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RESUMEN.

Introduccidn: Se estima que el 25% de la poblacion mundial padece de alguna enfermedad inflamatoria alérgica, de
ellos, entre el 40 a 60% es debida a proteinas contenidas los pélenes, provocando una respuesta mediada por IgE. En
México, las Oleaceas son una familia de relevancia alergénica, especialmente el Fresno (Fraxinus udhei) y el Trueno
(Ligustrum lucidum). La alergia es una condicién multifactorial que esta siendo estudiada desde diversos enfoques,
entre ellos la protedmica ha ofrecido avances para su comprensidn, en su haber existe la activa busqueda de proteinas
inmunorreactivas que desencadenan una respuesta alérgica, y es gracias a diversas metodologias desarrolladas que
se ha logrado esta finalidad, hasta el momento se han registrado 987 alérgenos diferentes, de ellos 195 son
aerotransportados y de origen vegetal. Sin embargo, no existe en la comunidad cientifica una metodologia Unica que
optimice el rendimiento, la calidad, y la diversidad de proteinas alergénicas y no alergénicas.

Objetivo: Evaluar diferentes métodos de extraccidn proteica, examinando los aspectos cuantitativos y cualitativos de
los extractos, comparando la eficacia en la recuperacidn, cobertura y conservacién de proteinas, a través de un flujo
de trabajo que permita optimizar la obtencién de determinantes alergénicos, validados por medio de
inmunorreactividad con suero de pacientes alérgicos.

Materiales y métodos: Se trabajo con un pool de suero de cuatro pacientes con alergia a los arboles de Fresno y
Trueno, usados para inocular mediante Western-blot proteinas de cada especie previamente tratadas a través de
diversas metodologias de extraccion proteica, para evaluar mediante analisis de varianzas sus eficacias en ruptura de
los granos, calidad de las proteinas obtenidas, rendimientos proteicos, y capacidad en la detecciéon de proteinas
inmunorreactivas. Los pélenes empleados se adquirieron a través de un banco polinico, propiedad de nuestro
servicio.

Resultados: Cada método ejecutado se realizd por duplicado para garantizar la correcta ejecucion e interpretacion
de los resultados. En el caso de Fresno, el método mas eficaz en la destruccion de la exina del polen fue el método E;
en cuanto al rendimiento proteico obtenido, el método C fue el mas eficiente; la mejor calidad se obtuvo con el
método D™, y éste ultimo junto con el método E fueron los mas utiles en la identificacion de bandas inmunorreactivas.
En el caso de Trueno, el método de mejor eficacia en la ruptura de los granos fue el método C; el mejor rendimiento
de proteina se obtuvo con el método F; la mejor calidad proteica se logré con el método C; ambos métodos, Cy F
fueron los mas eficientes en la identificacidon de proteinas inmunorreactivas.

Conclusiones: Existen diferencias en la cuantificacion proteica, la calidad de las proteinas, y la identificacion de
alérgenos entre diferentes métodos de extraccidn proteica dentro de una misma especie. No existe un método
universal para el estudio protedmico de los pdlenes. Se sugiere realizar un tamizaje con diferentes métodos de
extraccidn proteica, para analizar la eficacia de los mismos en los granos de cada especie.
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1. MARCO TEORICO.
1.1 POLEN.

En la atmosfera existen muchas particulas suspendidas, entre ellas el polen, que es el mas
relevante bajo el contexto de factores que condicionan la alergia en el ser humano. El polen se
trata de gametofitos masculinos de las plantas que tienen la funcion bioldgica de fecundar a los
ovulos femeninos para dar lugar a la reproduccion y a la formacion de semillas 1, 2. A las plantas
con semillas se les define espermatofitos, de los que se desprenden dos categorias, los
gimniospermas “semilla desnuda” y las angioespermas “semillas vasculadas” 3, 2.

Los granos de polen varian en su tamafio, desde 2 a 5 um hasta 250 um, los que polinizan a
través del viento se les denomina anemdfilos, y suelen medir entre 20 a 60 um, y corresponden
al 10% de los espermatofitos, este proceso de fertilizacion es el mas importante en términos de
la alergia 4, 3. Entre los espermatofitos, se identifican los cuatro érdenes més dominantes, éstos
son el orden de los Fagales, Proteales, Pinales y Lamiales 5. En este ultimo, se encuentra la
familia Oleaceae, que contiene géneros anemdfilos como es el caso del Fresno (Fraxinus), Olivo
(Olea europeae) y el Trueno (Ligustrum) 6, 7. Este ultimo poliniza principalmente mediante
insectos, pero son facultativamente anemdfilos 8 - 11. Las plantas que polinizan a través de
vectores como los insectos son llamadas entomdfilas, su polen suele ser mas pesado, y no
suelen constituir una causa significativa de la enfermedad alérgica 4, 3, 12. Algunas familias
con polinizacion anemdfila de gran relevancia alergénica son Poaceae, Asteraceae y
Betulaceae 13. Cuando la polinizacion es mixta, se les denomina anfifilas 4.

Las emisiones de polen varian de un afio a otro, dependiendo de factores ambientales como la
velocidad y direccién del viento, la humedad relativa media, las precipitaciones, la temperatura
ambiental, los contaminantes presentes en la atmdsfera 6, 7, 14.

1.2 PALINOLOGIA.

La Palinologia, la rama de la botanica encargada del estudio bioldgico de los pélenes y esporas.
Nehemias Grew (1628-1711) fue un pionero en la realizacion de descripciones morfolégicas de
los pélenes. Desde mediados del siglo XX se inicié un enfoque ambiental en donde se llevaron
a cabo los conteos polinicos, lo que dio lugar a la aeropalinologia. Desde entonces, se han
hecho diversos disefios de aparatos muestreadores de la atmésfera, denominados captadores,
cuya finalidad es el estudio aerobioldgico 15.

México cuenta con la Red Mexicana de Aerobiologia (REMA) que realiza un monitoreo de
particulas biolégicas en el aire en diversas zonas del pais, lo que ha dado lugar que en la Ciudad
de México se haya reportado un calendario polinico 16. Y desde 1940 se han realizado estudios
de asociacion entre sensibilizacion a polenes y enfermedades respiratorias alérgicas 17.



1.3 ALERGIA AL POLEN (POLINOSIS).

La primera definicion cientifica la aport6 el Dr. Bostock en 1819, tras publicar “Un caso de una
afeccion periodica de los ojos y el torax” durante la estacion del heno entre los meses de junio
y julio en Inglaterra, definido como “catarrhus aestivus”, o catarro de verano. Actualmente, la
polinosis se define como un cuadro clinico de inflamacién de la mucosa nasal, conjuntival y/o
bronquial en respuesta a la exposicion a los alérgenos presentes en los granos de los polenes.
Dichos alérgenos interfieren con el sistema inmune, dando lugar a una polarizacién de
respuestas inmunologicas, implicando la diferenciacion de los linfocitos T virgenes (ThO) a
linfocitos del tipo Th2, resultado en una hipersensibilidad mediada por IgE y una respuesta de
tipo eosinofilica 15. La sensibilizacion alérgica se define por la presencia de IgE dirigido a un
alérgeno especifico 13, 18.

La alergenicidad del polen es definida como la capacidad del polen para provocar una respuesta
mediada por IgE en sujetos atOpicos y esto es principalmente debido al tipo de alérgenos
contenidos en el grano 18. Los alérgenos mas importantes en los granos de polen son las
proteinas o los polipéptidos, aunque también los polisacéaridos, los lipidos, las glucoproteinas y
las lipoproteinas pueden estar asociados con este efecto 2, 3, 16.

Los sintomas de la enfermedad alérgica se pueden agudizar en el periodo de polinizacién al
gue se es alérgico, pudiendo marcar una estacionalidad en sus sintomas 2, 12, 19, 20.

De los fenotipos alérgicos, el concepto de enfermedad alérgica unificada de las vias
respiratorias corresponde a la asociacion de la inflamacion de las vias aéreas superiores e
inferiores, comprende la rinitis y asma alérgicas 19. Las guias de la rinitis alérgica y su impacto
en asma (ARIA) reconocen que alrededor del 80-95% de los pacientes con asma alérgica tienen
rinitis alérgica y cerca del 40% de pacientes con rinitis alérgica desarrollan sintomas de asma
16, 21.

Se puede presentar una inflamacion cutanea, e incluso alergias alimentarias debido a
homologia estructural de alérgenos alimentarios con los alérgenos del polen 13. Se ha descrito
una secuencia temporal entre la alergia alimentaria que conduce al desarrollo de enfermedad
alérgica respiratoria que se define como “marcha atépica”, iniciando con dermatitis atopica,
seguida de alergia alimentaria, con posterior desarrollo de rinitis alérgica y asma; la polinosis
también se ha descrito dentro del sindrome de alergia oral, con una primo sensibilizacion a
alérgenos del polen y la presentacion de sintomas orales tras consumir frutas o verduras
mediante una reaccion cruzada, con una prevalencia de 52% 6, 21.

Siendo por lo tanto relevante el estudio proteémico de cada especie vegetal, especificamente
su inmunoprotedmica, que implica el uso de diferentes técnicas, como geles, espectrometria de
masas, estudios de la interaccién proteica de fuentes organicas con el sistema inmunitario como
es el caso de la inmunorreactividad con el anticuerpo IgE 11.



El diagnédstico de las enfermedades alérgicas debidas a pélenes se realiza mediante la
identificacion de signos y sintomas como rinorrea hialina, prurito nasal, estornudos en salva,
obstruccion nasal, sibilancias pulmonares, sensacién de opresion toracica, tos productiva,
disnea, entre otros. El apoyo paraclinico se realiza mediante la identificacion de la sensibilidad
cutanea con la aplicacion de extractos por pruebas de puncion para aeroalérgenos, que tienen
una sensibilidad del 85-100%, con una especificidad entre el 45-70%. Otro elemento disponible
para apoyar la sensibilizacion es mediante la identificacion de IgE especifica, con una
sensibilidad entre el 70-75% y una especificidad del 56% 22.

1.3.1 FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE ALERGIA RESPIRATORIA.

El componente genético tiene una importante participacion en la generacion de enfermedad
alérgica 23. Existen personas con una predisposicion a tener anticuerpos IgE elevados, con una
mayor probabilidad a generar una sensibilizacion, a lo que se le denomina atopia 24. Se ha
demostrado un aumento en la frecuencia de los genes poligénicos HLA clase I,
especificamente los DR7 y DQ2 en pacientes con polinosis a Olivo, indicando una asociacion
positiva entre los alelos HLA-DRB1*0701/2 y HLA-DQB1*0201 con la respuesta de IgE a Ole e
1. Por el contrario, el HLA-DR4 se le considera un polimorfismo protector 25.

Por otro lado, la hipétesis de la higiene de Strachan postula que factores externos asociados al
estilo de vida occidentalizado influyen en la susceptibilidad para generar enfermedades
alérgicas. Entre ellos se encuentran la baja exposicién a microbios, los cambios ambientales, la
medicacion, la dieta, las infecciones parasitarias, etc. Contrario a la mala nutricién, crecer cerca
de granjas y la nutricion rica en fibra, que se les consideran como factores asociados a la
inmunotolerancia 13.

Asi como existen factores de riesgo que predisponen a la sensibilizacion a alérgenos, como es
el caso de bajo peso al nacer, y un establecimiento tardio de la flora mucocutanea que
correlacionan con atopia y alergia, también existen factores protectores como la vacuna del
bacilo de Calmette-Guérin que puede inhibir la enfermedad atépica 24. Contrario a la
sensibilizacion alérgica en donde existe una IgE dirigida a un alérgeno especifico, en los
individuos sanos, prevalece una produccion de anticuerpos especificos de tipo IgG1 e 1gG4 1.

De modo que la sensibilizacion a un polen depende de la genética del huésped, factores
ambientales, asi como de las caracteristicas intrinsecas de la fuente alergénica. Pasando a ser
de un sujeto inicialmente tolerante, a un sujeto sensibilizado, y posteriormente a un sujeto con
clinica compatible con una enfermedad alérgica 13, 18, como se representa en la Fig. 1.
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Figura 1. Representacion de la dinamica clinica en respuesta a los efectos
inmunolégicos 13.

1.3.2 FISIOPATOLOGIA.

El viento es clave para la sensibilizacion al polen, siendo la via mediante la cual arriba a las
mucosas. El polen se hidrata y libera un céctel hidrofilico compuesto por proteinas alergénicas
y no alergénicas, asi como moléculas bioactivas, mediadores de lipidos, entre otros 13.

El proceso de la enfermedad alérgica es iniciado mediante una etapa de sensibilizacion tras
una exposicion a un alérgeno, que es detectado por un sistema compuesto por las células
presentadoras de antigeno (CPA), especificamente células dendriticas, que se activan
directamente por el alérgeno o indirectamente a través de las alarminas: IL-25, IL-33 y
linfopoyetina del estroma timico (TSLP). Estas ultimas, inducen la activacion de células linfoides
innatas tipo 2 (ILC2) que generan un microambiente rico en IL-5 e IL-13, que provoca la
expresion del ligando OX40L, un coestimulador de activacion para linfocitos B (LB) y de
supervivencia para linfocitos T (LT) CD4+, polarizando la diferenciacién de ThO a Th2; también
se expresan ligandos jagged-1 y -2 cuya funcién se incluye en la via de sefializacion Notch; se
secretan quimiocinas CCL17 (un quimioatrayente de LT mediante su receptor CCR4), CCL22
(un quimioatrayente de LT, monocitos y células dendriticas mediante su receptor CCR4),
CXCL13 (un quimioatrayente de LB mediante su receptor CXCRS5, también presente en vénulas
de endotelio alto), y se expresan receptores de quimiocinas CXCR5 y CCR7 (receptor presente
en vénulas de endotelio alto que se une a ligandos CCL19 y 20). Con ello se programa su
migracion a ganglios linfaticos para activar a los ThO 13, 26 - 30.

En los ganglios linfaticos se genera un microambiente rico en citocinas que favorecen la
polarizacion de los ThO a Th2 gracias al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC-II) y
moléculas coestimuladoras, provocando la activacién de los factores de transcripciéon STAT6 y

10



GATA3 que conllevan a la sintesis de interleucinas (IL) IL-4, IL-5 e IL-13. Las IL-4 e IL-13 tienen
homologia en sus funciones y en su afinidad con la cadena alfa de sus receptores, la IL-13 es
el principal estimulante para la produccién de moco, siendo proporcional al aumento de células
caliciformes. La IL-5 es eosinopoyética, promueve la toxicidad y supervivencia de los
eosinofilos. Dichas interleucinas activan la via de sefializacion Notch, clave en la maduracion,
supervivencia y proliferacion celular 13, 26, 31.

LasIL-4 e IL-13 de los Th2 generan en los LB un cambio de isotipo, determinado por las cadenas
pesadas € de los anticuerpos, que resulta en el ensamblaje de IgE. También inducen en la
superficie de los LB la expresion de MHC-Il, B7 (CD80/86), CD40, CD23 (receptor de baja
afinidad para IgE - fce), estas moléculas estimulan y modulan su maduracion a célula
plasmatica. A su vez, se decrementa la sintesis de citocinas de tipo Thl (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-
a). En los mastocitos hay una elevacién de CD23 y su maquinaria se dirige a la produccion de
leucotrienos, asi como a la liberacion de moléculas preformadas 26, 32.

La porcion intrinseca del polen es rica en lipidos, que tienen la capacidad de ser presentados
por células dendriticas y de activar a ThO, ademas regulan de forma positiva la expresion de
CD1d, un receptor que funciona como presentador de lipidos a células T natural killer (NKT) 13.

Los efectos que se producen a nivel endotelial son un favorecimiento en la permeabilidad
vascular, la secrecién de IL-8 (un quimioatrayente de neutrdfilos) y la expresion de VCAM-1 que
promueve la migracion eosinofilica a focos del estimulo inflamatorio. Esto se asocia con un
incremento en la reactividad cutdnea ante una reexposicion a los alérgenos tras la aplicacion
de pruebas cutaneas (SPT) 13, 32.

Ante una reexposicion al alérgeno, los mastocitos y basofilos cebados estaran facultados para
desencadenar una liberacion de mediadores inflamatorios como como la histamina, leucotrienos
y citocinas contenidos en sus granulos. Esto desencadena vasodilatacion, un incremento en la
hipersecrecién glandular y el estimulo de nervios que culminan en la expresion clinica de signos
y sintomas clasicos de la alergia 26.

El polen contiene moléculas alergénicas y no alergénicas, agentes etiolégicos en la
fisiopatologia de la alergia, su exposicion crénica en los epitelios promueve una elevacion en
los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS), el estrés oxidativo estimula la expresion
de receptores activados por proteasas (PAR), también sucede la expresion de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRR), los receptores tipo Toll (TLR) y los receptores de unién a
nucleotidos de dominio de oligomerizacion (NOD). El dafio epitelial conduce a la liberacion de
alarminas 13, 26.

La mayoria del polen de arboles, pastos y malezas como la Betula verrucosa, el Lolium perenne
y la Ambrosia artemisiifolia contienen proteasas de cisteina, serina y aspartico que rompen las
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uniones entre las células epiteliales de forma irreversible. Algunas proteasas contenidas en el
polen pueden tener su origen en microorganismos que lo habitan. Otras proteinas no
consideradas proteoliticas (Ole e 1 y Bet v 1) interactian y dafian la barrera epitelial; Bet v1,
tiene la capacidad de unirse a fosfolipidos de las membranas celulares, lo que podria facilitar
Su cruce a través de la mucosa. Las pectatoliasas de Cryptomeria japonica conducen a la
activacion de PAR2 1, 13.

La inmunorreactividad del anticuerpo IgE a alérgenos no depende sélo de la cantidad, sino del
tipo de alérgeno 18. Existen diferentes factores extrinsecos e intrinsecos que comprometen la
inmunodeteccion de IgE a las proteinas. Dentro de los factores extrinsecos/ambientales se
encuentran los rayos UV, el COg2, la lluvia/estrés hidrico, la temperatura, la época de
polinizacion, los contaminantes como el PM 2.5, PM 10, NO2 y Os. Estos factores en el huésped
pueden funcionar como adyuvantes al dafiar el epitelio, con una subsecuente liberacion de
alarminas y una respuesta de tipo Th2. Dentro de los factores intrinsecos, se encuentran la
nutricion de minerales, su biodisponibilidad, y la nitracién de los alérgenos por contaminantes.
En la Tabla 1 se muestran los componentes no alergénicos intrinsecos del polen y su influencia
en el sistema inmunolégico, y en la Tabla 2 se muestran los componentes extrinsecos 1, 5, 13.

Tabla 1. Componentes moleculares no alergénicos del polen, porcién intrinseca.

Componente Efecto inmunolégico

Mediadores de lipidos asociados al polen | Activan a las células inmunes innatas tipo 2 e
(PALM) de pasto y abedul inhiben Th1, atraen a eosindfilos y neutréfilos
3.

Fitoprostano E1 (PPE1) derivado del polen | Inhibe la produccién de IL-12 mediante el
blogueo de NF-kB, con supresién de la
respuesta Thl 13.
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Tabla 2. Componentes moleculares no alergénicos del polen, porcion extrinseca.

Componente Efecto inmunolégico

Gases irritantes y particulas de escape de | Pueden causan alteraciones en microbiota,
diésel, ozono, dioxido de carbono y oxidos de | modificaciones quimicas, actuar como

nitrdgeno adyuvantes, dafar la barrera epitelial 1, 13.
Niveles de Oz ambiental Asociacion con mayor sensibilizacion

positiva a Betv 1 13.

Infeccion viral en la planta Se desconoce su influencia como potencial
sensibilizante 13.

