 actxvado par

activado :-por : (lNF\—‘rj‘; 'vp_érjé Yl'mo;’ular “ila



produccion de IgE. ‘-‘_de- . manera’ .positiva .y 'negativa

respectivame “los o LTh - e

eceptores ' de

as © 'lqE, esta

) .son el adenosin

monofostataiciclico untoicon el receptor de calcio’ itque

aéé]iiﬁna“ pr'ovucg ‘en la

slﬁiaé#a q‘elv m?dia&ores : formados © de - novo

araquidbnicdl las ;prosiaqlaqdinas [ (PBY

factor W.‘icti‘vadoy{ de blaqpetés (PAF_)_:L?*’- Al iy
: 1 '



2.08.- Caracter&sticas de extractos ‘ae bolvo casero.

Los extraetos no szqnifican ‘una I’Eplica total al 100% de

lo que sun las muestras alergenx:as en .su estado natural.

Muchas de sus ptoge qas n turalgs»son,par:;almente destruidas

despues - de

Yas IgE +=., Cic

idénticamentea

aceptado  como Melg mas: satisfactorio

extractos son p’J'tu’iz-a‘dns‘ par

siends de composicion. quimica’ -indefinida,

_empirica y carentes ‘de”
®.1z.20,23, La ma*dr"‘a )

mezclas - complejas, contienen adema

~ acqrqs. es:amas epitel.ﬁales
bacterias, en - donde .
minoria “de. lal
compuestoi 'molét::ul'aras
carbohidr.tos, lipldas

mlcotoxxnas. endntoxinas Jotros

eiementns-' que, f puedan : ncasiena (DDii;xvos

--B-za.zﬁ.za-aama En.'las eutractos del p‘o‘lvn aie’rp sg han

determxnadu aprax;madamente 51 proteinp;. "llfﬁg gllés, se

les ha encontrado union con la IQE 4.+2,37,. "




2.09.- Métodos de extraccion de polvo casero
La mayoria de'lns extractos de los alergenos se preparan
utlhzando snlucinnes amortiquadas.. Se pueden presentar _como

saluciunes acuosas. glicerinadas al 50%. 0 tuen unfu;zadas;

los extractos ]infilizados y glxcer;nados snn mas’ estables

desacar iif munsgra, par'
amnrtiduada dé fnn*atus,

relacion 1:20° 6 1110

fenilmetilsulfanil fluoruro

inhibidores de proteasas como e

(PMSE), N-tosillisilcloranetil. i cetona: (TLCK) ; N-

tosilfenilalaninaclorometil i,‘éetona :f(TPFK). banzamida.
aprotina vy leupeptil,,rentre otros.' La ‘solubilizacion se
realiza a temparatura ambiqnte o a 4=C. Eon\aqitacion que va
de 20 minutos a 48 horas A'-lﬂ 24 .27, ='-i= centrifugar de
2000 a 146000 g pnr un periodo de 15 a 30 MiNUtOs 49,231,327 ,45,
después ftltrar para elim;nar particulas grandes y coloridas,

asi como esterilizar con lpape} microbiologico Trri,az, g

extra:to se l»buedvek coiycentrar por refrigeracion -]

13



ligfilizacion. E1l concentrado se cu.suelve‘y dxalxza para

métcdos :nlarimetricos coma. - !

ninhxdr.lna 3'-2;.!0.4.

La identificncion del D.
prnveniente de uha muestra

oblervacion di re:ta o

1rlovt_arc17or!>- '7I7..a ot latacia

saturada de’ NaCl

se puvaden‘ élal.jni-ar ui
al ergenos se:lur;ci
diferentes proteinas
acctona -] 5olqciqn

concentraciones cre

2.10.~ Estudio
AlgQunos incur}vé’l"\i n [ “los- thra:to;,' suelen :antener

sustancias’ . farme aétivas,' que indu:en‘ la

liberacion: de "los medildnres de forma inespecifxca, alterando
la c!neci:a’ "la’sA ‘enzimas responsables del equilibrio
biolégico del te.y.idu y l‘és que aumentan la sensibilidad de

los br'et:'eptcres valor-c.xon de los alergenos tambien se

d.lficulta, 'po_' ul constantc proceso de degradacion y peéerdioga

que depende .de factores como temperatura, pH,

de accivxu'

