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Caracterizacion de la actividad alergénica y enzimatica
de extractos somaticos producidos a partir de cultivos in
vitro del acaro Dermatophagoides farinae

Characterization of the allergenic and enzymatic activity
of somatic extracs obtained from in vitro cultures of the
indoor mite Dermatophagoides farineae

Dary Luz Mendoza Meza!, Tatiana Ruiz Afanador?, Alfredo Lagares Guzman’,
Gloria Garavito de Egea®, Eduardo Egea Bermejo®

Resumen

Introduccién: El Dermatophagoides fainae (DF) es un dcaro cosmopolita presente en
el polvo intradomiciliario. Este dcaro es fuente importante de aéreo-alérgenos desenca-
denantes de asma y rinitis alérgica.

Objetivo: El propésito de este trabajo fue la produccion y caracterizacion de extractos
alergénicos para uso en diagndstico alergologico y terapia.

Meétodos: Los extractos se prepararon a partir de cultivos puros in vitro de dcaros. Las
proteinas del dcaro fueron extraidas mediante lisis osmdtica. La concentracion de proteinas
se determind por microensayo de Bradford y el perfil electroforético fue identificado por
SDS-PAGE. La actividad enzimdtica fue evaluada con el estuche comercial Api Zym
(Biomeriux ®) y la actividad alergénica por inmunoensayo de Dot Blot.

Resultados: Se prepararon cinco lotes de extractos. La media del peso seco de material
extraido fue 37,04 mg/gramo de dcaros ( DE= 11,3) y la media de la cantidad de proteina
fue 212,4 ug/mg de peso seco (DE= 33,3). El perfil SDS-PAGE mostrd la presencia de
8 bandas comunes (21-109 kDa). Todos los extractos presentaron actividad enzimitica
hidrolasa. También se demostrd actividad tripsina, alfa-amilasa y alfa-quimiotripsina,
correspondientes a los alérgenos de los dcaros del grupo 3, 4 y 6 respectivamente. Todos los
extractos tuvieron proteinas con capacidad de unién a los anticuerpos IgE.

Conclusion: Aqui presentamos la produccion de extractos del dcaro DF, con actividad
alergénica. Estos resultados fundamentardn la produccién a escala de extractos alergénicos
de dcaros desencadenantes de enfermedades alérgicas en el humano, con fines diagnosticos
y de aplicacién terapéutica.
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Abstract

Introduction: Dermatophagoides farinae (DF) is a cosmopolitan mite present in the
indoor house dust. This mite is an important source of aeroallergens triggering of allergic
asthma and rhinitis. The purpose of the present study was the production, and immu-
nochemical and enzymatic characterization of allergenic extracts for use in allergologic
diagnosis and therapy.

Materials and methods: DF somatic extracts were prepared from pure In vitro culture
of the mite from Santa Marta mite fauna, a Caribbean Colombian City. Mite proteins
were extracted by osmotic lysis with 0.1 M of NH4HCQO3 buffer. The soluble proteins
were separated of the cellular debris by centrifugation, dialysis and filtration. Proteins
Protein concentration was measured by the Bradford microassay test and the electropho-
retic profile was identified by sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE). The enzymatic activity was evaluated with the commercial Kit, Api Zym
(Biomeriux ®). A Dot blot immunoassay was done in order to evaluate allergenic activity
of the extracts.

Results: Five lots of DF somatic extracts were prepared. The average of dry weight mate-
rial extract was 37.04 mg/g of mites (SD=11.3) and the average of total protein obtained
was 212.4 ug/mg of dry weight (SD= 33.3). The SDS-PAGE profile showed 8 common
bands (21-109 kDa). All extracts presented enzymatic activity, esterase (C4), esterase
lipase, alkaline phosphatase, acid phosphatase, naphtol-AS-BI-phosphohydrolase, leucine
and valine arylamidase, beta-glucosidase, N-acetyl-beta-glucosaminidase and alpha-man-
nosidase. Furthermore, enzymatic activity for trypsin, alpha-amylase and alpha- chymo-
trypsin, corresponding to the mites allergen groups 3, 4 and 6, respectively, was demon-
strated. All somatic DF extracts have IgE antibody binding proteins.

