
 
UNIVERSIDAD NACIONAL 
AUTÓNOMA DE MÉXICO 

 
 
 

PROGRAMA DE MAESTRÍA Y DOCTORADO 
EN CIENCIAS BIOQUÍMICAS  

 
INSTITUTO DE QUÍMICA 

 
 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DEL ALÉRGENO  HEV B 1 
DE Hevea brasiliensis. 

CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA. 
 
 

T  E  S  I  S 
 

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE: 
 

MAESTRO EN CIENCIAS  
 

P      R      E      S      E      N      T      A: 
 
 

Biol. Gerardo Vázquez  Del Angel. 
 
 

Tutor: Dra. Adela Rodríguez Romero. 

Instituto de Química 
 
 
 
 
 

MÉXICO, D. F.     NOVIEMBRE  2012 
  



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 





 

 

 

 

Ciencias 

PROGRAMA DE MAESTRÍA y DOCTORADO 
EN CIENCIAS BJOQUÍMJCAS 

IBT IIBM 

GERARDO V ÁlQUEZ DEL ANGEL 
Alumno (a) de la Maestría en Ciencias Bioquímicas 
Presente 

P~CK:B/ 1 57/20 12 

los miembfos del Subcomilé Academico en reurión ordinario del día 13 de Febfero del presente, 
conocieron su soicitud de asignación de JURADO DE EXAMEN poro optar por el g rado de MAESTRO 
EN CIENCIAS (BIOQUIMICAS), con lo réplica de lo tesis MClonación y ~lCpr~sión del alfrgeno Hev b 
1 de Hellea bros H iensis. Caracterización bioquímica e inllUnológica", dirigido por lo Dra. 
Adela Rodriguez Romero. 

De su an6lisis se acordó nombrar el siguiente jUfOdo: 

PRESIDENTE 
VOCAL 
VOCAL 
VOCAL 
SECRETARIO 

Dr. Ismael Bustos Joimes 
Dr. Roberto Arreguín Espinoso de 10$ ~onte(os 
Oro. Alejandro Hem6ndez Sontoyo 
Dr. Horacio Reyes VIVOS 

Dra. Claudia Rodriguez Almozón 

Sin aIro particular por el momenlo, aprovecho lo ocasión poro envior1e un cordial saludo. 

Atentament e 
MPOR MI RAZA HABLARÁ El ESP(RrTU· 
Cd. UnlversHario, D.f ., a 24 de febrero de 2012. 

DR.ROG~ 
COORDINADOR DE ENTIDAD 

C.c.p. Archivo 

~ias 

Cif,Dciu Bi 

PROGRAMA DE MAESTRÍA y DOCTORADO 
EN CIENCIAS BIOQuíMICAS 

GERARDO V ÁlQUEl DEL ANGEL 
Alumno (a) de la Maestña en CIencias BIoquímIcas 
Presente 

P~CX:B/ 1 57/2012 

Los miembfos del Subcomité Acodemico en reunión ordinario del día 13 de Febfero del presente, 
conocieron su soicilud de osignoción de JURADO DE EXAMEN pOfO optor por el grodo de MAESTRO 
EN CIENCIAS (BIOQUIMICAS), con lo réplico de lo tesis MClooación y ~xpr~slón del aUrgeno HeY b 
1 de He\lea brosH il!'tlSÍ5 , Caracterización bloquimlca e lneunológlca", dirigido por lo Oro. 
Adela Rodriguez Romero. 

De su ooólisis se ocordó nombror el siguiente jurodo: 

PRESIDENTE 
VOCAL 
VOCAL 
VOCAL 
SECRETARIO 

Dr. Ismoel Bustos Joimes 
Df. Roberto Arreguín Espinoso de 10$ Monteros 
Dra. Alejandro Hem6ndez Sontoyo 
Dr. Horodo Reyes VIVOS 
Qm. Cloudia Rodóguez AJmozón 

Sin airo particular por el momento, oprovecho lo ocasión poro enviarte un cordial saludo. 

Atentamente 
MPOR MI RAZA HABLARÁ EL ESprRITU" 
Cd. Unlvenltar1a, D.f ., a 24 de febrero de 2012. 

D • . • OG~ 
COORDINADOR DE ENTIDAD 

e.C.p. Archivo 

RRS' I99 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Xá Åâç yöv|Ä vÜxxÜ ÄÉ Öâx t âÇÉ Äx zâáàt É Äx vÉÇä|xÇx? 

xá Åâç w|y•v|Ä vÜxxÜ xÇ Ät äxÜwtwA 

 

ZA iöéÖâxé 

 

 

 

 

 



 i 

AGRADECIMIENTOS 

 

A la Universidad Nacional Autónoma de México, el lugar que más amo de 

México, donde he aprendido muchas cosas y he pasado muchos de los mejores 

momentos en la vida. 

Al posgrado de Maestría y Doctorado en Ciencias Bioquímicas.  

A la Dra. Adela Rodríguez Romero por su ayuda, consejos y dirección para la 

realización de esta tesis. 

A la Dra. Patricia Cano Sánchez por la ayuda, asesoría y aportaciones recibidas 

durante la realización de este trabajo. 

A la Dra. Romina Rodríguez Sanoja por la ayuda, asesoría recibida y la estancia 

en su laboratorio durante la realización de este trabajo. 

A los miembros del comité tutoral: Dra. Romina Rodríguez Sanoja y Dr. Ignacio 

Camacho Arroyo. 

A los miembros del jurado que revisaron esta tesis, por sus comentarios y 

aportaciones. 

A mis compañeros e investigadores del laboratorio y del Instituto de Química: 

Gaby, Anayetzin, Ángela, Carmen, Flor, Joanna, Mónica, Siseth, Christian, Efrén, 

Ernesto, Gabriel, Israel, Dr. Barbarin y otros que no menciono pero que me 

ayudaron y alentaron gracias por su apoyo, consejos y amistad. 

Se agradece al CONACyT por financiar el proyecto con el No. de convenio 

82947. 

 

 

 
 
 



 ii 

DEDICATORIA 

 

A mi Señor y Dios Hashem Adonai Elohim. 

A mi Señor y Dios Ruach Hakodesh.  

A mi Señor y Dios Yeshua Ha'Mashiach. 

Gracias por la vida, la ciencia, por este planeta y la maravillosa oportunidad de 

existir en él. 

A mis Hijas el motivo de mi felicidad: Zoe, Heli y Mia. 

A Gaby, mi esposa, por mi hija y por toda la ayuda en esta tesis. 

A mis padres Artemio y Rosa por permitirme la vida y por todo lo que me han 

enseñado en estos años. 

A mis compañeros del instituto, laboratorio y posgrado con mucho cariño. 

A mis hermanos, familiares y amigos que con su ayuda me han impulsado a 

superarme. 

A mis hermanos en la fe que siempre han estado ahí bendiciéndome y 

alentándome a seguir adelante. 

 

 

 

 

 
 
 



 iii 

ÍNDICE 

 

AGRADECIMIENTOS .................................................................................... i 

DEDICATORIA ............................................................................................. ii 

ABREVIATURAS ........................................................................................ viii 

RESUMEN.....................................................................................................1 

INTRODUCCIÓN ...........................................................................................2 

Látex y proteínas ...................................................................................................... 2 

Alergia al látex .......................................................................................................... 3 

Proteínas alergénicas ............................................................................................... 4 

Hev b 1 ...................................................................................................................... 6 

Factor de elongación del hule ................................................................................... 7 

Hev b 1, uno de los más importantes alérgenos del látex ........................................ 8 

Hev b1 y Hev b 3 .................................................................................................... 10 

HIPÓTESIS ................................................................................................ 12 

JUSTIFICACIÓN......................................................................................... 13 

OBJETIVO .................................................................................................. 14 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS ........................................................................ 14 

MATERIAL Y MÉTODOS ............................................................................ 15 

Clonación del gen de Hev b 1 ................................................................................. 15 

Sobre-expresión de la proteína recombinante MPB-Hev b 1 .................................. 15 

Sobre-expresión de la proteína recombinante Trx-Hev b 1 .................................... 16 

Purificación de la proteína recombinante Trx-Hev b 1 ........................................... 16 

Corte con enteroquinasa ......................................................................................... 17 

Purificación de Hev b 1 por cromatografía líquida de alta presión (HPLC) en fase 

reversa .................................................................................................................... 17 



 iv 

Caracterización de Hev b 1..................................................................................... 17 

A) Espectrometría de masas. ...................................................................................... 17 

B) Dicroísmo circular. ................................................................................................. 18 

C) Predicción de estructura terciaria. ........................................................................ 18 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN .................................................................... 19 

Diseño de vectores .................................................................................................. 19 

Amplificación por PCR del gen de la proteína Hev b 1 ........................................... 19 

Ligación del gen de Hev b 1 en los vectores de expresión pMALc2X y pET32a .... 22 

   Expresión de la proteína pMBP-Hev b 1 ................................................................. 25 

Expresión de Trx-Hev b 1 ....................................................................................... 27 

Dicroísmo circular y predicción de estructura terciaria ......................................... 34 

Modelado tridimensional ........................................................................................ 36 

PhCPN de Pyrococcus horikoshii y Hev b 1 ............................................................ 41 

CONCLUSIONES ........................................................................................ 44 

PERSPECTIVAS ......................................................................................... 46 

BIBLIOGRAFÍA .......................................................................................... 47 

APÉNDICE ................................................................................................. 56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 v 

ÍNDICE DE TABLAS 

 

Tabla 1. Alérgenos de Hevea brasiliensis reconocidos por el Sub-Comité 

de Nomenclatura de la WHO/IUIS (Modificado de esta misma 

fuente) ............................................................................................................................... 5 

Tabla 2. Contenido de estructuras secundarias determinado por el 

programa SELCON3 ................................................................................................. 35 

 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1. Secuencia de aminoácidos de Hev b 1 ...................................... 10 

Figura 2. Alineamiento de secuencias de aminoácidos obtenidas del 

GenBank .................................................................................................... 11 

Figura 3. Construcciones para la expresión de Hev b 1 ........................... 19 

A) Construcción correspondiente a la proteína de fusión MBP-Hev b 1 .... 19 

B) Proteína de fusión Trx-Hev b 1 .............................................................. 19 

Figura 4. Amplificación del gen de Hev b 1 ............................................. 20 

Figura 5. Amplificación del gen de Hev b 1 a partir de cDNA-h de hojas 

jóvenes ...................................................................................................... .21 

Figura 6. Restricción de vectores y gen de Hev b 1 con EcoR1 y HindIII 22 

Figura 7. Análisis por restricción de las clonas obtenidas ...................... 24 

A) Trx-Hev b 1 digeridas con XbaI y SacI ................................................... 24 

B) MBP-Hev b 1 digeridas con DraI y SacI ................................................. 24 

Figura 8. Cinética de expresión de MBP-Hev b 1 en BL2 (DE3) pLysS .... 25 

Figura 9. Espectro de masas MALDI-TOF ................................................. 26 

Figura 10. Cinética de expresión de Trx-Hev b 1 en C41 ......................... 28 

A) Fracción soluble del lisado celular ........................................................ 28 



 vi 

B) Fracción insoluble del lisado celular ..................................................... 28 

Figura 11. Solubilización de Trx-Hev b 1 ................................................. 29 

Figura 12. Purificación de Trx-Hev b 1 ..................................................... 30 

Figura 13. Espectro de masas MALDI-TOF de Trx-Hev b 1 ...................... 31 

Figura 14. SDS-PAGE Cinética de digestión con enteroquinasa .............. 32 

Figura 15. Perfil de elución de la cromatografía de fase reversa ............ 33 

A) Muestra antes de la digestión ................................................................ 33 

B) Muestra posterior a la digestión ............................................................ 33 

Figura 16. Espectro de masas MALDI-TOF de Hev b 1 ............................. 34 

Figura 17. Espectro de dicroísmo circular de Hev b 1 ............................. 35 

Figura 18. Predicción de estructura secundaria usando el servidor 

XtalPred ..................................................................................................... 36 

Figura 19. Representación de listón de la estructura tridimensional de 

Hev b 1 .................................................................................................... ..37 

Figura 20. Representación de la estructura tridimensional de Hev b 1 y 

su secuencia de aminoácidos ...................................................... 38 

A) Modelo tridimensional en representación de listón .............................. 38 

B) Modelo de superficie ............................................................................. 38 

C) Secuencia de aminoácidos ..................................................................... 38 

Figura 21. Alineamiento de secuencias de chaperona prefoldina de 

Pyrococcus horikoshii OT3 y Hev b 1 .......................................... 40 