actlvidad enzimati:a prcp;a de los alergenos, solubilidad,

CD“SE"VVEC‘VUV;\A thxemp‘l:l de estabilidad del alergeno 33,
) i : Lo



Una 'v_ez hecho el ex trécto K alergénicéﬁl se ~ev$lﬂa - "el g

contenido de prot:e.lnas y sn sep -
comn la precipitacmn fracc!nnada,

SDS-PAGE,

indigandn su can tenidu,

(carga eléctrica,

que tienen

sensibles, el cxtra:to .sterll prnvn:a
Y er‘.ltéma 3v.az, EnN las seuundas :e emplean métod
inhibicion por RAST. ELISQ. ’Inmunaflt{ovfgs.:
donde se mide la alpnmcirfri_:‘_:i'dqrpy
Rz, Algunars prueba§ - 1n;:iu).?en .‘bmeﬁ:f;'r

alergeno, el cual puuue :onsutuir soll

las protelnas totales del extra:to 3

En un extral:tn alerqeni::o

separar e “id tifi' arrb las antiqenos d

alergizantve,:_'«'su'eln L ser un traba_jn‘ _lehﬁu . -laborioso

w.19.48,

15



3.0 Justificac;an/delrﬁrﬁblema

Lus'entrf:fui\di pteranyll:nus ¥’ del palvo casero

suelen tener una :ompasxcion var;able. debida al criqan de~lagv

muestra y -al proceso de su anborl:ion, que no .son unicol:”

son de composicion biomolecular - !ndefinma y i me nmplc;n de; -

una manera empirica en el dilqnostico y tra

pacientes alérgicos. Las condiciones  dew.. extrnccinn :nmon

empleo de inhibidores de . protgag-l,' ftempiratura
(refrigeracion y ambiente) y tiempo de.agitacxon‘nu;den ser
evaluadas por el contenido de bratelnis y. carbohidratos; y al
comparar cada factor establé:crle, '1a£‘ cnndiélones mas
convenientes para elaborar el éxtr;&tn;;.h SDS~PAGE . se pueden
separar, de cada extracto, las ?rbt.lnagyc identificar su

numero, peso molecular intervalos y comparar _ con . ctros ‘f

:fip

.de " nutriente

extractos (comercial, :pur{fic do”
proteinas que :amparton y" ;lds<

alergenos (debido a{

polvo casero 'y tener

dérmicas, en personas que acuden al los Servicxc Medlcos. N

is




4.0 Objetivos

1.~ Emstablecer el uso de inhibidores de prﬁteasas. como un

agente para la extraccion de proteinas del polva':asero.

2.- Indicar por comparacioen, los 'factores mas pertinentes
de temperatura y;giembo; en:'la-‘obtencion de proteinas del

polve casero, .

3.{,Determ1nat ‘condiciones favorabies en SDS~PAGE para

saparar, idengifigarﬁ'y tomparar las proteinas de extractos

de polvo casero.

17



5.0 Materialy reaétivos'y_-etadolnglis.

- Mallas con diametro de 0.25, 0.5 y 0.75 mm

- niérép;ﬁétaq ‘Gglsoﬁ;Auxfcrd y Hamilton.
- Papelfiltro Whatman Nel.

Equipo :

- —ﬂaaianz;‘qkanatafia.
-755;:6;:o§£0‘éstereos:opi:o.
—‘Agitﬁdur magnetico.

- Potéd¢i0metro. :

L. éspe:trofotometras Bauch: and Loﬁﬁ y. Beekman D.U. :&50,
- Refrigerador/congelador.

- Caﬁara de geles de poliacrilamida (Bio had;niniprutein
Cell. Modelo 422). ' ’

- Fuente de poder (Bic Rad Modelo 200/2.00% ) )
Ren:tivos :

T Eter ( de Beker).
~ Inhibidores de proteasas:

fenilmetilsulfanii111g6rur6f: (PMSF)

N-etil maleimida (NEM)*

- Aazida de sodio.s.’

= Acrilamida.™

- 'N,N'-bis-acrilamida.*

- Trizma
- Dodééil:iulfatn:de ;b&ln.'
~ Persulfato de. amonio. =

. . : 5 ) 18



- NyN,N,N-tetrametilendiamina.,

- G{i:xna._-

- Azul de bromofenal.

- Har:adores cumerciales de pesu molecular-
S - Azul de Coomassie R-250.*

* Reactivos de SXan.Cheriv'y‘cal' Combénf 5t Louis Mo.

