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INTRODUCCION

FROTEINAS

Las proteinas son biopolimeros formados por cadenas lineales de aminodcidos unidos
entre si mediante enlaces peptidicos. Todos los organismos utilizan los mismos 20
aminodcidos como unidades de construccién para el ensamblaje de las moléculas
protéicas.

La palabra proteina se deriva del griego profeios que significa primero o primario y se
les di6 este nombre en 1838 por Jéns Jacob Berzelius ya que se sospechaba que estos
compuestos podian ser los mds importantes de todas las sustancias bioldgicas. Ahora se
sabe que efectivamente las proteinas se encuentran involucradas en una gran cantidad

de funciones biologicas !, como por ejemplo:

¢ Muchas de ellas funcionan como enzimas (catalizadores bioldgicos). Las enzimas

catalizan prdcticamente todas las reacciones que ocurren en los seres vivos.

* Algunas se unen a otras moléculas para almacenamiento o transporte.

® Las proteinas estructurales dan soporte mecdnico y forma a las células, tejidos y
Organismos.

» Algunos complejos proteinicos pueden hacer trabajo mecanico, como movimiento de
flagelos, separacion de cromosomas en la mitésis o contracciones musculares.

¢ Muchas de cllas jucgan un papel importante en la decodificacién de informacion en
la célula.

* Algunas son hormonas y otras sirven como receptores para hormonas.

* Algunas llevan a cabo otras funciones especializadas, como por ejemplo las

inmunoglobulinas.

Todas las proteinas tienen una conformacion especifica, dada por la estructura
terciaria y cuaternaria, que les confiere cierta actividad biologica. Una conformacién
es un arreglo espacial de atomos que depende de la rotacién sobre un enlace o enlaces
en la molécula que a su vez depende de las interacciones intermoleculares como

puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals, ete. Bajo condiciones fisiologicas




cada proteina asume una forma o conformacidon estable que se conoce como
conformacidn nativa.

De acuerdo a sus caracteristicas fisicas y funcionales, las proteinas se pueden dividir
principalmente en dos clases: fibrilares y globulares. Estas dos clases difieren
grandemente en su comportamiento, una es normalmente estatica y la otra dindmica,
respectivamente. Las proteinas fibrilares o estructurales son moléculas elongadas que
suelen ser rigidas fisicamente ¢ insolubles en agua. Generalmente se componen de un
estructura repetitiva ensamblada en forma de cables o fibras. Las proteinas globulares
son en su mayoria solubles en agua, compactas, dec forma mas o menos esférica y sus
cadenas polipeptidicas se encuentran estrechamente plegadas, de manera que
presentan un interior hidrofobico y una superficie hidrofilica. Otra caracteristica es
que tienen indentaciones o asas asi como hendiduras que sirven como sitios de

reconocimiento.

ALERGENOS DEL LATEX DEL ARBOL DE Hevea brasiliensis

El hule se ha utilizado desde la época pre-colombina en América Central y América del
Sur y fue introducido a Europa por los espafioles. Il uso comercial de éste y en
particular ¢l extraido del arbol del hule Hevea brasiliensis empezd con el
descubrimiento de la vulcanizacion en 1839 por Charles Goodycar. Gracias a este
proceso fue posible mejorar las propiedades del producto incrementando su
durabilidad y elasticidad.

Actualmente el litex de este arbol es la tinica fuente de hule natural en la industria
debido a las propiedades tan particulares que presenta. Los productos mds comunes de

latex o que contienen litex son : 2




Material médico

Articulos Domésticos

Guantes quirargicos

Algunas partes del sistema para
medir presion sanguinea
Catéteres

Instrumentos dentales

Madscaras faciales, bandas

Balones

Condones

Guantes para lavar platos
Botellas para agua caliente
Bandas de hule

Suclas de zapato

Torniquetes Gomas

Sondas Gogles y visores
Embolos Juguetes
Almohadillas de electrédos Equipo deportivo
Vendajes

Bulbos de jeringas

Tubos de estetoscopio

Se puede ver que el hule natural se emplea en una gran cantidad de productos y
practicamente todos los seres humanos tienen contacto con ellos de una manera u otra.
A partir del momento en el que se publico por primera vez un caso de
hipersensibilidad al latex,® la necesidad de realizar estudios sobre este aspecto se ha
incrementado, ya que ¢l niimero de personas que presentan este es cada vez mayor.

El latex es un fluido lechoso que se obtiene al cortar o hacer una incision ¢n ¢l tronco
del arbol del hule, Hevea brasiliensis. Este fluido es el citoplasma de unas células
especializadas llamadas laticiferos, que consiste de particulas de hule cubiertas por una
capa de fosfolipoproteinas y un suero que contiene carbohidratos, lipidos, dcidos
nucléicos, minerales y varias proteinas. El compuesto predominante en el latex es el
cis- 1,4-poliisopreno, polimero organico que confiere al hule natural sus propiedades
de fuerza, elasticidad y durabilidad, siendo el contenido de proteina de 3 a 4 % del peso
total.

En el proceso quimico de manufactura del latex se agregan varios compuestos quimicos
tales como antioxidantes, aceleradores y antidegradantes como tiuranos, carbamatos y

mercaptobenzotiazoles, los cuales se consideraron en un principio como los agentes



alergenos. Sin embargo, ya se demostro que los alergenos son las proteinas del litex. 2
10

A la fecha se han reportado varias proteinas alergenas del hule, de las cuales en
algunos casos solo se conoce su peso molecular (entre 5 y 200 KDa). Se ha observado
que la presencia de éstas varia dependiendo del producto, ya que los procesos de
manufactura, la fuente del latex (tipo de clona), las técnicas de almacenamiento, etc.
son diferentes. A pesar de esto ya se han identificado tres proteinas como los
principales alergenos y son : heveina (hev b 6.02), proheveina (hev b 6.01) y hevb 5
!I"1%{esta nomenclatura se define con las tres primeras letras del género, la primera
letra de la especie y un numero de clasificacion). En general, la hipersensibilidad al
hule y en particular a estas protecinas es una reaccion del tipo I con manifestaciones
clinicas que varian desde una urticaria de contacto hasta una anafilaxis fatal,

¢ Heveina

La heveina fué¢ aisiada por primera vez en 1969 por Archer ™. Dicha proteina estd
contenida en los lutoides, estructuras vacuolares de las células laticiferas, que se
encuentran presentes en el sedimento del litex ultracentrifugado. La heveina es una
proteina de una sola cadena de 43 aminoacidos, rica en cisteina y glicina que tiene un
peso molecular de 4,700 Da y un pi de 4.7. 15

Estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que esta proteina tiene
actividad de lectina 16 y ademds presenta actividad antifingica in vitro contra hongos
que contienen quitina. '7

También en nuestro laboratorio se llevaron a cabo estudios de la estructura y
conformacién de esa proteina. La heveina fue cristalizada '5 y determinada su
estructura tridimensional por técnicas de difraccién de ravos-X a 2.8 A de resolucion's.
Asimismo se hizo un estudio comparativo de la conformacion de la agiutinina del
gérmen del trigo (AGT) y la heveina por medio de dicroismo circular encontrando que
presentan conformaciones similares'® y un estudio de resonancia magnética nuclear
permitié ver las interacciones de la heveina con la quitobiosa y la quitotriosa.2°

Como ya se menciond Alenius et al. han demostrado que esta proteina es uno de los
principales alergenos del latex.1!

¢ Proheveina

La proheveina también se encuentra contenida en los lutoides. Su caracterizacién

hasta el momento es de estructura primaria, teniendo un peso molecular de 20 KDa y



un pl de 5.57 y tiene un dominio de heveina en la region del amino terminal (43
residuos).!

e Hevbh5

La hev b 5 se encuentra en el suero del latex ultracentrifugado. Es una proteina de 16

KDay un plde 3.5y solo se ha determinado su estructura primaria.i2-13



JUSTIFICACION

A partir de mediados de los afios 70s, cuando se publicd una revision sobre alergenos
'%, se empez6 a crear conciencia sobre los grandes problemas que cstos creaban y se
enfatizo la urgencia de purificarlos y estandarizarlos, ya que dia con dia el namero de
individuos propensos a las alérgias aumenta. De los alergenos analizados en dicho
trabajo, solo unos cuantos eran de naturaleza proteinica y provenian principalmente
del polen y de algunos dcaros.

