ANALISIS ELECTROFORETICO
DE EXTRACTOS DE PERIPLANETA AUSTRALASIAE
Y P. AMERICANA

Olger Calderon A* y Mayra Solano Ch*

Key Words: Electrophoresis - SDS PAGE -
Allergy - Cockroaches - Periplaneta australasiae
- Periplaneta americana

RESUMEN

Se prepararon extractos proteicos de todo el
cuerpo de cucarachas Periplaneta americana y
Periplaneta australasiae (Dictyoptera:Blattidae).
Las proteinas correspondientes fueron
separadas e identificadas mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida con
duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Los
perfiles proteicos fueron analizados,
encontrandose numerosas bandas compartidas
y no compartidas en los extractos de cada
especie. Lo anterior podria ser la causa de la
reactividad cruzada e individual a estas
cucarachas mostrada por pruebas cutaneas en
pacientes alérgicos a estos extractos. (Rev.
Cost.’ Cienc. Méd. 1994; 13(3, 4): 37-41).

INTRODUCCION

Las cucarachas domésticas son insectos que
por su estrecha relacion con el hombre, asi
como por su abundante tasa de multiplicacion
en las viviendas humanas, han sido implicadas
como fuentes potenciales de alergenos (1, 2, 3,
4,5,6, 7,8,9, 10).
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Se ha visto que la presencia de particulas
provenientes de cucarachas (heces, vomitos,
detritos o fragmentos de exoesqueleto) en polvo
casero cooperan en la alergenicidad del mismo
(1, 2,3,4,5, 6, 11, 12, 13). Recientemente se
ha podido valorar el papel que las cucarachas
Periplaneta australasiae y Periplaneta
americana desempefian como potenciales
fuentes de alergenos en pacientes alérgicos de
Costa Rica (14, 15). Segun los resultados
obtenidos mediante pruebas cutaneas (Skin
Prick Test) se puede suponer que ambas
especies comparten los principales alergenos
(14, 15).

En este trabajo se compara la identidad proteica
de los extractos crudos de estas cucarachas
para establecer similitudes y diferencias en las
proteinas extraidas de cada especie y
relacionarlas con alergenos que ya han sido
identificados (9, 16, 17, 18).

MATERIALES Y METODOS

Se prepararon extractos crudos de todo el
cuerpo de las especies de cucarachas
Periplaneta australasiae y Periplaneta
americana de acuerdo al método de Mendoza &
Snyder (12). La cantidad de proteina de cada
extracto fue determinada mediante el método de
Bradford (19) y ajustada a una concentracion de
1 ug/uL.

Se determindé el patron de  migracién
electroforética de los extractos en geles de
poliacrilamida (SDS PAGE) al 12%, usando el
sistema de buffer discontinuo de Laemmli (20)
en una camara de electroforesis modelo
PROTEAN Il (BIO RAD).
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Las muestras se trabajaron por triplicado y se
les adicioné beta mercaptoetanol hasta una
concentracion final de 5%. A cada muestra se le
agreg6 azul de bromofenol para indicar el frente
de migracion en la corrida electroforética. Cada
muestra fue colocada en agua a ebullicion por
un espacio de cinco minutos antes de cargar en
la camara de electroforesis. En cada pozo del
gel se colocaron 40 ug de proteina (50 uL de la
muestra tratada). Posteriormente se aplicé una
corriente eléctrica de 25 mA para el gel
espaciador y de 35 mA para el gel separador,
dada por una fuente de poder BIO RAD modelo
1000/500 por un periodo de 5 horas. Se
utilizaron como marcadores de peso molecular
las siguientes proteinas: albumina bovina (PM:
68 000 D), cadena pesada de IgG (PM: 53 000
D), ovalbumina (PM: 43000 D) mioglobina (PM:
17.200 D) y lysosima (PM: 14.300 D).

Una vez finalizada la corrida electroforética, el
gel se coloc6 en una solucion fijadora de
metanol al 50% por un periodo de 1 hora. Luego
se tifid con azul brillante de Coomasie R-250
(BIO RAD) por un periodo de 30 minutos y se
decoloré con una solucién de metanol al 20%
etanol al 10% y acido acético al 5%. Para esto el
gel se sometid a pasajes de 30 minutos en esta
solucién hasta que las bandas fueron visibles.
Los geles fueron fotografiados y conservados en
acido acético al 7%. Los pesos moleculares de
las bandas fueron determinados de acuerdo al
sistema de Weber & Osborn (21).

RESULTADOS

Los patrones de migracion electroforética
observados en los extractos de ambas especies
fueron similares.

Con los extractos de Periplaneta americana se
encontraron 24 proteinas localizadas en un
ambito de peso molecular de 13,8 a 158 kDa, de
las cuales doce fueron aparentemente especie
especifica. Con los extractos de Periplaneta
australasiae, se identificaron 20
bandas, las cuales migraron en un
intervalo de peso molecular de 14,5 a
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158 kDa. Ocho de ellas se encontraron sélo en
los extractos de esta cucaracha. 12 bandas
proteicas fueron compartidas por ambas
especies. (Cuadro 1).

