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ACN. Acetonitrilo

AL. Alergia al latex

APC. Células presentadoras de antigeno

ASTM: American Society for Testing and Materials

BCA. Acido bicinconinico

BSA. Albumina de suero bovino

DC. Dicroismo circular

EB. Espina bifida

Fc. Fraccion constante

FceRl. Receptor de tipo | de la fraccion cristalizable tipo épsilon de la IgE
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HPLC. Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (High-performance liquid
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IgE. Inmunoglobulinas de tipo E

IgG. Inmunoglobulinas de tipo G

IgM. Inmunoglobulinas de tipo M

IFN-7. Interferon gamma

IL-4. Interleucina 4

IL-13. Interleucina 13

IL-18. Interleucina 18

IUIS. Unién Internacional de Sociedades Inmunolégicas (The International Union of
Inmmunological Societies)

MALDI-TOF. Espectrometria de Desorcién/ ionizacion laser asistida por matriz (Matrix-
Assisted Laser Desorption/ ionization) Tiempo de vuelo (Time of flight)
NK. Células asesinas naturales (Natural Killer)

Nm. Nanémetros

PAGE. Electroforesis en gel de poliacrilamida

PBS. Buffer de fosfato salino

rpm. Revoluciones por minuto

SDS. Dodecil sulfato de sodio

TFA. Acido Trifluoroacético

Tyl. Linfocitos T cooperadores de tipo |

Ty2. Linfocitos T cooperadores de tipo Il

UV. Ultravioleta

VIH. Virus de Inmunodeficiencia Humana.

WHO. Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization
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Resumen

Resumen

La alergia a productos de latex de Hevea brasiliensis ha sido un problema de salud
importante en los ultimos afos, el cual afecta al personal médico y sanitario,
trabajadores del hule y pacientes con mdultiples intervenciones quirdrgicas. Los guantes
de hule de latex natural son uno de los principales productos causantes de la
hipersensiilidad de tipo | o alergia al latex debido a la presencia de diversos alérgenos,
entre los que se encuentran principalmente Hev b 1, Hev b 3, Hev b 5y Hev b 6.02. El
alérgeno Hev b 6.02 se encuentra de manera abundante en guantes manufacturados
con latex de H. brasiliensis (Palouso et al., 2007). Esta proteina es una lectina que une
oligosacaridos de N-acetil-glucosamina y su estructura tridimensional fue reportada por
nuestro grupo de trabajo en 1991 (Rodriguez-Romero, et al. 1991). Por otra parte, Hev
b 6.02 participa en la reactividad cruzada entre el latex, plantas y frutas. En este trabajo
se aislo, purifico y caracterizé al alérgeno Hev b 6.02 a partir de guantes elaborados
con latex de H. brasiliensis. La extraccion se realizé utilizando guantes de exploracion
estériles marca Sensimedical. Para la purificaciéon de la proteina se usé cromatografia
de fase reversa acoplada a un equipo HPLC. La caracterizaciéon de la proteina
comprendié la determinacion de la relacibn masa/carga mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF, donde se encontré la misma masa del Hev b 6.02 natural obtenido
a partir de lutoides del latex fresco. El espectro de dicroismo circular mostré un maximo
positivo a 221 nm, caracteristico de este tipo de dominios estructurales, que incluye
contribuciones de los puentes disulfuro y de interacciones entre residuos de triptéfano.
Ademas, se obtuvo un espectro de H1- RMN que sugiere que la proteina de guante se
encuentra plegada. Finalmente se obtuvieron los espectros de infrarrojo comparativos
entre la proteina natural y la obtenida de guantes, que permitieron determinar que no
hay modificaciones quimicas importantes de la proteina durante el proceso de

manufactura.
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Capitulo |

Introduccién

Alergia o Hipersensibilidad de Tipo |

La alergia es un problema de salud mundial que afecta a mas del 20% de la poblacion,
segun la Organizacion Mundial de la Salud (WHO 2003) y se define como una
enfermedad producida por la respuesta exagerada del sistema inmunolégico ante un
antigeno extrafio, normalmente inocuo, conocido como alérgeno. Los alérgenos son
generalmente proteinas o glicoproteinas de fuentes muy diversas como plantas,
insectos o animales, y son altamente inmunogénicos; sin embargo, no existen
evidencias que relacionen la actividad biologica de los alérgenos con su capacidad
alergénica. Algunos reportes indican que muchas proteinas relacionadas con la defensa
de los organismos (Pathogenesis related proteins, PRP) son alergénicas. (Midoro H.T et
al., 2001)

La alergia pertenece a las reacciones de hipersensibilidad de tipo | de acuerdo a la
clasificacion propuesta por Gell y Coombs: Tipo | al IV (Tabla 1), con base en el tiempo
de apariciéon de sintomas y los mecanismos involucrados en las mismas. En 2003 Rajan
y colaboradores describieron un quinto tipo a la que denominaron hipersensibilidad

estimuladora o neutralizante.

