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RESUMEN

Los componentes activos del polen a partir del cual se obtienen
los extractos alergénicos pueden variar considerablemente de
acuerdo al momento, el lugar donde se recolecta y el periodo
comprendido entre la recoleccion y su utilizacion.

El presente trabajo pretende evaluar si la temperatura de con-
servacion del grano de polen influye en la expresion de proteinas
y en la antigenicidad de las mismas, al momento de preparar
un extracto alergénico. La especie elegida para estudio fue Che-
nopodium album L. ya que es de gran interés alergoldgico en la
ciudad de Bahia Blanca.

Los granos de polen se conservaron a temperatura ambiente, 4 °C
y -18 °C por el término de dos meses. El contenido proteico de los
extractos se determind por el Método de Bradford. La expresion
proteica y la antigenicidad se estudiaron mediante electroforesis
vertical Tricina-PAGE-SDS 12, 5 % e Inmunoblot respectivamente.
Los resultados obtenidos demuestran que la concentracion pro-
teica total fue menor para los extractos obtenidos del polen con-
servado a temperatura ambiente que para las otras dos condicio-
nes. La expresion de proteinas varia cuantitativamente en todos
los extractos y si bien la expresion cualitativa prdcticamente se
conserva, aparece para el polen conservado a temperatura am-
biente, una banda de PM menor a 12 kDa. Esta banda podria
ser consecuencia de la degradacion proteica que experimenta el
polen a esa temperatura de almacenamiento. En cuanto a la an-
tigenicidad de los extractos no hay diferencias cualitativas aun-
que pueden apreciarse diferencias cuantitativas significativas.
Concluimos que la conservacion del polen a 4°C o0 a -18°C serian
las mds adecuadas, ya que permiten obtener una mayor concen-
tracion proteica partiendo de la misma masa de polen.
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ABSTRACT

The active components from which pollen allergen extracts are ob-
tained can change considerably according to the time or the pla-
ce where collect and the time period between harvesting and use.
This work aims to assess if the storage temperature of the pollen
grain influences protein expression and its antigenicity when pre-
paring an allergen extract. The species chosen for our study was
Chenopodium album L, since it is of great allergologic interest in
the city of Bahia Blanca.

Pollen grains were stored at room temperature 4°C and -18°C,
for a period of two months. The protein content of the extracts
was determined by the Bradford method. Protein expression
and antigenicity were studied by vertical electrophoresis Tricine
SDS-PAGE 12, 5% and Immunoblot.

The obtained results show that the total protein concentration
was lower in the extracts of pollen stored at room temperature
than in those under two conditions. Protein expression differs
quantitatively in all extracts and even if the qualitative expres-
sion is kept practically the same, in the Tricine SDS-PAGE gel
and the pollen stored at room temperature there appear a band
of MW inferior to 12 kDa. This band could result from the pro-
tein degradation experienced by pollen stored at that temperatu-
re. As regards extract antigenicity, there are no qualitative diffe-
rences even though there are significant quantitative differences.
We conclude that pollen preservation at 4°C or -18°C would be
the most appropriate since it allows greater protein concentration
for the same mass of pollen.

Key word: Chenopodium album L, storage temperature, aeroaller-
gens, allergenic extracts

MATERIAL Y METODOS:

Los extractos polinicos empleados en el diagndstico y tratamien-
to de las polinosis constituyen mezclas complejas de proteinas y
glicoproteinasde tamano variable, cuyos limites se establecen por
encima de los 3 kDa (tamario necesario para que una proteina sea
inmunogénica) hasta los 80 0 90 kDa. El grano de polen es el ve-
hiculo de aeroalérgenos de exterior mas importante, y debe reu-
nir ciertos requisitos para llevar a cabo un transporte eficaz: tener
un didmetro comprendido entre 15 y 60 pm, proceder de plantas
anemofilas, es decir, polinizadas por el viento, liberar facilmente
los alérgenos al llegar a las mucosas del individuo alérgico y estar
sometido a la deshidratacién una vez producido.

Los componentes activos del polen a partir del cual se obtienen los
extractos alergénicos pueden variar considerablemente de acuerdo
al momento, el lugar donde se recolecta y el periodo comprendido
entre la recoleccién y su utilizacion'.