La purificacion de proteinas alergenas es de suma importancia ya que solo de esta
forma es posible su caracterizacién y la realizacién de estudios estructurales e
inmunoldgicos que permitan identificar los epitopos y sus mecanismos de accion. Al
tener esta informacion es posible estandarizar las pruebas para determinar a que es
alérgico un paciente, desarrollar algtn tipo de terapia o algun agente que inhiba la
reaccion de hipersensibilad.

A la fecha varios grupos de investigacién han realizado estudios bioquimicos e
inmunolégicos de algunos alergenos de polvo, polen, veneno de inscctos, frutas, etc, sin
embargo, los estudios estructurales han sido muy pocos y sélo de unos cuantos de cllos
se ha podido determinar la estructura tridimensional. La estructura de las siguientes
proteinas alergenas se encuentra en el Banco de Datos de Proteinas : Bet v 1, principal
alergeno del polen del abedul Betula berrucosa, Amb t V, alergeno del polen de
ambrosia; Phl p 2, alergeno del polen de heno; profilina de polen de abedul y Der f 2,
alergeno del acaro Dermatophagoides farinae.

Los estudios estructurales realizados hasta ¢l momento con proteinas alergenas se han
centrado en proteinas que se inhalan, pero de las proteinas de contacto unicamente se
ha reportado la estructura tridimensional de la heveina a baja resolucién 8. Por el
creciente niimero de casos de hipersensibildad al latex se considera de gran
importancia la purificacion y caracterizacion de las proteinas alergenas de ese
producto. Los estudios estructurales que se realicen permitiran la comprension de las
interacciones moleculares entre los alergenos y el sistema inmune al reconocer los
epitopos de las moléculas y poder comparar a nivel molecular las diferencias y

semejanzas entre los alergenos de contacto y los de inhalacion.



OBJETIVOS

a. Purificaciéon y cristalizacion de la heveina para estudios estructurales a alta
resolucion.

b. Furificacion de las proteinas dcidas del latex de Hevea brasiiiensis, la proheveina de
20KDay la hevb 5 de 16 KDa.

c. Analisis comparativo entre las estructuras de la heveina y los alergenos proteinicos

reportados en la literatura.



DESAROLLO EXPERIMENTAL

DIAGRAMA DE FLUJO
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Caracterizacion de las fracciones puras
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Metodologia experimental

1. Obtencién

Se recolectd litex de dos clonas, IAN-710 y GV-42, en el campo experimental ‘El
Falmar’ en Veracruz y manteniéndolo en un recipiente a 4°C sc transportd a la Ciudad
de México.

El tratamiento para las dos clonas fue el mismo y la temperatura en todos los pasos se
mantuvo entre 4 y 6°C.

El latex se centrifugo a 70,000g por 40min, separandose en tres fases : hule, suero y
sedimento. El sedimento se homogenizé durante 10 min. con un regulador de fosfatos
0.02 M de pH 6.6 que contenia NaCl 0.5 M en un Ultraturrax. El homogeneizado se
centrifugé a 30,000 g y 6°C por 35 min, se retird el sobrenadante y se hizo una
reextraccion en la mismas condiciones, centrifugando nuevamente. Se juntaron los dos
sobrenadantes y se ajusté el pH a 6.0. Se agregd sulfato de amonio hasta alcanzar 65 9
de saturacién, entonces se dejo reposar una noche en refrigeracion. Se centrifugo a
30,000 g y 6°C por 40 min y el sedimento se resuspendié en un regulador de fosfatos
0.02 M de pH7.0 con NaCl 0.1 M, ¢l sobrenadante se llevo a 100 % de saturacion con
sulfato de amonio, se siguieron los mismos pasos que en la saturacion al 65 %. Tanto el
precipitado de 65 como ¢l de 100 % se dializaron contra agua destilada utilizando
membranas Spectrapor con limite de peso molecular de 3,500.

Se siguid la misma metodologia con ¢l suero de la clona GV-42 vy el sedimento de la
clona JAN-710.

2. Cromatografia de exclusion en gel

Esie tipo de cromatografia permite separar las proteinas en base a su peso molecular.
Las proteinas pequefias penetran a las esferas de la matriz y se quedan retenidas, en
cambio las proteinas mas grandes no pueden penetrar los poros de manera que fluyen
con mayor facilidad a través del gel y son eluidas primero mientras que las pequenas

son ¢luidas hasta el final.22

10



Las dos fracciones del suero y del sedimento de GV-42 (columna de gel de 1.6 x 89.5
cm) y la fraccion al 100 % de saturacion de sedimento de IAN-710 (columna de gel de
1.6 x 115 cm) se aplicaron a una columna de exclusién en gel AcA54 con limites de
separacion de 5,000 a 75,000 Da, equilibrada con un regulador de fosfatos 0.02 M de
pt 7 que contenia NaCl 0.1 M. Se utilizé un equipo LKB con una bomba Varioperpex
con un flujo entre 9.5 y 11.5 ml/h, dependiendo de la muestra, un detector UVICORD
$ para medir la absorbancia a 280 nm y un colector Ultrorac 1l, colectandose
fracciones de 2.5 ml La columna de 1.6 x 89.5 cm se calibré con muestras estandar de
papaina y lisozima bajo las mismas condiciones. A partir de los picos obtenidos se
scpararon las diferentes fracciones, que se dializaron contra agua destilada utilizando
membranas Spectrapor con limite de peso molecular de 3,500 Da y se concentraron

por liofilizacion.

3. Cromatografia liquida de alta resolucion

En este tipo de cromatografia se emplean matrices que tienen grupos con cargas
positivas (resinas de intercambio aniénico) o con cargas negativas (de intercambio
cationico) que permiten que las proteinas cargadas se unan a la matriz para
posteriormente ser eluidas con algun disolvente que aumente la fuerza idnica del
medio. La carga de la proteina depende del contenido de aminoacidos y el medio en el
que se encuentre 23

Por experimentos previos en nuestro laboratorio y por datos en la literatura, se sabe
que el pico mas abundante de la cromatografia de exclusiéon en gel precipitado con
sulfato de amonio al 100 % (sedimento) corresponde a la heveina y sus isoformas 2.
Fara la purificacion de la heveina se utilizé una columna de intercambio anidnico
FOROS HQ/H en un HPLC Beckman System Gold. La columna se equilibré con un
regulador de Tris~HCI 0.05 M de pH 7.4, a un flujo de 3 ml/min y la proteina se eluyé
con un gradiente de 0 a 100% del mismo regulador contentendo NaCl 1 M al mismo
flujo. Se registrd la absorcién a 280 nm de las fracciones eluidas.

La cuarta fraccidon del suero de GV-42 precipitado al 100% con (NH¢);SQsy con un
volumen de elucion correspondiente a un peso de aprox 15 KDa se denomino 1 y se
purificé en un HPFLC de LKB bajo las siguientes condiciones: se usé una columna de

intercambio aniénico BIORAD DEAE-S-FPW que fue equilibrada con regulador de Tris-

11




HC1 0.05 M de pH 8.0 a un flujo de | ml/min. La elucion se realizé con el mismo flujo
y un gradiente lineal de 0 a 100 % de Tris-HCl 0.05 M de pH 8.0 con NaCl 1 M,
midiendo absorcion a 280 nm. las fracciones obtenidas se recircularon bajo estas
mismas condiciones.

La fraccién correspondiente al extracto del sedimento de GV-42 precipitado al 100 %
con (NH4)280, con un peso molecular aproximado de 20 KDa, fraccionviil de acuerdo
a su volumen de elucion, se purificd por cromatografia de intercambio aniénico. Para
la purificacién de esta fraccion se emplesd el mismo equipo y condiciones de flujo y
registro, pero en este caso se empled un regulador de fosfatos 0.02 M de pH 7.5 para
equilibrar y para eluir se utilizé un gradiente de NaCl (0-1 M) en el mismo regulador.
Todas las fracciones obtenidas se dializaron contra agna destilada con membranas

Spectrapor con limite de peso molecular de 3,500 Da.