Tabla I. Tipos de hipersensibilidad
Tipo de hipersensibilidad Mediadores
l. Hipersensibilidad inmediata IgE
. Hipersensibilidad citotoxica o0 mediada I1gG o IgM

por anticuerpos

I, Mediada por inmunocomplejos IgG
V. Mediada por linfocitos T Linfocitos T
V. Estimuladora o neutralizante fo]€;
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De forma breve la hipersensibilidad de tipo | se define como una respuesta alérgica
inmediata generada por una proteina alergénica que da lugar a la diferenciacion de
los linfocitos Ty2 y a la sintesis de inmunoglobulinas tipo E (IgE) especificos,
favorecida por las citocinas interleucina 4 (IL-4) e IL-13. Los anticuerpos IgE
producidos se unen a través de su region constante (Fc) a un receptor de alta
afinidad FceRI presente en la superficie de las células cebadas o mastocitos y de los
basofilos. (Abbas AK et al., 2007). En una segunda exposicion, el alérgeno se une a
las IgEs ancladas en la superficie de dichas células y esta union genera su
activacion mediante el entrecruzamiento de las moléculas de FceRI. Este
entrecruzamiento genera tres tipos de respuestas bioldgicas: secrecion del
contenido de los granulos mediante exocitosis, sintesis y secrecion de mediadores

lipidicos y sintesis y secrecion de citocinas (Abbas AK et al., 2007).
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Figura 1. Eventos de la hipersensibilidad de tipo I. La exposicién a un alérgeno activa células Ty2 a
través de las células presentadoras de antigeno (APC). Los Ty2 estimulan a los linfocitos B para la
produccion de IgEs. Subsecuente exposicién el alérgeno se une a las IgEs presentes en la membrana
de los mastocitos, lo cual provoca su activacién y degranulaciéon (Hawrylowicz C.M. et al.,2005)

Los factores que influyen en el desarrollo de la hipersensibilidad de tipo | son
diversos, en términos generales son individuales y ambientales. Entre los
individuales se encuentra la predisposicion genética asociada a la existencia de
polimorfismos en mas de 50 genes localizados en 15 diferentes cromosomas. Los

polimorfismos en IL-4, IL-13, IL-18 y en el factor de transcripcion GATA-3 y STAT-6
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estan estrechamente relacionados con la alergia. La IL-18 es producida por una gran
variedad de células de la respuesta inmune como monocitos, macréfagos y células
dendriticas y es un importante regulador de la respuesta inmune. Los polimorfismos de
IL-18 se asocian a enfermedades inflamatorias cronicas porque estimula la sintesis de
IL-4 y IL-13 iniciando una respuesta Ty2 y aumentando los niveles de IgEs. (Novak et
al., 2005). En individuos normales se conoce que IL-18 se asocia con la IL-12 para
inducir la produccion de interferon gamma (IFN-y) en los linfocitos Ty1, linfocitos B y las
células asesinas naturales (NK), lo que polariza la respuesta hacia linfocitos Tyl y la
inhibicién de la sintesis de IgEs.

Los polimorfismos asociados a los genes de IL-4/IL-13 y a los factores de transcripcion
GATA-3 Y STAT-6 presentan una mayor actividad biolégica, por lo cual estan
directamente relacionados con el aumento de los niveles totales de IgEs en suero.
(Brown et al., 2005)

Dentro de los factores ambientales se encuentra la contaminacién la cual ocasiona una

constante exposicion a ciertos alérgenos.
La alergia al latex de Hevea brasiliensis

El latex del arbol del hule Hevea brasiliensis es el mas importante desde el punto de
vista industrial, dado que a partir del hule que contiene se producen un numero
importante de articulos de uso doméstico, médico y comercial y ademas es responsable
de los cuadros alérgicos. El latex es el citoplasma de células especializadas
denominadas laticiferas, el cual se encuentra constituido por cisl, 4- poliisopreno o hule
natural que comprende un 25-45% de su peso, carbohidratos, lipidos y proteinas las
cuales comprenden entre 1-5% del peso de latex. Al centrifugarse el latex fresco
aproximadamente entre 50,000-70,000 g se obtienen tres fracciones principales:1) Fase
superior formada por poliisopreno o hule natural; 2) Fase intermedia conocida como
suero C, la cual contiene el citosol de las células laticiferas y es mas rica en proteinas
hidrosolubles; 3) El sedimento o suero B, principalmente compuesto por lutoides o

vacuolas, ricos en proteinas alergénicas (Yeang et al., 2002) (Figura 2).
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Gap spacgﬁ_,,,,-r-—"' Rubber phase
(~ 27%)
Hevb3__.{_|__Smaller rubber particles |
¥
Hevb O C-serum
Hevb 8 (~ 48%)
Hevb7.02

Hevb6.01, 6.02, 6.03
Hevb2, Hevb4

Figura 2. Distribucion del contenido de proteinas y
localizacion de los distintos alérgenos en latex centrifugado
a 53,000 g (Rihs y Heimsoth, 2003)

En general se han descrito mas de 200 proteinas presentes en el latex de H.
brasileinsis, de las cuales 14 se han clasificado como alérgenos en la base de datos

(www.allergen.org/allergen.aspx) establecida por el Subcomité de Nomenclatura de la

