ARTICULO ORIGINAL

© 2018 Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.
Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
TIP Revista Especializada en Ciencias Quimico-Biologicas, 21(Supl. 1): 46-53, 2018.

PRODUCCION Y EVALUACION INMUNOQUIMICA DE EXTRACTOS
ALERGENICOS DEL ACARO DEL POLVO DOMESTICO Blomia tropicalis
(Acari: ECHYMYOPODIDAE)

Luis Acuina-Cantillo’, Dary Luz Mendoza-Meza?, Gloria Garavito!,

Ana Sofia Moreno-Woo' y Eduardo Egea-Bermejo'*

IGrupo de investigacion en Inmunologia y Biologia molecular. Departamento de Medicina,
Division Ciencias de la Salud, Universidad del Norte, Kilémetro 5 Antigua via a Puerto Colombia,
081007, Barranquilla — Atlantico, Colombia. 2Grupo de investigacion en Productos Naturales y
Bioquimica de Macromoléculas. Programa de Quimica, Facultad de Ciencias Basicas, Universidad
del Atlantico, Barranquilla — Atlantico, Colombia. Correo electronico: *eegea@uninorte.edu.co

RESUMEN

Los alérgenos de Blomia tropicalis son un factor de riesgo para el desarrollo de alergias en paises tropicales. Los
extractos alergénicos son reactantes valiosos para el diagndstico de la hipersensibilidad alérgica a los dcaros
y su conftrol bioldgico. El objetivo fue evaluar las propiedades inmunoquimicas de extractos de B. tropicalis
producidos desde cultivos in vitro. Este trabajo no tuvo como propdsito producir extractos de aplicacion clinica.
Los ejemplares de B. fropicalis se establecieron a partir de dcaros aislados del polvo doméstico en la ciudad de
Barranquilla, Colombia. Los dcaros libres de medio de cultivo se usaron para la obtencién de los extractos. El
rendimiento de la extracciéon se determind mediante ensayo Bradford y el perfil electroforético por SDS-PAGE. La
presencia de enzimas hidrolasas se determind por Api® Zym y la inmunogenicidad se evaludé mediante Western
blot donde se identificaron proteinas de unidn a IgE sérica. La producciéon mdéxima de dcaros en los cultivos
fue de 0,9 g/300 g medio. El rendimiento de extraccidn de proteinas fue de 3,61 % (+ 0,42). Todos los extractos
presentaron actividad enzimdtica tripsina, alfa-amilasa y quimotripsina. Western blot confirmé la presencia de
proteinas de unidn a IgE sérica. Presentamos un método sencillo para obtener extractos del dcaro B. fropicalis
con actividad enzimdtica y alergénica.
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Production and immunochemical evaluation of allergenic exiracts
of the house dust mite Blomia tropicalis (Acari: Echymyopodidae)

ABSTRACT

Blomia tropicailis allergens are a risk factor for allergy in tropical countries. The allergenic extracts are valuable
reactants for house dust mite hypersensitivity diagnostic and its biological control. The objective was to evaluate
the immunochemical properties of B. fropicalis extracts produced fromin vitro cultures. This work was notintended
to produce exiracts for clinical application B. fropicalis specimens were established from mites isolated from
domestic dust in Barranquilla, Colombia. The mites free of culture medium were used to obtain the exfracts. The
yield of extraction was determined by Bradford assay and the electrophoretic profile by SDS-PAGE. The presence
of hydrolase enzymes was determined by Api® Zym and the immunogenicity was evaluated by Western blot
where serum IgE binding proteins were identified. The maximum production of mites in the cultures was 0.9 g/300
g of medium. The yield of protein extraction was 3.61% (£ 0.42). All the exiracts showed enzymatic activity for
frypsin, alpha-amylase, chymoftrypsin associated. The Western blot confirmed the serum IgE binding protfeins.
We showed a simple and fast method to obtain B. fropicalis extracts with enzymatic and allergenic activity.