4. Determinacién de actividad de quitinasa

Se ha visto que algunas proteinas con actividad de quitinasa obtenidas de frutas como
aguacate, kiwl y pldtano,® ¥ 3% presentan reactividad cruzada con el latex por lo que
resultaria interesante determinar de manera cualitativa que fracciones del ldtex
presentan dicha actividad para su posterior purificacion.

Fara la determinacion de la actividad de quitinasa se utilizé un método colorimétrico 24
en el cual se emplea un sustrato insoluble, polvo de quitin-azure, al cual se ha unido
covalentemente azul de Remazol. la actividad es proporcional a la liberacion del
colorante, cuya absorbancia es medida a una longitud de onda de 600 nm.

En el experimento se agregé a 1 mg de quitin-azure 1.9 ml de regulador de Tris-HCl

0.05 M de pH 8 y 100ul de la muestra a medir actividad. La mezcla se incubd durante

4 h a 37°C se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 min y se medié absorcién a 600 nm.

12




5. Caracterizacion

5.1 Espectro de absorcion

Una de las mediciones que con mayor frecuencia se lleva a acabo en proteinas es la
absorcién de la luz visible y ultravioleta. Esta técnica se emplea para diversos
propositos que van desde la determinacion de la concentracion hasta la resolucién de
algunas caracteristicas estructurales.

La absorcién espectroscépica es la absorcién de un fotdn por un clectrén, y solo los
fotones con determinado nivel energético son absorbidos. Las protcinas presentan una
absorcién de luz en la region del ultravioleta y tienen un espectro muy caracteristico
con dos mdximos, uno en 200 y otro en 280 nm. La absorcion a 280 nm (la de menor
energia) se debe a la presencia de aminodcidos aromaticos ya que sus electrones se
encuentran estabilizados por el fendmeno de resonancia, y la absorcién a 200 nm se
debe a la union peptidica.s

El espectro de absorcién para las proteinas purificadas se determind preparando una
dilucién de la proteina en agua destilada con una absorcion entre | y 1.5 y haciendo el
barrido de 200 a 800 nm en un espectrofotdometro Pharmacia Biotech modelo
Ultrospec 3000.

5.2 Dispersion dinamica de luz

Esta técnica mide el coeficiente de difusion traslacional de una molécula bajo
movimiento browniano en solucién. Las particulas en movimiento dispersan la luz
monocromatica dando como resultado una fluctuacidon en las intensidades
correspondiente a un movimiento particular. Llevando a cabo el tratamiento adecuado
se puede obtener informacion cuantitativa sobre el comportamiento de particulas
disueltas en solucion, como por ejemplo peso molecular y estado de agregacidn, ya que
la intensidad de la luz dispersada es proporcional al cuadrado de la masa de la
particula en solucion, lo cual se cumple para proteinas de tipo globular.?” La facilidad

con la que una macromolécula cristaliza depende de sus propiedades de solubilidad.
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Las mediciones de dispersion dindmica de la luz sirven para cxaminar el estado de
agregacion y solubilidad de la proteina.

Con el fin de determinar la homogeneidad (nivel de polidispersidad) de la preparacion
pura de la heveina, se realizd un estudio de dispersion dindmica de luz con una

solucién de heveina IAN-710 en concentracion de 22 mg / ml en un equipo DynaPro-
801 TC.

5.3 Electroforesis

La electroforésis es una técnica que permitc separar proteinas con carga por su
migracion en un campo eléctrico, donde la migracién esta en funcion del tamano,
forma y carga de la molécula.

Las proteinas puras fueron caracterizadas utilizando diferentes técnicas

electroforéticas, enfoque isoeléctrico y electroforesis desnaturalizante.

¢ Enfoque isoeléctrico

El enfoque isoeléctrico (IEF) es una técnica de alta resolucion que separa a las proteinas
en base a su punto isoeléctrico. Esto ocurre cuando las proteinas migran a través de un
gradiente de pH cuando se aplica un campo eléctrico. La proteina migra hacia el
electrodo de carga opuesta a la suya, y durante la migracion a través del gradiente de
pH, la proteina gana o pierde clectrones con lo cual su carga neta y movilidad
disminuyen hasta que alcanza un punto en el cual su carga neta es igual a cero, es
decir, cuando el pH es igual a su pl.26

En este caso se corridé un microgel Phast Gel PAGE 3-9, gel homogéneo de
poliacrilamida, con anfolinas Pharmalyte (pl 3-9) en un equipo FPhast System de

Pharmacia

e Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

Este método es ampliamente utilizado para la determinacién del peso molecular de

cadenas polipeptidicas y el andlisis de péptidos. Tas proteinas son disociadas en sus
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cadenas polipeptidicas al agregar dodecil-sulfato de sodio y B-mercaptoctanol, el
primero es un detergente que actita como desnaturalizante y el B-mercaptoetanol sirve
para reducir todos los enlaces disulfuro. Las cadenas unen la misma cantidad de SDS
por unidad de peso (1.4 g de SDS por gramo de proteina) y adquieren una carga neta
negativa, por lo que todas las subunidades tienen la misma densidad de carga de
manera que la separacion se logra de acuerdo al tamario de la molécula.26

En este caso se utilizé un microgel SDS-PAGE Phast Gel gradiente de 8-25 con un
sistema de amortiguador discontinuo y bajo las condiciones especificadas para este gel
en el manual del Fhast System 28

La tincion en los dos tipos de geles se efectud con plata siguiendo la mctodologia

indicada en el manual del Phast System.2s

5.4 Espectrometria de masas

Una de las técnicas mas empleadas para la espectrometria de masas de macromoléculas
es la de electrospray. En esta técnica la proteina es disuelta en un dcido volatil e
introducida en forma de rocio al espectrofotometro. Al entrar la muestra, el disolvente
se evapora rdpidamente en un c¢dmara de vacio debido a una nebulizacién
electrostitica a través de un gradiente de campo eléctrico, dejando las moléculas de
proteina con cargas positivas miltiples, que por medio de presién son fragmentadas.
Los fragmentos son acelerados por un campo eléctrico y desviados por un campo
magnético de acuerdo a su relacion masa-carga, 22

Dos proteinas fueron seleccionadas y analizadas por espectrometria de masas (la
proteina I y la heveina). Para analizar la proteina I, esta se disolvid en dcido
trifluorcacético (ATF) 0.1 % con una matriz de acetonitrilo-ATF y se utilizo el método
MALDI-MS en un equipo KRATOS Analytical, médelo Kompact Maldi. Para la
determinacién del peso molecular de la heveina se utilizoé un equipo de espectrometria
de masas Omega. La muesira se disolvid en H,O:CHsCN en relaciéon 1:1 en voliimen

mas 0.2 % de ATF. En los dos casos, la técnica empleada fue la de electrospray.
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5.5 Pruebas de cristalizacion

¢ Difusién de vapor en gota colgante y gota asentada

Tipicamente, una gota suspendida o asentada contiene a la proteina en disolucion, mas
el agente precipitante (sales, disolventes orgdnicos, etc) a concentraciones de
subsaturacién de la proteina. Esta gota se equilibra contra un volumen mayor del
agente precipitante, en un recipiente sellado. Las disoluciones alcanzan un equilibrio
de presiones de vapor y la proteina en la gota alcanza una concentracion de

supersaturacioén lo que induce la cristalizacion de la misma.?®
Es muy importante notar que todos los reactivos para cristalizacion deben ser de alta

pureza y todas las soluciones deben ser filtradas por membranas de 0.22 pm.

* Difusion de vapor en gota colgante

Con et fin de obtener cristales de heveina de alta calidad cristalogréfica, en una caja
Linbro para cultivo de tejidos (4x6 pozos) se hizo un “screening” variando la
concentracion de la proteina y del agente precipitante (2-metilpentanodiol, MPD) con
el cual se habian obtenido cristales previamente. En cada pozo se colocaron 750 pl de
urt regulador de Tris-HC] 40 mM de pH 8.1 y con agente precipitante en diferentes
porcentajes. Cada pozo se cubre con un cubre objetos siliconizado que contiene
adherida en su parte inferior una gota formada por 5 ul de la solucion de proteina y 5
ul del regulador con agente precipitante. Ver la figura A.

En este trabajo se estudio el efecto de la concentracién de proteina y de agente
precipitante a una temperatura constante de 18 °C.