Conclusions: We report the production of somatic extracts DF, with allergenic activity.
Mite cultures in the exponential growth phase expressed the major mite allergens, trypsin,
alpha-amylase and alpha-chymotrypsin. These results would could be the base for the scale
production of allergenic extracts of mites responsible for the induction of human allergic
diseases, useful for diagnostic and therapeutic applications.

Key words: Dermatophagoides farinae, somatic extracts, allergens, enzymatic acti-
vity.

INTRODUCCION

Los acaros del género Dermatophagoides,
presentes en el polvo intradomiciliario, son
la fuente principal de aéreo-alérgenos sen-
sibilizantes y desencadenantes de los sinto-
mas y signos en enfermedades alérgicas de
las vias respiratorias tanto en nifios como en
adultos (1-3). Las especies Dermatophagoides
farinae (DF) y Dermatophagoides pteronni-
nyssinus estdn ampliamente distribuidas en
paises ubicados en el cinturdn tropical (4-4)
y habitan en el polvo de ambientes intramu-
ros, alimentandose principalmente de es-
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camas de piel y fomites de origen humano
y animal (6).

En la regién Caribe colombiana, las con-
diciones climaticas son favorables para el
crecimiento de los DF, durante gran parte
del ano, aumentando el tiempo de ex-
posicion a sus alérgenos, y en consecuencia,
la tasa de incidencia de alergias respirato-
rias (7-8). El DF es uno de los dcaros mayo-
ritarios en el polvo de habitacion en esta
region (9-10). Se acepta entonces que un
alto porcentaje de los pacientes alérgicos
posee anticuerpos IgE especificos contra los
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alérgenos del grupo 1 de esos acaros (Figura
1) (11). Se estima que la exposicion a 2 ug de
Der f 1 es factor de riesgo para producir sensi-
bilizacion en individuos atopicos (12). El po-
tencial inmunogénico del Der f1 parece estar
relacionado con su actividad biologica y enz-
imatica. El alérgeno DEF1 es una cisteina pro-
teinasa presente en las heces y el tracto gastro-
intestinal del acaro, la cual puede catalizar la
ruptura hidrolitica de las barreras de defensa
del sistema respiratorio humano, facilitando
su propia entrada a la via aérea, donde podria
estimular la cascada inflamatoria alérgica (13-
15). En total se han caracterizado 13 alérgenos
del DF, algunos de ellos con actividad enz-
imatica hidrolasa, incluidos en los grupos 1,
3,4,6,8 9y 15 (16-17).

Los extractos alergénicos de 4caros intra-
domiciliarios son productos bioldgicos uti-
lizados en el diagndstico in vitro e in vivo
de la sensibilizacion que se presenta en
pacientes alérgicos. También se utilizan en
investigacion clinica y desarrollo tecnolo-
gico (18-19) como reactantes y dispositivos
para el monitoreo y control ambiental de
los acaros (20-21). Quimicamente, son de-
finidos como mezclas complejas de protei-
nas de composicion bioquimica y actividad
bioldgica variable, que pueden estar in-
fluenciadas, entre otras variables, por el ori-
gen geografico de los acaros, las condicio-
nes biofisicas de sus cultivos, el estadio
de desarrollo y los métodos de obtencion
y purificacion de los extractos. Uno de los
aspectos mas criticos en la producciéon de
extractos alergénicos es su heterogeneidad;
por esto se debe disponer de pruebas que
determinen en gran medida la presencia y
concentracion de los alérgenos mayores en
la fuente alergénica (22-24).

El propdsito de este trabajo fue producir y
caracterizar inmunoquimicamente extrac-
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tos alergénicos de DF provenientes de un
cultivo puro in vitro de dcaros procedentes
de la acaro-fauna de Santa Marta, ciudad
del Caribe colombiano, y evaluar su acti-
vidad enzimatica con fines de aplicaciones
biomédicas y en proyectos de desarrollo
tecnoldgico.

MATERIALES Y METODOS

Acaros

Fuente: Imagen tomada de un cultivo in vitro esta-
blecido en el Laboratorio de Bioquimica de la Uni-
versidad del Magdalena.