1.4 ESTRUCTURA DEL POLEN Y SU CONFORMACION.

El grano de un polen se compone de dos capas externas, la sexina y la nexina, que en conjunto
se denominan exina, que es resistente a la degradacion y al calor. El polen tiene una capa
interna denominada intima, compuesta por celulosa, sensible a la acetdlisis 4. La ruptura del
grano del polen sucede al contacto con soluciones hipoténicas como agua de lluvia o las
lagrimas. Se ha descrito que existe diferente inmunorreactividad de IgE a sus componentes
entre los polenes del mismo orden taxonémico, posiblemente a diferencias como sus proteasas,
sus caracteristicas fisicas, o debido a su biodisponibilidad (eficiencia de ruptura del grano de
polen) 2, 5, 13.

Las proteinas contenidas en la masa seca del grano de polen corresponden del 2.5% al 61%
33. Su proteoma contiene proteinas alérgicas y no alérgicas. La OMS y la IUIS clasifican a una
proteina como alérgeno cuando produce una respuesta especifica de anticuerpos IgE en al
menos 5 personas 1. Sin embargo, pueden existir actividades sinérgicas entre proteinas
alergénicas y no alergénicas para generar una respuesta inmunoldgica en el huésped 5, 13.

El céctel proteico del polen se distribuye en dos compartimientos principales, en uno interno, la
matriz intrinseca, conformada por moléculas bioactivas como proteinas, carbohidratos,
metabolitos y lipidos. Y de un compartimiento externo, compuesto por particulas contaminantes
del aire, aerosoles y microbioma, como bacterias, hongos y virus 13. Como se representa en la
Fig. 2.

13



(- )

( Intrinseco ) C Extrinseco )
Hongos
Proteasas % Bacterias MiGobiona
Proteinas .
alergénicas \ s Endotoxinas
Proteinasno
alergénicas
Lipidos,
PALMs 5
Contaminantes del
Metabolitos aire
Adenosna
Flavonoides S— OZOﬂO
Dioxido de carbono
.
NO

Figura 2. Representacion grafica de la composicion interna y externa del polen 13.

1.4.1 CLASIFICACION MICROSCOPICA DEL POLEN.

Los granos pueden clasificarse segun su morfologia, estructura, tamafio y sus caracteristicas.
Asi, en su superficie externa yacen sus poros o colpos ubicados en sentido longitudinal del
grano, asi como una pared reticulada, que le da el aspecto de crestas que rodean limenes de
mas de 1 um de anchura, ordenados conforme a las mallas de una red. La observacién del
polen puede realizarse por microscopia éptica o de barrido 3, 4, 17.

Dentro del grupo de pdlenes con mayor relevancia alérgica en México, se encuentran los

Lamiales. Por ejemplo, Fraxinus y Ligustrum. Se presenta la observacién de microscépica
Opticaen la Fig. 39, 17.

14



Fresno Trueno
Fraxinus uhdei.  Ligustrum lucidum.
(Oleaceae) (Oleaceae)
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Figura 3. Microscopia Optica de Fresno y Trueno con tincion. A. Seccion 6ptica,
B. detalle de aperturas 17.

El grano del Fresno en su vista polar tiene una forma cuadrangular o pentagonal, esferoidal u
oblato. En su vista ecuatorial es esferoidal u oblato. De superficie reticulada. Mide entre 20 a 27
y 30 um. Entre otras caracteristicas, tiene poros o aperturas fusiformes que dan aspecto
tricolporado, el tamafio de la reticula es heterogénea y disminuye hacia las aperturas formando

un margen. Se presenta la descripcion y observacion de microscopia de barrido en la Fig. 4 4,
17, 34.
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Figura 4. Microscopia de barrido del grano de Fresno, se observa su exina
reticulada, con tres aperturas fusiformes que le dan aspecto tricolorado 34.

15



El grano de Trueno en su vista polar tiene una forma esferoidal y trilobulada. En su vista
ecuatorial es esferoidal u oblato. En cuanto a sus aperturas, es tricolporado. Con una exina de
superficie reticulada. Mide entre 26 — 30 um. Entre otras caracteristicas, el tamafio de la reticula
disminuye hacia los colpos, con engrosamiento de la pared debajo de las aperturas formando
oncos. Se presenta la observacion microscopica de barrido en la Fig. 5 17.

Figura 5. Microscopia de barrido del grano de Trueno 35.
1.5 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS ALERGENOS DEL POLEN.

Se ha demostrado que la mayoria de los alérgenos principales estan cargados negativamente,
usualmente con un peso molecular menor de 70 kDa, con hidrofobicidad y alta estabilidad.
Suelen tener diversas funciones biologicas intrinsecas, por ejemplo: las proteasas, las
pectatoliasas, los inhibidores de tripsina, o con otras funciones como: las proteinas de unién a
calcio, las proteinas de transferencia de lipidos, y las proteinas de unioén a actina 2, 36.

La actividad enzimatica se asocia con la alergenicidad en general, como es el caso de las
proteasas que se asocian con un aumento en la inmunodeteccién de IgE a sus componentes 1.
Algunos ejemplos de estos alérgenos polinicos, es la pectatoliasa, que degrada la capa
peptidica que permite la hidratacion del polen y su gelificacién con la finalidad de lograr un
reconocimiento entre el polen y el estigma, dicha enzima es identificada como el grupo 1 de las
Cupresaceas. Otro ejemplo es la poligalacturonasa del Platanus acerifolia (Pla a 2), que es
reconocida por pacientes alérgicos a esta planta, biolégicamente relacionada con la interaccion
y modificacion de las pectinas, tanto de la intina como del estigma 2.

En el reino animal, las enzimas también suelen tener inmunodeteccion por las IgE en poblacion
sensibilizada. Un ejemplo es Der p 1 del &caro, una cisteina proteasa con capacidad de escindir
un fragmento de 25 kDa de CD23, dando lugar a una regulacion positiva para la sintesis de IgE.
Ademas de escindir la CD25 en los LT que interrumpe la regulacion autocrina positiva para la
sintesis de IL-2 y con ello inhibir una respuesta Thl. Otro ejemplo de proteasas es el veneno
de los himenépteros, donde su hialuronidasa degrada las moléculas de adhesion celular
permitiendo la penetracion del céctel proteico inmerso en su veneno hacia los tejidos 1.
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Los lipidos son una parte importante de la exina, denominados mediadores lipidicos asociados
al polen (PALM), que ayudan al tubo polinico a penetrar el estigma 3. Las plantas al exponerse
a agentes estresantes, incrementan la produccién de PALMs, que funcionan como homadlogos
a PEG2 y pueden facilitar una activacion de eosinofilos, neutréfilos e inducir una respuesta de
tipo Th2. Se ha observado que la inmunodeteccion de IgE a los componentes polinicos no
depende del componente genético de la fuente vegetal 1, 13, 16, 18.

1.6 HOMOLOGIA ENTRE ALERGENOS BACTERIANOS Y PLANTAS.

Se ha descrito que los alérgenos son proteinas de origen eucariota, que comparten poca
homologia con proteinas bacterianas mediante el analisis de BLAST, con pocas probabilidades
de reactividad cruzada entre sus alérgenos y proteinas bacterianas. Las pocas homologias
descritas se han realizado con Phl p 1, con 27% de identidad con proteoma bacteriano. Para
Der p 1, se han descrito 42 homologias, con 22% de identidad con proteoma bacteriano. Para
Amb a 1, con 76 homologias, con 22% de identidad con proteoma bacteriano. En este estudio
no se analizé Fresno, y en el caso de Trueno, con respecto a sus alérgenos, no se encontraron
homologias bacterianas, pero si mas de 100 homologias de proteinas no alergénicas con
proteinas bacterianas 37.

2. ANTECEDENTES
2.1 PERSPECTIVA MUNDIAL DE LA POLINOSIS.

La primera descripcion de polinosis fue en el siglo XIX, por John Bostock en Londres, como una
afeccion periddica en los 0jos, nasales y en el pecho que aparecia a mediados de junio y que
se extendia a mediados de julio de cada afo, definido como “catarrhus aestivus”, o catarro de
verano, sin encontrar una explicacion causal 3, 15, 17, 38. En 1831, Elliotson le define como “la
fiebre del heno” 3. Después en 1873, Charles H. Blackley evidencia que el polen aeronavegante
es la causa de la fiebre del Heno 2, 15. Posteriormente en Berlin, en 1906, Alfred Wolff-Eisner
reconocio que las proteinas del polen eran la causa especifica de los sintomas. En 1911,
Leonhard Noon y John Freeman fueron pioneros en la inmunoterapia especifica de alérgenos,
al usar una “inoculacion profilactica contra la fiebre del heno” utilizando extractos de polen de
gramineas 39. En 1921, Prausnitz y Kustner descubren que la aplicacion de suero de pacientes
alérgicos en la piel de sujetos sanos puede transferir la sensibilidad al alérgeno, lo que condujo
al descubrimiento de la IgE, inicialmente llamado reaginas 12, 20.

Aungue en teoria cualquiera de los miles de variedades de especies productoras de polen
puede producir alergia, solo un grupo relativamente pequefio de polenes tiene relevancia clinica
17.

La OMS estima que a nivel mundial el 25% de la gente tiene alergia respiratoria, de ellos, la
prevalencia de alergia al polen representa aproximadamente el 40-60% de los casos, y su
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incidencia se ha duplicado en las ultimas tres décadas. Actualmente ha condicionado una carga
socioeconOmica grave para la civilizacion occidental, es un problema de salud mundial 5, 13,
16, 33, 40, 41.

La enfermedad alérgica unificada de las vias respiratorias que comprende las enfermedades
cronicas mas comunes entre adultos y jévenes, mas de 400 millones de personas tienen rinitis
alérgica y més de 300 millones de personas tienen asma en el mundo 13, 19, 20. En el 2013,
en la tercera fase del Estudio Internacional de Asma y Alergia en la Infancia (ISAAC), se reporto
que nifios de entre 6 y 7 afios tenian una prevalencia de asma de 11.7%, y una prevalencia de
rinoconjuntivitis de 14.6%. En los adolescentes, la prevalencia de asma fue de 11.7%, y para
rinoconjuntivitis de 8.5% 6, 21.

2.2 PERSPECTIVA DE LA SITUACION POLINICA Y POLINOSIS EN LA CIUDAD DE
MEXICO.

En México, diferentes estudios se han centrado en la deteccion de polen desde el afio de 1940.
En ese mismo afo, gracias a los trabajos del Dr. Mario Salazar Mallén, se demostré que la
sensibilizacion a podlenes se asociaba a 31% de las alergias respiratorias en personas
residentes en el Valle de México, demostrando la taxonomia de la flora alergénica mas relevante
en México 16, 17.

La Ciudad de México se encuentra en un valle rodeado de montafas, el 45% esta urbanizada
y el 55% es zona rural, el suelo se usa para reservas ecoldgicas, silvicultura y agricultura. Se
encuentra el Bosque de Chapultepec, la mayor area verde urbana de América Latina, contiene
105 especies, en particular: Ligustrum lucidum, Fraxinus uhdei, Cupressus benthamii, entre
otros 16.

En la Ciudad de México el porcentaje ocupado por espacios verdes es de 8.91%. Su variedad
forestal es amplia, los arboles mas comunes cultivados con fines ornamentales son el Fresno
(Fraxinus udhei), Eucalipto (Eucaliptus canaldunensis y E. globulus), Trueno (Ligustrum
lucidum), Jacaranda (Jacaranda mimosifolia), Arbol de goma dulce (Liquidambar styraciflua),
Casuarina (Casuarina equisetifolia) y Colorin (Erythrina coralloides) 42, 43.

Estudios han reportado que la Ciudad de México tiene un problema grave de contaminacién
atmosférica, ademas de haber gran competencia entre sus plantas por plantarse con mucha
cercania entre ellas 42. Es probable que el estrés ambiental en la planta pudiera condicionar
una mayor variabilidad proteica y una mayor susceptibilidad de alergenicidad 13, 18.

En 1999, en un estudio realizado en poblacion pediatrica con una edad entre 1 a 5 afos, se
demostré que la frecuencia de sensibilizacion mediante SPT a cualquier aeroalérgeno fue de
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46.5%. En los menores de un afio fue de 23%, a los cuatro afios de 65%, convirtiéndose de
monosensibles a polisensibles (mas de dos alérgenos positivos en SPT). Siendo los alérgenos
mas frecuentes en toda la poblacion los acaros del polvo casero, igualandose en frecuencia a
la sensibilizacion a polenes a los cuatro afios de edad 44.

En el 2008 se creod la Red Mexicana de Aerobiologia (REMA), que realiza un monitoreo de
particulas biolégicas en el aire en diversas zonas del pais. Gracias a ello, en la Ciudad de
México se ha reportado un calendario polinico. Se consideré como inicio del periodo de floracién
la fecha del primer dia en que se obtiene una concentracion de polen acumulado igual o mayor
al 2.5%. Y como fin del periodo de floracion la fecha del dltimo dia en que la concentracion
acumulada de polen es igual o inferior al 97.5%. En el calendario polinico, el Fresno polinizé
todo el afio, con picos entre los meses de diciembre a febrero (>200 granos de polen/m3),
correspondiendo al 40.22% y en el caso de Trueno el 1.09% del polen aéreo recolectado a lo
largo de un monitoreo de 8 afos. Los tipos de polen mas importantes segun la alergenicidad
fueron Fraxinus sp., Cupressaceae y Poaceae. Ver Fig. 6 16.

Asteraceae-Helianthus|
Poaceae l | | l |
Asteraceae-Senecio |
Ligustrum sp. ] | \
Amaranthaceae | ‘
Asteraceae-Anthemidae
Alnus sp. B e
Ulmus sp.
Fraxinus sp. [ - [ 00 l
Cupressaceae [ [T | | | 1 |
Urticaceae | [ [ s [ l | 1

Liquidambar sp.

Myrtaceae \ ‘ | '\ [ |
Pinus sp. | T |
Ambrosia sp. ‘ ' ' ‘ [ ' ]
Moraceae | iE |
Quercus sp. | | |
Rosaceae I ‘ | \
Schinus sp. ‘ I l | |
Casuarina sp. '

=

(o] N D J F M A M J J A S
(MONTH)

0 1-2 3-5 6-11 12-23 24-49 50-99 100-199 200-399 400-799

Interval (pollen grainslm3)
Figura 6. Calendario polinico de la delegacién Miguel Hidalgo (en el parque
Chapultepec), Ciudad de México, de 2008 a 2016 16.
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Por otro lado, el arbol del Olivo es escaso en México, sin embargo, es positivo en un gran
namero de SPT (52.4%), posiblemente por la reactividad cruzada con los pélenes de su misma
familia. Para Fraxinus excelsior, endémico de Norte Ameérica, se obtuvieron SPT positivas en el
43.3% vy para Ligustrum vulgaris positivas en el 36.6%; lo que puede conducir a sintomas
cronicos en pacientes alérgicos 11. El Olivo es positivo en pacientes monosensibles s6lo en un
5.5%. En la Fig. 7 se muestran las especies con mayor relevancia en la alergia en México 6,
45.

La sensibilidad de las pruebas cutaneas positivas entre Fresno y Trueno fue de 78.3%, entre
Trueno y Olivo de 76.7%, mientras que entre Fresno y Olivo fue de 73.2% 6. Con frecuencia,
se ha sugerido que los sintomas son debidos a reaccion cruzada entre las especies de la familia
Oleaceae 46. En la Fig. 8 se muestran las frecuencias de SPT positivas de tipos de polenes
gue causan alergia en pacientes pediatricos, y en la Fig. 9 los fenotipos de polinosis en
poblacién pediatrica mexicana.

REIND SUBREIND SUPERDIVISION DIVISION CLASE SUBCLASE ORDEN FAMILIA GENERD
Amaranthaceae Amaranthus
Alriplex
Caryopliles Chenopodiaceae | Chenopodium
1 Salsola
Caryophyllidas -
Fraxinus
Scrophulales Oleacese F——
Ligustrum
Polygonales Polygonaceas Rumex
Mantaginales | Plantaginaceas Plantago
Ambrosia
Artemisia
Asteridag Asterales Asteraceas Fransena
Magnoliopsida Cosmos

Hediantius
Casuarinales Casuarinacea Casuarina

Magnoliophyta
agnolophyt Betukaceze Alnus
. Hamamehidae Fagales

PMantae Tracheabionta | Spermatophyta Fagaceae CQuercus
Urticales Umaceas Lllmus

Acacia

Fabales Fabaceae -

Rosidae - - -

Sapindales Anacardiaceas Schinus
Myriales Myrtaceae Eucalyptus

s

Dilleniidae Salicales Salicaceae L -

Salix

Cynodon

Liolium

Liliopsida Commelinidag Cyperales Poaceae Phigum

Holcus

Zea
SEUS

) _— Cupressaceae L

Coniferophyta Pinopsida Pinales Junipenis
Pinaceae Pinus

Figura 7. Taxonomia de las especies de plantas con mayor relevancia en la
alergia en México 17.
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Figura 8. Porcentajes de tipos de pélenes que causan alergia en pacientes
pediétricos, basado en pruebas cutaneas positivas en el hospital del Instituto de
Oftalmologia Conde de Valencia, INP, CMN, HIM y Hospitales privados de la
Ciudad de México 16.
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Figura 9. Porcentaje de fenotipos alérgicos asociados con polen en pacientes
pediatricos en el hospital del Instituto de Oftalmologia Conde de Valencia, INP,
CMN, HIM y Hospitales privados de la Ciudad de México 16.

2.3 FAMILIA OLEACEAE.

La familia Oleaceae incluye 27 géneros y mas de 700 especies, ubicados en zonas con climas
célidos, que pueden crecer espontaneamente o pueden plantarse con fines ornamentales,
medicinales o alimenticios. Sus pélenes son fuente de alergia en diferentes partes del mundo.
Las especies con mayor relevancia alérgica son Olivo, Fresno y Trueno. El Olivo es un arbol
perennifolio con una altura que oscila los 5-10 metros, con un tronco tortuoso, de corteza parda-
grisacea, tiene hojas opuestas lanceoladas-oblongas, su fruto es la aceituna 34. En algunos
reportes espafioles, el Olivo florece de enero a marzo 7, 14. En reportes del area metropolitana
de la Ciudad de México, el Olivo florece de abril a junio 6. El alérgeno principal del Olivo es Ole
e 1, presente en otras especies de la familia Oleaceae como Ole e 1-like, con reactividad
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cruzada entre los homologos pertenecientes a su familia y una baja reactividad cruzada con
homélogos de otras especies no relacionadas como Lolium perenne (Lol p 11), Chenopodium
album (Che a 1), Phleum pratense (Phl p 11) y Plantago lanceolata (Plal1). 6,9, 11, 15, 33.

El Olivo en términos de alergologia, es la especie mas representativa de esta familia, debido a
gue en la literatura se encuentra ampliamente estudiada en Europa. De esta especie, se han
reconocido Ole e 1 (Grupo 1 comun de olivo de 16 kDa) que se involucra en el crecimiento del
tubo polinico, Ole e 2 (profilina de 15 kDa) que funciona como proteina de union a la actina del
citoesqueleto, Ole e 3 (polcalcina de 9 kDa) que se une a calcio, Ole e 4 (32 kDa) sin funcion
descrita, Ole e 5 (superdxido dismutasa de 16 kDa), Ole e 6 (10 kDa) sin funcion descrita, Ole
e 7 (nsLTP de 9.5 kDa), Ole e 8 (polcalcina-like, 4 E-helix-loopF-helix / mano-EF de 21 kD), Ole
e 9 (1,3 beta glucanasa de 46 kDa), Ole e 10 (dominio X8 que contiene proteina de 10.8 kDa),
Ole e 11 (pectina metilesterasa de 37.4 kDa), Ole e 12 (isoflavona reductasa de 37 kDa), Ole e
13 (Taumatina reductasa de 23 kDa), Ole e 14 (poligaracturonasa de 46.5 kDa), y Ole e 15
(ciclofilina de 19 kDa) 46 - 48.