Figura 22. Superposición del modelo de Hev b 1y la prefoldina de 

Pyrococcus horikoshii ................................................................. 41 

Figura 23. Modelo de la posible oligomerización del tetrámero de Hev b 

1. ................................................................................................................ 43 

 

 



 vii 

 

 

 

o n 



 viii 

ABREVIATURAS 

 

ADN Ácido Desoxirribonucleico

cADN  Cadena Complementaria de Ácido Desoxiribonucleico 

Da      Dalton, unidad de masa equivalente a la doceava parte de la masa 
de un átomo de carbono 12 

DC  Dicroísmo Circular

EK    Enteroquinasa 

Fcε RI  Receptor de alta afinidad tipo I del fragmento cristalizable épsilon 

IgE   Inmunoglobulina de tipo E

IPTG  Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido

IUIS International Union Immunological Societies (Unión Internacional 
de Sociedades Inmunológicas) 

LB Luria Broth 

MBP         Maltose Binding Protein (Proteína de Unión a Maltosa) 

PCR    Polymerase Chain Reaction (Reacción en Cadena de la 
Polimerasa) 

PFD  Prefoldinas 

PhCPN  Chaperona Prefoldina de Pyrococcus horikoshii OT3 

pMBP      Plásmido (Proteína de Unión a Maltosa)-Hev b 1 

PMSF  Del inglés Phenylmethylsulfonyl fluoride ó Fluoruro de 
fenilmetilsulfonilo (Inhibidor de Proteasas de Serina)              

pTrx    Plásmido (Tiorredoxina)-Hev b 1

REF  Rubber Elongation Factor (Factor de Elongación del Hule)

SB     Spine Bifid (Espina Bífida)

TRX         Tiorredoxina 



 1 

RESUMEN 

    

A partir del látex del árbol del hule Hevea brasiliensis se obtiene el hule 

natural y todos sus derivados. En este material se ha observado la presencia de 

hasta 240 proteínas, de las cuales una cuarta parte poseen capacidad alergénica. 

Una de las proteínas más alergénicas es Hev b 1, el cual es el principal 

alérgeno en la población asiática y en niños con espina bífida, siendo un 45% de 

esta población exclusivamente sensibilizados por este alérgeno. 

Hev b 1 es el primer alérgeno reconocido del látex de H. brasiliensis y por 

sus propiedades es conocido como factor de elongación del hule (Rubber 

Elongation Factor REF). Es una proteína de 14.7 kDa y naturaleza hidrofóbica 

que se encuentra íntimamente relacionado a la preniltransferasa, siendo 

indispensable para que esta última cumpla su función. 

En este trabajo se expresó al alérgeno Hev b 1 como proteína de fusión con 

tiorredoxina, utilizando el vector pET32a y la cepa C41. La proteína expresada se 

agregó formando cuerpos de inclusión, los cuales fueron solubilizados usando 

Tween 20 al 0.1%. Hev b 1 se libero de la proteína de fusión mediante 

enteroquinasa y se purificó por cromatografía de fase reversa en un HPLC. La 

masa de la proteína se determinó en 14.6 kDa. Hev b 1 se liberó de la proteína 

de fusión, se purificó, se optimizó su producción estimando el rendimiento en 

aproximadamente 70 mg por litro de cultivo. Se observó que la estabilidad de la 

proteína era mayor en 50 mM Tris-HCL pH 7.6, 100 mM NaCl, 0.1% tween 20. 

Mediante DC el contenido de estructura secundaria de Hev b 1 mostró un 

predominio de hélices α mayor a 84%. 

Utilizando servidores bioinformáticos se obtuvo un modelo tridimensional 

por homología, el cual utilizó como modelo a la proteína chaperona prefoldina de 

Pyrococcus horikoshii, la que posee un 24% de identidad con Hev b 1, basados 

en esto se propone una función y forma de oligomerización. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Látex y proteínas 

El látex es un líquido blanco, viscoso con importancia industrial. Se extrae 

del árbol del hule Hevea brasiliensis (Siringa), un miembro de la familia 

Euphorbiaceae originario de la región del Amazonas. Existen registros que 

indican que este material era utilizado en Mesoamérica en el siglo VI DC y 

posteriormente fue llevado a Europa e industrializado. En 1840 Goodyear 

descubre la vulcanización y posteriormente en 1845, con la invención del 

neumático, se convierte en un material indispensable para la industria 

automotriz y ha desempeñado importantes funciones en la historia de la 

humanidad [M J R Loadman, 1995]. El látex crudo está constituido por el 

citoplasma de las células laticíferas, que se encuentran adyacentes al floema, las 

partículas de hule, el cual es un polímero del metilbutadieno o cis-isopreno 

(C5H8) cuyo grado de polimerización es de 2500 a 4500 monómeros [Dennis MS 

y Light DR., 1989] y por los organelos subcelulares, entre ellos los 

vacuolisosomas o lutoides que combinan funciones tonoplásticas y lisosomales. 

Estos organelos contienen proteínas relacionadas con los mecanismos de defensa 

de la planta, como la β 1-3 glucanasa y la quitinasa que, sumadas a la heveína, 

participan también en los procesos de coagulación que se producen cuando el 

árbol sufre una herida [Dennis MS y Light DR., 1989]. Es importante mencionar 

que estas proteínas producen reacciones alérgicas o de hipersensibilidad en 

individuos con predisposición genética como niños con espina bífida [Turjanmaa, 

et al., 1996]. 

 

El látex puede ser separado mediante ultracentrifugación en tres fases: la 

fracción superior que contiene en su mayoría partículas de hule, la fracción 

media que es metabólicamente activa, llamada (suero C), y la fracción del fondo 

que contiene principalmente los lutoides y a la que se le ha denominado suero B 

[Dennis MS y Light DR., 1989; Soo Kyung Oh, et al., 1999]. 
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Biológicamente, el mecanismo de defensa del árbol se lleva a cabo cuando 

éste sufre una herida, lo que provoca que la presión generada por el turgor 

dentro de las células laticíferas expulse al látex, el cual contiene de un 30 a un 

50% (m/m) de cis-1,4-poliisopreno [Dennis MS y Light DR., 1989], así como las 

proteínas de defensa, agua y otros componentes minoritarios. Ya en el exterior 

de las células, la síntesis del poliisopreno se lleva a cabo sobre la superficie de 

las partículas de hule, las cuales se encuentran suspendidas en el látex 

generando una protección para la herida [Soo Kyung Oh, et al., 1999]. 

 

Alergia al látex 

La hipersensibilidad al látex es un padecimiento que presenta una serie de 

manifestaciones clínicas como, urticaria, rinitis, conjuntivitis, bronco-espasmos y 

en los casos más graves anafilaxia [Birgit Wagner, et al., 1999]. En la población 

se presenta con una prevalencia menor al 2%. En los grupos de riesgo, como los 

trabajadores al servicio de la salud y personas expuestas frecuentemente al 

látex, este valor se incrementa a más del 8% [Kelly, K. J , et al., 1994; Turjanmaa, 

K, et al., 1996], mientras que los pacientes con espina bífida (SB), la cual es una 

malformación congénita del tubo neural provocado por la deficiencia de ácido 

fólico durante el embarazo, presentan una prevalencia extremadamente alta con 

una tasa de  sensibilización de entre un 29% a un 72%, con riesgo de sufrir un 

choque anafiláctico. Los pacientes con SB tienden a ser constantemente 

expuestos, desde muy temprana edad y a periodos prolongados de tiempo, con 

material quirúrgico manufacturado con hule natural y por consiguiente con las 

proteínas alergénicas presentes en este material, debido a que son sometidos a 

múltiples cirugías [Kelly, K.J, et al., 1994; Turjanmaa, K, et al., 1996; Michael T, 

et al., 1996; Nieto A, et al., 1996; Cremer R, et al., 1998]. 

 

Las reacciones de hipersensibilidad al látex se presentan en individuos con 

predisposición genética después de la exposición repetida al alérgeno. Los 

anticuerpos IgE específicos unidos a los receptores de alta afinidad Fcε RI, que 

se encuentran en la superficie de los mastocitos y basófilos, interactúan con los 

alérgenos resultando en la activación de estas células y en la liberación de varios 
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mediadores de  inflamación [Abbas, A.K, et al., 1997]. Estos mediadores, como 

histamina, leucotrienos y prostaglandinas, entre otros, son los responsables de la 

manifestación de los síntomas clínicos de alergia al látex [Breiteneder, H, et al., 

1998]. Así, los epítopos de unión a IgE de los principales alérgenos del látex 

juegan un papel importante en el mecanismo inmune de sensibilización al látex 

[Chen Z, et al., 1996]. 

 

Proteínas alergénicas 

De las más de 240 proteínas o polipéptidos presentes en el látex del árbol 

del hule H. brasiliensis, solamente una cuarta parte tienen capacidad alergénica 

significativa para iniciar una respuesta en la formación de anticuerpos IgE 

[Alenius H, et al., 1994; Raulf-Heimsoth M, et al., 2007]. Muchas de estas 

proteínas pueden soportar el proceso de vulcanización, que involucra la adición 

de compuestos tales como azufre, oxido de zinc, amoniaco, carbamato, 

mercaptobenzotiazol y tiourea, entre otros aditivos que pueden ser utilizados 

dependiendo de las características deseadas en el material procesado, así como 

a temperaturas que van desde 80 a los 100°C por mas de una hora [Mark C. 

Swanson, et al., 2000; George G., 1954]. Se ha reportado la presencia de 

proteínas íntegras o con algunos aminoácidos faltantes, fracciones de éstas o 

pequeños péptidos en los productos derivados del látex [Lee MF, et al., 2010; 

Yunginger JW, et al., 1994; Baur X, et al., 1997; Chardin H, et al., 1999]. 

Actualmente existen 14 alérgenos de  H. brasiliensis reconocidos por el Sub-

Comité de Nomenclatura de alérgenos WHO/IUIS por sus siglas en inglés, World 

Health Organization and International Union of Immunological Societies, 

[http://www.allergen.org], mostrados en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Alérgenos de Hevea brasiliensis reconocidos por el Sub-
Comité de Nomenclatura de la WHO/IUIS (Modificado de esta misma 
fuente) 

Alérgeno Nombre del alérgeno 
Masa molecular 

(kDa) 
Función 

Hev b 1 Factor de elongación del hule 14,6 Biosíntesis de látex 

Hev b 2 1, 3 - glucanasa 41,3 Proteína de defensa 

Hev b 3 Factor de elongación del hule 23 Biosíntesis de látex 

Hev b 4 Complejo de microhélices 50 – 57 Proteína de defensa 

Hev b 5 Proteína ácida 16 Función desconocida sin estructura 

Hev b 6.01 Proheveína 20 Proteína de defensa 

Hev b 6.02 Heveína 4,7 Proteína de defensa 

Hev b 6.03 Heveína C-terminal 14 Proteína de defensa 

Hev b 7 Homólogo a patatina 42,9 
Proteína de defensa / Inhibe la 

biosíntesis del látex 

Hev b 8 Profilina del látex 14 Proteína estructural 

Hev b 9 Enolasa del látex 51 - 

Hev b 10 
Manganeso superóxido 

dismutasa 
26 - 

Hev b 11 Quitinasa de clase 1 33 Proteína de defensa (quitinasa) 

Hev b 12 
Proteína de transferencia de 

lípidos 
9,3 Proteína de defensa 

Hev b 13 Esterasa del látex 42 - 

Hev b 14 Hevamina 30 Quitinasa 

 

 

Entre las proteínas alergénicas encontradas en el látex, Hev b 1 y Hev b 3, 

se caracterizan por ser de las más alergénicas en la población a nivel mundial y 

particularmente en la población asiática, así como también son los alérgenos más 

frecuentemente involucrados en la sensibilización de los niños afectados por SB 

y niños sometidos a múltiples cirugías. Se ha demostrado la relevancia clínica de 

Hev b 1 por la alta prevalencia de anticuerpos IgE producida en pacientes con 

SB alérgicos al látex. En estos pacientes Hev b 1 representa un blanco para 

anticuerpos IgE de hasta un 67 a un 81, siendo el 45% de estos pacientes 
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exclusivamente sensibilizados por este alérgeno. En trabajadores de la salud 

sensibilizados por látex la prevalencia de anticuerpos IgE específicos anti Hev b 

1 se encontró entre 18 y 49% utilizando diversas muestras de suero y métodos 

de ensayo. [Czuppon AB, et al., 1993; Yeang HY, et al., 1996; Wagner B, et al., 

1999; Alenius H, et al., 1993; Chen Z, et al., 1997; Lee MF, et al., 2010]. Se ha 

determinado que las IgE del suero de dichos pacientes reconocen a Hev b1 y Hev 

b 3 [Meeropol E, et al., 1990; Nieto A, et al., 1996; Szépfalusi Z, et al., 1999; Lu 

LJ, Kurup VP, et al., 1995; Dennis MS, et al., 1989; Alenius H, et al., 1995]. 