El presente trabajo pretende evaluar si la temperatura de conserva-
cion del grano de polen, influye en la expresion de proteinas y en
la antigenicidad de las mismas al momento de preparar un extracto
proteico. La especie elegida para estudio fue Chenopodium album L.
ya que es de gran interés alergologico en la ciudad de Bahia Blanca®.

Obtencion y examen de los granos de polen

Se recolectaron granos de polen de Chenopodium album prove-
nientes de ejemplares situados a 30 cuadras del casco urbano de
la ciudad

Las inflorescencias de los especimenes fueron colocadas en fras-
cos con agua dentro de vitrinas de vidrio, con el objetivo de reco-
lectar el polen liberado in vitro, tanto en el piso de la vitrina como
el que se encuentra adherido a partes de las piezas florales.

Una vez liberado todo el polen de las anteras (4-6 dias), se lo filtr6
con una malla de nylon y se lo conservo a distintas temperaturas
hasta su utilizacion. Una alicuota se reservd a temperatura ambien-
te (20-22°C) por el término de 2 meses, mientras que otras fueron
mantenidas a 4°C y en freezer a -18°C respectivamente.
Obtencién del extracto proteico

En la obtencion del extracto proteico, se usé el protocolo de Varela
y col.’. Se pes6 0,1 g de polen seco mantenido en las tres condicio-
nes anteriormente citadas.

Se molieron en mortero los granos y se procedi6 a su desgrasado
con acetona concentrada en frio, durante 10 minutos con agitacion
constante. El polvo obtenido se dejo secar en heladera durante 24
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horas. La extraccion de proteinas a partir del polvo seco se realizd
con PBS 0.01 M (pH 7,4) con el agregado de inhibidores de pro-
teasas (150 mM PMSF e inhibidor de tripsina 1 mg/ml), por 24 h
a4°C, con agitacion constante. Luego de centrifugar a 12000g por
20 minutos en frio se separd rapidamente el sobrenadante para de-
terminar proteinas por el método de Bradford* y el resto del extracto
se conservo a -18°C hasta su empleo.

Preparacion del anticuerpo policlonal

El anticuerpo policlonal anti-Chenopodium (anti-Cheal) se obtuvo
inmunizando conejos virgenes con 500 pg de proteina de polen de
Chenopodium album mezclado en partes iguales con adyuvante
de Freund completo, una vez cada 15 dias, durante 60 dias’. El titu-
lo de los anticuerpos obtenidos se determiné por el método Elisa
indirecto®.

Electroforesis en gel

Se realiz6 una electroforesis vertical en gel de Tricina-PAGE-SDS
al 12,5 %’ en una cuba Hoeffer, modelo SE 280, Amersham Phar-
macia Biotech.

Se sembro 18 ug de proteina de cada extracto polinico junto a mar-
cadores de PM (Amersham, RPN 756), de rango 12000-225000 Da.
Las condiciones de corrida fueron: 90V, 44mA durante 6 h. El gel
se tiné con Coomassie Brilliant Blue G-250.

Inmunoblot

Luego de la separacion electroforética de las proteinas en un gel
de Tricina-PAGE-SDS al 12,5 % se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa usando buffer Tris 25mM, Glicina 192mM, me-
tanol 20%, pH 8,3 en una cuba Hoeffer modelo TE 22 de Amer-
sham Pharmacia Biotech®. La membrana se bloque6 con TBS
(Tris-HCI 50mM, NaCl 150mM, pH 7.4) leche descremada al 5%
durante toda la noche.

La incubacién con el anticuerpo anti-Cheal (dilucién 1/100 en TBS-
Tween 0,05%, leche descremada al 1%) se efectu6 durante una hora
a temperatura ambiente. Después de 6 lavados consecutivos con
TBS-Tween 0,05% se incubé 2 horas con anti-IgG de conejo obte-
nido en cabra (SIGMA), marcado con peroxidasa diluido adecua-
damente. Finalmente, después de nuevos lavados con TBS-Tween,
se reveld con 4-cloro-naftol (SIGMA).