Key Words: house dust mites, allergenic extracts, cultures, enzyme activity, IgE binding proteins.
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el 22 de junio de 2018.



https://doi.org/10.22201/fesz.23958723e.2018.0.149
mailto:eegea@uninorte.edu.co

2018 Acuia-Cantillo, L. et al.: Produccion de extractos de B. tropicalis 47

INTRODUCCION
1 acaro del polvo doméstico Blomia tropicalis se

l distribuye principalmente en el cinturdén del trépico y

algunas ciudades costeras de Europay Estados Unidos
de Norteamérica (Collof, 2009), presenta alérgenos
conunaampliadiversidad de actividades biologicas que incluyen
proteinas con: actividad enzimatica (Blot 1, Blot3, Blot4, Blo
t6,Blot8,Blot9,Blot15,Blot 18, Blot20), pertenecientes
ala familia de proteinas Niemann-Pick tipo C2, NPC2 (Blot2),
estructurales (Blot 10, Blo t 11), de union a quitinas (Blo t 12),
deunioén alipidos (Blo t 13), con actividad antimicrobiana (Blo
t19), con capacidad para aumentar la permeabilidad bacteriana
(Blo t 7), apolipoforinas (Blo t 14) y otras cuya funcién es atin
desconocida (Blot 5, Blo t 21) (Chua et al., 2007, http://www.
allergome.org), siendo estos alérgenos considerados factor de
riesgo para el desarrollo de asma y alergias principalmente en
poblaciones expuestas (Caraballo, 1999).

B. tropicalis es una de las principales fuentes de aero-alérgenos
en el polvo doméstico de ciudades del caribe Colombiano.
Estudios previos han informado prevalencias para esta especie
de 46% en Santa Marta (Meza, Mendoza & Mercado, 2008),
92% en Barranquilla (Acufia-Cantillo, Moreno, Garavito, Egea
& Mendoza-Meza, 2015)96% en Cartagena (Fernandez-Caldas,
Puerta, Mercado, Lockey & Caraballo, 1993), lo cual podria
explicar las altas prevalencias de las enfermedades alérgicas
observadas en esta poblacion. Estudios realizados en la ciudad de
Cartagena, demuestran que los pacientes alérgicos sensibilizados
a B. tropicalis estan expuestos a una carga alergénica elevada
durante todo el afio (Mercado, Puerta & Caraballo, 1996),
detectandose niveles altos de anticuerpos IgE anti-B. tropicalis
cercanos a 85,5% mediante la prueba RAST (acrénimo del
inglés Radio Allergo Sorbent Test), en el suero de los asmaticos
residentes en esta ciudad (Puerta, Fernandez-Caldas, Caraballo
& Lockey, 1991). De forma similar, niveles altos (88%) de IgE
anti-B. tropicalis fueron detectadas mediante ensayo ELISA,
en una poblacién pedidtrica con asma bronquial de la ciudad
de Santa Marta (Mendoza, Ruiz, Lagares, Garavito & Egea,
2011), confirmando la importancia epidemiolédgica del dcaro
en esta region de Colombia.

Una de las principales estrategias para prevenir o disminuir
las alergias respiratorias ocasionadas por acaros del polvo
doméstico, es reducir su densidad en ambientes intramuros
(Arlian & Platts-Mills, 2001). Existen métodos para monitorear
y controlar las poblaciones de &caros, que en algunos casos
requieren ser puras para su desarrollo y/o evaluacion de su
eficacia y eficiencia. Una de las formas mas eficientes para
masificar la produccion de una especie pura de 4caro es su
cultivo en condiciones controladas de laboratorio. Los cultivos
puros de B. tropicalis pueden tener diferentes aplicaciones,
como su utilizacién en la evaluacion de la actividad acaricida
de diferentes sustancias (Cuca, Mendoza-Mena, Alvarez-
Caballero, Macias-Villamizar & Coy-Barrera, 2012; Insung,

Pumnuan, Mahakittikun & Wangapai, 2016), produccion
de extractos alergénicos (Yi, Chew, Jiménez, Chua & Lee,
1999; Fernandez-Caldas, 2013), anticuerpos (Labrada et al.,
2002; Yang et al., 2003), purificacion de alérgenos especificos
(Cardona, Eraso, Serna, Guisantes & Martinez, 2004) y
desarrollo de pruebas diagnosticas o para el monitoreo de
los alérgenos a nivel ambiental (Tsay, Williams, Mitchell &
Chapman, 2002). El objetivo de este estudio fue evaluar las
propiedades inmunoquimicas de extractos alergénicos de B.
tropicalis obtenidos a partir de cultivos puros del acaro.