Union Internacional de Sociedades Inmunolégicas (IUIS). Los principales alérgenos del
hule se han denominado como Hev b 1 a Hev b 14 (Tabla II). La nomenclatura consiste
de las tres primeras letras del género al cual pertenece el organismo, seguido de la
primera letra de la especie y de un nimero arabigo que indica el orden cronolégico de
su deposito en la base de datos. Como se muestra en la Tabla Il los alérgenos del latex
llevan a cabo diferentes funciones bioldgicas incluyendo enzimas, proteinas de defensa
de la planta, proteinas involucradas en la sintesis del poli-isopreno y proteinas

estructurales.
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Tabla Il. Alérgenos de latex

Caodigo IUIS Nombre Funcion Masa molecular
(kDa)
Hevb 1 Factor de elongacion Biosintesis del 14
latex
Hev b 2 Beta 1-3-glucanasa Defensa 38
Hev b 3 Homologo de factor de | Biosintesis del 24
elongacion latex
Hevb 4 Proteina microhélice Estructural 50-57
Hev b 5 Proteina acida @~ | -m-mmemmemmmmeeeee 16
Hev b 6.01 Proheveina Defensa 20
Hev b 6.02 Heveina Defensa 4.7
Hev b 6.03 C- terminal de 14
Proheveina
Hev b 7 Patatina Estructural 42
Hev b 8 Profilina Estructural vy 15
sefializacion
Hevb 9 Enolasa Biosintesis de 51
nutrientes
Hev b 10 Superoxido-dismutasa Eliminacion de 26
radicales libres
Hevb 11 Quitinasa de clase | Defensa 30
Hev b 12 Proteina de transferencia | Transferencia 9
de lipidos de lipidos
Hev b 13 Proteina nodulo Esterasa 42
Hev b 14 Hevamina Defensa 30

El primer reporte de alergia al latex (AL) lo realizd Nuter (Nuter et al., 1979) en 1979; sin
embargo, fue hasta los afios 80 cuando se observé un incremento importante en el
namero de personas alérgicas a productos elaborados con latex debido al aumento
desmesurado en el uso de guantes y condones de hule, por que se habia descubierto
que el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y hepatitis B se transmitian por medio
de fluidos corporales (Nettis et al., 2002). Como consecuencia de esta situacion, en las
Gltimas décadas la alergia al latex ha supuesto un problema socioeconémico y sanitario
importante, dando lugar a diversas investigaciones orientadas a la deteccién y
cuantificacion de alérgenos de latex para prevenir la sensibilizacion y la enfermedad. En
nuestro pais no se conoce la incidencia de AL en la poblacion en general; sin embargo
en estudios realizados por nuestro grupo de trabajo permiten estimar una prevalencia

de 1.6-1.9%. La prevalencia de AL en la poblacion en general se estima entre un 1-2%.
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Los principales casos de AL se producen en grupos de riesgo definidos entre los que
destaca el personal al servicio de la salud con una prevalencia del 5-20%, los
trabajadores de la industria del hule y los enfermos con espina bifida (EB) y anomalias
urogenitales con una prevalencia de 24-60%.

Las manifestaciones clinicas de la AL son muy variables dependiendo de la via de
exposicion, que en la mayoria se producen por exposicion por via cutanea, mucosa,
parenteral o aérea, la cantidad del alérgeno, la duracion del contacto y, como se
menciond anteriormente, la predisposicion genética y estas manifestaciones pueden ser
locales o sistémicas. Las sistémicas son una combinacion de sintomas clinicos tales
como dermatitis, urticaria, angioedema, rinitis, conjuntivitis, asma o bien cuadros

anafilacticos que pueden provocar la muerte. (K. Turjanmaa et al., 1996)

Productos de hule de latex natural

El latex de Hevea brasiliensis se utiliza en la elaboracién de mas de 40,000 productos
de latex, debido a sus propiedades elasticas y de barrera y su resistencia a la traccion.
Algunos de los productos que se elaboran a partir de este polimero son de uso
doméstico como zapatos, ligas, juguetes, chupones, etc. Por otra parte se encuentran
diversos productos de uso médico como guantes de latex, torniquetes, vendajes
elasticos, catéteres urinarios; por lo que una gran parte de la poblaciéon se encuentra
expuesta diariamente a productos de latex.

Se han realizado diversos estudios que confirman la presencia de una gran cantidad de
los alérgenos de latex en diversos productos de latex de uso domestico y médico como

en los guantes de hule de latex natural. (Crippa et al., 2006)

Guantes de hule de latex natural

En la elaboracion de los diversos productos, el hule natural se centrifuga y se preserva
en amoniaco, el cual evita su degradacion, retarda el crecimiento microbiano e
incrementa la estabilidad, ademas de que las condiciones alcalinas pueden
desnaturalizar ciertas proteinas e hidrolizarlas en péptidos. (Perrella WF et al., 2002).
Este concentrado de hule se mezcla con diversos compuestos quimicos como agentes
vulcanizantes (mercaptobenzotiazoles, ditiocarbamatos, tiuram) y antioxidantes