RESULTADOS:

En la Tabla 1 se observan los valores de concentracién proteica de-
terminada para cada extracto.

La Figura 1A) muestra la expresion proteica de cada extracto, ob-
tenida a partir de Tricina-PAGE-SDS vy la tincién con Coomassie
G- Blue. En la Figura 1B) se aprecia un grafico de intensidades de
bandas determinada con el programa Image-J.

En la Figura 2A) se observan los perfiles antigénicos de cada ex-
tracto como resultado del Western Blot revelado con el anticuerpo
anti-Cheal producido en conejo y en la Figura 2B) los gréficos de
densidad de cada banda obtenidos con el programa Image J.

DISCUSION:

Existen trabajos que comprueban que la temperatura de conser-
vacion del grano de polen ejerce influencia en algunos parametros
biolégicos, como por ejemplo la capacidad de germinacién o via-
bilidad®. El objetivo de nuestra experiencia fue evaluar si también
afectaba la expresion proteica y antigénica.

En relacion a la concentracion proteica total, demostramos que
en los extractos obtenidos empleando polen conservado a tempe-
ratura ambiente esta concentracién fue menor que para las otras
dos condiciones, observandose diferencias estadisticamente sig-
nificativas (p < 0.01, Test de Tukey).

La expresion de proteinas varfa cuantitativamente en todos los extrac-
tos (p < 0.01, Test de Tukey). La expresion cualitativa practica-
mente se conserva aunque aparece, en el gel de Tricina- PAGE-
SDSy para el polen conservado a temperatura ambiente, una banda
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de PM menor a 12 kDa. Esta banda podria ser consecuencia de la
degradacion proteica que experimenta el polen a esa temperatura
de almacenamiento.

En cuanto a la antigenicidad de los extractos no hay diferencias cua-
litativas, ya que en los tres casos se observan bandas de 45 (carac-
teristica de la familia de las Chenopodiaceas), 68 y 90 kDa. Pueden
apreciarse diferencias cuantitativas significativas (p < 0.01, Test
de Tukey) en todas las bandas, siendo la intensidad de las mismas
siempre mayor para las proteinas obtenidas del polen conservado
a-18°C.

Podemos concluir entonces, que la temperatura de conservacion
afecta la expresion cuantitativa de las proteinas del polen. La pre-
sencia de una banda de PM menor a 12 kDa en el polen conser-
vado a temperatura ambiente podria ser consecuencia de la de-
gradacion proteica que experimenta el polen a esa temperatura de
almacenamiento. La conservacion del polen a 4°C o0 a -18°C serfan
las mas adecuadas, ya que permiten obtener una mayor concentra-
cion proteica partiendo de la misma masa de polen.
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Temperatura de Temperatura 4 -18°C
conservacion amhiente
Concentracian 0.70 1.36 163
g/ ml
TABLA 1

Concentracion proteica de extractos de polen de Chenopodium album
conservados a distintas temperaturas.

- 206 kDa
- 76 kDa

- 52 kDa

- 38 kDa

- 24 kDa

- 21 kDa
- 17 kDa

1 2 3

FIGURA 1 A

Expresién proteica de cada extracto, obtenida a partir de Tricina-PA-
GE-SDS y la tincién con Coomassie G- Blue.

CALLEI: Temperatura ambiente, CALLE 2: 4 ° C, CALLE 3: -18 °C.
PM: marcadores de peso molecular.
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FIGURA 1 B: Grdfico de intensidades de bandas obtenido con el progra-

ma Image-J.

CALLEI: Temperatura ambiente, CALLE 2: 4 ° C, CALLE 3: -18 °C

.
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FIGURA 2 A:
Perfil antigénico: Inmunobloting con anticuerpo anti Cheal.
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CALLEI: Temperatura ambiente, CALLE 2: 4 ° C, CALLE 3: -18 °C.

PM: marcadores de peso molecular.
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FIGURA 2 B:
Grdficos de densidad de bandas obtenido con el programa Image J.
CALLEI: Temperatura ambiente, CALLE 2: 4 ° C, CALLE 3: -18 °C.
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