MATERIALES Y METODOS

Cultivos de B. tropicalis

Se tomaron muestras de polvo de colchon, de pacientes
asmaticos de la ciudad de Barranquilla (Colombia),
siguiendo el protocolo descrito por la EPA 747-R-95-007
Environmental Protection Agency (EPA 1995). Los acaros
aislados del polvo se cultivaron en medio nutritivo Tetramin
estéril (Tetra, Blacksburg, VA, USA), en cajas de petri de
100 x 15 mm, siguiendo el protocolo previamente descrito
por Yi, Chew, Jiménez, Chua & Lee, 1999. Las condiciones
del cultivo fueron: 74% de humedad relativa, 26,5°C (£1,04)
y en oscuridad. Después de dos semanas, los acaros de la
especie se identificaron con claves taxondmicas de acuerdo
con Collof, 2009. Un numero aproximado de 100 individuos
fueron sub-cultivados en matraces de Erlenmeyer de 500
mL con 300 g de medio nutritivo, sellados con un tapon de
gasa estéril. El crecimiento y reproduccion de los acaros se
monitored periodicamente, también se evaluo la presencia de
contaminantes como hongos o acaros de otras especies. Los
cultivos contaminados fueron descartados inmediatamente.
Los acaros en cultivos con alta densidad poblacional fueron
separados por el método Tullgren descrito por Yi, Chew,
Jiménez, Chua & Lee, 1999. Los acaros libres de medio
se pesaron y almacenaron a - 80°C en tubos conicos de
poliestireno de 50 mL.

Extractos

Un gramo de 4caros libre de medio se sometié a desgrasado
con éter dietilico (Merck-Emsure®) en un extractor Soxhlet de
250 mL. La muestra desgrasada se introdujo en una camara de
extraccion de gases (Extractor C100x) para eliminar el exceso
de solvente, luego se someti6 a extraccion con NH,HCO, 0.1
M, durante 24 h a 4°C y agitacion constante (110 rpm). El
extracto crudo obtenido se centrifugd a 4,000 rpm durante
30 minutos a 4°C. El sobrenadante se dializd durante 16
horas a 4°C, frente a agua MiliQ, en membranas con tamafio
de exclusion de 3,500 Daltons (Spectrum Laboratories Inc.).
Los extractos se liofilizaron durante 48 horas, en un equipo
Labconco® (Freezone 1 Liter Benchtop Freeze dry system),
luego se pesaron y se almacenaron a -20°C. El rendimiento de
extraccion se calcul6 usando la siguiente expresion:

Rendimiento = (mg de proteina total /mg de acaros) x 100.
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Cuantificacion de proteinas

La cantidad de proteina total en los extractos liofilizados fue
determinada mediante el ensayo Bradford (Bradford, 1976)
usando el estuche Quick Start™ Bradford Protein Assay (Bio
Rad) siguiendo lasrecomendaciones del fabricante. La densidad
optica de cada reaccion se midio en lector de placas BioTek®
Instruments Inc., a longitud de onda de 595 nm. Los datos
obtenidos se analizaron con el software Gen STM Data Analysis.
La concentracion de proteinas se determind extrapolando la
densidad optica en la curva estandar de y-globulina (GGB)
construida previamente. Todas las lecturas se realizaron por
triplicado y los resultados se expresaron como el valor de la
media + desviacion estandar (DE) de la cantidad de proteina
total por peso seco de extracto.

SDS-PAGE

La integridad de los extractos se determiné por electroforesis
SDS-PAGE utilizando un equipo Mini Protean® III cell (Bio
Rad) segtin lo descrito por Laemmli,1970. Se prepararon geles
de poliacrilamida al 17% T (gel de resolucion) y 4% C (gel de
apilamiento). La corrida electroforética se realiz6 a 100 voltios
por 120 minutos en tampoén de corrida 1x compuesto por Tris
base 74 mM - Glicina 0,5 M - SDS 10%. Los geles se tifieron
con solucién de azul de coomassie 0.1% p/v y se decoloraron
con solucion de acido acético 10% v/v - metanol 40% v/v.
Como material de referencia se us6 un extracto de B. tropicalis
donado por el Dr. Enrique Fernandez-Caldas (Director cientifico
de Inmunotek — Espaiia).