2.3.1 FRAXINUS.

El Fresno contiene aproximadamente 65 especies, miembro de la familia Oleaceae. Se planta
principalmente para el uso de su madera. Crece ampliamente en areas de Europa Central y del
Norte, la alergia a su polen tiene una distribucién mundial. Es un arbol caducifolio que alcanza
los 10-15 metros de altura, de tronco recto y corteza gris, finamente fisurada, con hojas
opuestas, compuestas de 3 a 5 pares en forma lanceolada 34. Con polinizacion en el norte de
Europa en los meses de marzo a mayo, en Espafia se reporta polinizacién de diciembre a
febrero 7, 14; En reportes del area metropolitana de la Ciudad de México, el Fresno florece
principalmente entre los meses de noviembre a marzo 16. Se considera que, de los pacientes
alérgicos al polen, casi el 20-34% estan sensibilizados al Fresno. La Fig. 10 muestra la
distribucién mundial del Fresno 9, 41, 45, 46, 49.
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Fig. 10 Distribucion mundial del género Fraxinus, basado en observaciones 50.

Se ha descrito la violenta expulsion de proteinas resultante de la presion osmética y la fuerte
evaporacion ambiental que conduce a una rapida dispersion atmosférica de particulas
submicroénicas 14.

Ya se han identificado previamente determinantes alergénicos de Fresno mediante el uso de
un método duro basado en SDS-PAGE, entre ellos, se encuentran: Fra e 1 (Ole e 1-like), con
una secuencia de identidad de 84-97% con Ole e 1. Es su determinante principal con peso
molecular de 18-21 kDa, del que se han descrito hasta 15 isoformas debido a diferencias en
sus glicosilaciones que le otorgan diferentes puntos isoeléctricos (pl) que oscilan entre 5 - 7;
cuenta con los isoalérgenos Fra e 1.01 y Fra e 1.02, uno glicosilado y otro no glicosilado, con
20.1y 17.5 kDa respectivamente 36, 46, 48, 51.

Fra e 2, una profilina, panalérgeno con peso molecular de 13-16 kDa, con un pl entre 4 - 5.5.
Fra e 3 es una polcalcina con motivos de unién al calcio y con peso molecular de 6-10 kDa, con
pl de 4. Una proteina homéloga a Ole e 8, una proteina similar a la polcalcina 4 E-helix-loopF-
helix / mano-EF de 20 kDa. La pectina esterasa, un alérgeno que comparte epitopos con el
grupo 4 de polenes de pastos, y malato deshidrogenasa 7, 41, 47, 49, 51. Frae 9, esuna 1,3-
beta-glucanasa, tipo de enzima ampliamente distribuida en plantas superiores, y comparte
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epitopos inmunodominantes con Ole e 9 de 46 kDa, con similitud entre ellas del 39% 11, 14,
33.

De igual forma se describen determinantes alergénicos de alto peso molecular, >30 kDa,
positivos en mas del 50% de las cohortes estudiadas, asociados a reactividades cruzadas con
carbohidratos, de baja relevancia clinica, distribuidos en 4 areas: dos no identificados, uno
homologo a B-galactosidasa, y uno identificado como proteina transportadora de azlcar 41, 47.

Un estudio utiliz6 un método de extraccidbn suave basado en PBS, con el que obtuvo la
identificacion de diversos alérgenos: un homologo UTP-glucosal-fosfato uridililtransferasa 51.8
kDa, una enzima citoplasmética llamada monodehidroascorbato reductasa de 46.5 kDa,
pectinestera (Ole e 11.0102) de 39.6 kDa, adenosina quinasa 2 de 37.8 kDa, isopentenil-
difosfato delta-isomerasa de 27 kDa, Dos proteinas con homologia con Ole e 5 de 21.5 kDa:
0s02g0778400 [de Oryza sativa], y una proteina no caracterizada de Zea mays; describen la
identificacion de una profilina (Fra e 2) de 21 kDa segun lo expuesto 43.

En general, la reactividad cruzada parece requerir mas del 70 % de identidad de secuencia 7.
Se ha demostrado reactividad cruzada con especies relacionadas como el Olivo, con el que hay
inhibicién de inmunotransferencia con Fra e 1y polcalcina; y en menor medida, con especies
no relacionadas taxonémicamente (abedul, pasto Timothy, ambrosia), con los que hay inhibicién
de transferencia con sus profilinas y polcalcinas 7, 9, 41.

La glicoproteina Ole e 1-like recombinante del Fresno (rFra e 1), ha sido clonada en Escherichia
coli y producida en Pichia pastoris, posee un 91% de identidad con Lig v 1 46.

2.3.2 LIGUSTRUM.

El género Ligustrum contiene alrededor de 50 especies incluyendo Ligustrum vulgare, L.
lucidum, L. sinense., L. japonicum, L. quihoui, etc. Ligustrum vulgaris proviene de Asia 6, 11.
Habitualmente se planta por su uso ornamental. Son arboles caducifolios o perennifolios con
hojas enteras, coriaceas, lanceoladas u ovaladas. Con flores pequefias, blancas masculinas y
femeninas. Con floracion entre mayo y junio mediante polinizacién entomofila o anemdfila.
Crece predominantemente en areas urbanas. En la Fig. 10 se muestra su distribucién mundial
6,7,11.
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Figura 10. Distribucion mundial de Ligustrum vulgare y lucidum 11.

Se ha descrito la fragmentacion de su polen resultante del choque osmdético durante tormentas
eléctricas y en condiciones de elevada humedad 11.

Hay registros de polinosis en el Mediterraneo, el sur de Asia, el Norte de Europa, en América
del Norte, América del Sur, Sudafrica y Australia. En 1992 Baldo et. al., mediante el uso de
métodos duros como detergente SDS, lograron identificar bandas de reconocimiento de IgE a
proteinas del Trueno con un peso molecular aproximado de 18-19 kDa, 20 kDa, 40 kDa y 70
kDa. Con un rango proteico total con peso molecular entre 10 a 80 kDa 11, 52, 53.

Su determinante alergénico principal es una Ole e 1-like, bajo la nomenclatura Lig v 1, una
proteina glicosilada con peso molecular de 20.5 kDa, con una secuencia de identidad de 89%
con Ole e 1; y una secuencia de identidad de 82-95% con las otras proteinas de la familia Ole
e 1 pertenecientes a la familia Oleaceae, adicionalmente, dichos alérgenos tienen el mismo sitio
de N-glicosilacion en Asn-111. Cuenta con dos isoalérgenos, una variante glicosilada de 20 kDa
y otra no glicosilada de 18.5 kDa, Lig v 1.0101 y Lig v 1.0102 respectivamente 7, 9, 10, 48, 52.

Tiene una profilina identificada, bajo la nomenclatura Lig v 2, considerado como un panalérgeno,
con un peso molecular de 14.8 kDa, implicada en la citocinesis 11, 33, 48.

Otros determinantes alergénicos descritos son una enolasa, con un peso molecular de 37.38
kDa, con un 89% de homologia con Hev b 9. Una 3-1,3-glucanasa, que tiene homologia del
100% con Fra e 9.01 y 9.02, posiblemente implicado en el crecimiento del tubo polinico.
Poligaracturonasas, con peso de 43 kDa, con 88% de homologia con Ole e 13.01, cataliza la
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degradacion del galacturonato polimérico, componente principal de la pectina en las paredes
celulares de las plantas, también presente en otras especies no relacionadas como es el caso
de la familia Cupressaceae. La alanina aminotransferasa, con 88% de homologia con alérgenos
del veneno de Culex quinquefasciatus (especie de mosquito). Y subunidades beta de la ATP
sintasa, productoras de energia esencial para la planta, con la sugerencia de dos isoformas
existentes en estudios previos con L. lucidum 11, 33.

Se ha demostrado reactividad cruzada por inhibicién de transferencia entre los componentes
del polen del Olivo, el Fresno y el Trueno 7, 52, 54.

La glicoproteina Ole e 1-like recombinante del Trueno (rLig v 1), ha sido clonada en Escherichia
coli, presenté reactividad cruzada con Ole e 1, lo que sugiere que su reactividad no depende
exclusivamente de los carbohidratos 10.

2.4 HETEROGENEIDAD EN LA IDENTIFICACION DE ALERGENOS.

En la primera mitad del siglo XX se sabia que el secreto del éxito terapéutico profilactico
consistia en la seleccién y preparacion del alérgeno correcto, asi como el método ideal para la
preparacion de extractos, siendo A. Coca quien describe el método mas favorecedor de la
época, mismo que fue adoptado por la mayoria de los alergélogos como la solucion de Coca,
dicha solucién se basa en cloruro de sodio, bicarbonato de sodio y fenol, no cuenta con estudios
adecuados que respalden su utilidad 39.

Se han ejecutado diversos cribados protedémicos, de los cuales, dependiendo del método, se
han observado diferencias en el rendimiento de la recuperacion y cobertura de proteinas 5.
Dichos procesos se basan en la separacion de los componentes proteicos al someterlos a
fuerzas fisicas e interacciones quimicas que desnaturalizan a las proteinas, resultando en la
identificacion proteica, sin embargo, su desnaturalizacion conlleva a una reduccion en su
biodisponibilidad. La conservacion de la estructura cuaternaria de los oligédmeros de alérgenos
influye en su alergenicidad al facilitar el entrecruzamiento del receptor de IgE, aumentando su
estabilidad y proteccion contra protedlisis 1. Adicionalmente, se ha observado que las
conservaciones nativas de las proteinas de la fuente polinica originan maduracién de células
dendriticas, asi como la polarizacién a Th2, como se ha observado en una comparativa entre
proteinas recombinantes y proteinas nativas de Bet v 1, Phl p 5y Amb a 1 en modelos in vivo
51 1_3

Las particulas de polen son muy recalcitrantes, por lo que en la comunidad cientifica no se cuenta con un
meétodo universal para la protedGmica del polen 1.

La preparacion de extractos proteicos de calidad es critico para el éxito del andlisis
protedmico, dependiendo de las caracteristicas de la fuente vegetal a estudiar se han ofrecido
propuestas para su ejecucion, por ejemplo, en el caso de especies con elevado contenido
lipidico puede alterarse el efecto solvente de los detergentes sobre las proteinas, resultando
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en un proceso deletéreo en la electroforesis, por lo que se han emitido propuestas que limiten
este factor, como el aumentando de la dilucion de las muestras, o mediante la delipidacion
guimica con disolventes organicos como cloroformo y acetona, opciones que comprometen el
rendimiento de la cantidad proteica 55.

En las diversas metodologias empleadas por los investigadores, existen diferencias desde la
cantidad de polen a estudiar, asi como un espectro heterogéneo entre los tampones
utilizados, diferentes mecanismos para la descomposicion de la exina para la liberacion
proteica, variaciones en las técnicas de laboratorio, fluctuaciones en la temperatura,
diferencias en los tiempos de centrifugacion, entre otros. Un estudio prueba la eficacia de la
liberacion de proteina sin usar fracturacion mecanica, haciendo una comparativa entre los
buffer empleados, concluye que el tampdn de hidroxido de sodio fue significativamente méas
eficiente en su rendimiento para la obtencion proteica 56.

Segun el método empleado, se obtienen diferencias en las proteinas alergénicas obtenidas, con
heterogeneidad en el perfil proteico de los extractos solubles en agua y no solubles en agua,
diferencias que pueden modifican la inmunorreactividad en los andlisis 5, 57. Ya se ha reportado
gue el uso de una metodologia con extraccién en crudo de las proteinas basado en condiciones
de lisis suaves en comparacion con un método de extraccion duro, tiene un mayor rendimiento
en la adquisicién de proteinas inmunorreactivas al IgE de pacientes sensibilizados 1. Los
alérgenos responsables de la reaccion alérgica de tipo inmediato se describen como proteinas
solubles en agua que no dializan, por lo que se considera su extraccién con soluciones acuosas
58.

La forma clasica para la identificacién de candidatos a alérgenos consiste en la separacion,
identificacion y caracterizacion de proteinas. Hasta el momento se han registrado 987 alérgenos
diferentes, de ellos 195 son aerotransportados y de origen vegetal 13, 59, 60.

Para la caracterizacion de alérgenos del reino Plantae, es necesaria la obtencién de las
inflorescencias, la fuente polinica, su extraccion proteica, su cuantificacion, la realizaciéon de
electroforesis bidimensional (2-DE), su tincion, un andlisis de inmunotransferencia y finalmente
un andlisis comparativo con bancos de proteinas mediante espectrometria de masas, con la
cual se puede dar una etiqueta e identificacion de las proteinas en cuestion 61.

2.4.1 OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO DE LAS PROTEINAS.

El principal objetivo de la extraccion es adquirir el mejor rendimiento y calidad proteico, por lo
gue se debe elegir el método de extraccion apropiado con base en el tipo de muestra 62.

Asi mismo, de la finalidad, se puede buscar la preservacion de la forma nativa de una proteina
para determinar su actividad bioldgica, o estar desnaturalizada para el estudio de su estructura
primaria. Las estrategias son diversas, sin embargo, la mayoria de ellas suelen ser modelos
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que involucran métodos agresivos de extraccion de proteinas recalcitrantes, en donde la
solubilizacion de proteinas se logra con la ayuda de mecanismos fisicos y quimicos mediante
el auxilio con detergentes 62 - 64.

Para la extraccion de proteinas existen métodos suaves (lisis osmadtica, congelamiento,
detergentes, enzimas) y métodos duros (sonicacion/ultrasonido, homogeneizacion, mortero,
molino de perlas, prensa francesa, pulverizacion con arena, choque osmatico, lisis enzimética,
detergentes y solventes, tratamiento alcalino), en la Tabla 3 se exponen diferentes métodos de
lisis celular, cuya finalidad es la extraccion de proteinas intracelulares, dependiendo del tipo de
tejido 62, 63 - 66.

Tabla 3.
METODO DESCRIPCION TIPO DE MUESTRA
Licuadora Trituracién por cuchillas Gran cantidad de tejido
Células tisulares, util
Tubo de vidrio con piston para protocolos de
Homogeneizador Dounce | ajustado, moja células por enriquecimiento de
accion de corte proteinas mitocondriales
y nucleares
Ondas de alta frecuencia
Homogeneizador de emitidas por sonda para Células de tejidos,
ultrasonidos/sonicacion romper membranas bacterias
celulares
Pulverizador en nitrégeno Usando un mortero para Tejido animal y vegetal
liquido pulverizar
Por agitacion de perlas de
Perlas de vidrio vidrio con el material a Levaduras
estudiar

Para la dilucion de las proteinas se requiere del uso de solventes organicos (metanol,
acetona, fenol), agentes caotropicos que refinan el efecto de los detergentes (urea y tiourea),
detergentes (SDS, Tritbn, Tween), o sales (Tris-HCL, acetato de amonio). Posteriormente
mediante centrifugacién se separan las impurezas de otros compuestos 62 - 66.

Para la obtencion de las proteinas intracelulares, es necesario lisar las células, en este proceso
es imprescindible el uso de agentes que previenen la degradacion proteica 63 - 66. Algunos
compuestos para prevenir la degradacion son:

- Inhibidores de proteasas: PMSF, aprotinina.
- Agentes quelantes: EDTA, EGTA.
- Antioxidantes: mercaptoetanol, Ditiotreitol (DTT).
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Amortiguador de pH adecuado en una relacion 2-2.5 wiv.

A continuacion, se enlistan las soluciones muestra empleados durante una electroforesis 2-DE,

incluye detergentes suaves y duros 67. Tabla 4.

Tabla 4.
Componente | Papelenla | Rango de
0 producto solucion concentracion Comentarios
Urea Caotropico 5-95M Presente durante isoelectroenfoque (IEF).
Tiourea Caotropico 2M Usualmente usado en combinacion con urea
7 M, tiourea 2 M; mas efectivo que la urea
sola para solubilizar moléculas hidrofobicas o
proteinas de elevado peso molecular.
CHAPS Detergente 1-4% (w/v) Detergente zwitterionico (ion dipolar) que
puede mejorar solubilidad proteica con
minimo efecto disruptivo en 2-DE.
CHAPSO Detergente 1-4% (w/v) Detergente zwitteriénico similar a CHAPS.
NP-40 Detergente | 0.5-1% (w/v) Detergente neutral usado en 2-DE;
ampliamente reemplazado por CHAPS.
Triton X-100 | Detergente | 0.5-1% (w/v) | Detergente neutral, similar a NP-40, también
usado para la preparacién de muestra para
2-DE.
SB 3-19 Detergente 1-2% (w/v) Detergente zwitteriénico, en algunos casos
mejor solubilizador que CHAPS; insoluble en
elevadas concentraciones de urea 'y
generalmente usado con urea 5 M, tiourea 2
M.
ASB-14 Detergente 1-2% (w/v) Detergente zwitteriénico desarrollado como
ASB-C80 Detergente | 1-2% (w/v) | solubilizador de proteinas de membrana para
analizarse en 2-DE.
Duodecil Detergente >2% (W/v) Detergente aniénico, ampliamente usado en
sulfato de durante preparaciones de muestra para
sodio (SDS) preparacion | electroforesis, Gtil para solubilizar proteinas;
de la inactiva proteasas y otras enzimas
muestra, no | indeseables. Incompatible en IEF, a menos
mayor a gue esté diluido a 0.2% o0 menos.
0.2% (w/v)
durante IEF
Dithiothreitol Reductor 20-60 mM | Reductor sulfhidrilo mayoritamente empleado
(DTT) para 2-DE.
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B- Reductor 1-5% (v/v) Reductor sulfhidrilo usado para 2-DE, debe

Mercaptoetan usarse en concentraciones relativamente
ol elevadas, puede causar perturbaciones en
IEF, por lo que es raramente usado.
Tributilfosfina Reductor 2 mM Reductor fosfina, efectivo a bajas
(TBP) concentraciones, mejora la solubilizacion de

muestras recalcitratnes. Es poco soluble en
agua y es inestable, por lo que o se
recomienda como unico reductor en IEF.

Tris- Reductor 2-40 mM Reductor fosfina que puede ser Gtil durante
carboxietilfosfi la preparacion de las muestras, es altamente
na (TCEP) cargado, y no se recomienda como unico

reductor durante IEF.
Tris Base 10-40 mM Base sin buffer, usada en las preparaciones

para elevar el pH a un rango donde la
protedlisis es minima y las proteinas son
Optimamente solubles. Debe diluirse a 20
mM o menos para la IEF.
Anfolitos de Acarreador 0.2-1.0% Acarreador de anfolitos, puede ser usado
BIO-Lyte de anfolitos (wiv) durante la preparacion de muestra ara
mejorar la solubilidad proteica. También
usado en IEF y tiras de IPG para optimizar la
resolucién. Usa pH de 3-10.

2.4.2 PRECIPITACION PROTEICA.

La mayoria de los estudios de protedmica ejecutados en tejidos vegetales usan procedimientos
de precipitacion proteica con acido tricloroacético (ATC) o acetona. Con el primero, se tiene un
rendimiento intermedio respecto a la cantidad de proteina, por este método hay mayor
precipitacion de ADN. En el caso de la acetona, se tiende a precipitar lipidos con proteinas, es
el método con menor rendimiento proteico 60, 61.

Entre otros métodos, existen los métodos basados en fenol, que han demostrado mayor
rendimiento en la extraccion de glicoproteinas recalcitrantes y de macromoléculas
contaminantes residuales no deseables, asi como mayor extraccion de pectinas que se unen a
proteinas cargadas positivamente e interfieren con la migracién durante la 2-DE 60.
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2.4.3 CUANTIFICACION PROTEICA.