(aminas).
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Figura 3. Agentes vulcanizantes A) 2-mercaptobenzotiazol, B) tiocarbamatos C) tiuram

Los métodos de produccion de guantes de hule natural implican como primer paso la
limpieza de los moldes para obtener una deposicion uniforme y continta del latex.
Como siguiente paso se cubren los moldes con coagulante, que es una sustancia
quimica que desestabiliza el latex provocando su agregacion y controlando la cantidad
gue se deposita, y que determina el espesor de los guantes. Posteriormente los moldes
se sumergen en la mezcla de latex-compuestos azufrados y se calientan
sucesivamente en hornos a temperaturas entre 100°C-120°C, completando lo que se
conoce como proceso de vulcanizacién. Entre cada entrada a los hornos se realiza una
lixiviacion la cual consiste en sumergir los moldes recubiertos de latex en un bafio de
agua caliente para eliminar el exceso de productos quimicos y proteinas extraibles de
los guantes. Antes de desprenderlos del molde se sumergen en tanques que contienen
polvos (almidon de maiz o talco), los cuales actian como lubricantes. (Yip et al., 2002)

El proceso de manufactura parece no ser lo suficientemente riguroso para eliminar
proteinas alergénicas, por lo cual se ha podido determinar su presencia en los guantes
de latex y en otros productos elaborados con hule natural (Yunginger et al., 1993;
Crippa M et al.,2003; Palosuo T et al., 2007)

Los alérgenos que se utilizan como marcadores para determinar el potencial alergénico
de los guantes de latex son Hev b 1, Hev b 3, Hev b 5y Hev b 6.02 (Palosuo T et al.,
2007; Peixinho et al., 2008). Esto es debido a que Hev b 1 y Hev b 3 participan en la
sensibilizacion de los nifios con EB por contacto directo de la superficie externa de los
guantes, donde se presenta la mayor cantidad de estos alérgenos, con la mucosa
interna del paciente durante las cirugias a las cuales son expuestos (Yeang et al.,
1996).

Péagina 11



Introduccion

Por otra parte, Hev b 5y Hev b 6.02 participan en la sensibilizacion de los trabajadores
de la salud, la cual ocurre por contacto directo de la superficie interna de los guantes
con la piel (C. Peixinho et al., 2008) o por la inhalacién de aeroalergenos. Esto ultimo es
debido a que las proteinas quedan adsorbidas en la superficie de los polvos, tales como
talco o almiddn, incrementando su exposicién por via aérea (Yip et al.,, 2002). Las
diferencias en la distribucion de los alérgenos en las diferentes superficies del guante

parecen estar relacionadas con el proceso de fabricacion.

El contenido de proteinas totales en los diferentes tipos de guante que se utilizan en los
hospitales es muy diferente. Los mas utilizados son: guantes quirdrgicos de hule natural
libres de polvo y lubricados, guantes de examinacion lubricados, guantes de nitrilo y
vinilo, este Ultimo no contienen proteinas. Los que presentan un contenido
significativamente mayor de proteinas son los guantes quirdrgicos y de exploracion
manufacturados con hule natural, mientras que los guantes libres de polvo tienen un
menor contenido, lo cual confirma que los polvos usados como lubricantes son
excelentes acarreadores de proteinas del latex. (Yunginger et al., 1993; Beezhold et al.,
1996; Palosuo et al., 1998, Crippa M et al., 2003). Reportes recientes indican que en
algunos guantes de nitrilo se han encontrado proteinas del latex cuya presencia podria
explicarse por la adicién de latex durante el proceso de fabricacion para incrementar
sus propiedades elasticas (Villanta et al., 2000) o bien por el uso de las mismas lineas
de produccidn. Los guantes de vinilo estan libres de latex. (Crippa M et al., 2003).

En los ultimos afios los fabricantes de guantes de hule natural han modificando los
procesos de fabricacién (Perrella WK et al., 2002) con el fin de reducir los niveles de
proteinas extraibles; sin embargo, ninguna de las siguientes técnicas elimina por

completo el contenido. Estos métodos son:

e Tratamiento enzimético

e Optimizacion de los protocolos de lixiviacion
e Cloracion (libres de polvo)

e Recubrimiento con polimeros

e Radiacion UV
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El uso de guantes de hule natural continda siendo frecuente ya que diversos estudios
indican que presentan mayor durabilidad, flexibilidad, mejor ajuste, bajo indice de
perforacion, comparado con los guantes libres de latex. (Palosuo T et al.,2011; Thomas
Setal., 2011)

Heveina (Hev b 6.02)