Figura 1. Acaro D. farinae

Los acaros utilizados en este estudio provi-
nieron de cultivos puros de DF establecidos
desde noviembre de 2007 a partir de acaros
colectados en los ecosistemas intramuros de
personas con diagnodstico clinico de asma
bronquial alérgica en la zona urbana del
distrito de Santa Marta. Los 4caros fueron
identificados con las claves taxonomicas
de Collof y Spierman (25), cultivados en la
oscuridad, a temperatura promedio de 28°
C y con una humedad relativa entre 55-
65% (26-29). Como medio nutritivo para los
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acaros se uso una combinacion de harina de
pescado y levadura seca, relacion de peso
1:1. Los cultivos se renovaron cada 120 dias
a partir de 300 4caros adultos, entre hem-
bras y machos (ver Figuras 1 y 2).

Figura 2. Acaros D. farinae y particulas fecales

Extraccion de proteinas

Se utilizaron cultivos puros de DF con un
periodo de cultivo entre 72 y 120 dias. Los
acaros se separaron del medio de cultivo a
través del método modificado de Tullgren
(30). Un gramo de acaros fue deslipidado
en un extractor Soxleth, usando éter etilico.
Las proteinas solubles de los dcaros fueron
extraidas con NH,HCO, 0,IM durante 24
horas a 4°C y agitacion constante; luego
fueron separadas de los restos celulares por
centrifugacion a 5000 rpm por 20 minutos
a 4°C. Los sobrenadantes fueron dializados
durante 16 horas a 4°C, en membranas
con tamano de exclusion de 3500 Dalton
(Spectrum Laboratories Inc), frente a agua
purificada con un sistema Milli-Q (Milli-
pore, India) con una conductividad > 15
MW/cm. Los extractos dializados fueron
liofilizados hasta sequedad en un equipo
LABCONCO® FreeZone™, a temperatura
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constante de - 40°C y presion de vacio de
0,133 mBar. Los productos liofilizados se
almacenaron en viales cerrados hermética-
mente a -20°C hasta la realizacién de las
pruebas de caracterizacién bioquimica e in-
munoquimica.

Cuantificacion de proteinas totales

El material liofilizado fue utilizado para
determinar la cantidad de proteinas libe-
radas durante la extraccion y el peso seco.
Las proteinas se cuantificaron por el micro-
ensayo de Bradford (Bio-Rad protein As-
say, Hercules, CA). Se construy6 una curva
patron partir de diluciones seriadas de BSA
(mg/mL). Un volumen de 4 pL de cada di-
lucién de BSA y de los extractos se mezclo
con 196 uL del reactivo de Bradford (dilu-
cién acuosa 1/5), y a continuacién se leyd
la densidad 6ptica (DO) a longitud de onda
de 620 nm usando el software Gen5™ Data
Analysis (BioTek® Instruments, Inc). La
concentracion de proteinas de los extractos
se calculd extrapolando su DO en la curva
patron de BSA (31). Tanto los patrones de
BSA como los extractos se procesaron por
triplicado.

SDS- PAGE

El perfil electroforético de proteinas de cada
extracto se evalud por SDS-PAGE usando un
equipo Mini Protean® III cell (Bio Rad).
Se prepararon geles de poliacrilamida de
concentracion 12%T y 4%C. Se sembraron
20 pug de extracto por pozo; el corrido elec-
troforético se hizo a 120 V por 2 horas. Los
geles fueron tefiidos con azul de Coomassie
R-250 durante 2 horas para ser visualizados
en el fotodocumentador (Universal Hood II,
Serie n° 765/7786); el tamafo de las bandas
mayoritarias fue calculado con el software
Quanty One de Bio-Rad.
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Perfil enzimatico hidrolasa de los extractos

Se evalu¢ la actividad enzimatica de los ex-
tractos a 19 sustratos de hidrolasas usan-
do la prueba semicuantitativa Api Zym
(Bio Meriux S.A France, Lyon). Cada ex-
tracto se diluyé con tampon TBS 1X hasta
concentracion de 1 mg/mL; se agrego6 65 pL
de éste a las ctapulas de reaccion del Api
Zym, los cuales contienen los sustratos para
las 19 hidrolasas y un control negativo de la
prueba. La reaccién 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.
Los resultados se interpretaron siguiendo el
instructivo de la casa comercial.