Perfil enzimdatico

La actividad enzimatica de los extractos de B. tropicalis se
evalu6 con el estuche comercial Api® Zym (Biomérieux,
France, Lyon). Brevemente, 65 pL de cada extracto (1 mg/mL)
se agrego a las 20 cupulas de reaccion del Api Zym, cada una
las cuales contenian un sustrato para una hidrolasa distinta,
incluyendo una ctpula sin sustrato que fue el control negativo
de la prueba. La reaccion se incub6 por 5 horas a 37°C, seguido
se agregd a cada cupula una gota de reactivo Zym A y otra
de Zym B (reactivos incluidos en el estuche). La cantidad de
sustrato hidrolizado en cada cupula se expresoé en nanomoles
(nmol), previa clasificacion y comparacion de la intensidad de
la coloracion de cadareaccion, con una carta estandar de lectura
semicuantitativa incluida en el Api Zym. La interpretacion de los
resultados serealizd acorde a las especificaciones del fabricante,
usando una escala de lectura de 0 a 5, donde “0” representa 0
nmol, “1” =5 nmol, “2” = 10 nmol, “3” = 15 nmol, “4” =20
nmoly “5” >40 nmol. Un extracto producido a partir del medio
de cultivo sin acaros fue utilizado como control externo para
determinar su influencia en la actividad enzimatica.

Western blot
La presencia de proteinas de union a la inmunoglobulina
IgE en los extractos, se realiz6 mediante Western blot. Las

fracciones proteicas separadas por SDS-PAGE se transfirieron
amembranas de nitrocelulosa (Trans Blot®, Transfer Medium
de Bio-Rad), en un equipo Mini Trans-Blot® cell (BioRad)
por 3 horas en tampon Tris — Glicina pH 8,4 (Tris 25 mM,
Glicina 190 mM, Metanol 20 %v/v). Las membranas se
bloquearon en tampéon TBS-BSA (TBS 50 mM, BSA 3%
p/v, Tween 20 al 0,05 % v/v) por 1 hora, se lavaron tres
veces con tampon TBST (TBS 50 mM, Tween-20 al 0,1 %
v/v), luego se incubaron por 18 horas a 4°C con un grupo
de sueros de pacientes atopicos con hipersensibilidad a los
acaros del polvo (prueba ImmunoCAP de Phadia UniCAP
System, Pharmacia Upjohn, Uppsala, Sweden, positiva para
B. tropicalis) (Egea et al., 2016), previamente diluidos 1/5
en tampon TBS-BSA. El exceso de suero se lavo con TBST
y las membranas se incubaron por 1 hora con un anticuerpo
IgG anti-IgE humana conjugada a fosfatasa alcalina, diluido
1/1000 en tampon TBS-BSA. El conjugado no unido se lavo
con TBST y la membrana se reveld con el sustrato liquido
BCIP-NBT (Bio-Rad, Hercules, CA) disuelto en tampén de
la fosfatasa alcalina (NaCl 9,9 mM - MgCl, 0,5 mM - Tris
HC1 7,6 mM pH: 9,5).

Andlisis de datos

Los resultados se expresaron como valores de la media y
desviacion estandar (DE) de tres réplicas independientes.
Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
confianza del 95%, para establecer la variacion del método de
extraccion de proteinas. Un valor p < 0,05 fue considerado
estadisticamente significativo. Todas las pruebas estadisticas
se realizaron con el Software de acceso libre “R” (www.r-

project.org).

Consideraciones éticas

El estudio se realizd teniendo en cuenta, ademas de las
disposiciones determinadas en la Ley 84 de 1989, los
lineamientos consignados en la resolucion N° 008430 de 1993
expedida por el Ministerio de Salud de Colombia, por el cual
se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas
para la investigacion en salud. Se obtuvo consentimiento
informado de los padres y/o pacientes que suministraron
muestras de sueros empleados en los ensayos.