 

Los alérgenos Hev b 1 a Hev b 14 y sus isoformas han sido aislados por 

métodos de purificación convencionales (centrifugación y diferentes tipos de 

cromatografías) a partir del látex de H. brasiliensis. También se han obtenido 

mediante técnicas de biología molecular, con la ventaja de que la preparación de 

proteínas recombinantes, en contraste con las proteínas nativas, permite la 

producción a gran escala de una sola isoforma y en general la purificación es 

más sencilla. La mayoría de los alérgenos de látex  han sido clonados y 

producidos por expresión heteróloga en células de bacteria como Escherichia 

coli, presentando plegamientos nativo y estructuras reconocidas por IgE de 

pacientes alérgicos y anticuerpos monoclonales contra alérgenos naturales.  

[Raulf-Heimsoth M, et al., 2007; Rihs HP, et al., 2000; Rihs HP, et al., 2001; Rihs 

HP, et al., 2003; Kostyal. D. A, et al., 1998]. 

 

Hev b 1  

Esta proteína fue el primer alérgeno del látex clasificado por el sub-comité 

de nomenclatura de alérgenos WHO/IUIS. Es una  proteína altamente 

hidrofóbica constituida por 138 residuos de aminoácidos con una masa molecular 

de 14.6 kDa, que se encuentra en la superficie de las partículas del hule asociado 

mediante interacciones hidrofóbicas a una molécula de poli-cis-isopreno en una 

relación estequiométrica 1:1 [Rihs HP, et al., 2000]. Este complejo forma una 

monocapa de proteína fuertemente asociada a las partículas de hule, por lo que 

no se le observa en el suero C cuando el látex es centrifugado. [Czuppon AB, et 

al., 1993; Mark S. Dennis y David R. Light., 1989].  
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La región NH-terminal de la proteína incluye un grupo de residuos ácidos 

acetilados y la función de esta modificación postraduccional se ha propuesto que 

es un mecanismo para evitar la proteólisis. Una característica de la proteína es 

que carece de aminoácidos como cisteína, metionina, histidina y triptófano, 

mientras que es rica en alanina y valina [Dennis MS, et al., 1989; Lee MF, et al., 

2010]. 

 

Los productos manufacturados con látex de H. brasiliensis como los 

guantes, colchones, globos, condones, chupones, émbolos de jeringa, tapones de 

viales y otros enseres de uso cotidiano y médico, se han encontrado fragmentos 

de Hev b 1 de 8, 11, 14 y 20 residuos de aminoácidos, así como también 

proteínas de 30, 42 y 58 kDa reconocida por los anticuerpos policlonales y 

monoclonales anti Hev b 1. Estas proteínas se han secuenciado para corroborar 

que efectivamente se trata de Hev b 1, por lo que se ha propuesto que Hev b 1 

puede presentarse en diversas formas oligoméricas, tales como un dímero de 30 

kDa y probablemente como un tetrámero de 58.4 kDa, los cuales pueden ser 

separados utilizando detergentes [Chardin H, et al., 2000; Anil Kush, et al., 

1990]. Estas formas oligoméricas se han logrado observar aun después de los 

procesos de manufactura, por lo que podrían ser responsables de otorgarle una 

mayor estabilidad termodinámica al alérgeno. En general se ha observado que 

los fenómenos de oligomerización ayudan a proteger las regiones menos estables 

en muchas proteínas [Chan HS y Dill KA., 1991]. También se han observado 

diferencias en la capacidad antigénica de Hev b 1 aislado del látex comparado 

con la obtenida con la proteína encontrada en guantes, obteniéndose una mayor 

capacidad alergénico-antigénica en la proteína y fragmentos encontrados en 

guantes, lo que ha llevado a pensar en cambios estructurales en estas últimas. 

También se ha propuesto que pueden existir diferencias de alergenicidad entre la 

proteína en forma monomérica y en forma oligoméricas [Sontimuang C, et al., 

2010; Sontimuang C, et al., 2011]. 

 

Factor de elongación del hule 
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Hev b 1 también es conocido como factor de elongación del hule (REF por 

sus siglas en inglés Ruber Elongation Factor) [Dennis MS y Light DR., 1989; 

Dennis MS, et al., 1989], debido a que es necesario para que la enzima 

preniltransferasa lleve a cabo su función. Esta enzima incorpora unidades de cis-

isopreno a las cadenas de poliisopreno durante la formación de las partículas del 

hule. Se ha propuesto que Hev b 1 crea una interface entre la preniltransferasa y 

las partículas hidrofóbicas de látex de alto masa molecular (1000 kDa) [Dennis 

MS y Light DR., 1989]. La participación de Hev b 1 en el proceso de 

polimerización del hule fue observada in vitro eliminándolo de las partículas de 

hule mediante el uso de proteasas. Posteriormente, se adicionó la 

preniltransferasa y se observó que no se llevaba a cabo la polimerización, 

mientras que este proceso si se observó cuando se añadió nuevamente Hev b 1. 

De estos estudios también se estableció la relación estequiométrica 

preniltransferasa : Hev b 1 es 0.026 nmoles de preniltransferasa por 2.7 nmoles 

de Hev b 1. Esta relación nos indica que se requiere que actúen varias moléculas 

de Hev b 1 por cada molécula de preniltransferasa, lo que podría sugiere que 

Hev b 1 actúa de forma oligomérica o formando complejos. 

 

Hev b 1, uno de los más importantes alérgenos del látex  

Desde el punto de vista de la respuesta inmunológica, Hev b 1 es 

considerado como uno de los más importantes alérgenos del látex [Czuppon AB, 

et al., 1993]. En 1996 Z. Chen y colaboradores, identificaron las secuencias de 

aminoácidos que formaban epítopos de IgE sintetizando un conjunto de péptidos 

sobrelapados y observaron mediante ensayos de ELISA y de inhibición 

competitiva que la actividad de unión era fuertemente dependiente de los 

residuos P123, G124 y Y134 y disminuyó en un 50% al eliminar el aminoácido P123 

mientras que el péptido perdía casi toda la actividad de unión a IgE cuando G124 

ó  Y134 se encontraban ausentes en la secuencia. Estos resultados sugieren que el 

epítopo mínimo reconocido por IgEs de suero de pacientes para la región C-

terminal contiene la secuencia PGQTKILAKVFY. En el mismo estudio se reportó a 

los aminoácidos 121-137 como el epítopo mínimo de reconocimiento cuando se 

utilizaba suero de conejos sensibilizados [Chen Z, et al., 1996] Figura 1. 
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El equipo de Raulf- Heimsoth M en 1997 y Chen Z y colaboradores en 1998 

identificaron los epítopos para células T en la región 91-109 de Hev b 1 

utilizando nueve péptidos sobrelapados, con una longitud de 17 a 19 

aminoácidos cada uno que constituían la secuencia completa de Hev b 1, 

determinando a esta región como la responsable del efecto alergénico. Por otra 

parte, B. Banerjee y colaboradores en el (2000), identificaron como epítopos de 

IgE a las secuencias1-55, 60-75 y 85-110, que corresponden a la región NH-

terminal y en un análisis densitométrico de ELISA demuestran seis regiones 

inmunodominantes en los residuos de aminoácidos 1-75 y otros dos cerca de la 

región C-terminal, en los residuos 90-108. Sin embargo, la interacción del 

péptido KYLGFVQDAA (16–25) con anticuerpos IgE reveló que éste es un epítopo 

específico de unión a IgEs y sólo se presenta en suero de pacientes alérgicos 

[Banerjee B, et al., 2000]. 

 

En este mismo año Rihs HP y Chen Z, utilizaron el método ImmunoCAP 

system (CAP), que es un fluoroinmunoensayo, que utiliza a rHev b 1 en  fase 

sólida y así determina las IgE específica. En dicho estudio se observó que los 

determinantes de IgE se encontraron principalmente en el extremo C-terminal y 

en la secuencia 30-64 en la molécula de Hev b 1 al utilizar fragmentos de la 

proteína Figura 1. 

 

Utilizando el suero combinado y sueros individuales de pacientes alérgicos 

al hule natural se demostró mediante inmunoblots que la remoción de los 

primeros 28 residuos de aminoácidos no provocaba una diferencia en la 

intensidad de la interacción con IgE. En contraste, cuando los primeros 77 

residuos de aminoácidos de Hev b 1 se encontraron ausentes en el fragmento, 

éste perdía la capacidad de unión a IgE en la mitad de los sueros de pacientes. 

Estos resultados indicaron que los epítopos de IgEs se encuentran localizados en 

los primeros 77 residuos de aminoácidos o que estos residuos son importantes en 

la estructura del epítopo localizado en la secuencia de esta proteína [Rihs HP, et 

al., 2000] Figura 1. 
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Figura 1. Secuencia de aminoácidos de Hev b 1. Las regiones 
alergénicas/antigénicas según Z. Chen y colaboradores., 1996, se marcan 
en color azul con los aminoácidos relevantes en color rojo; según M. Raulf- 
Heimsoth y colaboradores., 1998, en color morado y en verde el epítopo 
específico, que sólo es reconocido por IgE`s de suero de pacientes. 

 

 

Como se mencionó anteriormente varias formas de Hev b 1, así como 

productos de su degradación, han sido detectados en artículos manufacturados a 

partir del hule natural, lo que indica que esta proteína resiste dicho proceso [MF 

Lee, et al., 2010; Yunginger JW, et al., 1994; Baur X, et al., 1997; Chardin H, et 

al., 1999; Rihs HP, et al., 2000; Chardin H, et al., 2000]. Es probable que Hev b 1 

está asociado fuertemente a las partículas de hule y por lo tanto sea más difícil 

de lavar durante el proceso de lixiviación, por lo que se  podría asumir que Hev b 

1 es una de las últimas proteínas de látex  en ser eliminada de los productos 

manufacturados con hule natural. Por consiguiente, el contenido de Hev b 1 

puede utilizarse como un criterio para la estimación de la alergenicidad de los 

productos manufacturados con hule natural [Rihs HP, et al., 2000; Chardin H, et 

al., 2000]. 

 

Hev b1 y Hev b 3 

Por otra parte, se ha demostrado que Hev b 1 y Hev b 3 son similares en su 

secuencia de aminoácidos, como se aprecia en el alineamiento de la Figura 2, 

mostrando un 45% de similitud [Alenius H, et al., 1995]. Los primeros 130 

residuos son los que poseen mayor similitud entre ambos [Lu LJ, et al., 1995]. 

Esta similitud explica la reactividad cruzada que se presenta entre ambos 

alérgenos ante IgE’s de sueros de pacientes alérgicos. B. Banerjee y 
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colaboradores en el 2000, observaron que cuando utilizaron sueros de pacientes 

con SB y HCW, preincubados con Hev b 3, se originaba más de un 80% de 

inhibición de la interacción de IgE con Hev b 1 [Wagner B, et al., 1999; B. 

Banerjee, et al., 2000]. Es importante mencionar que se ha sugerido que todos 

los pacientes alérgicos al látex pueden ser diagnosticados utilizando solo Hev b1 

y Hev b 3 [Yeang HY, et al., 1996; Hufnagl K, et al., 2003]. 

 

 

Figura 2. Alineamiento de secuencias de aminoácidos obtenidas del 
GenBank. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ mediante el programa 
CLC sequence viewer. 

 

 

Cabe mencionar que en nuestro grupo de trabajo se observó que la 

proteína alergénica Hev b 5 se encuentra desestructurada en su forma nativa, 

por lo que cabría la posibilidad de que rHev b 1 no presentara una estructura 

tridimensional o bien careciese de ésta al no encontrarse acoplada a su ligando  

[Carpio-Rodríguez, 2012]. 
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HIPÓTESIS 

 

La proteína Hev b 1 puede ser producida de forma recombinante y libre de 

proteínas de fusión manteniendo una estructura secundaria y plegada. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

El número de personas con diversas alergias continúa aumentando en el 

ámbito internacional, entre estas alergias la provocada por el látex se presenta 

en la población en general con una prevalencia menor al 2%. En los grupos de 

riesgo, este valor es mayor al 8% y en los pacientes con espina presentan una 

prevalencia extremadamente alta de hasta un 72%, con riesgo de sufrir un 

choque anafiláctico. Hev b 1 es uno de los principales alérgenos del látex de H. 

brasiliensis, implicado en la respuesta alergénica en niños con espina bífida y la 

población asiática. 