Reactivos biologicos

-Obtg‘g;on: pulvo casero

= Muestra dl polvo-caserux

'nspir-cion por media hora, coloctado:en:bolsas: de:plastico:

i belylus' humanos'

tlene un suport- d

condiciones de crecim ht'

de humedad relativa.v urante 9 meses.“

~ Levadura de cervez abletas da Mlad Juhnson)

- URa! y :abello humann u- Servlcius Esteticus.

s

- Esclmnl dérmicAl‘humanas. obt!nldas de sujetos . no

atopicos, por clescam icn normal v quemaduras ue s0l.

- Extra:tc de a:ar uificado y r!:umbinante, donado por .

DNAX. Palo Alto Califnrnsa. o

L Extra:eu camer:i de’ D. bteranyssa'nus ‘de Labaratorios
Freemln) .
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Metodologias
Polva casero

|
Desengrasar
. Pesar

. Soiuiilizar
.

Obtencion .de- Obtencion de
'_ Derfpl‘ - ber pll

"R éin A, con A, s2N

Ay con h A
: iinhi bidores inhibidores inhibidores

inhibidores '

B, Tiempo: 1 .- Bz Tiempo 2
Temperat’ura 1 Temperatura 2

" Cax Tiempo
Temperatura

Fig. 1 Disefio experimental de las extracciones A, B y C de
polvo casero, evaluando las condiciones por determinacion de
proteinas, carbohidratos y SDS-PAGE. Aa» extracto de polvo
casero con dinhibidores, para Der pl. Ax= extracto sin
inhibidores. A.= extracto con inhibidores, para Daer pll. A.=
extracto sin inhibidores. B,m extrac¢to de polvo casero, con
inhibidares a 2 horas, 24 oC, para Der pl. Bz= extractec a 24
horas en refrigeracion. C,= extracto final a 4 horas, en
refrigeracion, con inhibidores.

Las extracciones scon denominadas A, B y C; dentro de estas
extracciones se subdividen para comparar cada condicion uso
de inhibidores, lqita:ion‘, temperatura 1% tiempo de
extraccion, indicadas con la letra 'y un-subindice (A,, ﬂ,‘.ﬁ

Auy Any By, Bz, Ba, Be ¥ Cy)

20



Metodologia del. empleo de los inhibidores de proteasas en
las extracciones A de polvo casero para Dgr pl y Der plls

Las muestras de polvo caéerc seftémizan, an mallas de
diametro 'de 0.25, 0. 5 y Q. 75 mm. El polvo mas fino se
deposito-en papel filtro sobre un embudo, se desengraso con
éter, dejandolo secar” al axre y pnsteriormnntn se deseco,
para deshidratar el'pnlvo.i

Obtencion de Der p[x

Pesar 2 fracciones de 1.465 -] del polvn. una solubilizarla

en 14.465 ml de amortiquadora ﬁe fulfatus pH- .8.6, azida 0.1

%, inhibidores de prnteasas (50 pg/ml con agita:ion mecanica‘

llamada (Ra). ¥ 'cn manual; -8in

inhibidores de proteasa

(Az) .

partes. S :ér

;solubilizandof

Dislizaf las muestras (A,, Az, A;; A.).vprfmefo en agua'bor
12 horas, después en amortiguadora 5 Qecegnﬁﬁdé 3 horas.

Hacer la determinacion de» proteinas, ‘ﬁ;rbohxdratos y.- -
elaborar los geles de poliacrilamida, como~se‘ihdic$'gd el

apendice.
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Muestra de Polvo casero

‘Tailzar
en tres mallas

Desénqr;sar
CDI’\ eter
Desecnr
‘ Pelar
Der p1 -~ o LT [!.,
T . Flotgckon_ ) )
con-NaCl sat. |
] s ‘Dnr pIk
- Observar . i Triturar

-con microsconxu con micrupotter»

Solubilizar en amartiguadora de 1usfatns

. pr1=~~7.e...

c/inhibidores:’ s/inhibidores e/inhibidores  ..s/inhibidores
agitacion ..
: - Mecanica
s &on. mosga .’ <

S N

Mecanica
con mosca

Dla{lzlr

Det. érnteinas e Dat. de éarbchzdratns = SDS:;LGE

: qu,, 2 Diagrama de flujo de las oxtra::ianes A.— para
determinar = la i utilidad - de  ‘emplear . inhibidores: en “la
extraccion de Der pl 'y Der pll, evaluandose por contenxdo de_
proteinas, carbnhidratos y SDS-PAGE.
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Metndulogla para camparar el txempo ¥y temperatura, en las
extracciones B. de: polvo casero para: Der pl:: -

en refrigeraclon .iBQ).‘Eenfrifugar
17_ haras» en ‘refrigeraciOn

pastilla de. Bx (B,),':entrifugar 1500 q pn

Dializar 1ns extra:tos (:n memb anas ne exclus on de 101
kDa bluqueadas con EDTAi v Ca3603) “en aqua ‘por - 12 .hofas.l
después en amortiguadora 3 ve:es :adn 3 huras. o :

--Determinar proteinas v :arbchidratos.