ResuLtADOS

Cultivos de B. tropicalis

Los cultivos puros mostraron maximo crecimiento entre la
cuarta y quinta semana de iniciacion del cultivo, observandose
individuos de ambos sexos, huevos y estados larvales (Figura 1).
En la quinta semana, la produccion promedio de acaros fue de
0,9 /300 g de medio. Después de la quinta semana se detectd
un alto nimero de acaros muertos en el tapon de gasa de los
matraces, lo que sugiere agotamiento del medio de crecimiento.
Para los experimentos de extraccion se utilizaron cultivos con
cinco semanas de crecimiento.
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Figura 1. Estadios de vida de B. tropicalis en el cultivo in vitro. a) Alta proliferaciéon de huevos después de la segunda semana,
b) ninfas y adultos jévenes entre la tercera y cuarta semana, c) Poblacién de dcaros adultos en la quinta semana.

Extractos

La Tabla I muestra los resultados de la extraccion de proteina
desde los extractos de B. tropicalis, a partir de cuatro cultivos
independientes (codificados como A, B, C y D). La cantidad
de material seco obtenido después de la extraccion de proteinas
estuvo entre 30,56 - 40,2 mg (35,8 + 4,04); el rendimiento de la
extraccion fue de 3,61% (% 0,42). La concentracion promedio
de proteina total cuantificada por el método de Bradford fue
de 190,9 pg/mg (£ 13,64) de extracto liofilizado. El analisis de
varianzamostrd diferenciano significativa entre laconcentracion
de proteina obtenida en los cuatro extractos alergénicos (valor
F =0,927; valor p = 0,505).

SDS-PAGE

El analisis electroforético de los extractos mostro presencia de
bandas con tamafios entre 21 y 200 kDa. Los extractos obtenidos
a partir de los cultivos A y B mostraron bandas mas nitidas y
un patrén de proteinas similar al observado en el extracto de
referencia de B. tropicalis (Inmunotek) (Figura 2).

Perfil enzimdtico

LaTabla Il presenta los resultados de la actividad enzimatica de
los extractos de B. tropicalis frente a 19 hidrolasas, evaluada por
el método semicuantitativo del Api® Zym. A la concentracion
de 1 mg/mL, todos los extractos mostraron actividad hidrolasa
hacia la mayoria de los sustratos evaluados, mientras que el
extracto de medio cultivo libre de acaros no presentd actividad,
por lo que se descarta su influencia en los extractos de 4dcaros
producidos. Al comparar con el extracto de referencia de B.
tropicalis se encontrd que actividades valina arilamidasa y
a-quimotripsina eran mas bajas en los extractos preparados
en el laboratorio; en contraste, actividad esterasa C4 no fue
detectada en el extracto de referencia, pero estuvo presente en
todos los extractos preparados.

Western blot

Este ensayo demostrd que los extractos obtenidos desde los
cultivos B, C y D, presentaron un perfil de proteinas de unién
a IgE sérica muy similar al observado en el extracto comercial.
El grupo de sueros utilizados en este ensayo reconocio bandas

Tabla I. Rendimiento de la extraccién de proteinas de B. fropicalis cultivados in vifro. a) La concentracién de proteina se expresa
en ug de proteina total/ mg de exiracto liofilizado. b) Valores de la media de dos determinaciones independientes.

Cultivo Peso de acaros Peso de extracto Rendimiento de [Proteina]
(mg) seco (mg) extraccion (p%) (ng/mg)*
A 1000 40.2 4.02 202.04
B 1090 37.1 3.40 201.4
C 980 30.56 3.12 186.75
D 900 352 3.91 173.38
Media® 992.5 35.8 3.61 190.9
DE + 78.05 4.04 0.42 13.64
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Figura 2. Perfil electroforético de los extractos proteicos de
B. tropicalis. M: Marcador de Peso molecular. Precision Plus
Protein™ Unstained Standards - BioRad. Carril 1: Cultivo A,
Cairril 2: Cultivo B, Carril 3: Cultivo C, Cairril 4: Cultivo D, Carril
5: Extracto comercial.

con tamaiio entre 15y 150 kDa, destacdndose una banda comun
cercana a 22 kDa y un conjunto de bandas entre 30 y 75 kDa
(Figura 3).