 

Hev b 1 es muy difícil de aislar y purificar a partir del hule y de productos 

manufacturados con éste, debido a su fuerte asociación con las partículas de 

poliisopreno. Cabe destacar que diferentes isoformas así como oligómeros de 

este alérgeno pueden ser encontrados en artículos manufacturados con hule 

natural.  

 

Actualmente no existen estudios a nivel de estructura secundaria o 

terciaria de Hev b 1 y la mayoría de los estudios que se han realizado han sido 

utilizando a Hev b 1 unido a proteínas de fusión, por lo que para su estudio y 

caracterización es indispensable el poderlo obtener de manera abundante, puro 

y libre de proteínas de fusión. 
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OBJETIVO 
 

Clonar y expresar el alérgeno Hev b 1 de Hevea brasiliensis y realizar su 

caracterización bioquímica. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1.- Clonar el alérgeno Hev b 1 del látex de Hevea brasiliensis. 

 

2.- Sobre-expresar el alérgeno en Escherichia coli. 

  

3.- Purificar los productos de expresión y evaluar las características 

bioquímicas del producto obtenido. 

 

4.- Comparar el espectro de dicroísmo circular con el modelo teórico 

obtenido mediante modelado por homología. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 

Clonación del gen de Hev b 1 

La amplificación del gen de Hev b1 se realizó mediante reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR) con la polimerasa Phusion (Finnzymes) utilizando como 

templado cDNA previamente sintetizado a partir de RNA total aislado de hojas o 

látex del árbol de Hevea brasiliensis [Martínez-Caballero, 2009]. La secuencia 

del cDNA fue sometida a revisión mediante el servidor 

http://www.bioline.com/calculator/01_11.html para verificar la factibilidad de 

expresión del gen de Hev b 1 por parte de las cepas bacterianas. 

 

Los iniciadores que se utilizaron para amplificar dicho gen fueron: directo 

5'CTGAATTCGACGACGACGACAAGATGGCTGAAGACGAAGACAACCAACAAGGGC

AGGGGGAGGGGTTA3', con el sitio de restricción EcoRI en (negritas) y un sitio 

de corte para enteroquinasa (EK) (subrayado); y reverso 

5'GCAAGCTTTCAATTCTCTCCATAAAACACCTTAGC3, con un sitio de restricción 

HindIII en (negritas) y un codón de paro (subrayado). Ambos se diseñaron 

tomando como base la secuencia reportada en el Genbank (X56535.1), para su 

posterior ligación en los vectores de expresión pET32a (Novagen) y pMALc2X 

(New Englands Biolabs) utilizando la enzima T4 ligasa (New Englands Biolabs). 

 

El producto de la reacción de ligación se transformó en células electro 

competentes DH5. Los plásmidos aislados de las colonias obtenidas de la 

transformación, nombrados pMBP (proteína de unión a maltosa)-Hev b 1 y pTrx 

(tiorredoxina)-Hev b 1, fueron sometidos a un análisis de restricción y a 

secuenciación (Laragen, Inc) para confirmar la clonación correcta del gen de 

Hev b 1. 

 

Sobre-expresión de la proteína recombinante MPB-Hev b 1 

La sobre-expresión se realizó en dos cepas de expresión, BL21(DE3) pLys y 

C41 (Novagen). La inducción de la proteína de fusión se monitoreó mediante 

geles SDS-PAGE.  
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Sobre-expresión de la proteína recombinante Trx-Hev b 1 

Una colonia aislada de la cepa de expresión C41 (Novagen), transformada 

con el plásmido pTrx-Hev b 1, creció a 37°C toda la noche en medio Luria Broth 

(LB) con ampicilina (100 g/ml). Este cultivo se diluyó 1:100 en medio fresco LB 

con ampicilina y se dejó en agitación continua a 37°C hasta alcanzar una 

densidad óptica (DO) a 600 nm de 0.6, en este momento se hizo la inducción de 

la expresión de la proteína con IPTG 0.5 mM y se disminuyó la temperatura del 

cultivo a 30°C. Con el fin de establecer el tiempo óptimo de expresión de la 

proteína recombinante se tomaron alícuotas del cultivo a diferentes tiempos. El 

paquete celular se obtuvo por centrifugación (10 min a 3500 x g, 4°C) y se lisó 

por sonicación (Misonix 3000) con amortiguador de lisis (50 mM Tris-HCl, pH 

7.6, 100 mM NaCl, 1mM PMSF). La fracción soluble se separó de la insoluble por 

centrifugación (20 min a 23,000 x g, 4°C). La presencia de la proteína 

recombinante se siguió mediante geles de SDS-PAGE tanto en la fracción soluble 

como en la insoluble, encontrándose en ésta última. Dado que la proteína 

recombinante se expresa de manera insoluble, se hicieron lavados con diferentes 

amortiguadores con la finalidad de solubilizarla y se encontró que con la adición 

de 0.1% de Tween 20 la proteína se podía obtener soluble. 

 

Purificación de la proteína recombinante Trx-Hev b 1 

La purificación de la proteína de fusión se realizó mediante una columna 

de afinidad metal-quelato, la fracción insoluble del lisado celular se lava dos 

veces con amortiguador de lisis y una vez con amortiguador de unión 

(amortiguador de lisis más 0.1% de tween 20 y 20 mM de imidazol), se recupera 

el sobrenadante el cual se filtra a través de una membrana de 0.45 m y se hace 

pasar a través de una columna His Trap FF (GE Healthcare) a un flujo 

aproximado de 1 ml/min, previamente equilibrada con amortiguador de unión. La 

columna se lava con 5 volúmenes de columna con el amortiguador de unión y se 

eluye con dos volúmenes de amortiguador de elución (50 mM Tris-HCL pH 7.6, 

100 mM NaCl, 0.1% tween 20, 250 mM imidazol).  
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Corte con enteroquinasa 

La proteína de fusión purificada por columna de afinidad metal-quelato se 

dializa para eliminar el imidazol y el NaCl contra amortiguador (50mM Tris-HCl 

pH 7.6, 0.1% tween 20). A la proteína dializada se le agregó CaCl2 a una 

concentración final de 1 mM y EKMax (Invitrogen) en una proporción de 1 U de 

EK por cada 2 mg de proteína de fusión y se incuba a 37°C con agitación de 50 

rpm durante 16 h. Al término de la incubación, se filtra través de una membrana 

de 0.45 m y se vuelve a realizar otra purificación por columna de afinidad 

metal-quelato para que en este paso se retenga la Trx en la columna y la Hev b 1 

quede en lo que no se une (fracción no retenida).  

 

Purificación de Hev b 1 por cromatografía líquida de alta presión (HPLC) 

en fase reversa 

La fracción no retenida de la purificación metal-quelato mencionada en el 

párrafo anterior, se filtró a través de una membrana de 22 m y se inyectó en 

una columna analítica de fase reversa C3 (Zorbax 300SB). La separación se hizo 

con un gradiente de 0 a 60% de agua 0.1% TFA / acetonitrilo 0.1% TFA a un flujo 

de 1 ml/min, durante 60 min a temperatura ambiente, la detección se realizó a 

280 y 220 nm simultáneamente. Se concentró la fracción colectada utilizando un 

concentrador centrífugo a vacío (speed vac) con la finalidad de disminuir la 

concentración de acetonitrilo.  

 

Caracterización de Hev b 1 

A) Espectrometría de masas.  

Se obtuvo el espectro de masas, tanto de la proteína de fusión como de la 

proteína pura, utilizando la técnica de MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization-Time Of Flight). Esta técnica se basa en pulsos cortos de 

láser en alto vacío aplicados sobre una muestra mezclada con una matriz que 

evita la destrucción de la muestra y facilita su vaporización y ionización. Cuando 

la proteína con la matriz adecuada es irradiada con el láser, la energía es 

convertida en energía de excitación y en transferencia de H+ a la muestra 
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(ionización) formando especies monocargadas. El analizador de tiempo de vuelo 

(TOF) se basa en la medición del período de tiempo desde la aceleración de los 

iones en la fuente hasta su impacto en el detector [Vorm O, et al., 1994l. 

La fracción colectada de la columna de fase reversase diluyó 1:1, 1:5 y 1:10 

con la matriz (solución saturada de ácido sinapínico en 2:1 agua:acetonitrilo 

0.05% TFA) y se analizó en el espectrómetro de masas MALDI-TOF (MicroFlex, 

Bruker Esquire). 

B) Dicroísmo circular.  

Esta técnica se basa en la absorción diferencial de luz circularmente 

polarizada (izquierda y derecha). Este fenómeno lo presentan las moléculas 

quirales como las proteínas. En el caso de éstas últimas, esta técnica se utiliza 

para determinar el contenido de estructura secundaria en la región del UV 

lejano. [Duward F, et al 2004]. Utilizando esta técnica la fracción concentrada se 

diluyó en agua-acetonitrilo 10%  y la medición se realizó en un 

espectropolarímetro (JASCO J-720) en el intervalo del UV lejano 184 a 260 nm, 

en intervalos de 1 nm y con un tiempo de integración de 1 s a 25°C, en una celda 

de cuarzo de 0.1 cm. 

C) Predicción de estructura terciaria.  

Se utilizaron varios servidores de bioinformática para tratar de obtener un 

modelo tridimensional a partir de la secuencia de aminoácidos 

(http://www.uniprot.org/uniprot/P15252, 

http://www.uniprot.org/uniprot/Q67FW6). El modelo tridimensional de Hev b 1 

se obtuvo mediante el servidor de CPHmodels-3.0 Server de la Technical 

University of Denmark ( http://www.cbs.dtu.dk ), el cual produce modelos 

mediante homología basándose en el perfil de alineación guiado por la estructura 

secundaria, así como la predicción de exposición de los residuos al disolvente. La 

proteína modelo que utilizó el servidor fue la cadena C de la estructura 

cristalográfica de la proteína chaperona prefoldina de Pyrococcus horikoshii 

OT3, PDB (2ZDI). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Diseño de vectores 

Teniendo en cuenta que los reportes previos indican que Hev b 1 es una 

proteína muy hidrofóbica [Rihs HP, et al., 2000; Mark S. Dennis y David R. Light. 

1989], la clonación del gen que codifica para ésta se hizo en dos vectores de 

expresión, pET32a y pMALc2X. En ambos casos la proteína clonada se produce 

como proteína de fusión, con tiorredoxina en el caso de pET32a y con la proteína 

de unión a maltosa (MBP) en el caso de pMALc2X, proteínas que ayudan a la 

solubilización de las proteínas que van unidas a ellas [Guan C, et al., 1998; 

LaValliere E.R, et al 1993; Jeffrey D, et al., 2003]. 

 

En la Figura 3 se muestran en forma gráfica las construcciones Trx-Hev b 1 

y MBP-Hev b 1. Es importante mencionar que se incluyó en el diseño del 

iniciador directo un sitio de corte para EK para que la proteína Hev b 1 se 

obtuviera con su secuencia nativa y sin residuos adicionales en el extremo amino 

terminal. 

 
A) 

 

B) 

 

Figura 3. Construcciones para la expresión de Hev b 1. A) 
Construcción correspondiente a la proteína de fusión MBP-Hev b 1, donde 
MBP corresponde a proteína de unión a maltosa y EK al sitio de corte para 
enteroquinasa. B) Proteína de fusión Trx-Hev b 1, donde Trx corresponde 
a Tiorredoxina, His-Tag a la secuencia de 6 histidinas y EK = sitio de corte 
de enteroquinasa. 

 
 
Amplificación por PCR del gen de la proteína Hev b 1 

El producto de la amplificación realizada bajo las condiciones descritas en 

la metodología mostró una masa aproximado de 400 pb cuando se analizó en un 
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gel de agarosa (Figura 4), que corresponde con la masa esperada de 414 pb. 

Algo que llama la atención es que sólo se observó el amplificado en donde se 

utilizó como molde cDNA de látex (cDNA-l) y no se observó amplificación en el 

cDNA de hoja (cDNA-h). Cabe mencionar que mediante análisis de Northern blot 

se ha demostrado que los niveles de transcripción de los genes implicados en la 

biosíntesis del látex, así como de los implicados en la defensa de la planta son 

más altos en los conductos laticíferos que en las hojas. Muy probablemente esa 

haya sido la razón por la cual no se observó amplificación en las reacciones en 

donde se utilizó cDNA de hoja (cDNA-h) [Anil Kush, et al., 1990]. 