Las condiciones del experimento se muestran en la tablal.
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Tabla 1. Concentraciones de agente precipitante (MFD) y de heveina empleadas en el

experimento, (% MFD, conc. de heveina en mg/ml), en regulador de Tris-HCl 40 mM

de pH 8.

Carril 1 2 3 4 5 6
A (85,6) |(55,8.1) [(55,10.13) [(55,12.15) |(55, 13.3) |(55, 15.3)
B (60,6) |(60,8.1) [(60,10.13) [(60,12.15) [(80, 13.3) |(60, 15.3)
C (65,6) |(65,8.1) [(65,10.13) [(65,12.15) |[(65,13.3) |(65, 15.3)

El pozo queda de la siguiente manera:

gota ——

s

Figura A

¢ Difusion de vapor en gota asentada

cubreobjetos siliconizado

solucion precipitante

Esta técnica se basa en el mismo principio que la de gota colgante, la diferencia radica

en que en este caso el volumen de la gota es mayor y se coloca en un dispositivo que

cuenta con una depresion en la parte superior, como se puede ver en la figura B.

Gracias a esto es posible obtener cristales de mayor tamaiio.

gota

Figura B

€«—— cubreobjetos

N,Q/]:— pozo

solucién precipitante
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En este caso se utilizé una caja Linbro para cultivo de tejido (4 x 6 pozos) para las
pruebas de cristalizacion. Estas se disefiaron con la finalidad de estudiar el efecto del
pH y el tipo de heveina, ya que se utilizé heveina de diferentes lotes asi como una
heveina a la cual se le modifico quimicamente la tirosina 30 con yodo. El obtener
cristales de yodo-heveina permitiria resolver su estructura tridimensional utilizando el
método de reemplazo isomérfico. Tambien se hicieron pruebas con las isoformas de la
heveina.

En este experimento se colocaron 7.5 ul de proteina y 7.5 ul del agente precipitante en

la gota y 750 ul de este tltimo en el pozo. Las condiciones se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones de agente precipitante y proteina, asi como los tipos de esta,
para el experimento de gota asentada. Tanto en el carril A como en el B se mantuvo

invariable la solucién precipitante que fue Tris-HCl 40 mM de pH 7.1 con MPD al

60%.

1 2 3 4 5
A heveina GV-42 | heveina GV-42 | yodoheveina pseudoheveina
10 mg/mi 12.61 mg/mi 10.62 mg/ml 10 mg/ml
B heveina fresca | heveina [resca heveina heveina
IAN-710 IAN-710 almacenada almacenada
10 mg/ml 10 mg/ml IAN-710 [AN-710
Tris-HCl Tris-HCI 10 mg/ml 10 mg/mi
40mM  de ] 40mM  de Tris-HCI Tris-HCl
pH 7.97 con | pH7.1 con 40mM  de | 40mM  de
MPD al 60% | MFD al 60% pH 7.97 con | pH7.1 con
MPD al 60% | MFPD al 60%
C 1soformal de | Isoformall Isoformalll | heveina
heveina de heveina de heveina IAN-710,
10 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml
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* Método de difusién a través de un gel

En esta técnica lo que se hace es colocar en un capilar entre una solucion de protecina y
el agente precipitante una barrera de gel. El fundamento de esta técnica se basa en el
fenémeno de difusion, sin embargo, cn este caso se le conoce como contradifusion ya
que la proteina y el agente precipitante difunden en sentidos contrarios hacia el gel. Se
utilizaron capilares de 1.2 mm de diametro y un gel de silicatos que se prepara con
una solucién de silicato de sodio p=1.06 g/ml y 4cido acético 1 M. El gel se inyecté
con una jeringa en el centro del capilar formando un tapon de 5 mm
aproximadamente, después se inyectaron 17 ul del agente precipitante (~1.5 cm),
sellando con cera y parafilm ese extremo, y entonces por el otro extremo se inyecto el
mismo volimen de soluciéon de proteina, sellando tambien este otro extremo. El
regulador utilizado fue Tris 40 mM de pli 8.04 y MPD al 55 y 60 %, la heveina se
utilizé en dos concentraciones, 3.94 y 5.02 mg/ml.

El experimento se ve de la siguiente manera, Fig C:

1 g€l I
proteina agente

precipitante

Figura C

* Acupuntura en gel

En este método se aprovechan las propiedades de los geles para formar una barrera
entre la solucidn de proteina y la solucién de agente precipitante, pero permitiendo el
transporte de masa de éste ultimo. Dicho transporte es bastante lento lo que permite

obtener monocristales de buen tamaiio.3!

19



En esta técnica se utilizan cdmaras formadas por dos placas de vidrio con un pequeiio
espacio entre ellas (de manera que quepan los capilares) y selladas en ires de sus
extremos con hule. Se prepardé una solucion de gel de silicatos afiadiendo ml acido
acético 1 M a ml de solucion de silicato de sodio con densidad de 1.06 g/ml y se virtid
en dos cdmaras, dejando polimerizar. Cuatro alicuotas de heveina se tomaron
directamente con los capilares (aprox. 5 cm), dos con concentracion de 22 mg/ml y
dos de 11 mg/mly se insertaron uno de cada uno en el gel de cada camara, entonces se
agrego lentamente la solucion del agente precipitante, en una camara fue MFD al 60 %
y en la otra 80 %, las dos en regulador de Tris-HCl 40 mM de pH 7.1 con azida de

sodio al 0.1 % ( p/v ), finalmente se selld la camara.

B “T—  Solucion precipitante
Scm jl capilar con solucién de proteina
A gel
Figura D

* Difusion de vapor en gota asentada en un recipiente con micropuentes

Para poder determinar el efecto de la concentracion de proteina en la cristalizacion, se
colocaron 6 micropuentes de Hamptom. A cada uno se le agregaron 5 ul de heveina y
5 pl de regulador Tris pH 7.1 con MPD al 60 %. La concentracién de proteina en
mg/ml en cada pozoes: 1=22,2=16, 3=11, 4=8.25, 5=5.5,6=2.75. Enel canal y en
el pozo central se agregd solucién precipitante.

En esta prueba se utilizo un dispositivo como el que se esquematiza en la figura D.
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Fozo

\ Cfmal
l\ —/——-& Micropuente

Figura D

e Microsembrado

La técnica de microsembrado involucra la transferencia de cristales microscopicos de
una fuente de cristales a una solucion de proteina no nucleada, de mancra que provee
a la solucion una superficie regular cristalina preformada para que las moléculas
pucdan agregarse de manera ordenada.

El microsembrado se puede dividir en tres pasos : 1) preparacién de la solucién stock

de sembrado, 2) dilucion repetida de las semillas y 3) el sembrado.*
Se prepararon 4 tubos eppendorf que contenian 90 ul del regulador Tris-HCL 0.1 M,
pH 7.1 MFD al 65, 60, 55 y 50 %. Se tomé una alicuota de 10 ul de una gota que

contenia microcristales de heveina y se transfirié al tubo eppendorf con MPD al 65 %,
agitando en un vortex unos segundos. De aqui se tomd una alicuota del mismo
volumen y se transfirio al siguiente tubo eppendorf con MPD al 60 % y se repitio lo
mismo hasta llegar al MFD al 50 %. Las siembras se hicieron con la ultima dilucién en
el recipiente circular con micropuentes previamente equilibradas por 1 dia y en los

pozos del carril A del experimento de gota asentada.
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¢ Macrosembrado

En esta técnica se transfiere un monocristal preformado y lavado a una solucién
preequilibrada.  Esto con el fin de desarrollar el crecimiento del cristal bajo
condiciones que impidan la nucleacién espontanea.3?

Un monocristal de heveina de la clona IAN-710 obtenido en uno de los experimentos
de gota asentada, se lavo en 1 ml de soluciéon precipitante al 80 % de MFD, luego se
transfirié a una solucion con MFD al 55 % para disolver un poco las caras y por altimo

se paso a un dispositivo de gota asentada preequilibrado con la proteina.

4.6 Difraccion de rayos-X

El monocristal de heveina que se obtuvo en el pozo Bs de las pruebas de difusion de
vapor en gota asentada (MFD 60 %, pH 7.1) se sometié a difraccién de rayos-X
utilizando la técnica de criocongelacion en un equipo RAXIS [[-RIGAKU con generador
de dnodo rotatorio y detector de placa fosforescente.