La cuantificacién proteica sirve para monitorear los rendimientos y las pérdidas de proteinas
durante los procedimientos de aislamiento y purificacion de proteinas 68.

Para la cuantificacion de las proteinas totales existen los métodos de Bradford, BCA o de Lowry.
Para su visualizacion es necesario el uso de tinciones especiales como Coomassie Brilliant Blue
G-250, plata o rojo Ponceau/ acid red 112. Su clasificacidén se basa en las propiedades fisicas,
por medio de su punto isoeléctrico, tamafio y peso 69.

El método de Bradford tiene una variedad de ventajas, entre ellas, es rapido y sencillo, sus
reactivos son estables durante largos periodos de tiempo, el ensayo puede realizarse en
microtitulacién de 96 pocillos, el método es compatible con reactivos reductores (usados para
estabilizar a las proteinas suspendidas en solucion), también es compatible con bajas
concentraciones de detergentes, puede automatizarse, puede detectar desde un 1 pg/mL de
proteina. A la vez tiene desventajas, entre ellas, la union del colorante depende del contenido
de aminoacidos basicos que puede variar entre proteinas, hay interferencia con detergentes
como SDS, por lo que el método es destructivo para las proteinas, es decir, una vez que la
muestra de proteina ha reaccionado con el tinte, la proteina no puede usarse para otros ensayos
68.

El ensayo de Bradford se basa en el cambio en la absorbancia maxima del colorante
Coomassie, debido a la tincién proteica con colorante el azul brillante G en acido fosforico y
metanol, dicha tincibn genera un cambio en la absorbancia maxima entre 465 y 595 nm. Es
originalmente marrén-rojo, se torna azul al unirse a proteinas. Cuando esto sucede pasa a una
absorcibn maxima de rojo (470 nm), azul (590 nm), verde (650nm), esto sucede porque
interacttan los acidos sulfuricos de la tincion con los grupos amino de las proteinas de arginina,
lisina e histidina, la Fig. 11 representa la absorbancia y el espectro del color respectivamente.
La absorcion es proporcional a la cantidad de proteina presente. El rango de concentracion
lineal es 0.1-1.4 mg/mL de proteina, usando seroalbumina bovina (BSA) como proteina
estandar. 68 - 71.

32



1.0

Complejo proteina-tincion

0.5 +

0.0 T T I
1.5

\ Tincion (Azul de Coomassie)

Absorbancia

1.0 4

0.5 4

|

400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 11. Espectros del complejo proteina — colorante y del colorante solo 70.

En el proceso, se requiere de una curva estandar, la cual se logra usando BSA a diferentes
diluciones, un “blanco” equivalente a 0 ug/mL, y las muestras en estudio 68, 69.

Se mide la densidad 6ptica a 595 nm. Donde primero se mide la solucion pura sin proteina en
su contenido (0 pg/ul). Después se mide un estandar de concentracion de BSA en diferentes
concentraciones, lo que genera una curva lineal que aumenta de forma proporcional con la
concentracion de proteinas. Finalmente se mide la solucion con proteina en estudio, con
célculos de extrapolacion segun la ecuacion lineal de la curva de calibracién y se emite una
concentracion de proteina (basado en la absorbancia con respecto a los controles
estandarizados diluidos) en pug/mL 68 - 70.

2.4.4 ESPECTROMETRIA DE MASAS PARA LA IDENTIFICACION DE PROTEINAS.

Es una técnica analitica que detecta la presencia de péptidos usando su masa y carga neta.
Sélo puede analizar iones gaseosos, por lo que los péptidos en fase liquida deben someterse
a ionizacion por electropulverizacion (ESI), bombeédndose por una apertura de un ym con elevado voltaje
de 2 a 4 kV, convirtiendo las moléculas neutras a iones cargados eléctricamente, con lo que se
aceleran a través de placas eléctricas por una cadmara, posteriormente entran en un campo
magnético por el cual dependiendo de su masa tendran una desviacién de movilizacion,
separandose segun su relacion masal/carga eléctrica (m/z), entre mas masa, una menor
desviacion y viceversa,; los iones son aislados por el cuadrupolo y fragmentados por colision
con gases inertes (N2, El o Ar). Lo que provoca una ruptura de los enlaces de energia,
obteniendo un espectro de fragmentacion (MS/MS). Posteriormente es son analizados por
medio de un software que identifica los multiples péptidos, usando una comparacién con una
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"biblioteca de péptidos". Se puede graficar, en el eje de las x la masa/carga eléctrica (m/z), y en
el eje de las y la intensidad relacionada con la cantidad/abundancia de los iones en porcentaje
o intensidad relativa, Fig.12. 72 - 74.
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Figura 12. Esquemas representativos, se observa un espectrometro de masas,
con sus tres componentes fundamentales: una fuente de iones, un analizador de
masas y un detector. 73, 74.

2.4.5 NOMENCLATURA DE ALERGENOS.

La nomenclatura de los alérgenos se respalda por un subcomité de nomenclatura de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Union Internacional de Sociedades Inmunolégicas
(IUIS). Definiendo como isoalérgenos de una especie Unica cuando se tiene 67% de identidad
en la secuencia de aminoécidos, pero menos del 90%, identificandose en la nomenclatura como
dos cifras adicionales precedidas por un punto. El banco de alérgenos respaldado por el
subcomité de la OMS/IUIS se puede consultar en esta fuente www.allergen.org. Asi mismo,
existen bancos de datos de proteinas en general, como es el caso del banco de datos
RCSB www.rcsb.org 36, 48.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Existen diferentes enfoques metodoldgicos en la proteémica de los pdlenes, ya sea para la
extraccion proteica, su cuantificacion, la identificacion en su calidad, asi como la identificacion
de alérgenos. Dichas variaciones en las metodologias condicionan diferencias en la
conservacion de la estructura molecular de los oligomeros de alérgenos, e influyen en los
resultados y su interpretacion.
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4. JUSTIFICACION.

En la protedmica, no se ha logrado un protocolo Unico que logre captar la totalidad del proteoma,
y aun menos que optimicen el rendimiento en la identificacion de los alérgenos. En la comunidad
cientifica no se cuenta con un método universal para la proteémica del polen. Sugerimos realizar
un proceso comparativo entre diferentes métodos de extraccion proteica con dos especies de
polen clinicamente relevantes en la Ciudad de México como son Fraxinus (Fresno) y Ligustrum
lucidum (Trueno).

5. OBJETIVOS.

Objetivo General.

Este estudio fue disefiado para evaluar diferentes metodologias de extraccion proteica en el
polen de dos especies de arboles alergénicos y taxondmicamente relacionados en la Ciudad de
México. Examinando los aspectos cuantitativos y cualitativos de los extractos.

Objetivos Especificos.
- Comparar la eficacia en la recuperacion, cobertura y conservacion de proteinas del polen
mediante diferentes estrategias de extraccion y aislamiento proteico.
- Lograr un flujo de trabajo que permita optimizar la obtencion de determinantes
alergénicos.
- Validar los determinantes alergénicos por medio de inmunorreactividad con suero de
pacientes alérgicos.

6. HIPOTESIS.

Existen diferencias en la cuantificacion proteica, la calidad proteica, y la identificacion de
alérgenos entre diferentes métodos de extraccion proteica dentro de una misma especie,
homologando la cantidad de polen y buffer de rehidratacion utilizados respectivamente.

7. MATERIALES Y METODOS.

El protocolo B07-21 fue aprobado por los comités de investigacion y ética humana del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias, México. El estudio se realiz6 de acuerdo con los
principios éticos de la Declaracion de Helsinki de 1975 (revisada en 1983) y fue consistente con
las Guias de Buena Practica Clinica. En la Fig. 13 se describe de manera global los pasos de
nuestra metodologia.
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Figura 13. Los extractos obtenidos de metodologias diferentes de extraccion proteica de
Fresno y Trueno fueron cuantificados, posteriormente se corrieron electroforesis
unidimensionales y bidimensionales por duplicado para su tincién y realizacion de Western-
blot respectivamente.

7.1 UNIVERSO DE ESTUDIO.

La poblacion fue reclutada de la clinica de alergia ambulatoria para la ejecucién de nuestro
estudio, resulté en un total de 11 de pacientes, con edades entre 23 a 36 afios, con una edad
promedio de 28.9 afios, 3 mujeres, 8 hombres. En ellos, se realizé la prueba cutanea por
puncion (SPT) para la determinacion de sensibilidad, para ello, ninguno de los pacientes estaba
tomando antihistaminicos , corticosteroides o inmunoterapia en el momento del estudio. De
igual forma se realiz6 un interrogatorio para determinar si los pacientes contaban con
antecedentes de sintomas sugerentes de patologia alérgica.

7.2 IDENTIFICACION DE PACIENTES CONTROLES Y DE ESTUDIO.

Las pruebas cutaneas se realizaron con un panel de 48 alergenos (ALK), entre los que se
incluyeron acaro, cucaracha, epitelios, arboles, malezas y pastos. Aplicadas en el antebrazo de
los sujetos y se pincho la piel con una lanceta. Se considero una prueba de puncion cutanea
positiva a aquella roncha = 3 mm a los 20 minutos respecto al control negativo (solucién salina).

De los 11 pacientes reclutados, tres sujetos (6, 8, 9) se catalogaron como controles por historia
clinica no compatible con enfermedad alérgica, asi como SPT negativas. Cuatro pacientes
fueron incluidos en nuestro estudio como pacientes alérgicos por historia clinica compatible con
polinosis y con co-sensibilizacién a Fresno y Trueno (2, 3, 4, 10). Los demas pacientes fueron
descartados del estudio al no ser sensibles al polen de interés (1, 5, 7, 11). (Tabla 5).
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Cuadro clinico alérgico
Conjuntivitis alérgica
Rinitis alérgica

TABLA 5
Edad Sexo Alérgenos positivos en pruebas cutaneas (SPT)
23 F Liguidambar styraciflua, Schinus molle, Eucalyptus sp, Atriplex
wrightii
34 M Medicago sativa, Prosopis sp, Casuarina sp, Liquidambar

= =

styraciflua, Junniperus virginiana, Cupressus arizonica, Alnus
verrucosa, Populus tremoloides, Juniperus californica, Ligustrum
vulgare, Eucalyptus sp, Quercus alba, Olea europeae, Acacia,
Morus rubra, Artemisa tridentata, ambrosia trifida, Salsola kali,
Amaranthus palmeri, Diente de leon, Atriplex wrightii, Fraxinus
excelsior, Betula verrucosa, Quercus rubra
Dermatophagoides pteronyssinus, cucaracha, perro, conejo,
Zea mays, Triticum aestivum, Medicago sativa, Prosopis sp,
Casuarina sp, Liquidambar styraciflua, Juniperus
virginiana,Ligustrum vulgare, Cupressus arizonica, Alnus
verrucosa, Schinus molle, Juniperus californica, Eucalyptus,
Quercus alba, Olea europeae, Morus rubra, Artemisa tridentata,
Ambrosia trifida, Salsola kali, Amaranthus palmeri, Taraxacum
officinale, Atriplex wrightii , Fraxinus excelsior, Betula verrucosa,
Ulmus americana, Carya ovate, Quercus rubra, Acer negundo,
Populus deltoides.
35 M Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae,
cucaracha, pelo de gato, Zea mays, Triticum aestivum, Prosopis
sp, Casuarina sp, Liquidambar styraciflua, Juniperus
virginiana,Ligustrum vulgare, Cupressus arizonica, Populus
alba, Eucalyptus sp, Olea europeae, Acacia sp, Morus rubra,
Artemisa tridentata, Ambrosia trifida, Platanus occidentalis
23 M cucaracha, perro, pelo de gato, Medicago sativa, luquidambar,
juniperus virginiana, alnus verrucosa, Olea europeae, Fraxinus
excelsior, malezas mix

N
=
<

36 M -
25 F Medicago sativa, mezquite, Populus alba, Casuarina sp,
Liquidambar styraciflua,Alnus verrucosa, Schinus molle,
Juniperus californica, Eucalyptus sp, Quercus alba, Olea
europeae, Morus rubra, Artemisa tridentata, Ambrosia trifida,
Salsola kali, Taraxacum officinale, Atriplex wrightii,Fraxinus
Excelsior Betula verrucosa, Olmo, nogal, Quercus rubra,
Platanus Occidentalis, Hacer negundo, Populus deltoides
31 M -
29 F -
31 M Liguidambar styraciflua, Artemisa tridentata, Betula verrucosa,
Fraxinus excelsior, Betula verrucosa.
27 M pelo de gato, Medicago sativa , Prosopis sp, Populus alba,

Casuarina sp , Olea europea, Fraxinus excelsior, Betula
verrucosa, Carya ovate, Acer negundo.

Rinitis alérgica
Dermatitis por contacto
alérgica (Cannabis
Sativa)

Conjuntivitis alérgica
Rinitis alérgica
Asma

Conjuntivitis alérgica
Rinitis alérgica

Rinitis alérgica.

Rinitis no alérgica

Conjuntivitis alérgica
Rinitis alérgica
Asma

Rinitis no Alérgica

Dermatitis atopica.

Conjuntivitis alérgica
Rinitis alérgica
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7.3 TOMA DE MUESTRA DE PACIENTES.

Se recolectaron un total de 11 muestras sanguineas. Se permitio la coagulacion en un lapso de
15-30 minutos a temperatura ambiente (18-22°C). Posteriormente se centrifugaron a 1,600 g
durante 10 minutos a temperatura ambiente, con la finalidad de reducir la contaminacién con
plaquetas. Se recuperd el sobrenadante correspondiente al suero, se depositd en tubos
separadores de suero sin aditivos. Se usaron alicuotas de pacientes con SPT positivas a Fresno
y Trueno, preparadas en un pool de suero y, que se almaceno a -80°C para su posterior uso en
la inmunodeteccion mediante Western-blot, en la Fig. 14 se representa un diagrama de flujo de
la metodologia para la adquisicion de suero de pacientes 75, 76.
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Figura 14. Diagrama de flujo para la obtencion de suero de pacientes con clinica compatible
con polinosis por Fresno y Trueno, con pruebas cutdneas positivas a extractos de dichas
especies, con posterior obtencién de muestra sanguinea, su centrifugacion y resguardo del
suero en congelacion.

7.4 ADQUISICION Y PREPARACION DEL POLEN.

Se colectaron 68 muestras de inflorescencias recientes de las especies Fraxinus uhdei y
Ligustrum lucidum, de la familia Oleaceae, en la Ciudad de México. Se dejaron secar a
temperatura ambiente. Se obtuvieron las anteras pasandolas por un tamiz normal, y se
separaron los granos de polen con un tamiz de prueba estandar USA (150 um), Fig. 15.
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Figura 15. Diagrama de flujo realizado para la obtencion de muestra de polen, se
realizaron recolecciones de inflorescencias de Fresno y Trueno en la Ciudad de
México, se prepararon 50 mg de polen en tubos Eppendorf.

En el caso de Fraxinus uhdei, se utilizé6 una mezcla de polen colectada con anterioridad,
obtenida de diversos especimenes de la misma especie, distribuidos en la Ciudad de México.

En el caso de Ligustrum lucidum, se obtuvo de un banco de polen colectado en la Ciudad de
México, se hizo una mezcla del polen con mayor inmunorreactividad, esto se logro tras realizar
una extraccion proteica segun BIO-RAD por lisis celular de plantas, con la aplicacién de un
Western-blot y su inmunodeteccion mediante el software ImageJ, seleccionando las quince
muestras con mayor rastreo de las 68 colectadas originalmente, con lo que se procedié con el
estudio.

7.5 METODOLOGIAS EMPLEADAS PARA LA EXTRACCION PROTEICA.

Se analizaron diferentes métodos de extraccion, todos por duplicado, se homogenizé la
cantidad de polen a trabajar en 50mg para Fresno y Trueno.

Los buffer de extraccion emplean las siguientes soluciones, cuyas propiedades facultan la
preservacion de las proteinas, asi como su solvencia: el SDS es un detergente anionico que
solubiliza las proteinas e inactiva proteasas, el 2 mercapto-etanol (ME) es un antioxidante que
previene la degradacion, Tris-HCl es una base que aumenta el pH a un rango donde la
protedlisis es minima y las proteinas son éptimamente solubles, Triton X100 es un detergente
suave que no desnaturaliza, EDTA es un quelante que previene la degradacion, el fenol es un
solvente organico, DTT es un reductor sulfhidrilo, los inhibidores de proteasas 1x inhiben
enzimas, el fosfato salino tamponado (PBS) es un buffer suave de liberacion proteica sin
fracturacion, acido tricloroacético ATC 20% en acetona que precipita proteinas, y NaCl regula
la molaridad en la solucion 5, 56, 60, 61, 63-67.
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El método de extraccion proteica con buffer de extraccion SDS, compuesto por SDS al 20%,
ME, y Tris-HCL, definido por la letra (A) Tabla 6 40.

El método por calentamiento utiliza como buffer de extraccion una solucion compuesta por Tris-
HCL 1M, Triton X100, EDTA 500mM e inhibidores de proteasa, definido por la letra (B) Tabla 7
52.

El método por homogenizador utiliza un buffer de extraccion idéntico al método B, se adiciona
un mecanismo fisico de ruptura polinica, definido por la letra (C) Tabla 8 77.

El método por fenol definido por la letra (D) Tabla 9 33, 78. Su buffer de extraccion es fenol
equilibrado, y Triton X100. Al trabajarse con Trueno, en donde se conservo el sobrenadante
después de exponer el polen con el buffer de fenol equilibrado y terminar con el proceso, se
obtuvo una pastilla muy pequefia, corroborandose tras realizarse por triplicado, por lo que
procedimos a unir las tres pastillas en una sola, definido como (D°). Por lo referido, decidimos
excluir el sobrenadante y conservar los pélenes de que estuvieron expuestos con fenol
equilibrado, y procedimos en tratar al polen con el buffer de extraccion por método de lisis celular
de BIO-RAD, al estar mas familiarizados con dicho método en nuestro laboratorio, definido
como (D™M).

El método de proteoma soluble en agua mediante condiciones de lisis suaves, utiliza PBS y
Triton X100, definido por la letra (E) Tabla 10 5.

El método BIO-RAD extraccion proteica por lisis celular de plantas, utiliza en su buffer DTT 1M
y ATC al 20%, definido por la letra (F) Tabla 11 67.

Para la precipitacion se emplearon cuatro volimenes de ATC al 20% en acetona fria. Los
lavados se realizaron con acetona fria al 100%, con la finalidad de remover los pigmentos,
generar un descenso en la polaridad del disolvente y una indirecta deshidratacion el soluto
suspendido, provocando su agregacion y precipitacion, solubilizando las proteinas 60, 61.

La centrifugacion tuvo por finalidad obtener las proteinas solubles. Para el secado, se us6 un
desecador de aire seco y vacio, hasta la formacion de un granulo (polvo de acetona seca).

Como buffer de rehidratacion, se empled una solucion compuesta por: Urea 7M y Tiourea 2M
(agentes caotropicos-optimiza el efecto disolvente), CHAPS 2% (detergente dipolar que mejora
la solubilidad proteica con minimo efecto disruptivo en 2-DE), e inhibidores de proteasa
(inhibicion de enzimas para la preservacion proteica) 63 - 67. La Fig. 16 muestra un diagrama
de flujo que ejemplifica en general el desarrollo de los métodos empleados en este estudio.
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Lavados de
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Figura 16. Para cada especie, se aplicaron diferentes métodos de extraccion, se homogeniza
el proceso al mezclar y centrifugar, con posterior rescate del sobrenadante, la aplicacion de
un buffer de precipitacion por toda la noche, su centrifugacion, eliminacion de sobrenadante y
formacién de pastilla, misma que se rehidrata para su uso subsecuente.