 

 

 
Figura 4. Amplificación del gen de Hev b 1. Los productos de PCR se 
verificaron en un gel de agarosa al 1%. Carril 2, marcador de masa 
molecular; carril 3 y 4, reacción de PCR utilizando como molde cDNA-h; 
carril 5 y 6 reacción de PCR utilizando como molde cDNA-1. 

 

 

Cabe mencionar que el cDNA-h utilizado como molde provenía de RNA 

aislado de hojas maduras. Cuando se utilizó como molde cDNA sintetizado a 

partir de RNA aislado de hojas jóvenes, sí se observó un amplificado que 

corresponde al tamaño esperado, sin embargo, la intensidad de la banda fue 
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menor que la obtenida para las muestras procedentes de látex, (Figura. 5 carril 

2) por lo que se tuvo que hacer una reamplificación (Figura 5 carril 3) para 

obtener suficiente amplificado y poderlo clonar. Estos resultados sugieren que la 

expresión de este gen en hojas es menor que en látex, debido muy 

probablemente a que Hev b 1 es necesario para la polimerización del hule a 

partir del cis-isopreno presente en el látex. Este último es producido en las 

células laticíferas, en las que también se han observado los mayores niveles de 

expresión de Hev b 1. Por lo tanto es lógico observar una mayor expresión de 

esta proteína en el látex que en las hojas, que poseen una menor cantidad de 

estas células [Tomoki Sando, et al., 1990]. 

 

 

Figura 5. Amplificación del gen de Hev b 1 a partir de cDNA-h de 
hojas jóvenes. El producto de la reacción de PCR se verificó en un gel de 
agarosa al 1%, carril 1: marcador de masa molecular; carril 2: amplificado 
de cDNA-h de hojas jóvenes, carril 3: reamplificación de 2 y carril 4: 
amplificado de látex. 
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Ligación del gen de Hev b 1 en los vectores de expresión pMALc2X y 

pET32a 

El gen amplificado por PCR tanto de la muestra proveniente de hojas como 

de látex se purificó utilizando el kit QIAquick PCR purification (Qiagen) 

siguiendo las indicaciones del proveedor. Posteriormente el gen y los vectores 

pMAlc2X o pET32a se cortaron con las enzimas de restricción Eco R1 y Hind III, 

la reacción de restricción se verificó mediante un gel de agarosa (Figura 6), para 

corroborar el corte y la purificación de los mismos, donde se observa en el carril 

3 una banda con la masa correspondiente al vector pMALc2X de 6319pb, en el 

carril 4 una banda correspondiente al gen Hev b 1 de 414pb y en el carril 5 el 

vector pET32a en 5900pb. En un siguiente paso, el gen cortado y purificado se 

ligó a los vectores utilizando la enzima T4 ligasa. 

 

Figura 6. Restricción de vectores y gen de Hev b 1 con EcoR1 y 
HindIII. La restricción de los vectores y el gen de Hev b 1 se monitoreó 
por gel de agarosa al 1%. 1, marcador de masa molecular; 2, gen de Hev b 
1 amplificado de cDNA-l; 3, pMalc2X 4, gen de Hev b 1 amplificado de 
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cDNA-h; 5, pET32a. 
El producto de la reacción de ligación se utilizó para transformar células 

competentes DH5α. Los plásmidos purificados de las clonas obtenidas se 

analizaron por reacciones de restricción, la construcción Trx-Hev b 1 se cortó 

con las enzimas Xba1 y Sac1. Si el plásmido pET32a tiene el gen de Hev b 1, se 

deberían de ver dos bandas, una de 5353 pb y otra de 782 bp y si no tuviera el 

inserto, se observaría una banda de 5353 bp y una de 547 bp (carril 10 de la 

Figura 7a), en la Figura 7a se observa claramente que todas las clonas 

analizadas tienen al gen ligado.  

 

La construcción MBP-Hev b 1 se cortó con las enzimas  DraI y Sac1, si el 

vector pMALc2X tiene el gen de Hev b 1 se espera obtener 4 bandas de 4907 pb, 

1092 pb, 750 pb y 302 pb y de no tener el inserto se vería 3 bandas de 4907 pb, 

1124 pb y 750 pb, (carril 7 de la Figura 7b). Como se aprecia en la Figura 7b 8 

de las 10 clonas analizadas contienen el inserto de Hev b 1. Dos clonas de la 

construcción MBP-Hev b 1 (l y h), así como dos clonas de la construcción Trx-Hev 

b 1 (l y h), se secuenciaron (Laragen, Inc) para corroborar la correcta ligación 

del gen de Hev b 1 en los plásmidos de expresión, así como la ausencia de 

errores en la secuencia del gen. Se decidió realizar la extracción del gen de Hev 

b 1 de hojas y de látex, ya que en algunos grupos de trabajo, así como en el 

nuestro, se han obtenido diversas isoformas de los alérgenos [Chardin H, et al., 

2000; Anil Kush, et al., 1990; Martínez-Caballero, 2009], también se sabe que la 

cantidad de los transcritos puede variar entre diversos tejidos [Keng-See Chow, 

et al., 2007]. H. brasiliensis posee dos rutas de síntesis del monómero precursor 

del hule (isopentil difosfato, IDP); una es la ruta del, 2-C-metil-D-eritrol 4-fosfato 

(MEP) y otra mediante el mevalonato (MVA) [Skilleter DN, et al (1971); Kekwick 

RGO, et al., 1989]. Los trabajos realizados por Chye y Yortyot en 1992 y 2008 

respectivamente, mencionan que existe una diferencia en la expresión de las 

enzimas implicadas en estas rutas, tanto en diversos tejidos como en diferentes 

edades de las plantas, mostrando así que ciertas rutas pueden ser favorecidas en 

diversos tejidos [Yortyot Seetang-Nun, et al., 2008; Chye ML, et al., 1992]. En el 

látex la ruta del MVA es la más frecuente, mientras que en hojas es la del MEP. 

También se han observado cambios en la expresión de las proteínas relacionadas 
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con estas rutas con la edad de las hojas (hojas maduras o jóvenes), por lo que era 

importante conocer si el gen de Hev b 1, implicado en la síntesis del hule, se 

podría amplificar de igual manera de las hojas o del látex y sobre todo sería 

importante analizar la posible presencia de isoformas. Así mismo el equipo de 

Keng-See Chow en 2007 reportó que entre las proteínas relacionadas con la 

biosíntesis del hule existen 9 secuencias codificantes para proteínas que se unen 

a superficie de partículas de hule con masas moleculares de 7.9 a 27 kDa entre 

las cuales se encontraban Hev b 1 y Hev b 3. Todas estas eran reconocidas por 

anticuerpos antiHev b 1 y antiHev b 3. En este trabajo se descartó la posibilidad 

de encontrar diferentes isoformas de Hev b 1, tanto en hojas jóvenes o maduras 

y en el látex y es importante mencionar que tanto la secuencia del gen obtenida 

a partir de látex, como la secuencia proveniente de hojas jóvenes y maduras fue 

idéntica. 

 

A)       B)  

Figura 7. Análisis por restricción de las clonas obtenidas. A) Trx-Hev b 1 
digeridas con XbaI y SacI. Carriles: 2, Marcador de masa molecular; 3-8, clonas 
con el gen Hev b 1 amplificado de cDNA-h; 9, marcador de masa molecular; 10, 
plásmido pET32a; 11-16, clonas con el gen Hev b 1 amplificado de cDNA-l. B) 
MBP-Hev b 1 digeridas con DraI y SacI. Carriles: 1, Marcador de masa 
molecular; 2-6, clonas con el gen Hev b 1 amplificado de cDNA-h; 7, pMALc2X 
8 marcador de masa molecular; 9-13, clonas con el gen Hev b 1 amplificado de 
cDNA-l. 
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Expresión de la proteína pMBP-Hev b 1  

La expresión de esta proteína se hizo en las cepas BL21(DE3)pLysS, 

genotipo: pLysS F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) ?(DE3) pLysS(cmR). Esta 

cepa contiene el lisógeno DE3 y el plásmido pLysS que de manera constitutiva 

expresa niveles bajos de lisozima, la cual  inhibe la expresión basal de la 

polimerasa T7 mientras no haya agente inductor [Guan C, et al., 1998] C41, 

genotipo: F– ompT gal dcm hsdSB(rB- mB-)(DE3). Esta cepa deriva de 

BL21(DE3) con la característica de que posee una mutación no caracterizada que 

le confiere resistencia a la muerte celular asociada con la expresión de ciertas 

proteínas recombinantes tóxicas [LaValliere E.R, et al., 1993] En ambos casos se 

observó la producción de una proteína soluble alrededor de la masa molecular 

esperada que es de 58.25 kDa, como se muestra en la Figura 8.  

 

 

Figura 8. Cinética de expresión de MBP-Hev b 1 en BL2 (DE3) 
pLysS. Fracción soluble del lisado celular, carril 1, marcador de masa 
molecular; siguientes carriles, 0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 h. después de la 
adición de IPTG. 

 

 

Sin embargo, cuando la proteína se purificó utilizando una columna de 

amilosa y se sometió a un análisis de masas se obtuvo una masa de 57.85 kDa lo 

que representa una diferencia de 0.39 kDa, lo cual indica que la proteína de 
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fusión no es la proteína esperada (Figura 9).  

  

Figura 9. Espectro de masas MALDI-TOF. La relación masa/carga 
obtenida para la proteína de fusión MBP-Hev b 1 fue de 57.85 kDa, 
mientras que la masa esperada es de 58.25 kDa. 

 

 

A pesar de haberse obtenido una secuencia de nucleótidos correcta, se 

observó una diferencia de masa en la proteína obtenida respecto a la esperada, 

esta diferencia podría ser atribuida a la pérdida de 3 ó 4 aminoácidos. E. coli 

posee una gran cantidad de proteasas que se encuentran localizadas en el 

citoplasma, así como en la membrana interna y externa [Baneyx, F, et al., 1992]. 

Podríamos especular que al ser expresada MBP-Hev b 1 de manera soluble quedó 

expuesta al disolvente y por lo tanto a la acción de las proteasas. La 

susceptibilidad a las proteasas está relacionada con la secuencia de los 

aminoácidos en las regiones amino y carboxilo terminal de la proteína 

recombinante. En una búsqueda sistemática de señales de reconocimiento para 

las proteasas de Escherichia coli, Parsell y colaboradores en 1990 demostraron 

que una proteína estable puede ser desestabilizada por la adición de etiquetas 
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consistentes en pentapéptidos no polaresen el extremo carboxilo terminal, por lo 

que la presencia de este tipo de aminoácidos en el extremo carboxilo terminal de 

Hev b 1 podrían propiciar una mayor cantidad de sitios para la degradación de la 

proteína reduciendo su tiempo de vida celular, en este caso Val, Phe, Tyr, Gly y 

Asn. [Savvas C. Makrides, et al., 1996; Christophe Herman, et al., 1998]. Durante 

la lisis celular se utilizó  el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), el cual es un 

inhibidor de proteasas serínicas, para intentar disminuir la digestión de las 

proteínas expresadas. PMSF no inhibe a todos los tipos de proteasas presentes 

en el lisado celular, [James GT, et al., 1978], por lo que existe una gran 

posibilidad de que la proteína pudiese ser parcialmente digerida y por lo tanto 

observamos una masa menor. Como se mencionará más adelante Trx-Hev b 1 se 

expresó en cuerpos de inclusión y tuvo la masa correcta, muy posiblemente 

debido a que la formación de los cuerpos de inclusión protegieron a la proteína 

hasta que ésta fue solubilizada. 

 

Expresión de Trx-Hev b 1  

Por otro lado, la expresión de la proteína Trx-Hev b 1 se realizó en las 

cepas de expresión antes mencionadas, la presencia de la proteína se siguió por 

SDS-PAGE y no se observó en la fracción soluble del lisado celular (Figura 10a). 

La proteína con una masa esperada de 33.29 kDa se observó en la fracción 

insoluble (Figura 10b) lo que indica, dado su carácter hidrofóbico, la formación 

de cuerpos de inclusión. Cabe mencionar que se probaron diferentes condiciones 

de expresión, en donde se varió la concentración de IPTG y la temperatura de 

incubación y en todos los casos la proteína se obtuvo en la fracción insoluble. 
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Figura 10. Cinética de expresión de Trx-Hev b 1 en C41. La expresión 
de la proteína Trx-Hev b 1 se siguió mediante SDS-PAGE al 12%. A) 
Fracción soluble del lisado celular, carril 1, marcador de masa molecular; 
carriles, 2-9, 0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 h. después de la adición de IPTG. Carril 
10, marcador de masa molecular. B) Fracción insoluble del lisado celular, 
carril 1, marcador de masa molecular, carriles; 2-10, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20 y 
24 h después de la adición de IPTG. 
 