Concentrar las muestras en refrigeracion, hasta un tercig
del volumen original, en membranas de dialisis 5in\blbquear y
dializarlas en membranas bloqueadas. Elaborar SDS—PAGE_pa}a

los txtra:tns‘

23



Muestra de polvo casero

Pulverizar
Tamizar *
Desengrasar
con acetona
]
Secar
a 37eC
Solubllizar R
con mosca
pH= 8.5 RE
B, amortiguadora de boratos - Ba
) e ; :
2 hrs Lt 24 nrs
20=C : LT aeg
L T 'J,_
Centrifugar
15000 9/15 min.
Ba l
Solubilizar Pastilla
pH= 8.5 Lo
17 hrs.
Centrifugar Cenﬁrifﬁaaf

15000 rpm/15 min.

150003rpm/15 min.,

:Caﬁceétrlr‘
refrigeracion

Vbxalxzar
J -

Det. de'proteihls

‘la'extraccion de Der pll, por
carbohidratos y por SDS-PAGE.

tiempo: yf“tempera!ura,’baia
determinacion de proteinas
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Metodologia. para.la extraccion C, -de polvo casero y de
extracto de nutrientes (E.): . . . s

evadu ;:s, 2.5 g. de ulas, 3 g

Extracto Ea.t
de - escamas- ‘dérm
gxtracto C; de’polve

llevan:a tami ar

de cabelio humanos,

e ‘diametro s Se humedecen

boratos’ pHn'

agitacien mecanica

N er‘lfiﬁéﬂ‘riqer.cion. dializar

en .agua y. tres veces cada 3

horas en amort‘igu:a'dnra';'élabn ar SDS—PAGEten las muestras y

comparar - C, ' E,.. "cun‘. e_x“triu:‘tos comercial ‘(Dp"),

purificado (Dp®). -
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Em Ca
Levaduras, uras, Muestra de Polvo
escamas humanas casero pulverizado
y pelo
pulverizados

[}
Taml;ados

en mallas

Desengrasar
con eter

Secar
37=C

Solubllizar
4 hrs
pH= 8.5 .
en retfrigeracion

Eentrlfuqar
13000 /15 min.

Concentrar .
en refrigeracion .

Dializar
en refrigeracian

EDS—AAGE
con reg. mta, 8x
en refrigeracion

Fig 4 Diagrama de tlujo de la extraccion de polvo casero
Cy vy de nutrientes (€,) con las condiciones encontradas, -
para compararlas con extracto comercial (Dp=) y el purificado
(Dp=), en SDS-PAGE.



. Condiciones para separér e identificar proteinas de los
extractos. de. polva caseru. e SDS—PAGE: :

Limpiar‘ las places cun detergente neutro, uesengrasarlas s

can etanol’

aqarnsa - ) el qel : sebé.r‘ador. 1z %)

prepa

concentrad 3 rimer cuadro

persul fa

T Agua ; g S B Ry 2N
Acruammu-hisacrnamida £0ePI

'Amuruquadura gel separudnr e | —
‘Amor tiguador qal cuncentrador

SDE 10:%

Parsul fat
TEMED

Colocar cables catodo (-;):;.
durante 10 min. Prepa'rar.\r'
extracto con reguladora de ‘,mq‘e‘_s
respectivamente, hervirlns“, po 2 r a:ﬁ ér;: .
los pozos del gel, :orref"l_ﬂ electroforesis tiira
ambiente o en rcfrxqera:iﬂ;l ala
cuando el frente de azul”kd‘rek ‘broma‘f,eno’l s
del borde inferior. del qﬁeyl',f

teRirlo con Colorante’ A;uli_,

1y “despues:

desteRir con el decolorante -
oy




11. Graticar’ el Log.~d§1 Peso,Hole:ular dé los tarcadores

apartir’. de ‘los. Rf .de  las

contra el Rf vqe"[bs';“

pruteinasfde los eit}éctus. eitiapala:ion el

Soncentrador: 8%
I monomeros, "trizma,
yraguas’ S

\GelifléaCIOn
‘Persultfato.de ‘-
10"y TEMED

Fige..: 5 Diadramd'#ég flujo para  establecer condiciones
tavorables en SDS5-PAGE. . al separar e identificar proteinas de
los extractos de’polvo casero.