Evaluacion de las propiedades
alergénicas de los extractos

Con el propdsito de evaluar la respuesta de
union a IgE de los extractos somaticos de
proteinas del DF se realizé un inmunoen-
sayo de Dot Blot. Para el desarrollo de las
pruebas se utilizo un grupo (pool) de sue-
ros positivos provenientes de cinco indi-
viduos alérgicos con diagnostico clinico de
asma bronquial leve persistente y/o rinitis
alérgica, cuyos niveles de IgE total fueron
mayores a 250 UI/mL. En todos se detectd
y semicuantifico IgE especifica anti-Der-
matophagoides sp.; fueron seleccionados
aquellos sueros con niveles mayores a 0,37
Ul/mL; para ello se usé un ensayo de ELI-
SA indirecto con el estuche comercial RI-
DASCREEN® specific IgE (R-Biopharm AG,
Darmstadt, Germany). Como control nega-
tivo se uso un pool de sueros provenientes
de individuos clinicamente normales, sin
antecedentes personales ni familiares de
enfermedades alérgicas, a los cuales se les
pudo confirmar la ausencia de IgE alérgeno
especifica a Dermatophagoides sp. (RIDAS-
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CREEN anti-Dermatophagoides sp menor
a 0,37 Ul/mL). Todas los individuos que
participaron en la donacion de sus sueros
firmaron un consentimiento informado,
previa explicacion de los objetivos de la
investigacion, sus ventajas y exposicion con
riesgo minimo, segun lo establecido en la
Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de
la Proteccion Social de Colombia.

Dot Blot

Para el desarrollo de la prueba se prepararon
diluciones de los extractos a concentraciones
de 250 -125 - 62,5 - 31,2 -15,6 y 7,81 pg/mL,
en buffer Tris-NaCl (TBS). Un volumen de
50 pL de cada dilucién se adsorbié a mem-
branas de nitrocelulosa usando un equipo
de microfiltracion Bio - Dot® SF (Bio Rad),
durante 2 horas. La membrana se bloqued
en solucion TBST-BSA (TBS 50 mM, Tween
20 al 0,1% v/v y BSA 3% p/v) durante 1 h. A
continuacion se incubd con una dilucion 1/5
del pool de 5 sueros sanguineos en tampodn
TBST-BSA; la incubacion se realizé durante
16 horas a 4°C. Luego se lavo la membrana
tres veces con tampon TBST y se incubd 1 h
con una diluciéon 1/1000 en tampoén TBST-
BSA del conjugado, anti-IgE humana unida a
la fosfatasa alcalina (Biosure International).
El conjugado no unido se removid con tres
lavados de 10 min cada uno con tampon
TBST. El revelado de la membrana se hizo
con 5 mL del sustrato compuesto NBT/BCIP
disuelto en tampdn de la fosfatasa alca-
lina. El color de las bandas se detectd a los
5 minutos, después de que la reaccion se
detuvo con soluciéon de TBS 1X, EDTA 2 mM.

Andlisis de los datos

Los datos obtenidos se organizaron y siste-
matizaron en el programa Excel de Microsoft
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Windows Vista™, Para el tratamiento esta-
distico se utilizaron medidas de frecuencia,
pruebas de tendencia central y dispersion.

RESULTADOS
Produccion de extractos somaticos de DF

Se produjeron 5 lotes de extractos de pro-
teinas de cuerpo entero (somaticos) del DF.
La cantidad de material seco obtenido es-
tuvo entre 24,96 y 50,8 mg/g de acaros libres
de medio de cultivo (Media=37,04; DE=1,3);
el contenido de proteina estuvo entre 168 y
246 ug/mg del material liofilizado (Media=
212,4; DE=33,3) (ver Tabla 1).