 

La comparación entre las dos cepas de expresión mostró que había una 

mayor cantidad de proteína en la cepa C41, por lo que se decidió purificar a la 

proteína utilizando esta cepa de expresión. La fracción insoluble del lisado 

celular se lavó con diferentes concentraciones de Tween 20 (0.1 - 0.3%) y 

finalmente se realizó un lavado con urea 8 M (Figura 11). 

 

Durante los lavados con el detergente Tween 20, se observó que se podía 

obtener a Hev b 1-Trx soluble, por lo que se trabajó con el lavado en el que se 

observó la mayor pureza y cantidad de proteína. Estos resultados se muestran en 

la Figura 11. 
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Figura 11. Solubilización de Trx-Hev b 1. A través de SDS-PAGE se 
siguió la solubilización de la proteína Trx-Hev b 1. Carriles: 1, marcador 
de masa molecular; 2, Fracción soluble del lisado celular; 3, fracción 
soluble del lavado de los cuerpos de inclusión con 0.1% Tween 20; 4, 
fracción soluble del lavado de los cuerpos de inclusión con  0.3% Tween 
20; 5, fracción soluble del segundo lavado de los cuerpos de inclusión con 
0.3 % Tween 20; 6, Tercer lavado con 0.3 % Tween 20; 7, pellet; 8, 
solubilización con urea 8M. 

 

 

Existen varios mecanismos conocidos por los que los surfactantes 

estabilizan las proteínas. Primero, los surfactantes no iónicos como el Tween 

pueden proteger a las proteínas de la agregación inducida por la interacción 

entre las regiones hidrofóbicas en la superficie de las proteínas y, por lo tanto, 

disminuir las interacciones moleculares como puentes de hidrogeno [Danny K 

Chou, et al., 2005; Bam NB. et al., 1998]. Segundo, la unión de Tween 20 al 

estado nativo de la proteína también puede minimizar la superficie de la 

agregación inducida por el aumento de la energía libre de la proteína desplegada 

y finalmente, los tensoactivos no iónicos pueden actuar como chaperonas 

químicas, favoreciendo el replegamiento sobre la agregación uniéndose 

transitoriamente a moléculas de proteínas parcialmente plegadas y 

obstaculizando estéricamente las interacciones intermoleculares que resultarían 

en agregación. [Danny K Chou, et al., 2005; Bam NB, et al., 1998]. Por estas 

razones se probaron los detergentes Tween 20 y Triton X-100 y en ambos casos 
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se observó la solubilización de Hev b 1 y por motivos prácticos y para el 

posterior corte con EK y los análisis de DC, se decidió utilizar Tween 20. 

 

Como se aprecia en la Figura 11 la proteína de fusión puede ser 

solubilizada de cuerpos de inclusión, en presencia del detergente Tween 20, aun 

sin la necesidad de utilizar un agente desnaturalizante.  

 

La muestra obtenida del tercer lavado con 0.3 % Tween 20 (Figura 11, 

carril 6) se purificó mediante una columna de afinidad Ni2+-NTA (GE, 

Healthcare) previamente equilibrada con amortiguador. La elución se realizó con 

amortiguador de unión en el cual la concentración de Imidazol se incrementó a 

300 mM. La purificación de Trx-Hev b 1 se verificó por SDS-PAGE teñido con 

azul de Coomassie (Figura 12). 

 

 

Figura 12. Purificación de Trx-Hev b 1. Carriles 1, marcador de masa 
molecular; 2, elución 1 de la columna de níquel; 3, elución 2. 

 

 

El rendimiento de Trx-Hev b 1 se estimó en aproximadamente 70 mg por 

litro de cultivo. El resultado de espectrofotometría de masas MALDI-TOF dio una 

masa molecular experimental de 33.37 kDa muy cercana a la teórica de 33.29 

kDa (Figura 13). 
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Figura 13. Espectro de masas MALDI-TOF de Trx-Hev b 1. En matriz 
de ácido sinapínico. 

 

 

Una vez purificada la proteína de fusión, ésta se escindió de la Trx 

mediante la proteasa EK, para la cual primero se realizó una cinética de 

digestión con diferentes concentraciones de la proteasa. En la Figura 14 se 

muestran los resultados de este experimento donde se aprecia que con 0.1 U de 

enzima la proteína de fusión desaparece y se observan tres bandas producto de 

la digestión (Figura 14, carril 5). De acuerdo al esquema de la construcción Trx-

Hev b 1 (Figura 3b) después del corte con EK se espera obtener tres proteínas, 

Trx con una masa molecular de 18.58 kDa, Hev b 1 con una masa molecular de 

14.72 kDa y una tercera proteína con una digestión incompleta, es decir, sólo en 

el primer sitio de corte de EK de 16.25 kDa. Se puede apreciar que con 1 U de 

EK hay una proteólisis en un sitio no deseado (una unidad de enteroquinasa 

corresponde a 190 unidades de activación de tripsinogeno) Figura 14, carril 6. 
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Figura 14. SDS-PAGE Cinética de digestión con enteroquinasa. 
Carriles: 1, marcador de masa molecular; 2, proteína de fusión sin digerir; 
3, fracciones obtenidas después de la digestión con enteroquinasa; 4 con 
0.001 U; 4, 0.01 U; 5, 0.1 U; 6, con 1 U. 

 

 

Para obtener la cantidad necesaria de proteína libre de proteína de fusión, 

se digirieron 5 mg de Trx-Hev b 1 con 2.5 U de EK durante 16 h a 37°C. La 

proteína se sometió nuevamente a una purificación con cromatografía de 

afinidad  Ni2+-NTA para retirar a la proteína de fusión que no fué digerida, así 

como los fragmentos de tiorredoxina que se obtuvieron después de la digestión 

con la EK. Finalmente la fracción que no se pega a la columna se purificó por 

cromatografía de fase reversa en un sistema de alta presión (RP_HPLC) 

utilizando una columna Zorbax 300SBC3 (Agilent) en un equipo Hewlett Packard 

1100. El perfil de elución se muestra en la Figura 15.  
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Figura 15. Perfil de elución de la cromatografía de fase reversa. A) 
Muestra antes de la digestión. * Trx-Hev b 1. B) Muestra posterior a la 
digestión. *Trx-Hev b 1, **Hev b 1. 

 

 

La fracción retenida a 35 min se colectó y se concentró. La masa molecular 

se determinó por espectrometría de masas MALDI-TOF. El espectro de masas 

correspondiente se muestra en la Figura 16, donde se observa una fracción con 

una masa de 14.75 kDa que corresponde a la proteína Hev b 1 cuya masa 

calculada es de 14.72 kDa, con una diferencia mínima de 22 Da que se atribuyó a 

la calibración del espectrómetro. Así mismo, se observó otra fracción con una 

masa de 16.23 kDa, que corresponde a Hev b 1 más el fragmento de corte del 

primer sitio de enteroquinasa, como se observa en la Figura 3. El péptido 

AMADIGSEFDDDDK, se encuentra en la región amino terminal y posee una masa 

de 15.28 kDa, que junto con la masa de Hev b 1 proporciona la masa de la 

fracción de menor tamaño de 16.2 kDa. Este péptido representa 

aproximadamente el 10% de la preparación de Hev b 1. Por lo tanto se sugiere 

modificar el gradiente de elución en la purificación por RP-HPLC para tratar de 

separar estas dos proteínas y tener una muestra más enriquecida de Hev b 1.  
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Figura 16. Espectro de masas MALDI-TOF de Hev b 1. Espectro de la 
proteína digerida  purificada por cromatografía de alta resolución en fase 
reversa. 

 

 

Dicroísmo circular y predicción de estructura terciaria  

Con el fin de determinar si la proteína adopta algún tipo de plegamiento, 

se obtuvo el espectro de dicroísmo circular de Hev b 1 en la región del UV-Lejano 

(190-260 nm). Como se mencionó anteriormente, Hev b1 es altamente 

hidrofóbica y se agrega fácilmente en medios acuosos, por lo que se requirió 

utilizar un disolvente para ayudar a su solubilización. Se utilizó una disolución de 

la proteína en agua:acetonitrilo 10% y una concentración de 0.26 mg/mL. Cabe 

mencionar que se probaron diversos amortiguadores y detergentes buscando el 

mejor disolvente que pudiese permitir la medición del espectro de la proteína sin 

interferir con éste. Estas condiciones finalmente se encontraron cuando se usó la 

mezcla (agua 90%, acetonitrilo 10%), que prácticamente no tiene señal en el DC 

y permite que la proteína se mantenga de forma estable y sin agregación. El 

espectro que muestra la relación entre la elipticidad molar por residuo medio en 
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función de la longitud de onda se presenta en la Figura 17; claramente se 

observan 2 mínimos centrados en 222 y otro en 208, característicos de 

estructuras donde predomina la hélice-α [Duward F, et al., 2004]. 

 

 

Figura 17. Espectro de dicroísmo circular de Hev b 1. La muestra 
analizada en UV lejano presentó una concentración de 0.26 mg/mL en 
agua:acetonitrilo al 10%. 

 

 

Los datos obtenidos mediante dicroísmo circular se sometieron a un 

análisis usando diversos programas para determinar la proporción de 

estructuras secundarias que conforman a la proteína. 

 

Los datos que el programa SELCON3 [Sreerama N, et al., 1999] determinó, 

se muestran en la Tabla 2. Estos datos confirman un contenido de estructura 

predominantemente hélice α para este alérgeno. 

 

Tabla 2. Contenido de estructuras secundarias determinado por el 
programa SELCON3 

Tipo de 

estructura 

Hélice α Hebra β Giro β Poliprolina Desestructurado

Porcentaje 84.7 0.2 5.5 2 9.1 
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Estos datos confirman un contenido de estructura secundaria 

predominante de hélice α para este alérgeno. 

 

Por otra parte, la estructura primaria de Hev b 1 se sometió a varios 

análisis en servidores de bioinformática para poder estimar su estructura 

secundaria y terciaria. La estructura secundaria fue predicha por el servidor 

XtalPred [Slabinski, L, et al., 2007(1); Slabinski, L, et al., 2007(2)] el resultado 

obtenido se muestra en la Figura 18. 

 

 

1...*...10....*...20....*...30....*...40....*...50 

MAEDEDNQQGQGEGLKYLGFVQDAATYAVTTFSNVYLFAKDKSGPLQPGV 

....*...60....*...70....*...80....*...90....*..100 

DIIEGPVKNVAVPLYNRFSYIPNGALKFVDSTVVASVTIIDRSLPPIVKD 

....*..110....*..120....*..130....*... 

ASIQVVSAIRAAPEAARSLASSLPGQTKILAKVFYGEN 

 
 
Figura 18. Predicción de estructura secundaria usando el servidor 
XtalPred. En rojo se muestra la estructura hélice α, en negro asa, en azul 
hebras β y en subrayado estructura desordenada. 

 

 

Los resultados obtenidos usando este servidor arrojaron la siguiente 

información: 80%  hélice α, 15% de asa, 4% de hebra β y 13% de estructura 

desordenada. Estos datos son muy semejantes a los datos experimentales 

obtenidos mediante la técnica de dicroísmo circular (una diferencia aproximada 

de 4.1%). 

 

Modelado tridimensional 

Para obtener un modelo tridimensional se usaron varios servidores que 

utilizan estructuras tridimensionales experimentales que son similares en 

secuencia pero la mayoría no logró predecir una, ya que a la fecha prácticamente 
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no existen estructuras tridimensionales de proteínas que presenten una 

identidad alta con Hev b 1 en el Banco de Datos de Proteínas (PDB). Utilizando el 

servidor de CPHmodels-3.0 Server de la Technical University of Denmark 

(http://www.cbs.dtu.dk), se logró obtener un modelo tridimensional de la 

estructura de Hev b 1. Este servidor utiliza también modelos homólogos, pero se 

basa en un alineamiento previo de la estructura secundaria, así como en la 

identificación de los residuos que están expuestos al disolvente, Figuras 19, 20A 

y 20B.  

 

 

Figura 19. Representación de listón de la estructura tridimensional 
de Hev b 1. La estructura se obtuvo con el servidor de CPHmodels-3.0 
Server de la Technical University of Denmark. En color azul se muestra el 
extremo amino terminal y en rojo el carboxilo terminal. 
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        C. 