El alérgeno Hev b 6.02 es la proteina mas abundante en los lutoides del latex de H.
brasiliensis, presenta 43 aminoacidos con una masa molecular de 4.729 kDa, y es rica
en cisteinas las cuales forman cuatro puentes disulfuro. Esta proteina fue purificada y
cristalizada por primera vez en 1960 (Archer BL., 1960). Posteriormente nuestro grupo
de trabajo determino la estructura tridimensional de esta proteina a 2.8 A de resolucion,
utilizando técnicas de difraccion de rayos X, y se demostré6 que se trataba de una
lectina por su capacidad para unir de forma especifica a polimeros de N-
acetilglucosamina y quitina (Rodriguez-Romero, et al. 1991). Esta proteina posee
propiedades antifingicas in vitro, por lo que podria también participar en los
mecanismos de defensa de la planta. También se ha propuesto que participa en la
coagulacion del latex mediante su unién a moléculas de N-acetilglucosamina presentes
en una glicoproteina de 22 kDa, la cual se localiza en la superficie de las particulas de
hule (Gridrol X et al., 1994). La heveina se sintetiza como un precursor de 20 kDa
denominado proheveina (Hev b 6.01), que es procesado por hidrélisis generando Hev b
6.02, que es el dominio amino terminal y un dominio carboxilo terminal de 138
aminoacidos con un peso molecular de 14 kDa (Hev b 6.03) (Yeang HY et al., 2002). Se
ha demostrado también que Hev b 6.02 participa en la reactividad cruzada entre el
latex, plantas y frutas. En diversos trabajos se ha comprobado que algunos individuos
que presentan IgEs contra Hev b 6.02 pueden reconocer proteinas con actividad de
quitinasas en platano, aguacate y kiwi. (Perales Diaz A et al., 2002).
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Figura 4. Estructura tridimensional de Hev b 6.02 (Reyes Lépez C et al., 2004)

En el 2004 nuestro grupo de trabajo resolvié la estructura tridimensional de Hev b 6.02
a 1.5 A de resolucion (Figura 4) (PDB: 1Q9B, Reyes Lopez C et al., 2004) donde se
propuso un epitopo conformacional (Figura 5A) formado por los residuo Trp21, Trp23
Glu29 y Asnl4, utilizando modificacion quimica de los tript6fanos y estudios
cristalograficos e inmunolégicos. En un trabajo paralelo al de nuestro grupo se
describieron los aminoacidos Arg5, Lys10, Glu29, Tyr30, His35 y GIn38 como
responsables de la unién con las IgE de personas alérgicas (Figura 5B y C) (Karisola et
al.,2004).
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Figura 5. Superficie molecular del Hev b 6.02 donde se muestran los residuos de aminoacidos (azul)
que se han propuesto para interaccion con las IgEs de pacientes alérgicos. A) Son los residuos
propuestos por nuestro grupo de trabajo que forman parte del epitopo conformacional de este alérgeno
B) y C) son los residuos propuestos por Karisola et a, 2004. Los cuales forman parte del epitopo

conformacional del alérgeno.

Hev b 6.02 es reconocido y afecta a mas del 80% de los trabajadores al cuidado de la
salud y al 86% de los nifios con EB y como se mencioné anteriormente es uno de los
alérgenos que se ha identificado y encontrado en mayor abundancia en productos
elaborados con latex.

En esta tesis describimos la purificacion y la caracterizacion bioquimica del Hev b 6.02

presente en guantes de latex de H. brasiliensis.
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Objetivos

Objetivo principal

Determinar si la proteina Hev b 6.02 sufri6 alguna modificacion durante el proceso de
manufactura de guantes de hule de latex natural.

Objetivos especificos

e Extraery purificar Hev b 6.02 a partir de guantes de latex de la marca
Sensimedical y de Hev b 6.02 natural de Hevea brasiliensis

e Caracterizar bioquimicamente a Hev b 6.02 de guante
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Capitulo Il

Metodologia Experimental

Material

Para el desarrollo del presente trabajo se analizaron diversas marcas de guantes
siendo los guantes para exploracion de hule de latex estériles de la marca Sensimedical
con lote 00301900900 los que se seleccionaron debido a que presentaron un mejor

rendimiento.

Como control positivo se utilizé Hev b 6.02 natural obtenida a partir de lutoides latex de

Hevea brasiliensis (clona RRIM600).

Extraccion y purificacion de una proteina alergénica a partir de guante

de hule de latex natural

El extracto de guantes de latex se obtiene cortandolos en pequefios pedazos
aproximadamente de 1 cm?, y adicionando, por cada gramo de guante 5 mL de PBS
(0.137 M NaCl, 0.0027 M KCI, 0.01 M NayHPO4, 0.001 M KH,PO4), pH 7.4. La
suspension se mantuvo en agitacion por 48 hrs a 4°C, posteriormente el extracto se
filtr6 usando primero un filtro Whatman No.2, y después por una membrana MILLIPORE
de 0.45 pm. El extracto se concentr6 con un sistema AMICON utilizando una membrana
de 10 kDa, la fraccién que pas6 a través de la membrana se aplicé a una columna C-18
FR (Phenomenex®) acoplada a un cromatégrafo de liquidos de alta eficiencia (HPLC),
previamente equilibrada con acido trifluroacético (TFA) al 0.1% en agua desionizada. La
elucion se realizé con un gradiente escalonado de 0-25%, 25-80% y de 80-100% de
acetonitrilo (ACN) en TFA al 0.12%.
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Extraccion y Purificacion de Hev b 6.02 natural

El latex de H. brasiliensis se centrifugé a 70000 g para obtener la fraccion lutoide. Se
pesan 10 g de lutoides y se le adiciona el mismo volumen de amortiguador de fosfatos
0.05 M pH 6.6 con 100 mM de NaCl y la mezcla se homogeneiza a 4°C con un
homogeneizador POLITRON PT-MR2100. El extracto se centrifugo (35,000 g, 4°C, 45
min) y se midio el volumen para realizar precipitacion fraccionada con sulfato de amonio
al 65% y después al 100% de saturacion. Posteriormente se volvio a centrifugar (35,000
g, 4°C, 45 min).