Tabla 1
Productividad en la extracciéon de proteinas

somaticas solubles del D. farinae

Lote | Dias de ;eso seco Concentfacnén ug d: proteln_a{

Extracto | cultivo | 98 extracto proteina mg de materia
(mg) (mg/mL) liofilizado

Al 72 40,57 1,684 168

A2 80 43,08 2,021 190

A3 96 50,8 2,316 217

A4 114 24,96 2,646 241

A5 120 25,8 2,646 246

Fuente: Datos tabulados por los autores.
Caracterizacion del perfil SDS-PAGE

Seidentificaron 12 fraccioneselectroforéticas
mayoritarias, entre 20 y 200 kDa. Ocho frac-
ciones electroforéticas fueron comunes en
los cinco lotes de extractos, con tamanos de
109, 98, 65, 55, 42, 37, 27 y 21 kDa. Los lotes
Al y A5 presentaron un perfil de bandas
electroforéticas mas definido en el rango
de 20 a 30 kDa, donde estan ubicados los
alérgenos de mayor importancia clinica,
reportados para el dcaro DF. El patrén de
bandas observadas en los diferentes lotes
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fue muy similar al observado en el extracto
comercial (figura 3).
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Fuente: Realizacion propia de los autores.

Figura 3. Perfil electroforético de extractos somaticos
del acaro D. farinae. En el carril 1: Marcador de peso
molecular; carril 2: Lote A5; carril 3: Lote A4; carril 4: Lote
A3; carril 5: Lote A2: carril 6: Lote Al; carril 7: Extracto

comercial de D. farinae; carril 8: Albiimina sérica bovina.

Evaluacion de la
actividad enzimatica hidrolasa

Los cinco lotes presentaron actividad enzi-
matica a 10 hidrolasas: estereasa, estereasa
lipasa, fosfatasa alcalina, fosfatasa acida,
Naftol- AS B1- fosfohidrolasa, leucina y va-
lina arilamidasa, beta-glucosidasa, N-acetil-
beta- glucosaminidasa y alfa-manosidasa;
esta actividad fue mayor en los lotes Al,
A2 y A3 (ver Tabla 2). Estas enzimas de-
sempenan funciones metabdlicas y fisio-
logicas importantes para el ciclo de vida de
los acaros (32). La enzima N-acetilo 3-glu-
cosaminidasa, alta en todos los extractos,
participa en la hidrdlisis de los productos
de la digestion del 4cido hialurénico, uno
de los componentes principales de tejido
conectivo; esta enzima se ha encontrado en
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concentraciones particularmente elevadas
en excretas obtenidas de dcaros saprofitos
como el Dermanyssus gallinae y Psoroptes
ovis (33). Las actividades exopeptidasas leu-
cina y valina arilmidasas, detectadas en los
cinco extractos, han sido reportadas en el
cuerpo de los invertebrados; en los acaros,
participan en la digestion de las proteinas
de su dieta, en la muda de las larvas y en la
inactivacion de neuropéptidos. Otra de las
enzimas con actividad particularmente alta
fue la fosfatasa acida; esta se ha localizado
en la periferia de las membranas y en los fa-
golisosomas del mesenterio, dentro del sis-
tema digestivo de los acaros Oribatides (34).

Tabla 2
Resultado de actividad enzimatica evaluada con el
estuche Api Zym. La cantidad de sustrato hidrolizado
fue clasificada y comparada con una carta estandar de
lectura semicuantitativa. La escala “0” representa 0 nmol,
“1”=5nmol, “2” =10 nmol, “3”= 15 nmol, “4”=20 nmol y

“5” 240 nmol.
ne . Actividad enzimatica/ 5 h
Pozo Enzima DFA1|DFA2|DFA3 | DFA4 | DFAS

1| Control negativo 0 0 0 0 0
2 | Fosfatasa alcalina 5 5 5 5 4
3 | Estereasa (C4) 3 3 4 4 3
4 | Estereasa lipasa (C8) 5 5 5 5 4
5 | Lipasa (C14) 1 1 1 0 0
6 | Leucina Arilamidasa 5 5 5 5 5
7 | Valina Arilamidasa 4 3 3 1 1
8 | Cistina Arilamidasa 1 1 1 0 0
9 | Tripsina 1 1 3 0 0
10 | Alfa- quimiotripsina 0 1 2 0 0
11 | Fosfatasa acida 5 5 5 5 5
12 | Naftol —AS-B1-Fosfohidrolasa 5 5 4 4 4
13 | Alfa —Calactosidasa 1 0 0 0 4
14 | Beta- Galactocidasa 2 1 1 1 1
15 | Beta- Glucoronidasa 1 0 5 0 1
16 | Alfa- Glucosidasa 3 1 5 0 1
17 | Beta- Glucosidasa 0 0 1 0 0
18 | N- acetil-beta- Glucosaminidasa | 1 1 5 0 1
19 | Alfa- Manosidasa 5 5 5 5
20 | Alfa fucosidasa 0 0 0 0 0

Fuente: Datos tabulados por los autores.
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Dot Blot

Este ensayo reveld que los cinco lotes de
extractos preparados contienen proteinas
de unidén a la IgE, y los tres primeros (DFA1,
DFA2 y DFA3) son los de mayor potencia,
definida esta por la intensidad de la sefial
en el Dot (ver figura 4).