Discusion

Se logro establecer un cultivo puro y la produccion de extractos
con actividad alergénica y enzimatica hidrolasa del acaro B.
tropicalis. Durante la etapa de cultivo se observé que los
acaros mantenidos bajo condiciones controladas de humedad
relativa (74%) y temperatura (26,5°C), logran desarrollarse
completamente desde huevo hasta adultos en 37 dias (aprox.
5 semanas). Este resultado difiere de lo descrito por Mariana,
Ho & Heah, 1996 quienes reportaron que el ciclo de vida de
B. tropicalis es mas corto (22,9 + 6,4 dias) en condiciones de
temperaturade 25°C y humedadrelativa de 75%. Esta diferencia
puede atribuirse a factores como: las cepas de B. tropicalisusada
para iniciar los cultivos, el medio nutritivo y otras condiciones
ambientales fluctuantes en condiciones no controladas.

Estudios previos describen que la humedad relativa es uno de
los factores mas relevantes en el crecimiento y desarrollo de
los 4caros del polvo doméstico (Hart, 1998). También se ha
demostrado que la clase y composiciéon del medio de cultivo
influye en la fisiologia digestiva y el metabolismo de los 4caros
(Vidal-Quistetal.,2017). Ennuestro estudio se utilizé Tetramin
como medio de cultivo, éste presenta un alto contenido de
vitaminas, minerales, proteinas y dcidos grasos, constituyendoun
suplemento favorable para el crecimiento de las poblaciones de
B. tropicalis. Tetramin fue reportado previamente en el cultivo
de esta especie, a partir de acaros colectados en Singapur (Y1,
Chew, Jiménez, Chua & Lee, 1999) y Malaysia (Hart, 1998);

1 A B C D
250 kDa
150 kDa pr— ——
75 kDa
50 kDa
d-.P
37 kDa : w
]
. L o i
25 kDa P -
20 kDa - h o
— il {
15 kDa s I
et cm—— 5 ‘

Figura 3. Resultados del Western blot de los exiractos proteicos:
comercialy producidos. 1: Exiracto de comercial; A: Extracto
A; B: Extracto B; C: Extracto C; D: Exitracto D.

también fue usado en el cultivo de otros acaros del polvo como
Dermatophagoides farinae, D.pteronyssinnus, Aleuroglyphus
ovatus'y Glycycometus malaysiensis. (Tang, Wong, Mak & Ho,
2011; Mendoza, Ruiz, Lagares, Garavito & Egea, 2011; Ree,
Lee, Kim, Jeon & Hong, 1997).

Por otra parte, se ha descrito que la concentracion de proteinas
y la expresion de los alérgenos en cultivos in vitro de acaros
del polvo doméstico esta influenciada por la fase del cultivo
(Mendoza, Ruiz, Lagares, Garavito & Egea,2011), el desarrollo
larval y las condiciones ambientales (Eraso et al., 1998; Vidal-
Quist et al., 2015; Morales, Iraola, Leonor & Carnés, 2013).
En nuestro estudio los acaros usados para la preparacion de los
extractos estuvieron en estadio adulto (5 semanas de cultivo),
lograndose una produccion de acaros similar (0,9 g/300g de
medio) a la reportada en el estudio de Yi, Chew, Jiménez, Chua
& Lee, 1999 (entre 0,4 y 1,6 g/300 g de medio).

La caracterizacion bioquimica de los extractos mostré un perfil
debandas electroforéticas similar entre los extractos preparados
y el extracto de referencia, detectandose bandas entre 21 a 200
kDa. En este rango de tamaifios se encuentran algunos alérgenos
de B. tropicales reportados previamente, tales como: Blo t 1
(25 kDa), Blo t 3 (24 kDa), Blo t 4 (55 kDa), Blo t 6 (26 kDa),
Blo t 10 (33 kDa) y Blo t 11 (102 kDa) (Chua et al., 2007);
sin embargo, para confirmar su identidad se requiere de otras
pruebas bioquimicas. Debido a que algunos de los alérgenos de
B. tropicalis poseen actividad enzimatica hidrolasa, se utilizo el
ensayo de Api® Zym para detectarlas, encontrandose actividades
asociadas a los alérgenos Blo t 1 (proteasa), Blo t 3 (tripsina)
Blo t 4 (alfa- amilasa) y Blo t 6 (quimotripsina). La presencia
de estas actividades en extractos de B. tropicalis fue reportada
previamente por Montealegre, Quifiones, Torres & Goth, 2002.
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Tabla Il. Resultado de actividad enzimdtica evaluada con el estuche Api® Zym. La cantidad de sustrato hidrolizado fue
determinada en nanomoles (nmol) y comparada con una carta estdndar de lectura semicuantitativa. Su interpretacién va en
escalade 0 a 5, donde “0” representa 0 nmol, “1” = 5 nmol, “2” = 10 nmol, “3"” = 15 nmol, “4"=20 nmol y “5” 240 nmol. Observe
que el medio de cultivo libre de dcaros no presenté actividad hidrolasa.