 

 
 
Figura 20. Representación de la estructura tridimensional de Hev b 
1 y su secuencia de aminoácidos. A) Modelo tridimensional en 
representación de listón. B) Modelo de superficie. C) Secuencia de 
aminoácidos. Se marcan las regiones alergénicas/antigénicas según M. 
Raulf- Heimsoth y colaboradores, en color morado y en verde el epítopo 
conformacional, que sólo es reconocido por IgE’s de suero de pacientes.  
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En el modelo tridimensional de la Figura 20 A. Podemos observar que el 

primer epítopo (en color verde), a partir del extremo amino-terminal se 

encuentra en la región central de una α hélice y una parte en la región 

desestructurada que incluye a los aminoácidos Tyr17 y Phe20 expuestos al 

disolvente, mientras que el segundo epítopo (en violeta) se encuentra en la 

segunda hélice, con los aminoácidos Lys99 e Ile103 como los más expuestos al 

disolvente. En el modelo de superficie de la Figura 20 B. Se observa que ambos 

epítopos se encuentran muy cercanos, por lo que se puede especular que toda 

esta región es un epítopo conformacional que posee capacidad de unión a 

anticuerpos IgE. 

 

Otra región no mostrada en el modelo debido a que corresponde a una 

estructura que no presenta homología con ningún modelo actual y que 

seguramente está desestructurada, se encuentra esencialmente en la región 

carboxilo terminal [Chen, Z, et al., 1996]. Los aminoácidos que quedarían 

expuestos de la región PGQTKILAKVFY, descrita en la introducción, serían 

esencialmente los que podrían ser reconocidos por las inmunoglobulinas de Tipo 

I. Según los reportes de Chen, Z y colaboradores en 1996, estos aminoácidos 

serían P123, G124 y  Y134. 

 

La puntuación del modelo (Z-Score) fue de 4.1, lo que indica que el modelo 

puede ser variable, en una escala de 1 a 10 donde 10 sería un modelo idéntico y 

1 un modelo con muy baja similitud, por lo que el modelo podría tener 

variaciones respecto a una estructura cristalográfica. 

  

La proteína modelo que utilizó el servidor fue la estructura cristalográfica 

de la cadena C de la proteína chaperona prefoldina de Pyrococcus horikoshii OT3 

(PhCPN), PDB (2ZDI), la cual tiene un 24 % de identidad con Hev b 1 como se 

muestra en la Figura 21. 
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Query: 1   EDEDNQQGQGEGLKYL----GFVQDAATYAVTTFSNVYLFAKDKSG------PLQPGV-- 60   

Templ: 1   KLAYEYQVLQAQAQILAQNLELLNLAKAEVQTVRETLENLKKIEEEKPEILVPIGAGSFL 60   

 

Query: 61  -DIIEGPVKNVAVPLYNRFSYIPN-GALKFVDSTVVASVTIIDRSLPPIVKDASIQVVSA 120  

Templ: 61  KGVIVDKNNAIVSVGSGYAVERSIDEAISFLEKRLKEYDEAIKK-TQGALAELEKRIGEV 120  

 

Query: 121 IRAAPEAARSLASS 134  

Templ: 121 ARKAQEVQQKQSMT 134 

 

 
Figura 21. Alineamiento de secuencias de chaperona prefoldina de 
Pyrococcus horikoshii OT3 (Templ) y Hev b 1 (Query). 

 

 

En el modelo mostrado en la Figura 19, se puede apreciar que la proteína 

Hev b 1 presenta fundamentalmente hélice α, como también lo había predicho el 

servidor para estructura secundaria  el espectro de DC observándose un motivo 

hélice-asa-hélice, característico de proteínas de membrana, así como un par de 

pequeñas hebras β. Es importante hacer notar que uno de los parámetros 

obtenidos por los servidores http://jcmm.burnham.org/, 

http://services.mbi.ucla.edu/ y http://pepcalc.com/ fue la hidrofobicidad de la 

proteína obteniéndose un valor de 34% de aminoácidos hidrofóbicos contra un 

19% de hidrofílicos. Estos resultados permiten explicar la formación de cuerpos 

de inclusión, así como la separación exitosa con la columna de fase reversa.  
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Figura 22. Superposición del modelo de Hev b 1y la prefoldina de 
Pyrococcus horikoshii. En rojo se mestra a Hev b 1 y en azul a la 
prefoldina, en lila y morado se muestran otras hélices de la prefoldina. 

 

 

PhCPN de Pyrococcus horikoshii y Hev b 1 

La chaperonina prefoldina (PhCPN) de la arquea termófila Pyrococcus 

horikoshii OT3, es un homo oligómero que posee una estructura de doble anillo 

la cual protege las proteínas de la agregación térmica mediante su actividad 

como chaperona. Las chaperonas moleculares son proteínas ubicuas necesarias 

para el correcto plegamiento, ensamblaje, transporte y degradación de las 

proteínas. Las chaperoninas son complejos de 7 a 9 miembros de anillos dobles 

de 800-1000kDa, que capturan a las proteínas no nativas en una cavidad central 

que promueve el correcto plegamiento de forma dependiente de ATP. PhCPN se 

compone de un conjunto de dos barriles β con seis hélices α sobresaliendo de 

ellas, las regiones distales de las hélices α exponen parches hidrofóbicos que son 

necesarios para la unión multivalente de las proteínas no nativas. La forma de 

acción de las PhCPN es mediante la estabilización de las proteínas 
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desnaturalizadas mediante la interacción de éstas con las puntas de los 

“tentáculos” que posee en los extremos de las hélices α para posteriormente 

estabilizar y liberar a las proteínas desnaturalizadas dentro de la cavidad de las 

chaperoninas (Hsp60) [Jaime Martín-Benito, et al., 2007]. 

 

Con base en los antecedentes, en los resultados obtenidos en los 

experimentos, así como al modelo obtenido basado en la homología estructural 

con la chaperonina prefoldina de la arquea termófila de Pyrococcus horikoshii, se 

puede especular un poco sobre la función de  Hev b 1 en el látex del árbol de H. 

brasiliensis. Como se mencionó en la introducción, existen reportes que indican 

que Hev b 1 es un conector entre las partículas de hule y la enzima 

preniltransferasa. Al analizar el modelo tridimensional obtenido por homología y 

tomando en cuenta las características que posee la proteína chaperona que  nos 

proporcionó el molde para el modelo podríamos proponer la posibilidad de que 

Hev b 1 se encontrara implicada en el correcto plegamiento o en la activación de 

la preniltransferasa. Esta propuesta se basa en la alta homología estructural 

entre Hev b 1 y la chaperona prefoldina (PhCPN) (figura 22) y en los reportes 

que demuestran que la enzima preniltransferasa pierde su actividad en ausencia 

de Hev b 1 [Mark S. Dennis y David R. Light. 1989]. También, como se comentó 

en la introducción, se ha especulado sobre la posibilidad de que Hev b 1 se 

encuentre formando complejos oligoméricos tetraméricos [Chardin H, et al., 

2000; Anil Kush, et al., 1990], lo que estaría apoyado por la similitud con PhCPN 

la cual forma complejos para realizar su función de chaperona. Por lo 

anteriormente expuesto proponemos que Hev b 1 podría formar un oligómero 

que se ancle sobre las partículas de hule y por otro lado sostener y/o estabilizar 

mediante las hélices α al complejo formado por la preniltransferasa y otras 

proteínas permitiendo que éstas adopten la estructura correcta para que la 

enzima pueda realizar su función de polimerización del cis-isopreno durante la 

síntesis del hule natural, en la Figura 23 se muestra una posible representación 

del tetrámero. 
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Figura 23. Modelo de la posible oligomerización del tetrámero de 
Hev b 1. 
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CONCLUSIONES 

 

La secuencia de nucleótidos del gen Hev b 1 obtenidos en hoja y en látex 

es idéntica, observándose una mayor expresión en el látex, mientras que en hojas 

maduras no se observó expresión. 

 

El vector pET 32a y la cepa E. coli C41 fueron eficientes en la 

transformación y la sobre-expresión de la proteína Hev b 1, obteniéndose una 

proteína de fusión (Trx-Hev b1) que tiende a formar cuerpos de inclusión con un 

rendimiento de aproximadamente 72 mg de proteína de fusión por litro de 

cultivo (aproximadamente 36 mg de Hev b 1 por litro de cultivo).  

 

La proteína puede recuperarse de los cuerpos de inclusión utilizando 

detergentes (Tritón X-100 y Tween 20) y obtenerse bastante pura, sin necesidad 

de utilizar agentes desnaturalizantes.  

 

Se logró purificar a la proteína mediante técnicas cromatográficas y 

liberarla de la proteína de fusión con la enzima EK, verificándose mediante 

espectrometría de masas que la masa molecular de Hev b 1 coincide con el valor 

teórico de 14.7kDa. 

 

La proteína se comporta conforme a la predicción de los servidores siendo 

muy hidrofóbica  y presentando poca solubilidad. 

 

Se determinaron las condiciones de mayor estabilidad para las proteínas 

de fusión y Hev b 1 pura, que fueron. Tris-HCl, pH 8.0, NaCl 300 mM y Tween 20 

al 0.1%. 

 

Mediante técnicas dicroísmo circular se observó que Hev b 1 presenta en 

su estructura secundaria un alto contenido de hélice α. 

 

La comparación del modelo tridimensional por homología de Hev b 1, así 



 45 

como las predicciones en los servidores bioinformáticos coincidieron con los 

resultados obtenidos por dicroísmo circular, mostrando que la proteína exhibe 

más del 80% de estructura helicoidal. 

 

Mediante el modelo tridimensional obtenido se puede proponer que en los 

epítopos determinados por M. Raulf- Heimsoth et al, los aminoácidos más 

importantes para la alergenicidad, debido a su exposición al disolvente, serían 

los aminoácidos Tyr17 y Phe20, mientras que en el segundo epítopo serian los 

aminoácidos Lys99 e Ile103. Además se puede sugerir que Hev b 1 puede 

funcionar como una chaperonina, que podría ayudar al plegado correcto del 

complejo de la preniltransferasa. 
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PERSPECTIVAS 

 

1. Expresión del alérgeno rHev b 1 sin proteína de fusión en cuerpos de 

inclusión y recuperación mediante detergente. 

 

2. Análisis de parámetros bioquímicos de rHev b 1, así como realizar pruebas 

de dispersión dinámica de luz para determinar la presencia de oligómeros. 

 

3. Extraer y purificar Hev b 1 de látex para realizar ensayos comparativos con  

rHev b 1. 

 

4. Realizar ensayos de ELISA con IgEs de suero de pacientes para corroborar 

la alergenicidad de rHev b 1 y comparar con respecto a la proteína 

silvestre. 

 

5. Obtener un anticuerpo monoclonal para rHev b 1. 

 

6. Realizar pruebas de cristalización. 

 

7. Si se obtienen cristales adecuados caracterizarlos por técnicas de 

difracción de rayos X y obtener la estructura terciaria.  

 
8. Realizar ensayos de interacción con la preniltransferasa recombinante. 
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APÉNDICE 

 

Secuencia de nucleótidos y aminoácidos de Hev b 1 

 

Hevea brasiliensis mRNA for rubber elongation factor  

X56535 mRNA. Translation: CAA39880.1.  

LOCUS       X56535       681 bp    mRNA    linear 

 

        1 ttttgatctt ccatttttgc aaaaggaaat cttcgattat ggctgaagac gaagacaacc 
       61 aacaagggca gggggagggg ttaaaatatt tgggttttgt gcaagacgcg gcaacttatg 
      121 ctgtgactac cttctcaaac gtctatcttt ttgccaaaga caaatctggt ccactgcagc 
      181 ctggtgtcga tatcattgag ggtccggtga agaacgtggc tgtacctctc tataataggt 
      241 tcagttatat tcccaatgga gctctcaagt ttgtagacag cacggttgtt gcatctgtca 
      301 ctattataga tcgctctctt cccccaattg tcaaggacgc atctatccaa gttgtttcag 
      361 caattcgagc tgccccagaa gctgctcgtt ctctggcttc ttctttgcct gggcagacca 
      421 agatacttgc taaggtgttt tatggagaga attgagcccc aatttgcacc aattgcttcc 
      481 aactaagcaa gttaatgata tgctcaagaa tatatatcta ttgtgagctt tttttatgtt 
      541 ctcatcctga gtgttgagac tatgttttcg tttgaatatt atactgtgtt ttattatgtg 
      601 ttttgaatat tcataatgag aataaagggc caattgaatt attggccaat atgtaatgat 
      661 acataaattt cgtgattgag t 
 
 
        1 maedednqqg qgeglkylgf vqdaatyavt tfsnvylfak dksgplqpgv diiegpvknv 
       61 avplynrfsy ipngalkfvd stvvasvtii drslppivkd asiqvvsair aapeaarsla 
      121 sslpgqtkil akvfygen 
 

 

Oligonucleótidos utilizados para la amplificación del gen de Hev b 1 

 

Eco RI   sitio de  enteroquinasa 

5'CTGAATTCGACGACGACGACAAGATGGCTGAAGACGAAGACAACCAACAAGGGCAGGGGGAGGGGTTA 3'  

Directo  

 

Hind III   Stop  

5' GCAAGCTTTCAATTCTCTCCATAAAACACCTTAGC 3'    Reverso 
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Sitios de corte utilizados en la inserción del gen de Hev b 1 en los 

vectores pMALc2X y pET32a                             

 

Eco R I                               Hind III    

 

 

Mapas de los vectores utilizados en la clonación 

 

Vector pMAL- c2X utilizado en la clonación del gen hev b 1.  
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Vector pET 32 utilizado en la clonación del Gen Hev b 1. 