Esta técnica consiste en colocar una asa de nylon con el cristal en el equipo bajo un
flujo de nitrégeno liquide de manera que este se congele instantaneamente. Fl flujo del
N: fue de IL/h y la temperatura de -~ 160°C

Lo primero que se hace es ver si el cristal difracta y si lo hace a que resolucion, con lo
cual se ve la calidad del cristal. Posteriormente se caracteriza al cristal que consiste en
calcular las dimensiones de la celda unitaria y determinar el grupo de simetria al que

pertenece. Ya caracterizado el cristal se procedié a colectar los datos de difraccién.

4.7 Comparaciéon estructural entre los alergenos proteinicos reportados hasta el

momento y la heveina

Para llevar a cabo el analisis y la comparacion de secuencias entre la Hev b 6.02 y los
alergenos Phl p 2, Bet v 1, la profilina de polen de abedul y Der f 2 se utilizd el
programa Sequaling. Para la visualizacion de la estructura tridimensional se utilizé el
programa QUANTA.
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RESULTADOS y DISCUSION

1. Obtencion de las proteinas
2y 3. Cromatografia de exclusion en gel y cromatografia de intercambio idnico

Para la separacién de las proteinas del latex en base a sus pesos moleculares, los
extractos del suero de la clona GV-42 y del sedimento de las clonas IAN-710 y GV-42
se sometieron a cromatografia de exclusidn en gel AcA54. Se utilizaron dos clonas del
latex para analizar si presentaban el mismo perfil de elucién, si contenian los mismos
alergenos, y comparar su abundancia. Los resultados se presentan a continuacion.

El perfil de elucion del suero de la clona GV-42 precipitado al 100 % de saturacion con
sulfato de amonio se muestra en la Figura 1 y como puede observarse estd compuesto
por siete fracciones. Para determinar que fracciones se iban a purificar se
consideraron los siguientes criterios: abundancia, un punto isoeléctrico por abajo de 7,
ya que los alergenos son en su mayoria proteinas dcidas, y una masa molecular
aproximada entre 15 y 25 KDa porque las fracciones con masas dentro de este
intervalo se dializaron contra agua destilada y se aplicaron a una columna de
intercambio aniénico bajo condiciones que permiticran separar a las proteinas acidas.
La fraccion denominada I (Figura 1) fue la que contenia el mayor numero de proteinas
acidas y un peso molecular aproximado de 15,000 por lo que se selecciond para

continuar su purificacidn.
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Figura 1. Perfil de elucion de la cromatografia de exclusién en gel (columna de gel de
1.6 x 89.5 ¢m, flujo de 11.5 ml/h) del precipitado al 100% de saturacién con sulfato
de amonio proveniente del suero de GV-42. Los tubos conteniendo la fraccion I fueron

colectados y dializados contra agua destilada para su posterior purificacién

La fraccion I (Figura 1) se aplico a una columna de intercambio aniénico y su perfil de
elucion se muestra en la Figura 2, donde s¢ ve que solo hay una fraccion que no es
retenida en la columna y varias fracciones que eluyen a partir de 0.25 M de NaCl. Se
selecciond la fraccion mas acida y abundante, denominada como Prot I, para continuar
su purificacion bajo las mismas condiciones. Aprovechando que ya se tenia la proteina
pura se le determin, cualitativamente, actividad de quitinasa dando resultado positivo.
El peso molecular determinado por espectrometria de masas para esta proteina es de
12,000 y su punto isoeléctrico, determinado por electroforesis, es de 3.9. Hasta el
momento no se ha reportado ninguna proteina alergena del litex o de alguna fruta con
dichas caracteristicas. Sin embargo si se han reportado otras proteinas de mayor peso
molecular con dicha actividad que presentan reactividad cruzada con algunos
alergenos del latex. For lo tanto, seria muy interesante determinar si esta proteina en

estado puro es alergena, ya que todos los estudios que se han realizado para determinar
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la alergenicidad de las proteinas ha sido utilizando un extracto total de proteinas, lo
cual impide determinar con certeza cuales son alergenas y cuales no. Ademas de esto,
también existe la necesidad de estandarizar (trabajar con proteinas puras) los métodos

empleados para determinar alergias en pacientes, asi como las immunoterapias.
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Figura 2. Perfil de elucién de la fraccién I, utilizando una columna de intercambio
anionico DEAE-S8-FW y regulador Tris-1C] 0.05 M, pH 8 con un flujo de 0.5 ml/min.
Los tubos conteniendo a la Prot I se colectaron y se dializaron contra agua destilada

para su recirculacion bajo las mismas condiciones.

El perfil de elucion del precipitado al 65 % de saturacion con sulfato de amonio del
extracto del sedimento de la clona GV-42 se muestra en la Figura 3. Este se compone
de siete fracciones a las cuales se les asigné un niimero empezando por ¢l Il debido a
que el I corresponde a la obtenida del suero. Se realizé una determinacion cualitativa
de actividad de quitinasa a estas fracciones y solo la fraccion 1V di6 resultado positivo.
También se aplicaron a una columna de intercambio anidnico aquellas que tenian
masa molecular entre ~15 y 25 KDa, fracciones IV, V y VI, viendo que dichas
fracciones contenian en su mayoria proteinas basicas, por lo que sdlo se continud con

la purificacion de la heveina.
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Figura 3. Perfil de elucién de la cromatografia de exclusion en gel (columna de gel de
1.6 x 82.5 cm, flujo de 9.5 ml/h) del precipitado al 65 9% de saturacion con sulfato de
amonio proveniente del sedimento GV-42, A todas las fracciones se les determind

actividad de quitinasa pero solo la fraccion IV dié resultado positivo.

El perfil de elucion de la heveina de la clona GV-42 aplicada a una columna de
intercambio anidnico se muestra en la Figura 4, donde se puede observar que hay dos
proteinas muy similares que no se logran separar. Una de estas es la heveina y la otra

la forma molecular denominada pseudoheveina.
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Figura 4. Perfil de clucion de la heveina de la clona GV-42, utilizando una columna de
intercambio anidnico DEAE-S-PW y regulador Tris-HCl 0.05 M, pH8 con un flujo de

0.5 ml/min. Se ve la presencia de dos proteinas, heveina y pseudoheveina.

En el caso de la precipitacion al 100 % de saturacidén con sulfato de amonio del
sedimento de la clona GV-42 se obtuvieron cuatro fracciones, como s¢ observa en la
Figura 5. A estas fracciones se les determiné actividad de quitinasa y solo la fraccién
VII dio positiva. Por cromatografia de intercambio anidnico se vid que la fraccién VIII
es la que contiene proteinas acidas, debido a esto y a su peso molecular aproximado se
escogid para purificacion. La ultima fraccion tambien se sometié a purificacién ya que
corresponde a la heveina y sus isoformas

Es importante mencionar que la heveina presenta un perfil de elucién caracteristico,
sin embargo, su volumen de elucién en este caso fue menor (correspondiente a un
masa de ~12 KDa), de manera que es posible que bajo las condiciones empleadas, ésta

proteina se esté agregando.
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Figura 5. Ferfil de elucion de la cromatografia de exclusién en gel (columna de gel de
1.6 x 89.5 cm, flujo de 10.1 ml/h) del precipitado al 100 % de saturacién con sulfato
de amonio proveniente del sedimento GV-42. En la determinacion de actividad
proteolitica solo la fraccién VII dio positivo. Los tubos contentendo a la fraccién VIII,
con peso molecular aproximado de 25,000, fueron colectados y dializados contra agua

para su posterior purificacion.

La figura 6 presenta el perfil de elucién de la fraccién VI cuando se aplico a una
columna de intercambio anidnico. En ésta podemos ver que se obtuvieron tres
fracciones de las cuales dos corresponden a proteinas 4cidas. Se selecciond la ultima
fracciéon (Prot VIII), debido a su acidez y abundancia para recircularse bajo las mismas
condiciones. El peso molecular y punto isoeléctrico de esta proteina fueron

determinados por electroforesis siendo 17,000 y 4.92, respectivamente.
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Figura 6. Perfil de elucion de la fraccién VI, utilizando una columna de intercambio
aniénico DEAE-S-T'W y regulador de fosfatos 0.02 M, pH 7.97 con un flujo de 0.5
ml/min. Utilizando técnicas electroforéticas se determind un masa molecular de 17

KDa y un punto isoeléctrico es 4.92 para la proteina IX.