28



6.0 Resultados

Las extra::iones se gfectuaron ‘una vez para cada variante,

se tomaron los resultados mas representatxvos de las curvas

los ngrcndorus, song para -el extrncto :omercial tDp ) y A; ﬂ'

protelnas; Aa. MP con 33 A., ‘A 2 y Dp= :an una prcta(na. Las
fpndlcicnes para los geles fueron concentracion de monomeros
de 12-12.4%, empleando reguladora de muestra 2x, corrimiento
en temperatura ambiente, con amperaje constante de 30 mA, 108
geles no s conservaron y no se tomo foto.

Tabla 1 Comparacion del numero de proteinas en los
extractos de Der pl!, por SDS-PAGE, empleando reguladora de
muestra 2x y 8x. Ay = extracto de polvo casero con inhibidores
de proteasas para Der pl., Az= extracte sin inhibidores. B;=
extracto a temperatura ambiente por 2 hrs, B,~= extracto
reconcentrada de B;. By= extracto en refrigeracion por 24 hrs
B, extracto de 1la pastilla de B,. Bw= extracto de 1la
pastilla de Bz, Ci* extracto por 4 hrs, en refrigeracion.

Extracto
Ay Az Ba B,~ B= Ba Bu Gy

Reg. 2x 4 2 3 3 3 3 3 ad

Numero de
Proteinas

Reg.. Bx | -~ -- 6 13 6 S ) 20
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En. las extraccloneé B (Tabla 2). la determinﬂ:xon de

(7.73 ug/ul )

ambiente) (6.81

ohidre _ﬁqsp en B, hubo 2.3ug/ul, mas

B de’ prutu.lnas y de carbohidratos en las
extracciunas B C; y :nmerclal de polvo casero.

Extracto
B Bu| Dp= Dp» Cs

Protes.n-s, ;

6.99|3.76| - 7.73]|1.56|41.51 |x<11.41|6.26) 7
_tugrul) : : 6:26)

Rlnd.{.miento 5.71]|3.07]: . &6.32[1.26] -~—
(%) - ! B R B I e

Carbohidratos|3.99]1.33)%>11.42]2,3
tugrudy sl

Rendimiento  [3.26
() e

En sbsfsessﬁtfk ‘del ‘gel es de 12.0

%, a loa extractos n »rie‘q'i.lladora de muestra
8w (5ul), ‘se ho!':‘s'e“r'\farvon & proteinas con intervalo, en peso

30



molecular: (P.M,) 'né 14.9~ 68.95 kDa, en B, v B. 5 proteinas
con intervale  de.!13.9 a  &0,7 kDa--{mas -tenues}. Cor . la

reguladora 2% .- los: ‘e‘){'t'r‘a:tbs’;l?,, y ,‘Brz“ti_én‘e‘n"v'!y /oroteinas ‘ge

v Bui tamb: é-n‘_s,'

teinas (mas

Los L PLM,

9..32.4y £0.7 kbat

'reglladora 2wien B,

By By By -Bp ‘M.P. B By. By B2 M.P.
. “
KDa -
BSA 65.30nenn -
0va 46.5umum -
Tps 25.0---- . - Ll »

. i ;
& ; {
Y-S : o
Lys 14 L ) &éﬂ- -

Fig. & ldentificacion de proteinas de las extracciones 8,
por SDS-PAGE tal 12 %), teRidos con Azul de Coomassie.
empleando reguladora de muestra 2x y Bx., B,= extracto B, a
temperatura ambiente/2 horas; Ba= extracto B. en
retrigeracion/24 horas; B.® reextraccion de la pastilla f,:
B,= reextracto de la pastills Bzt M.P.= Marcadores de PFeso
Moletularty BSA= albumina serica bovinaiy Ova= Albumina de
huevo: Tps= tripsinogeno; Lys= lisazima.
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-Al recancentrar.. una’vez el entra::c 8, AFig. emblesnaa

se oncqueran 13 nrnte;na= can- uwn

requladora ‘de ‘muestra: 8x,

intervalo - de xl.}“é 74,7/ Da en cnncentra:xon ueu L4.1‘2 qa‘

;P son ae,ls.b,'27.4.

monomeros. Lus nnsxbles a]ergenns en”

30, 7 y 58 7 kDa.-

FK.Pe

kDa
BSA 64.0---.

v
Ova 47.0---

1ys 2~ --

fig., 7. Proteinas dgel! extracto B reconcentrago (B;r) en
SDS-PAGE (12.1 %), empleando reguladora de muestra 8x.
tefiidos con Azul de Coaomassie. M.P.= Marcadores oce Feso
Molecular: BSA= albumina serica bovina: 0Ova= Albumina de
huevos Tps= tripsinogeno: Lys= lisozima.