7.5.1 FLUJO DE TRABAJO DE LAS METODOLOGIAS.

Método
Por
método
de
extraccio
n con
buffer
SDS (A)

50 mg
de
polen

Tabla 6.
BUFFER DE
BUFFER DE PRECIPITACION LAVADO SECADO REHIDRATACION
EXTRACCIO (BH)
N
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Poner en Pasar a Agregar 3 Agitar en Recuperar la Centrifugar Lavar con Y Secar a Urea 7M, Tiourea
tubo Falcon Bafo de mL de vortex por fase fendlica 20 min a acetona fria temperatura 2M, CHAPS 2% con
de 15mL sonificacidé Fenol 3 min en tubos 3900x g a y con ambiente. inhibidores de
- n por 480s, equilibrad - nuevos 4°C acetona 4 mL - proteasa: 200pl
Poneren 3 después o (con Tris- Centrifuga - - al 100%, Una O secar en -
mL de Buffer - HCL 10 r25mina Agregar 4 Desechar vez miVac por 5
SDS Agitar en Mm) 3900 g a volimenes de sobrenadant - min Sonificar por 480s
sacarosa vortex por 4°C tricloroacétic ey recuperar Centrifugar 5 - 6x
3miny oal 20% en el sedimento min a 3900 x Conservar a - Dejar hidratando
(y fenol) 3min en acetona * en tubos de gad’Cy 80°C hasta su toda la noche a 4°C
hielo - 15mL desechar uso -
2x Mezclar sobrenadant Sonificar por 480s
o suavemente y e 6x y centrifugar
Hacer 6 dejar toda la - antes de cuantificar
veces noche a -20°C Repetir con 1 -

mL de
acetona 4x,
centrifugado
y descarte de
sobrenadant

e en cada
lavado.

Almacenar a -80°C
hasta su uso o
cuantificaciéon de
proteinas.
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Tabla 7.

BUFFER DE BUFFER DE
EXTRACCION PROCESO BUFFER DE PRECIPITACION SECADO REHIDRATACION
(BH)
1 2 3 4 5 6
Poner en un
tubo Vortex de Centrifugar a Agregar 4 volimenes de Dejar secar la pastilla Urea 7M, Tiourea
Eppendorf de agitacion para 11,000 rpm a tricloroacético al 20% en por unos 10-15min al 2M, CHAPS 2% con
POR 50 mg de 1.5mL homogenizar 4°C por 5 min acetona vacio a temperatura inhibidores de
- - - - ambiente proteasa:200pl
CALENTAMIENTO pOIen Poner 1mL de Realizar un Pasar Dejar a -20°C toda la noche
(B) BUUFER DE agujero con sobrenadante a Centrifugar 20 min a 3900 x g Sonificar por 480s
EXTRACCION una aguja en nuevo tubo a 4°Cy Eliminar 6x
PARA tapa para sobrenadante Dejar hidratando
METODO B Y evitar - toda la noche a 4°C
C: explosion La pastilla que se formd -
(Tris-HCL 50 - pasarla a tubo de 15mL. Y Sonificar por 480s
mM pH 7.5, Colocar en el Lavarla con 4mL de acetona 6x y centrifugar
NaCl 150 mM, Thermomixer fria al 100% antes de cuantificar
EDTA 2Mm, Y Volver a centrifugar -
Triton X1000 Calentar a 95°C Y eliminar sobrenadante. Almacenar a -80°C
0.5%, por 5 min a - hasta su uso o
Inhibidor de 800rpm Lavar cona cetona fria 4x, cuantificacién de
proteasa 1x) - esta vez con 1 mL y repetir proteinas.
Pasar a hielo centrifugacion y descarte de
sobrenadante en cada
lavado.
Tabla 8.
BUFFER DE BUFFER DE
EXTRACCIO PROCESO BUFFER DE SECADO REHIDRATACION
N PRECIPITACION (BH)
1 2 3 4 5 6
Poner en un Colocar en un Pasar muestra a Agregar 4 Dejar secar la pastilla por Urea 7M, Tiourea 2M,
tubo homogenizador de un tubo volimenes de unos 10-15min al vacio a CHAPS 2% con
POR 50 mg de Eppendorf 5mL pre-enfriado. Y Eppendorf tricloroacético al temperatura ambiente inhibidores de
de 1.5 mL agregar otros 500 pl nuevo 20% en acetona proteasa: 200pl
HOMOGENIZADOR polen ) RCUHTRE i i i
(C) Poner 500 EXTRACCION. Centrifugar a 11, Dejar a -20°C toda la Sonificar por 480s 6x
pl - 000 rpm a 4°C noche Dejar hidratando toda la
de BUUFER Dar golpes por 5 min - noche a 4°C
DE procurando no - Centrifugar a 3900 x -
EXTRACCIO hacer tanta espuma Pasar g a4°Cpor 25 min Sonificar por 480s 6x y
N PARA sobrenadante a Y centrifugar antes de
METODO B tubo nuevo Eliminar cuantificar
YC: sobrenadante =
(Tris-HCL 50 - Almacenar a -80°C hasta
mM pH 7.5, La pastilla que se su uso o cuantificacion
NaCl 150 formé lavarla 4 de proteinas.
mM, EDTA veces con acetona
2Mm, fria para eliminar los
Triton pigmentos
X1000 -
0.5%, Volver a centrifugar
Inhibidor de en caso de que se
proteasa desprenda la pastilla
1x) del fondo
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Tabla 9.

POR
FENOL
(D°)

50 mg de
polen

BUFFER DE BUFFER DE
EXTRACCION PROCESO Y PRECIPITACION LAVADO SECAR REHIDRATACION
(BH)
1 2 3 4 5 6

Poner en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL

Poner 1 mL de
Buffer de fenol
equilibrado

Mezclar a temperatura
ambiente por 5 min

Centrifugar a 11, 000
rpm a 4°C por 5 min

Pasar sobrenadante
a un tubo falcon de
15mL nuevo

Conservar el polen
que se encuentra
en el fondo tras
centrifugacién**

Agregar 4
volimenes de
tricloroacético al
20% en acetona a
sobrenadante
rescatadoy a
polen decantado
tras centrifugacion

Dejar a -20°C toda
la noche

Centrifugar a 3900
x g a4°Cpor 20
min
Y
Eliminar
sobrenadante

La pastilla que se
formé lavarla 4
veces con 800 pl de
acetona fria para
eliminar los
pigmentos

Volver a centrifugar
en caso de que se
desprenda la
pastilla del fondo

Dejar secar la pastilla por
unos 10-15min al vacio a
temperatura ambiente

Urea 7M, Tiourea 2M,
CHAPS 2% con
inhibidores de

proteasa: 200pl

Sonificar por 480s 6x
Dejar hidratando toda la
noche a 4°C

Sonificar por 480s 6xy
centrifugar antes de
cuantificar

Almacenar a -80°C hasta
su uso o cuantificacion
de proteinas.

Del D°, tras rescatar el sobrenadante después de su exposicion con buffer de fenol equilibrado
y la precipitacion con ACT al 20%, se obtuvo una pastilla pequefia, por lo que se hizo por
triplicado para Trueno, uniéndolas en una pastilla. Procedimos con lavados con 1 mL de acetona
fria en cuatro ocasiones. Su rehidratacion se hizo con buffer de rehidratacion.

**Se hizo una modificacién (D™), al conservar el polen que estuvo expuesto con fenol
equilibrado, con posterior aplicacién de buffer de precipitacion ATC al 20% y lavados con
acetona fria, después se centrifugd a 13,500 rpm a -10°C por 15 min eliminando el
sobrenadante. Se agregd 1 mL de solucion de extraccion (ATC al 20% con DTT al 0.2%) y se
dej6 incubando por 1 hora. Descartando el sobrenadante tras una centrifugacion a 13,500 rpm
a -10°C por 15 min. Posteriormente se lavo con 1 mL solucién de acetona 100% hasta
aclaramiento. Se seco al vacio y se agreg6 buffer de rehidratacion.
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Tabla 10.

Método de BUFFER DE BUFFER DE
EXTRACCIO PROCESO BUFFER DE PRECIPITACION Y SECAR REHIDRATACION
proteoma N LAVADO (BH)
soluble en agua, 1 2 3 4 5 6
mediante Poner en un Centrifuga Pasar Agregar 4 volimenes de Dejar secar la pastilla por Urea 7M, Tiourea
preparacién del 50 mg tubo Falcon r3900ga sobrenadant tricloroacético al 20% en unos 10-15min al vacio a 2M, CHAPS 2% con
polen con de de 15 mL 4°C por 20 e atubo acetona temperatura ambiente inhibidores de
- min nuevo - proteasa:200ul
condiciones de pOIen Agregar 3 - Dejar a -20°C toda la noche -
lisis suaves PBS mL de - Sonificar por 480s
Buffer PBS Centrifugar a 3900 x g a 4°C por 6x
(E) con 0.1% 20 min Dejar hidratando
Triton X-100 Y toda la noche a 4°C
- Eliminar sobrenadante -
Mezclar - Sonificar por 480s
toda la La pastilla que se formé lavarla 6x y centrifugar
noche a 4 veces con 800 pl de acetona antes de
temperatura fria para eliminar los pigmentos cuantificar
ambiente - -
Volver a centrifugar en caso de Almacenar a -80°C
que se desprenda la pastilla del hasta su uso o
fondo cuantificacién de
proteinas.
Tabla 11.
BUFFER DE BUFFER DE
EXTRACCION LAVADO PROCESO SECADO REHIDRATACION
(BH)
1 2 3 4 5 6
Poner en tubo Centrifugar a Repetir el paso 2 Obtenemos Tapar con Urea 7M, Tiourea
Eppendorf 13,500 rpm a hasta que la pastilla parafilm 2M, CHAPS 2%
1.5mL -10°C por 15 solucion se torne envolvente y con inhibidores
- min de oscura a color colocar 5-6 de proteasa:
POR BIO-RAD EXTRACCION 50 mg de Poner en 1 mL - verde claro agujeros 200pl
PROTEICA POR LISIS CELULAR polen desoluciénde | Descarta el - -
extraccion (ATC sobrenadante - Colocar en un -

EN PLANTAS (F)

al 20% con DTT
al 0.2%)

Dejar incubando
por una hra
-20°C, remover
solucién
ocasionalmente.

Agregar 1mL
solucién de
lavado
(acetona
100%),

centrifugar

Centrifugar a
13,500 rpm a -
10°C por 15 min
Remuevo
sobrenadante

desecador y
aplicar vacio
hasta que se
seque la pastilla
Dejar secar la
pastilla por unos
10-15min al vacio
a temperatura
ambiente

Sonificar por 480s
6x
Dejar hidratando
toda la noche a
4°C
Sonificar por 480s
6x y centrifugar
antes de
cuantificar
Almacenar a -
80°C hasta su uso
o cuantificacion
de proteinas.
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7.6 VERIFICACION DE LISIS DE LOS GRANOS DE POLEN.

Posterior a la extraccion, el polen se dej6 secar a temperatura ambiente en tubos Eppendorfy
resuspendido en PBS, se homogenizé con el uso de un vortex por 5 minutos y se colocé una
gota sobre un portaobjetos para su tincion. Se emple6 una solucién de Caberla que usa fucsina
para tefiir de forma permanente la exina del grano, impartiendo un color rosa a rojo. La fucsina
acida es un colorante aniénico que reacciona a la carga positiva de las proteinas 4, 17. Se
coloca un cubreobjetos y se dejaron en tincion toda la noche. Al dia siguiente se visualiza
mediante microscopia éptica Fig. 17.

Figura 17. Granos de Ligustrum con estructura conservada, observados a un
aumento 40x tras la tincidon con Fucsina, comparado con granos no tefiidos.

Se realizaron 8 observaciones a un aumento de 40x por campo para cada metodologia de
extraccion empleada. Se realizd un recuento de los granos de polen roto, considerando como
100% la totalidad de los granos observados por campo. Finalmente se calculé un promedio de
los porcentajes emitidos por cada observacion.

Definimos como polen roto o destruido a los granos que presentaron una franca disrupcion de
Su exina, asi como la salida parcial o total de su citoplasma, la Fig. 18 muestra granos de polen
destruidos.
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Figura 18. Granos de Ligustrum rotos, observados a un aumento 40x.
7.7 CUANTIFICACION TOTAL DE PROTEINAS.

Tras la obtencién del extracto proteico por los 6 métodos ya descritos, se procedié a la
cuantificacion proteica. Para esta finalidad, nuestro estudio se basa en el método de Bradford
Coomassie blue G-250, con el cual fue compatible 68 - 70. La metodologia se basé segun la
ficha técnica mediante Bradford 71. En la Tabla 12 se muestra la preparacion de los viales para
la realizacion de la curva estandar. En la Fig. 19 se expone la curva obtenida.

PROCESO:

Preparacion de la curva estandar con albimina sérica bovina (BSA), concentraciones de 0.1-
1.4 mg/mL, rango en el que es confiable la determinacién de la absorbancia para la
cuantificacion proteica:

Tabla 12. |

Viales Diluyente (u) BSA (ul) Concentracion final (mg/mL)

A 0 300 2

B 150 350 de A 1.4

C 200 200 de A 1

D 200 200 de B 0.70

E 200 200de C 0.5

F 200 200 de E 0.250

G 200 200 de F 0.125

H 200 0 0 “Blanco”
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Figura 19. Curva estandar que se obtuvo al correr absorbancia a 595 nm, con r?=0.995.

El protocolo utilizado fue el ensayo de placas de pocillos, a temperatura ambiente. Usando 5l
de muestra de proteina, proteina estandar y muestra blanco. Posteriormente se agregaron 250
pl del reagente de Bradford en cada pocillo, se dejé incubando 5 minutos a temperatura
ambiente, después se paso a un agitador por 30 segundos y finalmente se midié la absorbancia
a 595 nm, siendo necesaria la lectura antes de 60 minutos, tiempo en el que es estable el
complejo proteina-tincion.

En este estudio intentamos correr la cuantificacion de muestra por BCA, protocolo basado
segun lo descrito por la ficha técnica 79, sin embargo, encontramos que no hay compatibilidad
con el Buffer de rehidratacion (Urea 7M, Tiourea 2M, CHAPS 2% con inhibidores de proteasa),
debido a la presencia del grupo sulfuro contenido en la Tiourea, verificado al descartar Tiourea
en una nueva reconstitucion de buffer de rehidratacion.

7.8 ELECTROFORESIS UNIDIMENSIONAL EN GELES DE POLIACRILAMIDA AL 13%.

Se corre electroforesis en gel de poliacrilamida al 13%, en un extremo tiene pozos donde se
colocaron las proteinas o moléculas a separar. Se sumergio en un Buffer de corrida (agua con
sal/solucion tamponada) que mantiene el pH en un rango, conservando estable la carga
eléctrica. Se aplicd una carga eléctrica mediante electrodos en todo el sistema, gracias a ello
se dio lugar a la migracion proteica independientemente de su longitud, el gel funcion6 como
una malla/filtro, entre mas migraron las moléculas, fueron mas pequefias, y entre menor
migracion, mayor longitud; A mayor concentracion del gel, poros mas estrechos. De modo que
sirve para conocer el tamafo relativo de los fragmentos. Para una medicion mas precisa, se
corrio una solucion estandarizada comercial (BLUEstain Protein Ladder) por una de las
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columnas del gel de agarosa, de esta solucion estandar ya se conocen los kDa
correspondientes. Para nuestro proyecto, se usaron geles al 13%. Su preparacion se basa en
las guias técnicas 59, 80 - 84.

Para la preparacion de los geles, se colocaron por pares las bases de vidrio en los soportes con
clips Bio-Rad, en el espacio que existe entre los dos cristales se vertid la solucion del gel
revelador, tras su gelificacion, se vertid el gel concentrador, y finalmente se colocaron los
moldes para la formacion de 10 pocillos de 1mm.

Se realiz6 por duplicado la electroforesis, con la finalidad de tener un gel analitico para tefir y
un gel preparativo para la inmunotransferencia.

Ya preparados los geles para electroforesis SDS-PAGE 1-D 80, procedimos a la preparacion
proteica para su carga en cada pocillo de los geles, se consideré como rango homogéneo cargar
a 20 ug, procurando respetar la capacidad volumétrica del pocillo a volumen maximo de 37.5
pl. Considerando que el pocillo originalmente tiene una capacidad de 44 pl, por lo que se dejo
un margen libre de 2.5 ul con la finalidad de tener un margen de trabajo. Se trabajé con el
estandar BLUEstain Protein Ladder 85.

En algunos casos fue necesario que se cargara basado en 30 ul de volumen y no basado en la
concentracion proteica, pues las soluciones de extractos proteicos resultantes fueron mas
diluidas que entre los demas métodos. En el caso de Fresno, con el método B, basado en una
carga de 30 pl de volumen, se obtuvo una concentracion proteica de 5.6ug. Para el método D°
basado en una carga de volumen similar se cargaron 11 ug de proteina.

En el caso del Trueno, los métodos en los que se tuvo que cargar basado en un volumen de 30
pl, se obtuvo una cantidad proteica para el método A de 14.5 ug, para el método B una
concentracion de 3.3 pg, para el método D° una carga de 1.6 ug, y para el método E 15.6 ug de
proteina.

Para la preparacion de los extractos proteicos de cada metodologia, se adicioné buffer Laemmli
al 1x, el cual tuvo por intencion llevar a condiciones reductoras a las proteinas, el glicerol que
contiene provoco que las proteinas fueran mas densas, para que, al momento de la carga en el
pozo, precipitaran. El Tris — HCL base es un buffer con el que aumento el pH en donde la
protedlisis es minima y las proteinas son optimamente solubles 67, 82.

En las Tablas 13 y 14, se exponen los procesos empleados en la preparacion de los extractos
proteicos para cada metodologia, tanto para Fresno y Trueno respectivamente.
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Tabla 13. PREPARACION DE EXTRACTO PARA CARGA DE FRESNO

Volumen (ul)
METODO necesario Basado en vol. Volumen Volumen PBS para llevar
para cargar pg en 30 pl buffer VT a 37.5 pl
20 ug Laemmli 1X
Estandar 5ul
A 14 ul 3.5 ul 20 pl
B 5.6 ug 7.5 ul -
C 2 ul 0.5 ul 35 ul
D™ 13 pl 3ul 21.5 pl
Do 11.0 pg 7.5 ul -
E 22 ul 55 ul 10 pl
F 3.6 ul 1l 33 ul

Tabla 14. PREPARACION DE EXTRACTO PARA CARGA DE TRUENO

Volumen (ul)
necesario
METODO para cargar | Basado en vol. | Volumen buffer Volumen PBS para
20 pg Hg en 30 pl Laemmli 1X llevar VT a 37.5 pl

Estandar 5ul

A - 14.5 ug 7.5 ul -

B 3.3 ug 7.5 ul -

C 8 pl 2ul 27.5 pl

pm 29 ul 7 u 1.5ul

D° 1.6 ug 7.5 ul

E 15.6 ug 7.5 ul -

F 6 pl 1.5l 30 ul

Al finalizar su preparacién, procedimos a hervir a 95°C por 5 minutos, con la intencién de
desnaturalizarlas. Después se carg6 cada método de cada especie en los pocillos de los geles,
asi como la solucién estandarizada.

Para el gel concentrador, se corrio la electroforesis a 15 mA por cada gel, por 20 minutos. Para
el gel resolutivo, se corrié a 25 mA por cada gel, por 60 minutos.