El perfil de elucidn del sedimento de la clona IAN-710 al 100 % de saturacidn se
muestra en la Figura 7 y se puede observar que solo se tiene heveina y sus isoformas a
diferencia de la clona GV-42, que presenta otras dos fracciones. Esto es un indicio de
la diferencia en abundancia de las proteinas entre diferentes clonas, tambien se nota
que en el caso de la clona IAN-710 es posible separar mejor la heveina de sus
isoformas. La fraccion de la heveina se dializd contra agua destilada y se sometié a

cromatografia de intercambio anidnico.
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Figura 7. Perfil de elucion de la cromatografia de exclusion en gel (columna de gel de
1.6 x 115 em, flujo de 10 ml/h) del precipitado al 100 % de saturacidn con sulfato de
amonio proveniente del sedimento IAN-710. Solo se aprecian dos fracciones, la

primera fraccion corresponde a la heveina y la segunda a sus isoformas.

En la figura 8 se presenta el perfil de elucion de la heveina de la clona IAN-710
cuando se aplicé a una columna de intercambio anidnico y se ve que se encuentra
practicamente pura. Es claro que la heveina proveniente de la clona IAN-710 se
separa mejor de sus isoformas que la de la clona GV-42, desde su separaciéon por

exclusion en gel.
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Figura 8. Perfil de elucion de la heveina de la clona [AN-7 10, utilizando una columna

de intercambio aniénico FOROS HQ/H y regulador Tris-HCl 0.05 M, pH7.41, con un
flujo de 3 ml/min.
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3.1 Rendimiento

La Tabla 3 presenta los rendimientos en peso de las proteinas purificadas a partir de

suero y sedimento del latex de Hevez brasiliensis de las clonas IAN-710 y GV-42,

Tabla 3. Rendimientos en peso de las proteinas purificadas.

Extracto g totales mg de % en peso
proteina

sucro GV-42, prot] 22.2 (seco) 2.1 9.4 x 10-3

sedimento GV-42, protVIil 99.6 (humedo) 0.19 1.9x 10-4

sedimento [AN-710, heveina | 60.1 (hiimedo) 44.97 0.19

El porcentaje en peso de estas proteinas cs congruente con su abundancia cn el latex, sin
embargo, no es muy exacto ya que los rendimientos se calcularon a partir de extractos

hiimedos.

4. Determinacién de actividad de quitinasa

Como ya se mencioné en la metodologia, existen proteinas alergenas de frutas como kiwi,
aguacate y platano con actividad de quitinasa, que presentan reactividad cruzada con
algunas proteinas del litex. For tal motivo consideramos interesante identificar las
proteinas del latex con dicha actividad para determinar, en un futuro, si causan alergias
y sl es asi, entonces continuar con estudios estructurales. A la fecha solo se ha reportado
la estructura tridimensional de la hevamina (quitinasa bdsica de F.M. de 29,0000) del
latex de Hevea brasiliensis. 1

Se determind cualitativamente actividad de quitinasa de las fracciones del sedimento de
GV-42 precipitado al 65 y 100 % de saturacion, ya que se ha reportado la presencia de
quitinasas en los cuerpos lutoides (vacuolas). Aprovechando que la proteina | ya se habia
purificado, también se le determiné actividad, dando un resultado positivo.  Los

resultados se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Determinacion de actividad quitinasa en las fracciones del sedimento del litex y

la proteina |, del suero.

Muestra Actividad quitinasa
proteina [ (suero de GV-42) positiva
fraccion 11 (Sedimento de GV-42) negativa
fraccion 11 (Sedimento de GV-42) negativa
fraccion IV (Sedimento de GV-42) positiva
fraccion V (Sedimento de GV-42) negativa
fraccion VI (Sedimento de GV-42) negativa
fracciéon VII (Sedimento de GV-42) positiva
fraccion VIII (Sedimento de GV-42) negativa

5 Caracterizacion

5.1 Espectros de absorcidon

Los espectros de absorcion obtenidos para las proteinas 1 y VIII mucstran un perfil

caracteristico de proteina con médximos de 200 y 280 nm.

hombro caracteristico centrado en 290 nm.

5.2 Dispersion dinamica de luz

La heveina presenta un

Con el fin de determinar la homogeneidad de la muestra de heveina se realizdé un

experimento de dispersiéon dinamica de luz. Los resultados obtenidos con una solucién

de heveina de 22 mg/ml se pueden ver en la tabla 5.
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Tabla 5. Datos de dispersion dinamica de luz de una solucién de heveina de 22 mg/ml.

# Tiempo | Ampl. | Coef | Radio | Polid. | P.M. | Temp | Ctas/ | Linea | error
min:sec Dif, {nm) (nm) Est. | °C § Base
1 5:34 0.640 1509 1.6 0.618 10K 25.6 194 1.004 1.780
2 6:12 0.747 1452 1.7 0.677 HK 258 194 1.014 4.552
3 6:50 0.787 1484 1.6 0.663 10K 258 190 1.010 5719
4 7:29 0.818 1483 1.7 0.663 11K 259 188 1.009 4,484
5 9:27 0.870 1496 1.6 0.636 10K 26.1 185 1.006 3.976
6 10:06 0.717 1495 1.6 0.593 10K 258 189 1.005 2.584
7 11:22 0.754 1544 16 0.381 10K 26,3 184 1.003 2.357
8 12:03 0.793 1539 1.6 0.481 10K 26.4 181 1.003 1.746

Ampl=amplitud; Coef. Dif.=coeficiente de difusion: Polid=polidispersidzd: P.M. Est.= peso molecular estimado: Ctas s.=cuentas por segundo

Los datos obtenidos indican que a la concentracion de 22 mg/ml en la solucién de
heveina predomina el dimero ya que el experimento da un valor de masa molecular de
~10 KDa cuando la masa molecular de esta proteina es de 4.7 KDa. Sin embargo, los
cristales de heveina de soluciones de 10 mg/ml contienen un monomero en la celda
unitaria '8, por lo que podemos decir que a concentraciones mayores a 20 mg/ml la
heveina se agrega en forma dimérica. Como puede apreciarse, la proteina es homogénea
(monodispersa) ya que el valor de polidispersidad es menor a 1. La obtencion de cristales
del dimero seria posible, sin embargo, las condiciones de cristalizacion podrian ser

diferentes a las empleadas en el caso del monémero.

5.3 Electroforesis

En relaciéon a las técnicas electroforéticas los resultados obtenidos se presentan en la
Tabla 6. Se determiné ¢l peso molecular de la proteina VIII y se vid que la heveina dio
una banda correspondiente a ~11 KDa y otra de ~60 KDa. Este resultado nos indica que
posiblemente, a la concentracion que se aplicé la muestra esta se encontraba agregada y
las condiciones de desnaturalizacién no fueron suficientes para impedir las interacciones

intermoleculares de la heveina. En el caso de la proteina I no se observé ninguna banda
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en la determinacion de peso molecular bajo condiciones desnaturalizantes, esto puede
deberse a que la cantidad de muestra aplicada no fue suficiente o que la técnica de
tincion no es adecuada para esta proteina (hay evidencias de que las proteinas del latex
son de dificil tincién). Tambien se determinaron los puntos isoeléctricos de las proteinas
Iy VIIL

Tabla 6. Feso molecular y punto isoeléctrico de las proteinas I, VIII y heveina,

determinados por electroforesis.

Muestra Peso molecular (Da) Punto isoeléctrico
Proteinal  Jaeeees 3.9

Proteina VIII 17 000 4.92

heveina ~11000y~60000  |-~v---

5.4 Espectrometria de masas

Como ya se menciond en ¢l punto anterior, no se pudo determinar el peso molecular de
la proteina 1, del suero de la clona GV-42, mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes, posiblemente esto se debié a que la concentracion a la que sc aplico la
muestra no fue suficiente . Sin embargo fue posible hacerlo por espectrometria de masas
utilizando el método Maldi-MS, el resultado obtenido fue de 12,000.