En la extrac:xon C,, se obtuvo &6.26 ugs/pl de proteina can

dE‘ 5 o4 Al comparar 1as proteinas de

un rendi Lento

dxferentes ex ac os en SDE PAGE iFig., 8i, se observa aue el

extracto que obtu Lmos del uolvu.:aserb YC,i se .contaron’ 20

prnteinas can ntervalo de PiM. ue 7 S .a 122 9 vDa. en Dp= se

xdentxf::arun 19 protelnas con rangu de P M. de 7.5 a 114.8

kDa. en Em se- cnservarnn proteinas :cn Un 1ntervalo ae 7.5 a
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114.3.kDa v: en Dpe hubo'é droteinas con P.M. ae 7.5 a 724

kDa. nl ::Dmparar lcs;P.M. de' los aiérgenbs réportadbs los:- mas

pare:xdos s0n .para Dp= 24,1, La;?, 28.8 y 42.9 kDa

en En se.
encuntrarun ‘de 24.0. 14.5, 28.8 y 61.7 KkDa: en Dps 14.2 v

29.9 kba' y en C: 284.9, 13.9 30.9 y 61.7 kDa.

H.P.

kda
BSA 65.1= -

Qva 45,7 - - “

Tps 2, 1--.

Lys 14,2 - -§,

Foto 8 Comparacion de proteinas del extracto C,, con
extracto de nutrientes (E.,), comercial (Dp=) vy puritficado
(Dp»), de polva caseroj en SDS-PAGE. teRidos con . azul |
de Coomassie. M,P.= Marcadores de Peso Molecular:  .BSA='"
albumina serica bovinas Ova= Albumina de huevo:: -Tps=.
tripsinogeno; Lys= lisozima N e :

extractos (Tabla 3), tenemos que: de las 2oup’
son semejantes con -D‘ratelnas ; oe
disfribuyéndns'e‘ﬁ de-: la siguiente m.an'erafs ‘par

con En- y 1 con D&:ﬂ=

"En

_‘,33'




De las 21 proteinas . de  E,, .14 son 'paracldas ‘a las

proteinas’ de:los, otros extractos 'identificandése:'}..‘ de Dp=, 4

de los. demas’ extracto

manera 1 da'c;’.

siguientes: wuso de

inhibidores . (Ag) 2% ra;éidnés _empleando

reguladora de muestra §=)';'. 6 proteinas;

reconcentracion a - 1/3 volumen (B,r), 13 proteinas y en la

extraccion Cy 20, pr‘bte’lhau
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Tabla 3 .Comparacion de

proteinas de) ‘extracta C,,

por.. Peso

Molecular,. con diferentes’ extractos de pulvo :aseru. en . SDS-
PAGE, tEﬁidus :on “azul ‘de Cunmassie. S . i
En | Dp"“ : PO Y '»Dn= LB
114.3 11408 - 122.9 .
106.3 -
P S e LL9B.9 L,
85.%5 85.5
A 79.55
. 72.4 N
8,8 - R LT
D 67 .9 &7.5 g .
S I 66,37 -
69,1 EL
62.9 K
&61.7 E SN2 P Ay
57.4 : 57.4
54,5 t
49.6 T
i : 47.9 .
‘45,7 i 45,7 i o
: L 44,5
42.9 - A2.6° £
. IR 37.1.
. 34.4
33.3 : 33.2 s
30.9
29.9
.'28.8 .
25.8
o . 24,9
24.0° 24851 LT
. - 20.8
20.0°
i8.6 .
3 17.3
16.7 -
S 1b.d
18.5 : . i
14.3 : : 14,2 oousez Vi
©13.4 500 13,2 . %ff?
. V11,8 1.z
10.8° oy 10.4°
9.4
8.7 o E o
7.5 7.5 7.9 7.5
21 18% 4 CH .20
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7.0 Discusien ; R K

x;ragolaples. 1o ‘cual ,nn se 1llevo a:

'En ‘el extracto ﬁ;._‘se bbserva un

snlucinn de NaCl con’ densidnd de 1.180,  para elimlna ,‘

‘.)(CBID de’ criﬁtales'que ncupan espacio y reflejan’ la luz.:

En’la eutraccibn A“ por SDS~PAGE se observan 4 prnteinas';:"

y en Az 2 prateinas, debido posiblemente a los .\nhibidar.u dn

proteasas. .