DISCUSION

De acuerdo al andlisis electroforético de los
extractos, se pudo notar que muchas de las
proteinas  presentes  aparentemente  son
compartidas por ambas especies. Este dato
asociado a la alta reactividad cruzada
encontrada en pacientes alérgicos severos
mediante pruebas epicutaneas (Prick-Test)
permiten suponer que la mayoria de los
alergenos presentes en estas dos especies de
cucarachas domiciliares pueden ser
compartidos (14, 15).

Diversos grupos han trabajado en la
identificacion de los principales alergenos
provenientes de extractos proteicos de
cucarachas. Twarog vy Colaboradores (9)
lograron determinar la presencia de tres
antigenos  importantes en  extractos de
Periplaneta americana: un CR4 (PM:25 000 D)
capaz de inducir una respuesta positiva en el
70% de pacientes alérgicos sensibles al extracto
crudo. También encontraron un segundo
alergeno CR-ll (PM 63.000 -65 000) con
propiedades similares al segundo y un GR-hl
(PM: 10.000 D) que produjo una respuesta soélo
en el 30% de los pacientes sensibles al extracto
crudo. Schou y colaboradores (16) encontraron
un alergeno de Periplaneta americana
denominado Per a 1 (PM: 25.000) que podria
corresponder al CR-I de Twarog. En el presente
trabajo se identific6 una proteina de PM 25.000
D, tanto en extractos de Periplaneta americana
como en los de Periplaneta australasiae (Figura
1), que podria corresponder al alergeno citado
anteriormente. Con esta metodologia no se
pudo encontrar proteinas de PM: 63.000 -65.000
D, ni 10.000 D.

Wu y Lan (17) identificaron nueve componentes
alergénicos en extractos de Periplaneta
americana de pesos moleculares
120.000. 110.000, 90.000, 78 000, 72.000,
49.000, 45.000, 29.000 y 26.000 D.
En este estudio no se encontré



CUADRO No. 1

BANDAS PROTEICAS INDIVIDUALES Y COMPARTIDAS EN
EXTRACTOS DE TODO EL CUERPO DE PERIPLANETA
AUSTRALASIAE Y P. AMERICANA

EXTRACTO PERIPLANETA PERIPLANETA
AMERICANA AUSTRALASIAE
Ne PM (kDa) Ne PM (kDa)

Bandas 12 112-100-76-59 8 48-45-39,8-

Individuales 54-53-49-47- 38-37-32,3-
18-17, 88-15,3- 31,5-17
13,8

Bandas 12 158-89-72-71 12 158-89-72-71

Compartidas 50-45,5-31,5 50-45,5-31,5
29-27-25-16,2 29-27-25-16,2
14,5 14,5

Total de 24 20

Bandas

para esta especie ninguna proteina de peso
molecular similar a 120 000 D; sin embargo si
se encontraron proteinas de pesos moleculares
similares a las restantes: 112.000, 89.000,
76.000, 72.000, 47.000, 45.000, 29.000, 25.000-
27.000 D. De éstas, las proteinas de PM 89.000,
72.000, 45.000, 29.000, 25.000 y 27.000 D, son
aparentemente compartidas con Periplaneta
australasiae. Para Wu y Lan (17) las fracciones
mas importantes parecen ser las de PM 78.000
y 72.000 D. Si la proteina de 72.000 D que se
identific6 en este trabajo corresponde a la
proteina citada por Wu y Lan, ésta podria ser
una de las proteinas que inducen reaccion
cruzada a extractos de ambas especies por
parte de pacientes alérgicos severos (Figura 1).

Kang y colaboradores (18) fraccionaron
extractos crudos de cucarachas y encontraron
gue la fraccibn que contenia los principales
alergenos agrupaba a proteinas de PM 41-
116 kDa. En nuestro trabajo se encontraron
cinco proteinas compartidas por ambas
especies en este ambito de peso

molecular, lo que ayuda a suponer una vez mas,
que si estas proteinas tienen actividad
alergénica, ambas especies presentan
alergenos comunes.

Otras proteinas se encontraron so6lo en uno de
los dos extractos (Cuadro 1), lo que podria
explicar la reactividad individual advertida en
algunos pacientes alérgicos severos al ser
confrontados con extractos de ambas
cucarachas en pruebas cutaneas de Pricktest
(14,15).

Queda pendiente analizar las propiedades
alergénicas de cada proteina identificada con el
fin de poder utilizarlas tanto en el diagndstico
como en el tratamiento de las alergias.

ABSTRACT
Whole body protein extracts of cockroaches

Periplaneta americana and Periplaneta
australasiae were perfomed. Proteins were
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FIGURA 1

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON DUODECIL SULFATO DE
SODIO (SDS-PAGE) DE EXTRACTOS PROTEICOS DE CUCARACHAS

PM
— 72000
68000 —
53000 -
43000 -
- 25000
17200 -
14300 ~

Periplaneta americana

separated by sodium dodecyl sulfate-poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDSPAGE).
Protein profiles for each extract were done.
Many shared and unshared bands were found in
both extracts. These proteins could be the cause
of individual and cross reactivity in allergic
patients.
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