7.9 TINCION DE GELES ANALITICOS.

La tincién de las proteinas contenidas en el gel analitico se realizé con Azul Coomassie, proceso
basado en 86, 77. Con dicho proceso, se pueden detectar bandas de proteinas contenidas en
solucion desde 0.2 ug; se dejaron geles en la tincion toda la noche.
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Al dia siguiente, enjuagamos los geles en agua desionizada con una pequefa sacudida por 5
minutos para remover el Buffer SDS, después se colocan en solucién para destefiir en tres
tiempos: por 5 min, 20 min y 40 minutos. Finalmente, se realiza un lavado con agua desionizada.

Después de destefiir, se analizo el gel con los hardware y software de ChemicDoc Imaging
System e Image Lab 6.1 de BIO RAD para su revelado y documentacion.

7.10 WESTERN-BLOT.

La electrotransferencia proteica se llevé a cabo a través de Western-blot, con el Semi-Dry
Transfer cell 81 - 84, 87 - 90.

PROCEDIMIENTO:

Utilizando el gel preparativo, se equilibré en Buffer de transferencia por 15 minutos. Se corto
una membrana de union proteica (PVDF) y dos filtros para realizar un sandwich, debiendo
coincidir sus dimensiones con el gel preparativo.

Activamos la membrana PVDF con metanol al 100% por 2-5 minutos; tras su activacion,
colocamos la membrana en buffer de transferencia, por al menos 5 minutos.

Después de equilibrar el gel preparativo y de la activacion de la membrana de transferencia
PVDF, procedimos a colocar en el siguiente orden, a modo de sandwich: filtro — membrana —
gel preparativo- filtro. Se colocé en el Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer cell, se inicio la corrida
a 15V por 60-70 min.

Posteriormente, colocamos la membrana en PBS para lavar por 5 a 10 minutos para remover
el exceso de buffer de transferencia. E incubamos con 30 mL de BSA al 5% toda la noche, o
con solucién de bloqueo EveryBlot Blocking Buffer de BIO-RAD por 30 a 60 minutos a
temperatura ambiente con agitacion.

Se incubd la membrana con anticuerpo primario, usando un pool de IgE de cuatro pacientes
sensibilizados a Fresno y Trueno, en agitacion a 4°C toda la noche.

El pool de IgE se diluyo con PBS con BSA al 1%, o con EveryBlot Blocking Buffer de BIO-RAD,
ambos en una relacién 1:25, considerando como volumen total 8 mL. Por lo que se prepararon
alicuotas de 308 pl de pool de suero de pacientes sensibilizados a Fresno y Trueno para sus
usos posteriores.
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Después se lavo tres veces con PBS-Tween y una vez con PBS, se incubd con anticuerpo
secundario marcado con peroxidasa 1:1000 por una hora. Se us6 anticuerpo IgG1 monoclonal
de raton contra IgE humano.

Se lavoé cuatro veces con PBS-Tween y una vez con PBS por 5 minutos cada uno. Se prepar6
el sustrato de union Thermo-Scientific a un volumen de 4 mL para la activacion de la sefial de
marcaje de los anticuerpos secundarios. Usando 2 mL de sustrato de unidon por membrana, se
dej6 5 minutos.

Finalmente, se colocé a la membrana entre dos micas de acetato, evitando contener burbujas
durante el proceso. Se pasoé la membrana a su revelado, con el uso del hardware y software de
ChemicDoc Imaging System e Image Lab 6.1 de BIO RAD.

7.11 ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL 2-DE EN GELES DE POLIACRILAMIDA AL 13%.
Técnica enfocada para separar proteinas en dos dimensiones, para la obtencion del punto
isoeléctrico, y una segunda dimension basado en el molecular de las proteinas, ampliamente

usado para distinguir isoformas de proteinas 61, 67, 91.

Se realizaron por duplicado, con la finalidad de tener un gel analitico para tefir y un gel
preparativo para la inmunotransferencia. La metodologia se bas6 en 83, 92, 94 - 97.

PROCESO:

Se uso el sistema PROTEAN i12 IEF para el enfoque isoeléctrico de la proteinas en tiras con
pH inmovilizado de 3 a 10 con una longitud de 7 cm. Se cargaron 200 pg de proteina total por
tira, previamente se mezclaron con el buffer de carga IEF para un volumen total de 125 uL que
se esparci6 a lo largo de la celda del sistema. Posteriormente se desprendié la capa plastica
gue cubre al gel de la tira IEF, cuidadosamente se colocd en contacto con el extracto proteico,
para evitar su evaporacion se cubrié con aceite mineral, y se dejo hidratando toda la noche a
temperatura ambiente.

Al dia siguiente, a temperatura de 25°C se realizo el IEF bajo las siguientes condiciones: 300 V
por 40 minutos, 1000 V durante 300 Vh, 5000 V hasta 4000 Vh, y 5000 V constante por 30
minutos. Después se agitaron por 15 minutos en buffer de equilibrio I y 1l cada uno.

Para realizar la segunda dimensidn, las tiras se colocaron en la parte superior del gel resolutivo

entre los vidrios que le contienen. Su orientacién respetd los polos eléctricos del sistema de
electroforesis. Como marcador de peso molecular se coloca en un extremo BLUESstain Protein
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Ladder con la ayuda de un papel filtro. Se corre la segunda dimension segun lo descrito para
dicho proceso técnico.

8. RESULTADOS
8.1 RUPTURA DEL GRANO DEL POLEN.

Con la finalidad de poder contrastar los diferentes métodos de extraccion de proteinas con su
capacidad de destruccion de la exina de los granos, se realizaron observaciones mediante
microscopia éptica, reportando el porcentaje de lisis polinica para cada metodologia en Fresno
y Trueno.

Para cada especie, se realizd un analisis de varianza (ANOVA) y evaluar si los porcentajes
promedio de ruptura observados por metodologia son diferentes.

Para el método D°, tras resultar con mal rendimiento cuantitativo y de calidad en ambas
especies, se hicieron observaciones soélo en la especie de Trueno, al ser considerado como un
grano recalcitrante 53.

En los pdlenes de Fresno se obtuvo un mayor porcentaje de lisis celular con los métodos E y
C, con una ruptura del 48.7% y 32.7% respectivamente. Seguidos de los métodos B y D™ con
ruptura del 19.1% y 18.2% respectivamente. Los otros métodos de mayor a menor eficacia en
la fragmentacion fueron F y A, con 11.9% y 8.6% respectivamente, Tabla 15.

Tabla 15. PORCENTAJE DE LA RUPTURA DEL POLEN POR
CADA METODOLOGIA DE EXTRACCION EN FRESNO.
METODO MEDIA (%) DE
A 8.6 16.4168
B 19.1 13.2843
C 32.7 17.0142
D™ 18.2 15.7888
E 48.7 30.5994
F 11.9 9.735
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Si bien para Fresno, el método E resulté ser el mejor método de destruccion del grano polinico,
seguido de C como el segundo més eficaz, con base en un andlisis de la varianza por
metodologia, se encontrd que el método E fue significativamente mejor sobre los métodos A, B,
D™y F; el método C no tuvo una diferencia significativamente mejor, analisis expuesto en la
Tabla 16.

TABLA 16. COMPARACIONES METODOLOGICAS CON
DIFERENCIA SIGNIFICATIVA EN LA RUPTURA DE FRESNO.
COMPARACION ENTRE METODOS Valor-p
E-A 0.000171
E-B 0.01774
E-DM 0.01324
E-F 0.0006883

En los pélenes de Trueno se obtuvo un mayor porcentaje de lisis celular con los métodos C y
D™, con la ruptura del 44.1% y 43.0% respectivamente. Seguidos de los métodos A y B con
ruptura del 24.7% y 22.7% respectivamente. Los métodos con menor eficacia en la
fragmentacion de mayor a menor fueron E, D°y F, con 17.7%, 8.11% y 8.9% respectivamente
(Tabla 17).

Tabla 17. PORCENTAJE DE RUPTURA DEL POLEN POR CADA
METODOLOGIA DE EXTRACCION EN TRUENO.
METODO MEDIA (%) DE
A 24.7 13.6549
B 22.7 15.9139
C 44.1 20.6605
D° 8.11 7.9267

53



pm 43.0 18.5483

E 17.7 16.9838

F 8.9 11.2811

Si bien para Trueno, el método C resultd ser el mejor método de destruccion del grano polinico,
seguido del método D™ como el segundo mas eficaz, con base en un analisis de la varianza por
metodologia, se encontro que C fue significativamente mejor sobre B, D°, E y F. En el caso de
D™, fue significativamente mejor que D°, E y F, analisis expuesto en la Tabla 18.

TABLA 18. COMPARACIONES METODOLOGICAS CON DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA EN LA RUPTURA POLINICA DE TRUENO.
COMPARACION ENTRE METODOS Valor-p
C-B 0.0422
C-D° 0.00004177
C-E 0.00506
C-F 0.00006056
D™ - D° 0.0008516
D" - E 0.03398
D" —F 0.001205

8.2 CUANTIFICACION PROTEICA.

Con la intencion de realizar una comparativa entre los métodos de extraccion proteica y su
rendimiento en la obtencion de proteinas mediante la cuantificacion de Bradford, se ejecutaron
3 réplicas cuantitativas por metodologia, se calcul6 el promedio y su porcentaje de rendimiento
considerando 50 mg de polen tratado.
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Se observo que los mejores procesos de rendimiento de extraccion proteica para Fresno fueron
los métodos C y F, con un rendimiento del 17.38% y 11.34% respectivamente. Seguidos de los
métodos D™ y A con rendimiento del 5.02% y 4.90% respectivamente. Los métodos con peor
rendimiento fueron E, D° y B, con 3.10%, 0.69% y 0.44% respectivamente (Tabla 19), y en la
Fig. 20 se expone una grafica del rendimiento promedio, asi como sus desviaciones estandar.

Tabla 19. CUANTIFICACION PROTEICA DE FRESNO.

Método | Promedio (ug/mL) (% de rendimiento) DE
A 2,468.24 4.90 2.9345
B 222.14 0.44 0.127
C 8,691.26 17.38 1.1156
D° 345.70 0.69 0.0458
Dm 2,511.51 5.02 1.7929
E 1591.16 3.10 1.5798
F 5,674.12 11.34 2.5719

D°, método descrito de forma original por 33, 78
D™, método modificado.
Resultados se muestran tras célculo con factor de dilucion correspondiente.

Con base en un analisis de varianza se compararon los porcentajes promedios de cuantificacion
proteica por cada método, encontrando que el método C, siendo el mejor en rendimiento, fue
significativamente mejor que A, B, D™, D° E y F. En el caso de F, siendo el segundo mejor en
rendimiento de cantidad, se encontr6 que fue significativamente mejor que A, B, D° y E
expuestas en la Tabla 20.

TABLA 20. COMPARACIONES METODOLOGICAS CON DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA EN LA CUANTIFICACION DE FRESNO.
COMPARACION ENTRE METODOS Valor-p

C-A 0.000227
C-B 0.0000001843
C-D" 0.00000115
C-D° 0.00000006138
C-E 0.000000006565
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C-F 0.007295
F-A 0.01112
F-B 0.00003093
F-D° 0.00001743
F-E 0.0002338

RENDIMEINTO PROMEDIO DE LA CUANTIFICACION PROTEICA EN POLEN DE
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Figura 20. Gréfico del porcentaje del rendimiento promedio de proteina extraida
por método en Fresno

En el caso de Trueno se observéd que los mejores rendimientos de extraccion proteica fueron
los métodos F y C, con un rendimiento del 11.68% y 8.71% respectivamente. Seguidos de los
métodos D™ y E con rendimiento del 2.44% y 2.43% respectivamente. Los métodos con peor
rendimiento fueron A, B y D°, con 1.24%, 0.21% y 0.16% respectivamente (Tabla 21), en la Fig.
21 se expone una gréfica del rendimiento promedio, asi como sus desviaciones estandar.
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Tabla 21. CUANTIFICACION PROTEICA DE TRUENO.
Rendimiento
Método Promedio (% de proteina en 50 mg/300 pl de DE
pMg/mL polen)
415.37 1.24 0.1762
B 69.01 0.21 0.1127
2,905.41 8.71 2.8555
D° 54.55 0.16 NA
D™ 814.14 2.44 0.8873
E 811.02 2.43 1.2849
F 3,895.21 11.68 4.3283

D°, método descrito de forma original por 33, 78
D™, método modificado.
Resultados se muestran tras célculo con factor de dilucion correspondiente.

Con base en un andlisis de varianza, se encontré que el método C fue significativamente mejor
que A, B, D™, D°y E. El método F fue significativamente mejor que los métodos A, B, D™, D°, y
E. Diferencias significativas, expuestas en la Tabla 22.

TABLA 22. COMPARACIONES METODOLOGICAS CON DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA EN LA CUANTIFICACION DE TRUENO.

COMPARACION ENTRE METODOS Valor-p
C-A 0.01155
C-B 0.004186
C-D" 0.02493
C-D° 0.0479
C-E 0.03785
F-A 0.0007506
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F_B 0.0002534

F.pm 0.001193

F-Do 0.005842

F-E 0.002035
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Figura 21. Grafico del porcentaje del rendimiento promedio de proteina extraida por
método en Trueno.

8.3 ELECTROFORESIS UNIDIMENSIONAL.

Con la intensién de identificar las proteinas totales para ambas especies, se corrieron
electroforesis en geles de poliacrilamida al 13% para su separacién por peso molecular
utilizando cada método de extraccion proteica, se tifieron con azul Coomassie. Los geles se
cargaron con 22 ug de proteina por pocillo, sin embargo, para los métodos B y D° se cargo con
base en base en un volumen de 37.5 pl debido a su dilucion. La tincion de los geles de Fresno
se muestra en la Fig.22 y en la Fig. 23 se exponen los geles de Trueno.
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Tras la realizacion de 1-DE se observo una identificacion de proteinas desde los ~170 kDa hasta
los 9 kDa en general. Los métodos C, D™y E presentan una buena resolucion en la delimitacion
de las bandas proteicas de alto peso molecular. La mejor identificacion de bandas proteicas con
menor peso molecular en orden de jerarquia fueron los métodos D™, E, C, Fy A.

Con los protocolos de F y A se detectaron proteinas de bajo peso molecular, sin presentar una
marcada delimitacion en bandas, a diferencia de D™ y E en los que se observa una mejor
resolucion de bandas en bajos pesos moleculares.

kD A ¢ D™ E F
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Figura 22. Patron electroforético de la proteina obtenida de Fresno tefiidas con
azul de Coomassie: A: método por buffer SDS. C: por homogenizador. D™: Fenol
modificado. E: por PBS. F: por método de lisis celular de BIO-RAD.

En el caso de trueno, todos los métodos presentan una buena resolucién en la delimitacién de
las bandas proteicas de elevado peso molecular. El espectro detectable en general fue ~170
kDa a <9 kDa. D™ y E tuvieron bandas a partir de ~170 kDa, en el caso de las demas
metodologias, se observaron a partir de ~93 kDa. Los métodos con mayor espectro de calidad
se observaron en orden jerarquico con C, D™, F, Ey A; siendo C, D™y F en los que se observa
una mejor resolucion en bandas con bajos pesos moleculares.
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Figura 23. Patron electroforético de la proteina obtenida de Trueno tefiidas con
azul de Coomassie.: A: método por buffer SDS. B: por calentado. C: por
homogenizador. D™: Fenol modificado. E: por PBS. F: por método de lisis celular
de BIO-RAD.

Tanto para Fresno y Trueno, se descartaron los métodos B y D° para reproducciones
experimentales subsecuentes, debido a ser los peores en rendimiento de cantidad y por sus
nulos rendimientos en calidad proteica. En seguida se expone una electroforesis con el método
B en Trueno, en donde ya se habia excluido D° (Fig. 24).

kD A B C D™ E
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Figura 24.
Patrén electroforético de la proteina obtenida de Trueno tefiidas con azul de
Coomassie.: A: método por buffer SDS. B: por calentado. C: por homogenizador.
D™: Fenol modificado. E: por PBS. F: por método de lisis celular de BIO-RAD.
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8.4 WESTERN-BLOT UNIDIMENSIONAL.

Con la intencion de identificar las proteinas con inmunorreactividad con el suero de pacientes
alérgicos, se procedio a realizar Western-blot.

En ambas especies, no incluimos los primer Western-blot, debido a la nula identificacion de
anticuerpos inmunorreactivos. Esto probablemente por un error técnico en donde se realizaron
lavados con PBS-Tween al 5% y no al 0.05%. También se procedio a la renovacion de los
buffers necesarios para crear geles de poliacrilamida. Adicionalmente hicimos uso de micas de
acetato para la preservacion de las membranas PVDF durante su revelado.

Durante el proceso de la experimentacion, se aprecia una curva de aprendizaje para la
ejecucion técnica de inmunotransferencia, se exponen las imagenes obtenidas tras revelar las
bandas de anticuerpos reactivos, mostrando los resultados desde la segunda experimentacion
(Fig. 25); y una tercera réplica en donde pueden observarse las diferencias resultantes en la

calidad de la ejecucion (Fig. 26).
kD
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Figura 25. Patron electroforético de la proteina obtenida de Fresno
con inmunotransferencia, segunda réplica. A: método por buffer SDS.
C: por homogenizador. D™: Fenol modificado. E: por PBS. F: por
método de lisis celular de BIO-RAD.

En Fresno, tras realizar Western-blot. se observé un mejor rendimiento en la identificacion de
bandas de bajo peso molecular los métodos en orden jerarquico D™, Ey F.

En la linea A, se detectaron bandas desde ~95 a 20 kDa, con bandas de proteinas con intensa
reactividad entre los ~60 a ~30 kDa, con buena resolucién en ~95 kDa.
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En la linea C, se detecté un espectro de bandas entre los ~95 a 30 kDa, con una banda de
proteinas altamente reactivas entre los ~53 a ~34 kDa, con buena resolucién en ~95 kDa.

En la linea D™ observamos una identificacion de bandas entre los ~93 a 9 kDa, con una banda
con proteinas intensamente reactivas entre los ~57 a 22 kDa, con bandas en ~95 kDa, ~34 kDa,
~22 kDa. ~13 kDa y ~9 kDa.

En la linea E, se observan bandas entre ~95 a 9 kDa, una mancha de proteinas intensamente
reactivas entre los ~53 a 37 kDa, con bandas de ~95kDa, ~22 kDa, ~13 kDa. En F, ~46 kDa,
~41 kDa, ~37 kDa, ~30 kDa, ~ 9 kDa.

Se modifico la saturacién de escala de grises con la intencion de observar mejor las bandas de
menor peso molecular para los métodos D™, E y F en la Fig. 27.
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Figura 26. Patron electroforético de la proteina obtenida de Fresno con
inmunotransferencia, tercer réplica. A: método por buffer SDS. C: por
homogenizador. D™: Fenol modificado. E: por PBS. F: por método de lisis celular
de BIO-RAD.
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Figura 27. Patron electroforético de la proteina obtenida de Fresno con
inmunotransferencia, tercer réplica. Visualizacion con mayor saturacion de
escala de grises, imagen obtenida de forma tardia, se observan mejor las

bandas de menor peso molecular para los métodos D™, Ey F.

En el caso de Trueno tras realizar Western-blot, se obtuvo todos los métodos una buena
resolucién, sin embargo, el rendimiento en la identificacion de bandas fue superior en los
meétodos en orden jerarquico C, Fy D™,

En la linea A se detectan tres bandas, una de ~41-43 kDa, ~37 kDay ~12 a 13 kDa.

En la linea C se obtuvieron bandas desde ~170 a 9 kDa, observandose bandas con los pesos
moleculares de ~41-43 kDa, ~35-37 kDa, ~28 kDa, ~22 kDay ~12 a 13 kDa.