De las oxtra:ciones A, las mejores :ondicxunes son el uscr

de inhibidnres de pr‘oteasas y aqitacXOn mecaruc

se emplean. para las extra:cinnes B,

extracc.iOn. en refrxqern:mn por .24 . hrs’

para estudiarlos- en la ele:trofuresis

da -

De las extra::iane's B, la_determxna:iﬂ : rute;nas.

una b= Q.049% ‘,l'es' muestras, al; extrapo)arse
; 36
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prép»a-r'a:!.on volumétrica
inhibidores, en.&l’an.
_-En" los ‘geles .‘de’

identificar, las proteinas. presei

concentrar -las . muestra

8x, poner mas cantida

in’ conglomerado

macromo lyévcular a muestra para
felim}n;r‘lév

fenomeno, |




:antkdad de ‘bnndﬁs ‘prqteicés. ﬁur lo qenerél 'bara"laérar

resultaddsjbﬁﬁimok'se ne:éB1{a la utillzacian - de rehctiVu$!

recién preparados, sin dejarlcls alma:enadcs mul:ho tiempo

Teniendo alqunas variables establecida
: de1' polvo' :a:ero camo tr;turar,"

5n1ubilizar en amcrtiquadora de barato

agitacion

Z,' cnn' inhibidores de pruteasas,

refrxﬁéra:xon, efectuar :oncentraci
extractos se plnnteo hacer 1a extraccian [ =5
En, Para. comparar las: prateinas ‘

por EDS-PAGE, al separar e

v,P,

rango,. semejanzas por.

alergenos, de cada .xtracto.

Algunas prnpuenta: para po-tericr-s

ngregar mas 1nhib£doras dc proteasns

litrratura,rtq}es como ' aprotina,

que inhibeﬁ Sérinas. cintliﬁal [0 Vtrip
especifica:iunns para :ada ruactivu.

extraccion una agitacion mecanx:a n

valor de hasta nanngramos):
membranas de dial.{;lstée‘ pévj
identificar pugiblﬁs alerg

. como’ - una

Para idantifiﬁar;‘ ndica

qlicoprutelna,"téﬁi( con de. 'Schiff-PAS; para las

proteinas ‘hal:er.'ln‘ :Bn @ odo,de“nitra.ﬁ'o‘ de plata que es

mag senmible Gue e1 Azdl, de Cod_'a's; e



Una de las limltacxones para asegurar con precisinn las




8.0 Conclusiones

1.,=- Con el uso de los inhihidurns de proteasls, cpme un

agente para la extra:cinn del

mayor cantidad de proteinas vy mentiene la 1ntegr1dad de 1a=

proteinas en las extracciones del polvo caseru.

2.,- Una extraceion durante 24 "horas en refrigera:ianv,ésr

un factor donde se obtiene una mayor cantidad de proteinas,: .
eavitandose su pesible degradacion. :

3.- En SDS-PAGE las candiciones que favorécieron la
separacion # identificacion de las proteinas en los extractots
sont concentracion de monomeros de 12,0 a 12.1 %, empleo de
reguladora de muestra Bx, corrimiento a 20 mA en
refrigeracion, concentracion de los extractos a un tercio de
su volumen, didlisis exhaustiva de las muestras concentradas.
En los diferentes extractos por su P.M. se encuentran
proteinas semejantes a los alergenos reportados, Der pl 24

kDa, Der pll 14, Der pllIl 30 y Der pIV &0 kDa.



?.0 Apéndice

- Azida de sodio 0.1 % (200 m1) " .

200.ml (0.1.g) ./ 100 ml =.0

- Inhibidores de proteasas. De una mezcla de inhibidores de
" ‘proteasas “(PMSF,. NEM, PHMB), a concentracion de 1025 pg/ml
preparar- en lolu:ian amortiguada de 30 ug/ml

30 pg/ml (100 ml) / 1025 pg/ml = 4.87 ml de Stock

~ Soluecion amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH= 7.4 y B.4

preparar de acuerdo a la siguiente formulacion:

NaC1 36.0 g,
. KHaPOa 0.4 g
NazHPOa . 2.3 9
KC1 0.4 g

ajustar pH con NaGH IN y atforar con agua desionizada a. 2 Lts.