 

  

 

"" .-., ,,/ / / \y:;:;:':"'" 1(1 056) 

Bsa 1(~576 1 

pET-32a(+) 
(5900bp) 

¡¡ 
~ 

~ I Sl 1 1 

~ 

1~' 702) 

/" ,~, 1(202Tj 

T7 promO«>r ~ lac """rator XIloII rbs 

TAA TACG ACTC ACT ATAGGGG AA TTGTG AGCGG ATAA CAA TTCCCCTCT AGAAA TAA TTTTGTTT AA CTTT AA GAA GG AGA 
T",-TIIO Mscl Hi"T"II 

TATACATATG AGC 3 15bp CTGGCCGGTTCTGGTTCTGGCCAT ATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCC ACGCGGTTCT 
M.,So, 105"" L. uA ¡úG I yS oc G I ySoc G I yH I.M.tH I .H.,.H 'oH I oH 'oH I . Soc Soc G I yL. u Vol P c~ Ac 9G I ySo , 

S-Tao Jj~ .. SoT"'l.iilLIJI6&:;W-3 lIlfombin I 

GGT ATG AAA GAAA CCGCTGCTGCT AAA TTCG AA CGCC AGCAC ATGG ACAGCCCAG ATCTGGGT ACCG ACG ACG ACG ACAA G 
GlyM . tLy.Gl uT n cA I" A I" A luLy.pn . Gl u Ac gGlnHI . M.t A .p S . c P c ~ A .pL. u GI yTn cA .pA.p A.pA.pLy' _ 

pET-~. ) Eag l ti", I I entefOklllase 
Neo I Ecá'I. V a.m-J I Ecd<: I s:.:: I s..r I Hi'ld 111 Mol I )(/lo I tu-TIlO --- --- --------- --- ------- ---

GCCATGGCTG ATATCGGATCCG AA TTCG AGCTCCGTCG ACAA GCTTGCGGCCGC ACTCG AGC ACC ACC ACC ACC ACC ACTG AGATCCGGCTGCT AA 
A I <lM o t Al <l h p I lo G I , Soe G I uP noG I uLouA egAe gG I nA I <lC,.G I , Ae g Tn eAe gA I oP e~P e~P e~ P e~P eoLo u Ae gSoeG I ,C y. End 

) 

GCC ATGGCG ATATCGG ATCCG AA TTCG AGCTCCGTCG ACAA GCTTGCGGCCGC ACTCG AGC ACC ACC ACC ACC ACC ACTG AGATCCGGCTGCT AA pIOT-32b(+ 
A I <lM o t Al" I I " Soe hpP e~hnS oeSoe So eV o I h pL ,.Lw uA I <l A I <l A I "LwuG I uH I oH I oH I oH I O H I oH I . End 

GCC ATGGG ATATCTGTGG ATCCG AA TTCG AGCTCCGTCG ACAA GCTTGCGGCCGC ACTCG AGC ACC ACC ACC ACC ACC ACTG AGATCCGGCTGCT AA pIOT-32cj+ 
Al QM.t rol T eLo uT e I I d e I I de Al QP eoSocTn eSoeLouAe Pe oH I. SoeSocTncTncTncTncTncTne rol u II d e LOuLo uTn e 

T1 termmatOf 
""",,, ' 

CAAA GCCCG AAA GG AA GCTG AGTTGGCTGCTGCC ACCGCTGAGC AA TAA CT AGCAT AA CCCCTTGGGGCCTCT AAA CGGGTCTTG AGGGGTTTTTTG 
L,.P eoGl uAe gLy.LwuS oeTepLwuLwuP e oP eoLwuS oeA.nA. nEnd 

'tIII T1te<mnatorprimer f69337-3 

pET-32a -c(+) cloning/expression region 

o 

"" .- ., ,,¡ / / \~~:':""" 1(1 056) 

pET-32a(+) 
(5900bp) 

" ~ klS21i 

-
1 ~ ' 702) 

T7promOM • !al: operator 
TAATACGACTCAtTATAGGGGAATTGTGAGtGGATAACAATTCtCCTCTAGAAATAATTTTG TTT AACTTTAAGAAGGAGA 

T",oTao Mscl Hi"Taog 
TAIACATATGAGe 3 1Sbp CTGGCCGGTTC TGGTTCTGGt CATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTC TGGTGC CACGCGGTTCT 

M.,S • .- lOS"" .l . uA ¡"r. I yS ocG I ,SocG I ,H I.M.,H I .HI.H ,oH I.H ,.H I.SO. SOrG I,Lo u Vo I Pr~ArqG I yS., 
S-l"ll Jj~ .. S'T3OJ.itlL~';W-J tIIrombin I 

GGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAr.CACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGACr.ACGACGACAAG 
GlyM . tLy.GluT " rA l oAI"AloLy.pn.Gl u A r gGlnHI. M .tA.p S .rPr~A.pL. uGI vTnrA.oAooA •• A'OLy . _ 

pET-32:o(. ) E:¡g l ,01",1 I ente<olunase 
Nrol EaR VBaItlI Ecd'! 1 ~I S.a/ I Hmlll Al?/ I )(!Jo 1 ffu¡-T"lI --- --- --------- --- ---

GCCATGGCTGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGtACTCGAGCACCACCACtACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA 
A 10M . , A I "Aop 1 I o G I yS.rG I uP ooG I uLwuA r'lArqG I nA I "CyOG I yAr'lT orArgA I "p rOPrOPr~ P r~Pr~Lw u AryS.rG I .C yOEnd 

GCCATGGCGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCroCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGr,CTGCTAA 
Al oMoU I ~[I" S.rhpPrQhn S o r S orS.rV~1 AopL.oL o uA I oA I oA I ~L"uG I uH' oH 'oH 'oH 'oH 'oH 'oEnd 

, 

GCCATGGGATATCTGTGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAr,ATCCGGCTGCTAA pIOT-32cj. 
A I DM., G I T rLo u Tri I eAr 1 I dr A I QP roS.r TOr So rLO uAr P r~H I .So , So r TOr TOr TOr TOr TOr TOr G I u 1 I eAr L . uL ou TOr 

TI terminator 
""",,,' 

CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCtTTGr,GGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG 
LyoPrQGluAr9LyoL" uS orTrpL" uL . uP rQPr~L . uS orAonA.nEnu 

.. TI ternli"I:Itor primer 1I69337-J 

pET-32a-c(+) cl oning/expression region 

o 
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Condiciones para la reacción de PCR en la amplificación del gen Hev b 1 

 

Enzima polimerasa  0.2μl       

Buffer Phusion 5X  4μl 

cDNA    2μl 

dNTP's      25mM  7.5μl 

Oligo Fwr   1μl      100pmol = 0.1nmol 

Oligo Rvs   1μl      100pmol = 0.1nmol 

H2O    8.15μl 

Rxn total          21.85μl 

 

La reacción se llevó a cabo en un termociclador (TC-512, TECHNE) 

 

Temperatura de reacción de la amplificación: 

Desnaturalización  98°C / 5 min 

Desnaturalización  98°C/ 20s 

Templado    55°C/ 30s     × 30 

Extensión    72°C/ 15s 

Extensión final   72°C/ 5 min 

Hold        5°C 
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Secuenciación del producto obtenido del gen amplificado por PCR y 

clonado en el vector pET 32a (secuenciación Laragen, Inc) 

 

 

 

 

GlT7te,m 

GlT7 te,m 

GlT7te,m 

GlT7te,m 

G1T7te,m 

GlT7te,m 

G1T7te,m 

GlT7 te,m 

GlT7term 

'0 . 0 , , 
NNNNNN NNNCTC NTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGG 

. '" CM' C"" 
TG CGAGTGCGGCCGC GCT ~ TCAATTCTCTCCATAAAAC~CCTTAGCAAGTATC 

". , .. lOO , , , 
TTGGTCTGCCCAGGCAAAGAAGAAGCCAGAGAACGAGCAGCT TCTGGGGCAGCTCGA 

1$0 '00 ,,,, , , , 
ATTGCTGAAACAACTTGGATAGATGCGTCCTTGACAATTGGGGGAAGAGAGCGATCT 

"O ,OO lO. , , , 
ATAATAGTGACAGATGCAACAACCGTGCTGTCTACAAACTTGAGAGCTCCATTGGGA 

""" 120 "0 , , , 
ATATAACTGAACCTATTATAGAGAGGTACAGCCACGTTCTTCACCGGACCCTCAATG 

,oo ¡:
~' 

'" 
A TCGACACCAGGCTG~ 

, 
TGGACCAGATTTGTCTTTGGCAAAAAGATAGACGTTT 

... <l. • .. , , , 
GAGAAGGTAGTCACAGCATAAGTTGCCGCGTCTTGCACAAAACCCAAATATTTTAAC 

~'" . .. <$O 500 , , , 
CCCTCCCCCTGCCCTTGTTGGTTGTCTTCGTCTTCAGCCATCTTGTCGTCGTCGTC 

20 ...., , .. Cm' "mH' r,:m, l: 
GlT7term ATTC ATCCGAT TCAGCCATGGC~TTGTCGT CGTCGTCGGTAC~C ATCTGGG 

,.. ..,. ." , , , 
G 1 T7 te,m C T GT CNN T G T GC T GGCG T T CGAA T T T AGCAGCA N CGG T T T T C T T T CA T ACCAGAACC 

GIT7te,m GCGTG NNNCN 

o 

' 0 00 , , 
GlT7te,m NNNNNN NNNCTC NTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGG 

GlT7te,," C" C" . '" 
TG CGAGTGCGGCCGC GCT ~ TCAATTCTCTCCATAAAAC~CCTTAGCAAGTATC 

". '"O , ... , , , 
GlT7 te,m TTGGTCTGCCCAGGCAAAGAAGAAGCCAGAGAACGAGCAGCT TCTGGGGCAGCTCGA 

lO" "lO » 0 , , , 
Gln te,m ATTGCTGAAACAACTTGGATAGATGCGTCCTTGACAATTGGGGGAAGAGAGCGATCT 

,.0 ,... >O. , , , 
Gln te,m ATAATAGTGACAGATGCAACAACCGTGCTGTCTACAAACTTGAGAGCTCCATTGGGA 

""" »0 ,.. , , , 
GlT7te,," ATATAACTGAACCTATTATAGAGAGGTACAGCCACGTTCTTCACCGGACCCTCAATG 

¡:~' ~' - ,. 
A TCGACACCAGGCTG~ TGGACCAGATTTGTCTT ~GGCAAAAAGATAGACGTTT 
OCIO . , 0 . .. , , , 

GlT7te,m GAGAAGGTAGTCACAGCATAAGTTGCCGCGTCTTGCACAAAACCCAAATATTTTAAC 

GlT71e,," ~
,o, 

.00 . ,., 5<10 , , , 
CCCTCCCCCTGCCCTTGTTGGTTGTCTTCGTCTTCAGCCATCTTGTCGTCGTCGTC 

Cm' "m", r:o"' l: 'o "'" , ... 
GlT71e,," ATTC ATCCGAT TCAGCCATGGC~TTGTCGTCGTCGTCGGTAC~C ATCTGGG 

,OC) 000 ." , , , 
GI17te,," C T GT CNN T G T GC T GGCGT T CGAA T T T AGCAG CA N CGG T T T T C T T T CA T ACCAGAACC 

Gln term GCGTG NN NC N 

o 
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Traducción de la secuenciación 

 

Sonicación realizada para la lisis celular 

Potencia 4 por 10 segundos 10 veces con descanso de 1 min entre cada 

sonicación de la muestra. 

 

Buffer de lisis 

-50mM Tris-HCl (pH8) 

-1mM EDTA  

-200mM NaCl 

 

Buffer de lavado  

-50mM Tris-HCl (pH8) 

-1mM EDTA  

-300mM NaCl 

-0.1 %(v/v) Tween 20 
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