En la linea D™ con identificacion de bandas con peso de ~43 a 9 kDa, presenta bandas con
buena resolucion de ~34 kDa, ~22 kDay ~12 a 13 kDa.

En la linea E se observan bandas desde ~53 - 41 kDa, con una banda de buena resolucién de
~41 kDa y ~22 kDa.

En el caso del método F, se obtuvo un espectro de bandas desde ~53 a 18 kDa, con
identificacion de bandas con adecuada resolucion en ~53 kDa, ~41 kDa y ~18 a 22 kDa.

En la Fig. 28, se muestra la imagen del segundo experimento, en este caso hubo una
contaminacion entre los pocillos al cargar las proteinas, corroborado al visualizar
inmunorreactividad en el carril correspondiente al marcador estandarizado. Pueden verse las
diferencias en la calidad resultante en la tercera experimentacion, Fig. 29.
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Se modifico la saturacién de escala de grises con la intencion de observar mejor las bandas de
menor peso molecular para los métodos A, C, D™ en la Fig. 30.

kD A c Dm E F

Figura 28. Patron electroforético de la proteina obtenida de Trueno
con inmunotransferencia, segunda réplica. A: método por buffer SDS.
C: por homogenizador. D™: Fenol modificado. E: por PBS. F: por
método de lisis celular de BIO-RAD.
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Figura 29. Patron electroforético de la proteina obtenida de Trueno con
inmunotransferencia, tercer réplica. A: método por buffer SDS. C: por homogenizador.
D™: Fenol modificado. E: por PBS. F: por método de lisis celular de BIO-RAD.
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Figura 30. Patron electroforético de la proteina obtenida de Trueno con
inmunotransferencia, tercer réplica. Visualizacién con mayor saturacion de escala de grises,
imagen obtenida de forma tardia, se observan mejor las bandas de menor peso molecular
para los métodos A, C, D™.

8.5 TINCION DE GELES 2-DE.

Se hizo una electroforesis en dos dimensiones, con la finalidad de separar las proteinas y asi
distinguir sus posibles isoformas, con la primer dimension se obtuvo una primer separacion
mediante su punto isoeléctrico, y una segunda dimensién basado en la separacién segun su
peso molecular. Se realizaron por duplicado, un gel empleado para su tincion con azul de
Coomassie, y una membrana PVDF para Western-blot.

De los métodos trabajados, se emplearon para ambas especies los métodos C y E, esta
decision se ve respaldada con base en el andlisis de los resultados obtenidos tras la verificacion
de la ruptura del grano, su cuantificacion, e inmunotransferencia en 1-DE. El método C por su
mejor eficacia cuantitativa tanto para Fresno y el segundo mejor para Trueno; el método E
debido a ser el método mas eficaz en la destruccidn polinica del Fresno, y por ser el de mejor
rendimiento en deteccion de bandas inmunorreactivas en Fresno, ademas de confrontar lo
descrito en la literatura, donde se expone gue los alérgenos son principalmente solubles 5, 58.

En el caso de Fresno, con el método C se observo una distribucion de proteinas con pl entre
~3 a ~8.25, siendo predominante entre ~4.75 a ~7.0. Con un espectro de peso ~70 kDa y ~18
kDa. En su inmunotransferencia se pudieron identificar puntos en los siguientes pesos
moleculares con sus respectivos margenes de pl: De ~93 kDa con ubicacion en pl de ~3.0 a
3.4,y de ~4.8 a 6.2. Otras manchas de ~43 a 36 kDa con pl de ~4.75a 6.2, de ~6.5a 7.2, y de
8.4 a 10. Puntos de ~30 a 41 kDa con pl de ~4.75a 7.2,y de ~7.0 a 10. Puntos presentes entre
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~28 a 22 kDa con distribucion de pl similar a los puntos detectados a ~30 kDa. Manchas de ~22

kDa con pl de distribuciéon entre ~4.75 a 6.4. Otros puntos de ~18-21 kDa con pl de ~5.0 - 6.5
(Fig. 31).

Con el método E en polen de Fresno se observé una distribucion de proteinas con pl entre ~3
a ~10, siendo predominante entre ~4.75 a ~8.25. Con un peso molecular entre los ~93 a 9 kDa.
Respaldando lo que ya se observaba desde el 1-DE, con presencia de una mejor resolucion de
bandas en bajos pesos moleculares. En su inmunotransferencia se observaron puntos con los
siguientes pesos moleculares y pl: De ~41 kDa con pl entre ~6 a 6.7, y de ~8.2 a 9.0. Puntos

de ~32 a 28 kDa con pl entre ~6 a 6.7, y de ~8.2 a 9.0. Puntos de ~35kDa con pl de 3.7. Y
puntos de ~35 a 41 kDa con pl de 5 (Fig. 32).

10

FRESNO, 2-DE, METODO (C) - FRESNO, 2-DE, METODO (€)

Figura 31. Patron 2-DE de la proteina obtenida con método C de Fresno, tefiido
con azul Coomassie y Western-blot.
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Figura 32. Patrén 2-DE de la proteina obtenida con método E de Fresno, tefiido
con azul Coomassie y Western-blot.
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Para el caso de Trueno, con el método C, se observa una distribucion de proteinas entre el pl
de ~3 a ~10, siendo predominante entre pl de ~4.0 a ~7.0. Con un espectro de peso entre ~70
a 10 kDa. Tras realizar inmunotransferencia se pudieron observar puntos con los siguientes
pesos moleculares y pl: De ~43 a 41 kDa con pl entre ~5 a 6.5. Puntos de ~41 kDa con pl ~6.7.

Puntos de 30 kDa con pl ~5.7. Puntos de ~43 a 41 kDa Puntos de ~19 a 20 kDa con pl entre
~5 a 6.5. (Fig. 33).

En E, se observa una distribucion de proteinas entre el pl de ~4.5 a ~8.25, siendo predominante
entre pl de ~4.0 a ~8.0. Con un espectro de peso entre los ~235 a 9 kDa. En su
inmunotransferencia se observaron escasos puntos, descritos a continuacién: De ~38 kDa con
plen~4.7,~5.5a 6.3,y ~8.00 (Fig. 34).

pl pl
475 65 8.25 475 6.5 8.25 10
KkDa 3 | | |

TRUENO, 2-DE, METODO (C) TRUENO, 2-DE, METODO (C)

Figura 33. Patron 2-DE de la proteina obtenida con método C de Trueno, tefiido
con azul Coomassie y Western-blot.
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Figura 34. Patrén 2-DE de la proteina obtenida con método E de Trueno, tefiido
con azul Coomassie y Western-blot.
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9. DISCUSION
9.1 ASOCIACION ENTRE LA RUPTURA DEL GRANO DE POLEN, RENDIMIENTO,
CALIDAD E INMUNODETECCION DE DETERMINANTES ALERGENICOS.

Con la finalidad de encontrar las mejores condiciones de extraccion de determinantes
alergénicos, asi como identificar los métodos que proporcionen una mejor cobertura de los
mismos, confrontamos nuestros hallazgos de este estudio en Fresno y Trueno.

En el caso de Fresno, en la Tabla 23 se ordenaron jerarquicamente los métodos A, B, C, D°,
D™ E y F segun los resultados obtenidos en las variables medidas (ruptura de polen,
rendimiento, calidad e inmunotransferencia), asignandose un puntaje. Conforme a mayor
puntaje, mejor rendimiento en general. En el caso de B y D°, pese a no haberse reproducido
para la inmunotransferencia, se les asignd el puntaje minimo en dicha area para poder
homologar la calificacion final.

Fresno.

Método C.

Un método duro que implica fuerzas fisicas por medio de un homogenizador. Este método junto
con E fueron los mas eficaces para la lisis polinica, en este caso se obtuvo 32.7% de eficacia.
Resulté ser el método mas eficaz para el rendimiento de extraccion proteica, requiriendo un
factor de dilucién X6 para una cuantificacion precisa. Se obtuvo un rendimiento de 17.38%. Sin
embargo, la proteina extraida resulto ser el tercer mejor método respecto a la calidad proteica
total detectable en 1-DE, y es el peor método en la deteccién de bandas inmunorreactivas a IgE
de pacientes alérgicos. Por lo que la ruptura polinica del Fresno parece ser proporcional con la
cantidad proteica total, pero en un enfoque inmunoldgico no se perfila como la mejor eleccion
en la busqueda de alérgenos.

Método E.

Es un método suave, su buffer de extraccion se basa en el empleo de PBS y Triton X100. El
meétodo E junto con el C fueron los mejores métodos en ruptura de la exina del polen, en este
caso con un 32.7% de ruptura. Sin embargo, el método E result6 ser el sexto en la cuantificacion
proteica total, con rendimiento del 3.10%; pero el extracto proteico resultante al correrlo en
electroforesis 1-DE demostré ser el segundo mejor en calidad, asi como ser el segundo mejor
método en el rendimiento de deteccion de bandas proteicas inmunorreactivas a IgE de
pacientes alérgicos. Estos hallazgos pueden ser respaldados por lo referido en la literatura,
considerando que el polen de Fresno es dependiente del viento para su dispersion, donde al
exponerse a diferentes presiones osmoéticas y a una fuerte evaporaciéon ambiental sufre una
violenta expulsién de sus proteinas con su siguiente dispersion de particulas submicrénicas a
la atmdsfera. EI método E se basa en el uso de fosfato salino tamponado con Tritdn, un
detergente suave, no ionico, no tan potente como para desnaturalizar a las proteinas,
aproximandose a las condiciones existentes en la naturaleza, evitando la descomposicion de
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su conformacién nativa, con su subsecuente preservacion de los alérgenos contenidos en su
grano, aumentando las probabilidades de una mayor gamma de reconocimiento antigénico 5,
14, 63, 64, 66.

Método D™.

Método en el que inicialmente se empled el buffer de extraccion con fenol equilibrado (Fenol y
Triton X100), a diferencia del método D°, excluimos el sobrenadante y tratamos al polen con
buffer de extraccion empleado en método F. Seguido de los métodos E, C y B, el método D™
fue el siguiente en rendimiento de destruccion del grano polinico, con un 18% de eficacia.
Después de C y F, el método D™ fue el siguiente en rendimiento de cuantificacion, requiriendo
un factor de dilucion X4, con rendimiento de 5.02%. Al correr el extracto proteico obtenido,
demostré tener el mejor patron en el rendimiento de calidad en electroforesis 1-DE. Y resultd
ser el método con mejor rendimiento en la deteccion de bandas inmunorreactivas. Lo que
refuerza que, al parecer, no hay una relacion directa entre la lisis celular del polen y el
favorecimiento de la deteccion de proteinas alergénicas, como en el caso del método B, en
donde a pesar de haber sido el tercer mejor método en la ruptura del grano, fue el peor método
en la obtencion de calidad y cuantificacién proteica, lo que llevo en este estudio a su exclusion
en pruebas posteriores.

Método F.

Metodologia que emplea en su buffer de extraccion DTT y ATC 20%, descrito por Bio-Rad. Este
meétodo junto con el método A fueron los peores métodos en la liberacién del contenido del
grano polinico corroborado por microscopia, en este caso con 11.9% de eficacia, sin embargo,
el método F junto con el método C, fueron los mejores métodos en la cuantificacion de proteina
con 11.34% de rendimiento proteico total. El patron obtenido tras realizar electroforesis 1-DE
con su extracto proteico demostré tener una mala calidad, y resulté después de los método Dm,
E y C el mejor en la inmunodeteccién de proteinas reactivas a IgE. Dicho método preservo la
integridad del polen, lo que sugiere que la proteina cuantificable y la detectada en
inmunotransferencia podrian tratarse de proteinas extrinsecas al polen.

Método A.

El método A basa su buffer de extracciéon en SDS 20%, ME y Tris-HCL fue el peor en lograr una
disrupcion en la integridad de la exina del polen con eficacia de 8.6%-Como método de
extraccion proteica tuvo un rendimiento de 5.02%, después de los métodos C, Fy D™. al correr
sus proteinas extraidas en 1-DE, su patron proteico fue el peor en calidad. Resulto ser el peor
en la identificacion de bandas inmunorreactivas.

Métodos B y D°.

El método B que basa su buffer de extraccién en Tris-HCL, Tritbn X100, EDTA e inhibidores de
proteasa, pese a haber sido después de E y C el mejor método en rendimiento de lisis celular
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con ruptura de 19.1%, fueron ser junto con D° los peores métodos en la recuperacion proteica
con rendimiento de 0.44% y 0.69% respectivamente, ademas ambos resultaron en una nula
deteccion de proteinas en tincion con azul Coomassie, por lo que se descartaron para
experimentaciones en inmunodeteccion.

Los métodos C, D™ y E reconocieron bandas con peso molecular ~46 kDa, conforme a la
literatura, podria corresponder al alérgeno Fra e 9, una 1,3 beta glucanasa, o con
monodehidroascorbato reductasa de 46.5 kDa 43, 46 - 48.

Los métodos A, C, D™, E y F reconocieron bandas de >30 kDa, en la literatura se han descrito
antigenos no identificados con dicho peso molecular, distribuidos en cuatro areas: dos no
identificados, uno homologo a 3-galactosidasa, y uno identificado como proteina transportadora
de azucar; otra posibilidad es que se encuentre en este grupo la 39.6 kDa pectinestera (Ole e
11.0102) con 39.6 kDa, o la adenosina quinasa 2 de 37.8 kDa_43, 46 - 48.

En D™y E hubo reconocimiento de bandas de ~22 kDa, que, segun lo descrito por la comunidad
cientifica, podrian corresponder con Fra e 1, con peso molecular de 18-21 kDa, asi como una
proteina previamente descrita homadloga a Ole e 8, similar a la polcalcina 4 E-helix-loopF-helix
/ mano-EF de 20 kDa, otra posibilidad son dos proteinas descritas como homologas a Ole e 5:
0s02g0778400 [de Oryza sativa] y una proteina no caracterizada de Zea mays, ambas con
peso de 21.5 kDa. En estos mismos métodos, hubo identificacién de bandas con peso molecular
de ~13 kDa, que podria corresponder con Fra e 2, descrito con peso de entre 13 — 16 kDa 46 -
48.

En el método Dm, E y F, tras la saturacion de grises en imagenes obtenidas de forma tardias
se pudieron observar bandas de ~ 9 kDa, posiblemente corresponde con Fra e 3, descrito con
peso aproximado entre 6 — 10 kDa 41, 47.

Tabla 23. EFICACIA ENTRE METODOS DE EXTRACCION PARA FRESNO.
Ruptura | Cuantificacion | Calidad | Inmunodeteccion | Puntaje
de polen 1-DE 1-DE final

7 E C Dm DM E C 24
6 C F E C E | 23
5 B D™ C F D™ | 23
4 D™ A F A F | 18
3 F E A A | 13
2 A D° By D° B | 9
1 De° B By D° De 6

Jerarquizacion de los métodos segun el rendimiento estudiado y puntuacién asignada.
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Trueno.

Al igual que con Fresno, en la Tabla 24 se ordenaron jerarquicamente los métodos A, B, C, D°,
D™ E y F segun los resultados obtenidos en las variables medidas (ruptura de polen,
rendimiento, calidad e inmunotransferencia), asignandose un puntaje. En el caso de B y D°,
pese no haberse reproducido para la inmunotransferencia, se les asigno el puntaje minimo en
dicha &rea, para poder homologar la calificacion final.

Método C.

Tras el andlisis de la ruptura del grano de Trueno, el mejor método para dicha finalidad fue el
método C con 44.1% de eficacia, dicho método se fue el segundo mejor en rendimiento de
cantidad, requiriendo un factor de dilucibn X2 para una cuantificacion mas certera, con
rendimiento de 8.71%. El patron de bandas en 1-DE con su extracto proteico, resulto ser el de
mejor rendimiento de calidad. Asi mismo, fue el método con mejor rendimiento en
reconocimiento de bandas inmunorreactivas. Es probable que la lisis celular se optimice con la
aplicaciéon de fuerzas mecanicas externas como el homogenizador en este caso, posiblemente
compatible con la naturaleza del polen al considerarse como un grano recalcitrante y cuya
polinizacion es principalmente entoméfila y facultativamente anemdfila, exponiéndose con
mayor probabilidad a fuerzas fisicas que lo lesionen en la naturaleza. Por otro lado, la literatura
ha descrito su fragmentacion con choque osmdético durante tormentas eléctricas y en
condiciones de elevada humedad 11.

Método F.

El método F fue el método con menor capacidad de destruccién polinica con 8.9% de eficacia,
sin embargo, se perfil6 como el mejor método en rendimiento de cantidad de proteina
cuantificable, requiriendo un factor de dilucion X2 para una cuantificacion confiable, con
rendimiento de 11.68%. Cuando se corrid su extracto proteico en 1-DE, resulto ser después de
C y D™, el tercero en calidad de patron tefiido con azul de Coomassie. Cuando se hizo
inmunotransferencia, se ubic6 como el segundo mejor en la deteccion de bandas
inmunorreactivas después de C. Lo que sugiere que las proteinas contenidas en la superficie
de su exina tengan capacidad inmunogénica, dado a su propiedad recalcitrante, posicionandose
como el segundo mejor método en reconocimiento de bandas reactivas a IgE.

Método D™.

El método D™ se perfild como el segundo mejor método en la ruptura de polen, después de C,
con una capacidad de lisis celular de 43%. Y fue después de C y F el tercer mejor método en la
obtenciéon de proteinas cuantificables, con un rendimiento de 2.44%. Al correr su extracto
proteico, el patrén resultante en electroforesis 1-DE lo posiciondé como el segundo en calidad
después de C, y el tercer mejor método en la identificacion de proteinas reactivas a IgE después
deCyF.
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Métodos Ey A.

El método E fue después de C, Dm, Ay B, el quinto mejor método en destruir la exina de polen
con rendimiento de 17.7%. El método A resulto ser el tercer mejor método en destruir el grano
con eficacia de 24.7%. En cuanto a la recuperacion proteica, ambos métodos tuvieron un
rendimiento del 2.43% Yy 1.24% respectivamente. Respecto al patron obtenido en 1-DE realizado
con el extracto de sus proteinas, sus resultados fueron similares en su rendimiento de calidad,
siendo superados por C, Dm y E; de igual forma en la inmunotransferencia, donde en ambos
casos, sus bandas reactivas fueron de baja resolucion.

Métodos B y D°.

El método B y D° en rendimiento de lisis celular resultaron ser el cuarto y sexto mejores métodos
en ruptura de exina polinica con eficacia de 22.7% y 8.11% respectivamente. Ambos métodos
resultaron ser los peores en la recuperaciéon proteica, con rendimiento del 0.20% y 0.16%
respectivamente. Ademas de haber tenido una nula deteccion de proteinas en tincion con azul
Coomassie tras su electroforesis en 1-DE, por lo que se descartaron para reproducciones de
inmunodeteccion.

Los métodos A, C, D™, E y F fueron eficientes en la deteccién de bandas de ~41-43 kDa,
posiblemente correspondiente con las poligalacturonasas descritas con un peso de 43 kDa 11,
33.

Con los métodos C, F y A se detectaron bandas de ~35 a 37 kDa, posiblemente correspondiente
con una enolasa, descrita con peso de 37.38 kDa 11, 33.

Los métodos C, F, D™ y E al realizar inmunodeteccion, detectaron bandas de ~22 kDa,
posiblemente correspondientes con Lig v 1 con un peso descrito de 20.5 kDa 7, 9, 10, 48, 52.

Con el método F, se detectaron bandas tenues con peso molecular de ~18 kD, posiblemente
correspondiente con los isoalérgenos de Lig V 1, de 20 kDa y 18.5 kDa respectivamente 7, 9,
10, 48, 52.