El peso molecular determinado por espectrometria de masas de la heveina es de 4,717 y
su espectro se puede ver en la figura 9. Este resultado no concuerda con lo obtenido en
los resultados de la cromatografia de exclusion en gel ya que tenia un volumen de
elucion correspondiente a un peso molecular aproximado 15 KDa, lo que nos indica que
en las condiciones de separacion por exclusion esta proteina se encuentra agregada. Para
corroborar esto seria necesario repetir el experimento pero equilibrando a la columna
con guanidina 6 M o urea 8 M evitando de esta forma estados de agregacién. Se observod
el mismo fendmeno de agregacion en la electroforesis para determinacién de peso

molecular.
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Figura 9. Espectro de masas de la heveina determinado por la técnica de electrospray, en

un espectrometro de masas Omega.

5.5. Pruebas de cristalizacion

Las condiciones de cristalizacion de la heveina ya se habian determinado en nuestro
laboratorio’®. Con el fin de obtener cristales de esta proteina de mejor calidad
cristalografica, que difractaran a una resolucién mejor que 2.8 A, se prepararon varios
métodos y condiciones. Dichos métodos nos permitieron estudiar algunos parametros

que afectan la obtencion y crecimiento de cristales como concentracién de proteina y de
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agente precipitante, el pH, el volumen de la muestra a cristalizar y la velocidad de

difusiéon dependiendo del método empleado.

¢ Difusién de vapor en gota colgante

Después de 5 dias de haber puesto las pruebas se observé que en varias gotas con MPD al
55y 60 % se formaron agregados cristalinos. En la gota con mayor concentracion de
proteina y menor concentracion de agente precipitante se formaron también agregados
cristalinos. En la gota con MPD al 60 % y proteina en concentracion de 13.3 mg/ml se
formaron dos cristales muy pequefios. En todas las gotas con MPD al 65 % se formo
precipitado y hasta después de 18 dias crecieron algunos cristales pequefios.

Estos resultados indican que el proceso de cristalizacion se llevd a cabo rapidamente de
manera que se formaron muchos nucleos cristalinos que dieron lugar a muchos cristales,
a pesar de esto se puede ver que los resultados mas favorables se dieron en las pruebas

con agente precipitante MFD al 60%.

¢ Difusion de vapor en gota asentada

Los experimentos de gota asentada con diferentes tipos de heveina y sus isoformas dieron
los siguientes resultados:

En A, se obtuvieron cristales de mala calidad después de 22 dias y en A; despucés de 28
dias se formd precipitado. En B, se formaron agregados cristalinos al cabo de una
semana pero en Bs se formaron monocristales de los cuales uno se ve con caracteristicas
adecuadas para difraccion de rayos-X. Después de un mes y medio se formd un
monocristal en Bs.

- Al cabo de 4 meses se obtuvieron esférulos en dos pozos, C: y Cs, y varios cristales
creciendo del mismo niicleo en pozo C,.

Como se puede apreciar, ésta técnica permite obtener mejores resultados que la de gota
colgante, el aumento en ¢l tamafio de la gota posiblemente es un factor determinante
para la obtencidon de monocristales de tamano adecuado de heveina. Ademas es

interesante mencionar que el nimero de cristales es menor por lo que se favorece su

crecimiento.
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Las condiciones empleadas permitieron obtener cristales con caracteristicas adecuadas
para estudios de difraccion de rayos-X (figura 10) por lo que dichas condiciones se

probaron con otros métodos. Los cristales de mejor calidad se obtuvieron utilizando

regulador Tris-HCl 40 mM pH7.1 con MPD al 60 % y crecieron al cabo de quince dias.

Figura 10. Cristal de heveina IAN-710 con dimensiones aproximadas de 0.7x0.4x0.08

mm, formado en una solucién con MFD al 60 % en regulador de Tris-HCL 40mM de pH
7.1,

* Metodo de difusion a través de un gel
En este experimento los resultados fueron negativos, no se observé la formacion cristales,
Esto podria deberse a que la barrera de gel fue tan pequefia que el proceso de

contradifusion se llevé a cabo répidamente, por lo que la proteina pudo haber

precipitado en las mallas del gel.
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® Acupuntura en gel

En uno de los capilares insertados en gel, ¢l de 0.5 mm de diametro, se formo un cristal
de muy mala calidad, con estrias, ademas la solucién de MFD adquirié un color
amarillento que al parecer se debidé a la disolucion del hule empleado para sellar la
camara, de manera que las condiciones de cristalizacion se vieron afectadas.

En los otros capilares no se observé nada.

¢ Recipiente con micropuentes

En la prueba del dispositivo con micropuentes se estudio el efecto de la concentracion de
proteina bajo las mismas condiciones en las que se observd el crecimiento de
monocristales, esto es con regulador Tris-HCI 40 mM pH7.1 con MPD al 60 %. Se vio
que a mayor concentracidn de proteina mayor rapidez en el crecimiento de los cristales.
En la gota con concentracién de 22 mg/ml se formaron agregados cristalinos y en la gota
con 8 mg/ml se formé un monocristal despues de tres dias. En las otras gotas no se

observé nada hasta que se hizo microsembrado.

* Microsembrado

Después de realizar el microsembrado en el carril A de las pruebas de gota asentada, se
formaron varios cristales (agregados cristalinos y esférulos) en todas las pruebas excepto
cuando se uso yodoheveina, la cual no se logro cristalizar en las condiciones descritas.

En el experimento de concentracién con micropuentes se obtuvé un monocristal en una
de las gotas con heveina en 5 mg/ml y dos cristales en una de las gotas con proteina en

2.75 mg/mly en las demds gotas se obtuvieron policristales.

¢ Macrosembrado
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El cristal que se uso para el macrosembrado obtenido en las pruebas de difusion en gota

asentada no crecio, pero crecieron varios cristales muy pequefios en la gota.

5.6 Difraccion de rayos X

Caracterizacion del cristal de heveina

El cristal de heveina que se obtuvo en el experimento de difasion en gota asentada se
utilizé para estudios de difraccion de rayos-X, las dimensiones aproximadas del mismo
eran de 0.7x0.4x0.08 mm. Se determind que es ortorrémbico y pertenece al grupo
espacial P2,2,2, con dimensiones de la celda unitaria y los dngulos de a=31.77 A,
b=60.06 A, c=22.09 A, a=90°, B=90° y y=90° y difracté a una resolucién de 1.6 A.
Este cristal fue utilizado para colectar datos de difraccion de rayos X para determinacion
de la estructura a dicha resolucién. Es interesante mencionar que este cristal pertenece a

un grupo espacial diferente al del cristal a partir del cual sc obtuvo la estructura a 2.8 A.

5.7 Analisis estructural de proteinas alergenas

Como ya sc menciond al principio de este trabajo, en los ultimos afos sc han
incrementado los casos reportados de alergias al latex, asi como a otras otras proteinas de
polen de plantas, de frutas, de insectos, etc. Debido a esto, los estudios sobre alergenos se
han incrementado permitiendo recabar mayor informacién sobre ellos. Hasta el
momento solo se encueniran reportadas unas cinco estructuras iridimensionales de
proteinas alergenas, las cuales pertenecen al grupo de alergenos del tipo de inhalacion.
Las proteinas alergenas del litex pertenecen al tipo de contacto y sélo del principal
alergeno hev b 6.02 (heveina), se tiene la estructura tridimensional a una resolucion
media.

En los estudios inmunologicos que se han realizado con estas proteinas se ha observado
un fendémeno conocido como reactividad cruzada. Esto se refiere a que anticuerpos o
receptores de células T para un alergeno pueden reconocer alergenos de otras fuentes
con epitopos similares, lo que indica que dichos alergenos comparten de alguna manera
epitopos de IgE o de células T. En el caso del latex se ha visto que existe reactividad
cruzada con maleza, heno, artemisa, ambrosia, papa, kiwi, aguacate, etc. 3% 3 lo que

podria considerarse como un indicio de que comparten algun epitopo. Aunado a esto, se
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ha observado que muchas de las proteinas alergenas, independientemente de la fuente,
pertenccen al grupo de las proteinas PR (por sus siglas en inglés que se refieren a
Pathogen Related), teniendo alguna funcion en el mecanismo dc defensa del
organismo.34 35

En este trabajo se realizo un analisis de las estructuras tridimensionales de alergenos
reportadas hasta el momento y se compararon con la heveina. En la tabla 6 se presentan
las proteinas alergenas de las cuales se han reportado sus estructuras primarias y
terciarias, asi como algunas de sus caractcristicas.