~ Solucien amortiguadora de Boratos O.1 N, pH= 6.5 preparar

de acuerdo a la siguiente formulacion:

H3BOs s.18 g
Na;B.0- 9.54 g
NaCl 4.38 g

aforar a 1 litro con agua destilada,

- Reactivos para la determinar proteinas, Método de Lowry A
Solucion A: carbonato de sodio 2% en NaOH 0.1 N
0.1 N (39.99 @) (100 m1) / L N (1000 ml) = 0.3999 g de NaOH
2% (2 g) / 100% = 2g de NazCO=x
Solucion B: CuS0, %Hz0 0.%% en tartrato de sodio vy

potasio 1%
- Co—a



1 ml (0.5 g) / 100 ml = 0 005 [} sulfatn

1 ml (1 0g) / 100 ‘ml= 0. 01 g tartrato

Reactiva de Lawry

Método de buboli

Fenol 5%

Procedimiento: pfebairhf' ‘nai}:ser;e dEVtI{bDS' pnr- dupuc-do

de la siguiente maneras

Glucosa (0:Lug/ml) i ~=~ " "20 . 40° 80 120

Muestra (ul')

Agua (pl1)° 160120 80

Fenol (u1)" /2007200 7. 260

HzS04 conc’ (p1) " 100010001000 1600 10001000

a2



Mezclar .y reposar ‘por-5 min a 100=C en- la ‘nsc‘:urida‘n. sacar

del badfo Eepbsjf por 30 miﬁ a ‘temperatura ambiente, en la

os:dridaq,

ASB 10pg/ml (pl)
Muestra (pl) -
Reactivo A (ml)

d; . pé:l iacrilamida

t'el eduipc de




% Solucian de a:rilamida-hisacrilamida (30. BA);

A:rilamida
Bisacri!amid

d;luir ‘en aqua

No'lly reffig rar

n f filtrar Y refrigerar.

t (SDS) 10 %3 pesar 10 g.y aforar al 100 ml.i‘ﬁ

3 Persulfato de amonio IOA, se preparn al momentu de usarse,
pesar 09y ‘atorar ‘a 100 ml :

¥ Reguladnrn de corrimiento, Tris O. 025 H, giicina §.192 M,

SDS 0.1%, pH= 8.3 no se a;usga

Trizma base’ 3.9 St =
Glicina 14:4, 9 L »

SDS 10% 10.0 ml-

® Reguladora de muestra ™’

Trizma 0.%/2 M pH- &.8 (ml)

SDS 10745 % | (ml)
Hz0

Glicerol

“aa



¥ Tedidor de proteinas

Azul de Coomassie R-250 1% 62.5.ml
Metanal absoluto ) 230.0 ml :
Acido acético glacial .50,0:m1 ",

agitar, aforar a 500 ml y guardér;enfregiplqnte ds:hro.

$¢ Decolorante 1

Metanol K ;
Acido acético ‘glacial w0100 'm

aforar a 1000 ml
X Decoiorante 11

Metanol 50 ml”
Acido aceético glacial 70 mt

aforar a 1000 ml

~ Blogueo de membranas para la d;a!f;is:_'

Para obtener proteinas de manoﬁrdeﬂlo kba, ge. bloquean los
poros de las membranas, de li sidy;enta manerai .

~ Cortar el tubo de diélisis a {a luﬁgitud deseada.

- Hervir &n un gran volumen' de NaHCOs 2% y EDTA 1 mi.

- Enjuagar perfectamen{é con agua destilada.

~ Hervir 10 min en EDTA .- 1mM.

; Dejarvenfriar y guardar a 4eC sumefgidos an llvsolucion.

~ Antes de usar, lavarlos por dentro y fuera con agua,.

EDTR 0.001M

(292.24 g) (500 ml) / L M (1000 ml) = 0.1861°g

as



10,0 Glosario

merdenm’v sustancia’

. espe:u'i:.;:a” :'biologicamente  activa,

Reagina:  termino atancia

termolabil del; vsyu&rn elacionada . co

1a hiper‘sgr‘w{i‘ﬁi Vidad

inmediata,; ahora se conoce i:ump ‘19E.
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