En este ultimo precipitado se encuentra Hev b 6.02, la cual se redisolvi6 en agua
desionizada y se purificé por una columna C-18 FR (Phenomenex®) acoplada a un
equipo HPLC previamente equilibrada con TFA AL 0.1% en agua desionizada. La
elucién se realizé con un gradiente escalonado de 0-25%, 25-80% y de 80-100% de
ACN en TFA al 0.12%.

Cuantificacion de proteina total

La cuantificacion con Acido Bicinconinico (BCA) Protein Assay Kit (Thermo scientific™)
permitio determinar la cantidad de proteina total obtenida en el extracto de guante. El
método se basa en la reduccion de Cu®* a Cu* por los enlaces peptidicos, en un medio
alcalino (reaccion de Biuret). El color purpura formado es producto de la reaccion de un
Cu'* con dos moléculas de BCA, la lectura se realiza a una longitud de onda de 562 nm,
de modo que la absorcion medida es proporcional a la cantidad de enlaces peptidicos.

Curva de calibracion

Se realiz6 una curva de calibracion utilizando como estandar albimina de suero bovino
(BSA), a diferentes concentraciones, siguiendo el protocolo de Thermo scientific™.
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Para la lectura de las

absorbancias se utilizd un espectrofotometro Shimadzu UV-1800.

La cantidad de proteina total de las muestras se obtuvo interpolando los datos de las

absorbancias en la ecuacion de la curva patrén.
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Figura 6. Curva de calibracion de proteina utilizando BSA como estandar, método de BCA a 60°C

Electroforesis en gel de Tris-Tricina-SDS-PAGE

La electroforesis Tris-Tricina—SDS-PAGE se utiliza para separar proteinas pequefias en
funcién de su masa molecular. La electroforesis Tris-Tricina-SDS-PAGE permite tener
un conocimiento acerca de la pureza y la masa relativa de la proteina de interés. Veinte
microgramos (ug) de la proteina pura se cargaron a un gel de Tris-Tricina-SDS-PAGE al
16% utilizando una diferencia de potencial de 120 V en un amortiguador de catodo (1 M
Tris, 1M Tricina y 1 % SDS) y de anodo (1M Tris-Cl) con pH 8.9 y finalmente reveladas

con azul de Coomasie G-250.

Espectrometria de masas MALDI-TOF

La masa de la proteina purificada se determind mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desortion/ lonization Time of Flight), la cual se
caracteriza porque la muestra estd embebida en una matriz quimica en exceso que
favorece la ionizacion y desorcion del analito a través de pulsos cortos de laser. A
continuacion las moléculas ionizadas son expuestas a un gradiente de voltaje en el
vacio y aceleradas a una velocidad que depende de su relacion masa/ carga (m/z).
Cada molécula llega al detector después de un tiempo de vuelo que esta relacionado

con la relacion masa molecular/carga.
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La muestra de proteina pura se preparé a una concentracion de 0.39 mg/mL, utilizando
como matriz a-acido-4-hidroxicinamico (HCCA) en una solucién 30% acetonitrilo, 70%
agua y 0.1% de acido trifluoroacético. El control utilizado para calibrar el equipo fue Hev
b 6.02 natural (4.7 kDa). La relacion m/z para el ion molecular se obtuvo utilizando un

espectrometro MALDI-TOF Microflex Bruker Daltonics.

Espectro de absorcion UV-Visible

Para determinar el espectro de absorcion de la proteina de guante y del Hev 6.02
natural se prepararon las muestras en las siguientes concentraciones 0.391 mg/mL y
0.4 mg/mL respectivamente. El barrido se realiz6 de 200 nm a 350 nm usando una

celda de cuarzo en un espectrofotometro Shimadzu UV-1800.

Dicroismo Circular

Para determinar si la proteina presentaba estructura secundaria se obtuvo el espectro
de Dicroismo Circular (DC) de la proteina de guante pura y el control de Hev b 6.02
natural en agua con concentraciones de 0.195 mg/mL y 0.273 mg/mL, respectivamente.
Para este fin se us6 un equipo Jasco J-710 en el UV lejano (190-260 nm), a
temperatura constante de 25 °C, utilizando una celda de cuarzo con una longitud Gptica
de 0.1 cm. El espectro final representa el promedio de tres acumulaciones individuales
realizadas cada 1 nm a una velocidad de barrido 20 nm/min. El resultado se expresa en
valores de elipticidad (6) molar (grado*cm? dmol) considerando una masa molecular

promedio por residuo de 110 g/mol con la ecuacién:

Bobs *xMW
OMolar = Pl

Donde 6 Molar es elipticidad molar, 6obs es el valor de elipticidad en miligrados, MW es
el peso molecular promedio de los aminoacidos, [P] concentracion de proteina en mg/

cm®y d es el paso éptico en cm.
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Resonancia Magnética Nuclear de 'H

Para determinar si la proteina se encontraba plegada se obtuvo el espectro de
Resonancia Magnética Nuclear de protdn de la proteina de guante en un equipo Varian
Inova de 500 MHz. Se prepararon 400 pL de una disolucién 0.5 mg/mL de proteina con

10% D,0 a 25°C para obtener el espectro monodimensional

Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia de infrarrojo se basa en la incidencia de radiacion infrarroja sobre
una muestra, la cual provoca cambios en los estados vibracionales de las moléculas
constituyentes de la misma. La absorcién de radiacion por parte de una muestra es
indicativa del tipo de enlaces y grupos funcionales presentes en la misma. Una de las
principales aplicaciones de la espectroscopia de infrarrojo es la caracterizacion e
identificacion de compuestos, por lo que para determinar si la proteina de guante sufrié
alguna modificacion quimica durante el proceso de fabricacibn se obtuvieron los
espectros de infrarrojo de la proteina de guante y de Hev b 6.02 en modo pelicula con
un miligramo de cada una de ellas. Las muestras se aplicaron sobre placas, se dejo
evaporar el disolvente y se obtuvo el espectro en un equipo FT-IR Bruker Tensor 27.
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Capitulo I

Resultados y analisis

En este trabajo nos interesé purificar y caracterizar a Hev b 6.02 (heveina) a partir de
guantes de cirujano, ya que es uno de los alérgenos mas abundantes presentes en
productos manufacturados con el latex del arbol de H. brasiliensis (Palosuo T et al.,
2007; C. Peixinho et al., 2008). De esta manera intentamos determinar si esta proteina
sufre alguna modificacion quimica durante el proceso de manufactura. Ademas fue

necesario purificar a Hev b 6.02 natural, el cual se utiliz6 como control.

Extraccion y purificacion

El extracto de guante de la marca Sensimedical, que contenia proteinas con masas
moleculares relativas entre 10 kDa y 3kDa, se aplicé a una columna de FR en un HPLC.
La elucidén de las diferentes fracciones se realizé con un gradiente escalonado de ACN.
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Figura 7. Perfil cromatografico del extracto de proteinas de guante con masa molecular entre 10 kDa 'y 3

kDa en una columna de fase reversa C-18.
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El perfil cromatografico se muestra en la Figura 7 en donde se observa la separacion
de una fraccion principal de otras proteinas de bajo peso molecular. Esta fraccion
eluyd con un porcentaje del 16%. ACN, que es el mismo porcentaje con el cual eluyé
Hev b 6.02 natural (no se muestra el resultado) por lo cual la fraccién se recolecto
para su caracterizacion. Este resultado sugiere que aparentemente la proteina no

sufre un cambio importante en su hidrofobicidad.

Rendimiento de la purificaciéon

A partir de un guante de cirujano manufacturado con latex de H. brasiliensis con un
peso de 5.7 g, se obtuvieron 500 pg de la proteina de guante. De acuerdo con los
resultados obtenidos tenemos un contenido de Hev 6.02 de guante 87 ug/g de
guante. Esta cantidad es superior a la establecida por la norma ASTM D3577 para
guantes de uso quirargicos y la ASTM D3578 para guantes de exploracion, que
establece como limite recomendable una cantidad de aproximadamente 50 g
proteinas totales por gramo de guante. La cantidad de proteina pura se encuentra
por encima de los valores establecidos por la norma por lo cual el uso de estos
guantes en personas alérgicas puede ser considerado de gran riesgo.
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Masa molecular

La fraccién que eluy6 con 16% ACN se sometié a una separacion electroforética en
un gel Tris-Tricina-SDS-PAGE. La Figura 8 muestra el perfil electroforético, en el
cual se observa una sola banda que migré a la misma distancia que el control Hev b
6.02 natural, que tiene una masa molecular de 4.7 kDa, por lo que podriamos decir

que se trata de la misma proteina.

3 7 8
» 266 kDa
— " 169kDa
————> 14.4kDa
6.5 kDa
4.7kDa -—aa
~ ~—» 4.7 kDa

Figura 8.Gel Tris-Tricina-SDS-PAGE 16%. Carril 3) Proteina de guante. Carril 7) Marcadores de peso
molecular, 8) Hev b 6.02 natural

Para confirmar este resultado, la masa de los péptidos purificados fue determinada
por espectrometria de masas MALDI-TOF. Para Hev b 6.02 natural la relacion m/z
para el ion molecular (MH*) de 4720.6 Da y de 2360 Da para el ion MH2?*, como se
muestra en la Figura 9. La proteina de guante muestra una relacion m/z para el ion
molecular (MH") de 4720.7 Da y de 2360 Da para el ion MH2?* como se muestra en
la Figura 10. Este resultado nos confirma que se trata de la misma proteina (Hev b

6.02) y aparentemente sin cambios que modifiguen su masa molecular.
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Figura 9. Espectro de masas de Hev b 6.02 natural donde el pico del ion molecular
corresponde a la relacién m/z 4720.6 Da
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Figura 10. Espectro de masas de la proteina de guante, donde el pico del ion molecular
corresponde a la relacién m/z 4720.7 Da

Dado que el perfil electroforético y la espectrometria de masas muestran que ambas
proteinas tiene la misma masa molecular, podemos sugerir que el alérgeno no sufre

ninguna modificacion quimica durante el proceso de fabricacién de los guantes.