I ¥ 2 3 9 3
2 g 2 e g t5
S 85 85 8 8 ot
250ugimL . L0 00
125 ugmL @ R B & ;
o 1 .
e25ugmL @ 0 @ 8
31,2 ug/mL @ . [ ﬁ &
15,6 ug/mlL ‘ wk
7.81ug/imL | ’ ! =38
Lo g i

Fuente: Elaboracién propia de los autores.

Figura 4. Resultado del Dot blot.
Obsérvese que todos los lotes de extractos somaticos
del acaro D. farinae reaccionaron con el pool de 5
sueros sanguineos de individuos sensibilizados a los
Dermatophagoides sp. Los lotes A1, A2 y A3 mostraron
la mayor reactividad. El control negativo corresponde al
lote A3, incubado con un pool de 5 sueros sanguineos de
individuos sin antecedentes de alergia.

DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que
los extractos Al, A2 y A3 presentan mayor
actividad enzimatica, que es consistente con
el resultado del Dot blot. La mayoria de los
alérgenos importantes de Dermatophagoides
sp. presentan actividad enzimatica hidro-
lasa (35-36). Las enzimas descritas para los
acaros del género Dermatophagoides, que
son alérgenos, incluyen a la cisteina prote-
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asa (alérgeno del grupo 1), tripsina (alérge-
no del grupo 3), alfa-amilasa (alérgeno del
grupo 4), alfa-quimiotripsina (alérgeno del
grupo 6) y quitinasas (alérgeno del grupo 15
y 18) (37-42). las serinas proteasas: tripsina
y quimiotripsina se han encontrado en ma-
yor cantidad en los extractos de heces que
en extractos somaticos (43-44); sin embargo,
experimentos realizados por Eraso y colab-
oradores con extractos de D. pteronyssinus y
D. farinae, obtenidos a partir de cultivos en
fase de latencia, crecimiento exponencial y
muerte, demostraron que durante la fase de
crecimiento maximo, los cultivos de acaros
contienen la mayor cantidad de serinas pro-
teasas y otros alérgenos mayores (45- 48);
ademas, se ha informado que la actividad
de la mayoria de las hidrolasas disminuye
al entrar los cultivos en fase de muerte, a ex-
cepcion de las serinas proteasas. Es por ello
que el radio de actividad tripsina/quimio-
tripsina puede ser usado como parametro
para el control de la calidad de los extractos
durante su obtencién (49-50).

Nuestros resultados muestran una técnica
eficiente en la produccion de extractos so-
maticos de acaros DF a partir de diferentes
lotes de material liofilizado. Los extractos
somaticos obtenidos tienen un perfil elec-
troforético que permite afirmar su idonei-
dad proteica y evidenciar sus fracciones
electroforéticas mayores. Los lotes prepa-
rados a partir de cultivos in vitro entre 72-
96, mantenidos a las mismas condiciones de
temperatura, humedad y régimen alimen-
ticio, muestran que el tiempo de cultivo es
una variable importante determinante de
la calidad del extracto. Los diferentes ex-
tractos preparados mostraron tener activi-
dad enzimatica y una evidente capacidad
de unidén a IgE sérica proveniente de indi-
viduos alérgicos con diagnostico de asma
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bronquial y/o rinitis alérgica, especialmente
los extractos A1, A2 y A3. Es asi entonces
como la produccion de estos extractos evi-
dencia la capacidad técnica y cientifica para
producir y evaluar extractos somaticos aler-
génicos de acaros intradomiciliarios, pro-
venientes de cultivos puros de DF nativos
a partir de exponentes de la acaro fauna del
Caribe colombiano con el propdsito de ge-
nerar nuevos desarrollos tecnoldgicos con
fines de aplicacion en ciencias biomédicas.
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