Primero se llevé a cabo una busqueda de regiones que tuvieran alguna homologia a nivel
de estructura primaria, centrandonos en las regiones correspondientes a los epitopos
(regiones de la proteina reconocidas por un anticuerpo). En este caso no es posible hacer
un alineamiento sobre toda la secuencia ya que se trata de proteinas de mayor peso
molecular a la heveina por lo que no seria valido.

Centrandonos en las regiones que contenian epitopos se determind que existen regiones
pequenias entre las proteinas alergenas y la Hev b 6.02 con cierta homologia. El mayor
porcentaje de homologia se observé entre Ia profilina del polen de abedul, y la heveina.
Como ya se¢ menciond, dicha homologia es en la region de los epitopos en las dos
proteinas.

Analizando estas observaciones sobre las estructuras primarias nos podemos dar cuenta
que dichas proteinas, a excepcion de la profilina, no comparten epitopos continuos o
lineales, que son aquellos que s¢ componen de un segmento continuo de la cadena
polipeptidica. Sin embargo, existe otro tipo de epitopos conocidos como
conformacionales o discontinuos, en donde el sitio esti compuesto por segmenios de la
proteina que son discontinuos, en la estructura primaria, pero que se encueniran
cercanos en la estructura tidimensional debido al plegamiento de la proteina 3. Los
anticuerpos producidos para una proteina nativa, generalmente reconocen epitopos
discontinuos pero tambien pueden reconocer fragmentos peptidicos de esta. Los
anticucrpos producidos para fragmentos peptidicos rara vez reconocen a la proteina
nativa.

Por tales motivos también se llevé a cabo un anilisis estructural para ver si existia algtn
epitopo discontinuo compartido por estas proteinas y lo que se observo fue que todas
estas tienen algunos residuos aromaticos expuestos en la superficie, formando una
pequena protuberancia. Es importante mencionar que dichos aminodcidos forman parte
de epitopos determinados experimentalmente. En el caso de Ia Hev b 6.02, la profilina y

el alergeno Der f 2 se utilizaron péptidos sintéticos Yy s¢ probaron con suero de personas
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alérgicas conteniendo IgE 353839, Para la determinacion de los epitopos del alergeno Bet

v 1 4% se hicieron experimentos de proliferacion de células T. En la tabla 7 se muestran

los residuos correspondientes a los epitopos lineales asi como los residuos ardmaticos que

forman la protuberancia, la cual se puede observar claramente en color verde en las

Figuras 11A, 11B,11Cy 11D.

Tabla 7. Epitopos de las proteinas alergenas cuya estructura tridimensional ya ha sido

reportada.

Proteina | Fuente Epitopos Residuos
aromaticos
formando una
protuberancia

Hev b | Latex (Hevea | 13 24 21 23 30

6.02 brasiliensis ) FNNLCCSQWGWC W, W, Y

35 29 36

EYCSFDHN

Phlp 2 Heno | eemeee D 6 23 68 78

87 (Phleum LY F F

pratense)

profilina | Polen de abedul | 2 20 36 127

38 SWQTYVEHLMLDIDGQGE W, Y, Y

28 47
VGHDGSVWAQSSSFFQFKPQ
108 133
TEEPVTPGQCNMVVERLGDYLIDQGL
Der f 2 Acaro del polve | 7 10 15 75
39 (Dermatofagoid |D N K F
e farinae ) 73 75 77 78
C F K C
Bet v 1 Pélen Toda excepto los residuos 48-59 150 158
40 (Betula Y, Y
VeITuCcosa)
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Con estos resultados se podria pensar que esta region rica en aromaticos y expuesta al
disolvente, aunque es similar pero no idéntica, es un epitopo discontinuo gracias al cual
se presenta el fendmeno de reactividad cruzada.
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Figura 11. Estructuras tridimensionales de: proteina alergena del polen de abedul
(profilina), A; proteina alergena del polen de Betula verrucosa (Bet v 1), B; proteina
alergena del litex de Hevea brasiliensis (heveina), C y proteina alergena del heno de
Fhelum pratense (Phl p 2) , D. Las a hélices se muestran en azul, las hojas B en naranja,
los giros en rojo y los residuos aromiticos que forman parte de epitopos y se encuentran
expuestos en la superficie, en verde.
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Conclusiones

Se purificaron tres proteinas acidas del latex de Hevea brasiliensis , la heveina y otras
dos proteinas, a las cuales se les determiné peso molecular y punto isoeléctrico. Es
necesario continuar con su caracterizacion, realizar pruebas de hipersensibilidad para
saber si son alergenas y de cristalizacion para obtener su estructura tridimensional.
También se identificaron las fracciones con actividad de quitinasa, ya que se ha visto
que hay proteinas alergenas de frutas como kiwi, aguacate y platano con dicha
actividad que presentan reactividad cruzada con las proteinas del latex. Esto nos
sugiere que dichas proteinas comparten algin epitopo, de mancra que seria
sumamente Inleresante purificar a las proteinas del ldtex con esta actividad,
determinar si son alergenas y realizar estudios estructurales para analizar los posibles
epitopos asi como buscar la presencia de dominios de heveina (algunas de las proteinas
alergenas de frutas con actividad de quitinasa presentan dominios de heveina, por
ejemplo la endoquitinasa del aguacate con peso molecular de 30,000 42).

La heveina se empleo en diversos experimentos de cristalizacion va que se buscaba
obtener cristales de buena calidad que permitieran obtener una estructura a una
mayor resolucién que la reportada anteriormente. De esta manera seria posible
detcrminar con mayor precision la conformacién de los residuos expuestos al
disolvente, asi como también las moléculas de disolvente involucradas en el sitio de
reconocimiento de carbohidratos y posible epitopo.

Encontramos que el método de difusién de vapor en gota asentada, utilizando como
agente precipitante el MPD al 60% en Tris-HCl 40 mM, pH7.1, fue el mejor para la
obtencion de monocristales de heveina que difractaran a una resolucién de 1.49 A. Se
colectd una serie de datos con un anodo rotatorio a -160°C. Utilizando los otros
métodos tambien se obtuvieron cristales, sin embargo la calidad no fue la adecuada
para estudios cristalograficos.

En el experimento donde se probaron varias concentraciones de proteina se vio que
estd fue determinante en el crecimiento de los cristales, siendo la mas adecuada la de
10 mg/ml, ya que en el caso de concentraciones mayores se tienen agregados tal como
se pudo apreciar en el experimento de dispersién dinamica de luz. Por lo tanto,
posiblemente 2 dichas concentraciones se requiere de condiciones de cristalizacion

diferentes para la formacion de monocristales. En el caso de concentraciones menores




se vio que no hubo formacién de cristales, lo que nos indica que estas condiciones no
son suficientes para alcanzar la sobresaturacién e iniciar el proceso de cristalizacién
sino que es necesario hacer algun tipo de sembrado para obtener los cristales de
nucleos preformados.

La caracterizacion del cristal a partir del cual se obtuvieron los datos de difraccion
indica que en estas condiciones la morfologia del cristal, el grupo espacial y las
dimensiones de la celda son diferentes de los cristales empleados para la determinacion
de la estructura tridimensional de 1a heveina a 2.8 A.

Por otra parte, al realizar el analisis estructural de los alergenos reportados se observé,
que todos ellos presentan una zona de residuos aromaticos expuestos al disolvente y
cercanos entre si, a pesar de estar separados en la estructura primaria. Es interesante
notar que dichos residuos son parte de los epitopos de estas moléculas. For tanto, es
posible sugerir que en la reaccidon alérgica podria estar involucrado este epitopo
conformacional, que es compartido por estos alergenos a pesar de ser moléculas muy
diferentes en cuanto a tamafio, secuencia de aminoacidos y estructura. Otro aspecto
importante que podria apoyar esta hipotesis es el fenémeno de reactividad cruzada, en
el cual se ha determinado que un alergeno puede ocasionar una reaccién de
hipersensibilidad en un paciente alérgico a otra proteina. Como ya se menciond, se
han reportado casos de reactividad cruzada con aguacate, kiwi, platano. Posiblemente
estas frutas contengan alergenos con dominios de heveina o presenten un epitopo

conformacional como el propuesto en este trabajo.
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