" Tipo de I Actividad Enzimatica .
Enzima A B C D Comercial Med.lo
Cultivo
1 | Control 0 0 0 0 0 0
2 |Fosfatasa Fosfatasa alcalina 4 2 2 1 4 0
3 |Lipasa Esterasa C4 3 3 3 3 0 0
4 | Lipasa Esterasa Lipasa C8 3 3 3 3 2 0
5 | Lipasa Lipasa C14 0 0 0 1 0 0
6 | Proteasa Leucina arilamidasa 5 4 4 3 5 0
7 | Proteasa Valina arilamidasa 1 1 1 2 4 0
8 | Proteasa Cisteina arilamidasa 1 0 0 1 2 0
9 | Proteasa Tripsina 5 4 4 4 5 0
10 | Proteasa a-quimiotripsina 2 2 2 2 4 0
11 |Fosfatasa Fosfatasa acida 5 4 4 4 5 0
12 | Fosfatasa Naftol-AS-BI-fosfohidrolasa 4 4 4 4 5 0
13 | Glicosidasa a-galactosidasa 4 4 4 4 4 0
14 | Glicosidasa [B-galactosidasa 5 5 5 5 5 0
15 | Glicosidasa B-glucuronidasa 4 4 4 4 5 0
16 | Glicosidasa a-glucosidasa 3 3 3 3 3 0
17 | Glicosidasa B-glucosidasa 3 3 4 3 3 0
18 | Glicosidasa N-acetil-p-glucosaminidasa 4 4 4 4 5 0
19 | Glicosidasa a-mannosidasa 4 4 4 3 3 0
20 | Glicosidasa a-fucosidasa 2 3 2 3 5 0

Por otra parte, estudios publicados por Morales, Iraola, Leonor
& Carnés, 2013; Morgan & Arlian, 2006 y Cardona, Guisantes,
Eraso, Serna & Martinez, 2006, reportan actividades enzimaticas
hidrolasas similares a las encontradas en el presente estudio,
sugiriendo la existencia de un perfil enzimatico comtn para
acaros de almacenamiento, incluyendo B. tropicalis.

En cuanto al caracter alergénico, el ensayo de Western blot,
usando sueros sanguineos de individuos con hipersensibilidad
alérgica a los acaros, demostrd que los extractos contienen
proteinas de unién a IgE, por lo que podrian ser utilizados en
pruebas de inmunodeteccion in vitro (por ejemplo, en ensayos
por inmunoabsorcion ligado a enzimas o ELISA) o in vivo
(por ejemplo, en pruebas cutaneas como el prick test). Debido
a que B. tropicalis es una de las mas importantes fuentes de

alérgenos intradomiciliarios en el Caribe Colombiano, con
sensibilidades mayores al 80% en la poblacion asmatica
(Mendoza & Lozano, 2011; Puerta, Fernandez-Caldas, Lockey
& Caraballo, 1993), es de gran relevancia contar con cultivos
y extractos alergénicos que puedan usarse en el diagndstico
de la sensibilidad alérgica y en las pruebas de deteccion de
contaminacion ambiental por alérgenos.

CONCLUSIONES

En conclusion presentamos un método para el desarrollo de
cultivos in vitro y extractos alergénicos del acaro del polvo
B. tropicalis, que puedan ser empleados como herramientas
para el desarrollo de productos tecnologicos destinados
al diagnostico clinico o a la deteccion de alérgenos en
espacios intramuros. No obstante, los resultados presentados
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aqui comprenden solo una caracterizacion preliminar de
los extractos, requiriéndose estudios posteriores para la
estandarizacion bioldgica de los mismos que permitan su uso
seguro en ensayos clinicos.
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