En los métodos A, C y D™ tras la saturacion de grises en imagenes obtenidas de forma tardias
se pudieron observar bandas de ~12 a 13 kDa, siendo probable que se traten de Lig v 2 con
peso descrito de 14.8 kDa 11, 33, 48.

El uso de acetona tiende a precipitar lipidos con proteinas, por lo que se le ha considerado por
la literatura como el método con menor rendimiento proteico 60, 61. Sin embargo, usamos
acetona fria para la precipitacién en todas las metodologias, teniendo resultados similares a
otros estudios que han descrito alérgenos en Fresno y Trueno.
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En ambas especies, la eficacia en la calidad proteica sugiere la posibilidad de una adecuada
identificacion de proteinas inmunorreactivas, pues parece ser proporcional con la eficiencia en
la deteccion de bandas tras realizar Western-blot, en un enfoque inmunoldgico se perfila como
un predictor en la busqueda de alérgenos.

Control negativo.

Se realiz6 un Western-blot en ambas especies, utilizado en las metodologias en cuestion con
suero de un sujeto sin clinica compatible con polinosis, con prueba cutanea negativa, y sin
sensibilizacion a ningun aeroalérgeno convencional por SPT. Se observé la existencia de
inmunorreactividad de IgE con proteinas de Fresno y Trueno, sin inmunodeteccion a BSA
(control), corroborandose la ausencia de uniones inespecificas de los anticuerpos, siendo
probable que el paciente se encuentre inmunomodulado al tener adecuados titulos de IgG1 e
IgG4, lo que lo convierte en un individuo sano, sensibilizado y no en un paciente alérgico 1.

Tabla 24. EFICACIA ENTRE METODOS DE EXTRACCION PARA TRUENO.
Ruptura | Cuantificacion | Calidad | Inmunodeteccion | Puntaje
de polen 1-DE 1-DE final

7 C F C C F C 27
6 Dm C Dm A, D™ Dm | 23
5 A Dm F E F 20
4 B E E A 17
3 E A A E 16
2 De B B, D° B 9
1 F De B, D° De 6

Jerarquizacion de los métodos segun el rendimiento estudiado y puntuacién asignada.

9.2 TINCION Y WESTERN-BLOT EN 2-DE.

Fresno.

En el método C, se pudieron observar distribuciones en un espectro de los siguientes pesos
moleculares con sus respectivos margenes de pl: de ~93 kDa, con ubicacién en pl de ~3.0 a
3.4,y de ~4.8 a 6.2. Seguido de puntos de ~43 a 46 kDa, con ubicacién en pl de ~4.75 a 6.2,
de ~6.5a7.2,yde 8.4 a 10, los alérgenos descritos mas proximos para dichas propiedades son
un homélogo de UTP-glucosal-fosfato uridililtransferasa con 51,8 kDa, el Fra e 9 con 46 kDa,
y monodehidroascorbato reductasa, una enzima citoplasmatica de 45.5 kDa. Un grupo de
puntos entre los ~30 a 41 kDa, en pl de ~4.75 a 7.2, de ~7.0 a 10, empatando con lo informado
en otros estudios, podria correlacionar con la presencia de proteinas >30 kDa correspondientes
a un homodlogo a B-galactosidasa, una proteina transportadora de azucar y dos proteinas
identificadas, pectinestera (Ole e 11.0102) con peso de 39.6 kDa, y adenosina quinasa 2 de
37.8 kDa 41, 43, 47. Conjunto de puntos presentes entre ~22 kDa a 28 kDa, con distribucion de
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pl similar a los puntos detectados a ~30 kDa, y manchas con pl entre ~4.75 a 6.4 en donde
podria encontrarse una proteina isopentenil difosfato delta isomerasa de 27 kDa. Entre ~18-21
kDa con distribuciébn entre pl de ~5.0-6.5, en este conjunto es posible que exista el
correspondiente a Fra e 1 y sus posibles isoformas Fra e 1.01 y Fra e 1.02, de 20.1 y 17.5 kDa
respectivamente 36, 46, 48, 51. De igual forma, es probable que se ubiquen las proteinas
0s02g0778400 [de Oryza sativa] y proteina no caracterizada de Zea mays, ambas homologas
con Ole e 5 de 21.5 kDa. Sin puntos que hagan sospechar de la deteccion de Fra e 2 de 13-16
kDa, ni de Fra e 3 de 6-10 kDa.

Con el empleo del método E, se observan los siguientes puntos: ~41 kDa con pl entre ~6 a 6.7,
y de ~8.2 a 9.0, los alérgenos descritos mas proximos para dicha descripcién son el Fra e 9 con
46 kDa, monodehidroascorbato reductasa de 46.5 kDa, un homdélogo de UTP-glucosa 1-fosfato
uridiltransferasa de 51.8 kDa. Un conjunto de manchas de ~32 a 28 kDa con pl entre ~6 a 6.7,
y de ~8.2 a 9.0, podrian corresponder con isopentenil-difosfato delta-isomerasa de 27 kDa,
también podrian corresponder a lo descrito con las proteinas de >30 kDa: un homodlogo a -
galactosidasa, una proteina transportadora de azlUcar y dos no identificados; asi como
pectinesterasa (Ole e 11.0102) de 39.6 kDa, y una adenosina quinasa 2 de 37.8 kDa. Puntos
de ~41 a 35 kDa con pl de 5y ~35kDa con pl de 3.7, en donde podria corresponder la proteina
adenosina quinasa de 37.8 kDa. Sin puntos de ~18 a 21 kDa que sugieran la ubicacion de Fra
e 1 que pesa entre 18-21 kDa, asi como poca probabilidad de presencia de las dos proteinas
homologas a Ole e 5: 0s02g0778400 [de Oryza sativa], y una proteina no caracterizada de Zea
mays de 21.5 kDa 41, 43, 47.

Con el empleo del método C encontramos una mayor asociacién con lo descrito en la literatura
en donde suelen emplearse métodos duros, con hallazgo de puntos reactivos en un espectro
de pl que oscila predominantemente entre ~4 y 6.5. Sin embargo, con el método E obtuvimos
una mayor gamma de puntos inmunorreactivos con un espectro de pl oscilante entre ~6.5 a 9,
mostrando una clara diferencia en los puntos de proteinas reactivas entre ambos métodos,
proteinas que podrian ser susceptibles a su reconformacion estructural con el método duro por
homogenizador.

Trueno.

En Trueno, con el método C, se pudieron observar distribuciones en un espectro de los
siguientes pesos moleculares con sus respectivos margenes de pl: ~43 y 41 kDa con pl entre
~5 a 6.5, asi como ~41 kDa con pl ~6.7, en donde posiblemente corresponda a la
poligalacturonasa con peso de 43 kDa. Puntos de 30 kDa con pl ~5.7, correspondiente
probablemente con Lig v 1 con peso de 29.5 kDa. Puntos de ~19-20 kDa con pl entre ~5 a 6.5,
, que podria corresponder a Ligv 2, de 14.8 kDa, 7,9 -11, 33, 48, 52.
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En el método E, se observan escasos puntos, descritos a continuacion: ~38 kDa con pl en ~4.7,
~5.5 a 6.3, y ~8.00, que podria corresponder a la enolasa de 37.38 descrita previamente en
polen de Trueno 11, 33.

En el caso de Trueno, se obtienen por 2-DE mas proteinas inmunorreactivas con el método C,
respaldando la posibilidad de la necesidad de efectos fisicos de gran potencia para la liberacion
de proteinas alergénicas. Sin embargo, con el método E, pudo ser posible la recuperacion de
lo que pudiera corresponder a su enolasa, no presente en el método C. Lo que sugiere que
pudiera ser necesario el empleo de ambas metodologias para extender las probabilidades de
hallar alérgenos gracias a la diversidad de propiedades proteicas que puedan preservarse a lo
largo de los diferentes procesos.

10. CONCLUSIONES.

El empleo de la eficacia de la ruptura polinica por método empleado en ambas especies, resulta
en su utilidad para la identificacion de proteinas en cuestidn, ya sea para el proteoma total o el
proteoma extrinseco de los granos de polen, ademas de analizar la naturaleza recalcitrante.

Para Fresno y Trueno, se observo un buen rendimiento con el método C, por posible aumento
en la disponibilidad proteica debido a la destruccion de los granos tras someterse a la fuerza
mecanica del homogenizador. Lo que posiciona al método C como la mejor opcién cuando se
busque el mejor rendimiento de proteina total extraida para ambas especies. El método F puede
ser otra opcion para dicha finalidad.

En ambas especies el método F fue ineficiente en la destruccion de los granos, pero fue uno de
los métodos mas eficientes en cuantificacion proteica total; en Trueno, el mejor junto con C para
la identificacién de bandas inmunorreactivas. Lo que sugiere que F es el mejor método para el
estudio de proteinas extrinsecas del polen en ambas especies, y una opcién para el estudio de
proteinas inmunorreactivas para Trueno ademas de C.

En el polen de Fresno, en 1-DE se observé que los métodos E y D™ tuvieron una mayor eficacia
en el reconocimiento de bandas inmunorreactivas, superando a C. Lo que los posiciona con
opciones para estudios posteriores en la busqueda de mayor rendimiento en la identificacion de
bandas inmunorreactivas para esta especie.

En el Trueno, los métodos C y F fueron los mejores en rendimiento de inmunorreactividad. Sin
embargo, en el método F fue necesaria una lectura mas tardia y edicion en la saturacion de
grises para la identificacion de las bandas. En el caso de C, no hubo necesidad de lectura tardia
ni de edicion para una clara identificacion en la mayoria de sus bandas. Por lo que el método C
podria tener ventaja sobre F para su uso en busqueda de proteinas inmunorreactivas a IgE.
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En Trueno, para los métodos C y F, fue necesaria una lectura tardia, asi como la edicion con
saturacion de grises para la identificacion de bandas de bajo peso molecular. Por lo que se
sugiere realizar estas estrategias para optimizar la identificacion de bandas reactivas en
cualquier reproduccion de Western-blot.

En Fresno al correr las electroforesis 2-DE, existieron diferencias en la identificacion de los
puntos reactivos, en conjunto el método C y E tienen cobertura de proteinas inmunorreactivas
en pl entre ~4 a 9, sin aparente diferencia entre los pesos moleculares. En el método E, sin
puntos entre ~18 a 21 kDa que sugieran Fra e 1, ni homdélogos de Ole e 5. Demostrando la
importancia de hacer comparaciones entre diferentes metodologias dentro de la misma especie,
en este caso se amplia el margen de proteinas inmunorreactivas, por lo que se sugiere
adicionalmente el empleo de ambas metodologias (método duro y suave) para esta especie.

En Trueno tras correr 2-DE, existieron diferencias en la identificacién de los puntos reactivos,
se obtuvieron mas proteinas inmunorreactivas con el método C, siendo en toda la extension el
mejor método a emplear para el estudio de esta especie, ya sea para su rendimiento proteico,
estudio de calidad e inmunorreactividad al contrastarse con los deméas métodos, pues en este
caso el método C fue eficaz con el grano recalcitrante. Sin embargo, con el método E, pudo ser
posible la probable recuperacion de lo que pudiera corresponder a su enolasa. Por lo referido,
se respalda la sugerencia de realizar diversas metodologias comparativas dentro de una misma
especie.

Nuestro estudio tuvo dos debilidades, la primera fue no haber realizado 2-DE con su
correspondiente tincién y realizacion de Western-blot para mejorar la precision de nuestros
andlisis. El segundo punto fue la falta de ejecucion de espectrometria de masas, con la finalidad
de confirmar las supuestas proteinas en cuestibn empatadas en nuestra discusion con lo
referido por la literatura.

Se confirma que existen diferencias en la cuantificacidon proteica, la calidad de la proteina, y la
identificacion de alérgenos entre diferentes métodos de extraccion proteica dentro de una
misma especie.

No existe un método universal para el estudio protedmico de los polenes. Se sugiere realizar

un tamizaje con diferentes métodos de extraccion proteica, y asi analizar la eficacia de los
mismos en los granos de cada especie.
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11. ANEXO A.

11.1 COTEJO DE BUFFERS A USAR POR CADA METODO DE EXTRACCION PROTEICA.

Por método de extraccion con buffer SDS (A).

- Buffer de extraccién SDS sacarosa Fenol
- Buffer de precipitacion ATC al 20% en acetona
- Lavado acetona fria

- Buffer de hidratacion Urea 7M, Tiourea 2M, CHAPS 2%, con inhibidores de proteasa

Por método de calentado (B).

- Buffer de extraccién con EDTA
- Buffer de precipitacion ATC al 20% en acetona
- Buffer de rehidratacion: Urea 8M —CHAPS 4%) con inhibidores de proteasas

Por método homogenizador (C).

- Buffer de extraccion con EDTA
- Buffer de precipitacion ATC al 20% en acetona
- Buffer de rehidratacion: Urea 8M —CHAPS 4% con inhibidores de proteasas

Por fenol equilibrado (D°).

- Buffer de fenol equilibrado

- Buffer de precipitacion ATC al 20% en acetona
- Lavado con acetona fria

- Buffer de rehidratacién: Urea 8M-CH

- 4% con inhibidores de proteasas

Por método de proteoma soluble en agua, mediante preparacién del polen con
condiciones de lisis suaves PBS (E).

- Buffer PBS con triton al 0.1%

- Buffer de precipitacion ATC al 20% en acetona

- Lavado con acetona fria

- Buffer de rehidratacién: Urea 8M-CHAPS 4% con inhibidores de proteasas

Por lisis celular y extraccién proteica. BIO-RAD. Flujo de trabajo 2-D (F).

- Buffer de extraccion Acido tricloroacético al 20% en acetona con Dithiotreitol (DTT)
0.2%
- Solucion de lavado acetona con 0.2% DTT
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11.2 PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK PARA METODOLOGIAS DE
EXTRACCION PROTEICA.

Solucion de lavado: Acetona 100 % fria, refrigerar 120 mL de acetona a -20°C.

Phosphate buffered saline (PBS) preparado: 1 tableta x ¢/200 mL de gua deionizada: en un
litro 5 tabletas.

SDS al 20%: a preparar 10 mL.

- SDS:2g
- H20:10mL

Tris-HCL 1M: a preparar 20 mL

- Tris-HCL: 3.152 g
~ DiH20: 20 mL

NaCL 1M: a preparar 20 mL

- NaCL: 1.168 g
- diH20: 20 mL

EDTA 500 mM: a preparar 20 mL
EDTA tiene una molaridad de 372.2 M (372.2 g/L) [1372.2+2 para que quede medio soluto
molar en 1L diluido = 186.1M (a 500mM)

X=3.722g a diluir en 20 mL de agua.

Inhibidor de proteasa 5X:

- 1 tableta de inhibidor de proteasa
- 2 mL de H20 estéril

Buffer de precipitacion a preparar 200 mL: Acido tricloroacético al 20% en acetona.

- ATC:40mLo040g
- Acetona: aforar a 200 mL

- Refrigerar a -20°C

Buffer de hidratacion (BH) a preparar 20 mL: Urea 7M, Tiourea 2M, CHAPS 2%, con
inhibidores de proteasa

- H20: 20 mL

- Urea: 8414 ¢
- Tiourea: 3.044 g

- CHAPS: 0.4q
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- Inhibidor de proteasa: 2 tabletas

*1 tableta por cada 10 mL de solucion. (son 20 mL de volumen proyectado)
- Preparar alicuotas de 1 mL (20 alicuotas)
- Almacenar a -20°C

Buffer’s que pueden resguardarse:

Buffer fenol equilibrado con triton al 0.1% Buffer PBS con triton al 0.1% (para método E).
(para método D) Hacer 10mL
Fenol: _ mL Fosfato Salino Tamponado: 10 mL
Triton X100: _ mL Triton X100: 10 pl

Buffer’s que deben prepararse al momento “En fresco”:

SDS-Sacarosa-Fenol (para Buffer de extraccion (para método By C)
método A) [Vol:2mL]

SDS 20%: 1 mL Tris-HCL 1M pH 7.5: 100 pl

DiH20: aforar a 10 mL NaCL 1M: 300 ul

Sacarosa: 3 g Triton X100 al 100%: 10 ul

2 mercapto-etanol (ME): 0.2 EDTA 500mM: 8 ul

mL Inhibidores de proteasa 5X: 100 ul
Tris-HCL: 0.121 g H20: 1,492 ul

Solucién de extraccion ATC al 20% y DDT 0.2% (método F) vol total 10ml

ATC 20%: 10 mL
DTT 1M: 20 pl

12. ANEXO B.
12.1 PREPARACION DE SOLUCIONES EMPLEADAS EN LA METODOLOGIA.

Laemmli buffer 5X, para preparar 15 mL.
1.5 M Tris-HCL, pH 6.8 4 mL

Glicerol 10 mL
SDS 20% 29
Azul bromofenol 1% 1mL
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Soluciéon de tincion Coomassie; 0.1% Azul Coomassie R250 w/v. 40% metanol, 10% acido
acético.
Azul brillante Coomassie R250 10g9

Acido acético glacial 100 mL
Metanol 400 mL
diH20 1 litro
Solucién para desteir.
Acido acético glacial 100 mL
Metanol 300 mL
diH20 1 litro

Buffer de corrida 10x SDS-PAGE. 250 mM Tris-HCL, 1.92 M glicina, SDS 1%, pH 8.3.

Tris base 30.30 ¢

Glicina 144.10¢

SDS 10.00 g
diH20 1L

Buffer de corrida 1x. Para preparar 500 mL.
Buffer de corrida 10x 50 mL
diH20 450 mL

Buffer de transferencia 1x con metanol al 20%. Para preparar 500 ml.
Buffer de corrida 1x 400 mL
Metanol 100 mL

PBS con Tween al 0.05%. Para preparar 500 mL.
PBS 500 mL
Tween 250 pl

BSA al 5%. Preparacion de 30 mL.
PBS  Aforara 30 mL
BSA 15¢g
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Anticuerpo secundario 1:1000. Preparacién de 10 mL. para tener 1ug/ mL.
Anticuerpo monoclonal de raton 1mg/mL 10 pl
PBS 10 mL

Sustrato de unién. Volumen total de 4 mL. reagente A 40:1 Reagente B.
Reagente A 3,902.4 ul
Reagente B 97.5 pl

Buffer de carga IEF. DTT 20 mM, anfolitos 0.5 a 1%. Azul bromofenol 0.0016%.

DTT1M 2.5 pl
Anfolitos 0.625a 1.25 pl
Azul bromofenol 0.1% 2 ul

Buffer de rehidratacion Aforar a 125 pl

Buffer de equilibrio (Stock). 6 M Urea, 50 mM Tris-HCI, pH 8.8, 2% SDS (w/v), glicerol 30%
(w/v), azul bromofenol (0.002%). Guardar en congelacion.

Urea 18 g
Buffer Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 1.67 pl
SDS 1lg
Glicerol 159
Azul bromofenol 1% 100 pl
diH20 Aforar a 50 mL

Buffer de equilibrio I: adicionar 100 mg de DTT 1% a 10 mL de buffer de equilibrio stock.

Buffer de equilibrio II: adicionar 250 mg de iodoacetamida 2.5% a 10 mL de buffer de equilibrio
stock.

Para obtencion de dos geles, se prepara en tubo de 15 mL Falcon.
Gel concentrador al 4%  Gel de revelado al 13%

Acrilamida 30% 666 pl 4.33 mL
Tris-HCL 0.5M - pH 6.8 1.26 mL -
Tris-HCL 1.5M - pH 8.8 - 2.5 mL

SDS 10% 50 ul 100 pl
DiH20 3.0mL 3.02 mL
TEMED 5 pl 5 pl
Amonio persulfato APS 10% 25 pl 50 pl
Volumen total 5mL 10 mL
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