Como mencionamos anteriormente, durante este proceso se adicionan diversas
sustancias quimicas que son importantes en la vulcanizacion, asi como otras que

permiten aumentar la estabilidad del hule de latex natural, como el amoniaco. Dichas
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sustancias pueden causar desnaturalizacion, modificacion e hidrolisis de proteinas
(Perella et al., 2002 ) y, por lo tanto, la formacion de nuevos antigenos (Kiljunen SM
et al., 1992).

Con los resultados de masa podemos determinar que la fraccibn mayoritaria
presente en los guantes de latex Sensimedical se trata de heveina la cual

llamaremos Hev b 6.02 de guante
Espectro de absorcion de luz UV-visible

El espectro de absorcion de luz UV-visible de Hev b 6.02 de guante y Hev 6.02

natural mostré un maximo de absorcion a 279 nm (Figura 11).
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Figura 11. Espectro de absorcién de Hev b 6.02 de guante y Hev b 6.02 natural.

Los maximos de absorcion para las proteinas son observados alrededor de 280 nm,
valor correspondiente a las absorciones promedio de los aminoécidos aromaticos

Las proteinas, dependiendo de su composiciéon de aminoacidos , tienen un espectro
de absorciéon amplio con picos en la regién de 275 a 290 nm. El maximo se presenta
debido a las contribuciones de los residuos de fenilalanina , tirosina y triptofano y un
poco por la cisteina (puentes disulfuro). En Hev b 6.02 natural que presenta dos
triptéfanos, una tirosina y cuatro puentes disulfuro puede observarse un hombro a
290 nm, el cual corresponde al maximo de absorcién que presenta el aminoacido
Tyr; sin embargo, en la proteina de guante no se observa esto. Una posible

explicacion podria ser la presencia de carbohidratos.
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Es importante resaltar que los carbohidratos no absorben a 280 nm en su forma
natural, pero al ser modificados mediante radiacion UV o radiacion gamma, las
cuales, como mencionamos, se utilizan para disminuir el contenido de proteinas, asi
como para la esterilizacion de los guantes, y de esta forma pueden absorber a 280
nm (Roig B. et al., 2003).

Dicroismo circular

Las propiedades espectroscopicas del Hev b 6.02 de guante se compararon con las
de Hev b 6.02 natural. La Figura 12 muestra los dos espectros de dicroismo circular
obtenidos en la regiébn del UV lejano. Se observa que los espectros son
practicamente idénticos con un maximo positivo entre 219 y 221 nm y un minimo en
190 nm. Cabe sefialar que las concentraciones utilizadas para el experimento no
fueron las mismas, ya que la concentracion de la proteina de guante puede estar
sobrestimada debido a la presencia de los azucares modificados. El primer espectro
de dicroismo circular para Hev b 6.02 se realiz6 por nuestro grupo de trabajo, donde
el maximo positivo atipico se atribuyd principalmente a los ocho residuos de cisteina
presentes en esta proteina de sélo 43 aminoacidos, las cuales estan formando
cuatro puentes disulfuro (Rodriguez-Romero A., 1989). A partir de este tipo de
espectros no puede estimarse el contenido de estructura secundaria. Sin embargo,
la integridad estructural del Hev b 6.02 de guante puede ser confirmada a partir de la
existencia de dichos puentes disulfuro, por lo cual podemos sugerir que la proteina
no sufri6 desnaturalizacion durante el proceso de manufactura lo que indicaria que
sus epitopos conformacionales podrian estar conservados siendo capaz de inducir

reacciones de hipersensibilidad de tipo I.
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Figura 12. Espectros de dicroismo circular del Hev b 6.02 natural (linea azul) y del extraido del guante
(linea negra)

Resonancia Magnética Nuclear de *H

El espectro de Hev b 6.02 de guante (Figura 13) muestra desplazamientos quimicos
que indican que la proteina se encuentra plegada (el singulete en 9.1 ppm, el
multiplete en 8-7.7 ppm, el multiplete 5-4.5 y el multiplete pequefio que se encuentra
en 1 ppm). Por otra parte, es importante mencionar que en el espectro de la proteina
de guante se observan también desplazamientos muy intensos caracteristicos de
carbohidratos (el multiplete de 4-3.2 ppm, el singulete 3 ppm y el triplete en 1.1-1.5
ppm) su presencia se puede deber a que la muestra empleada contuviera una
cantidad importante de azucares modificados. Esto podria explicarse ya que Hev b
6.02 tiene la capacidad de unir de forma especifica oligosacaridos de N-
acetilglucosamina. Es importante destacar que se pensaba que en el extracto
proteico de guantes existian moléculas de diferente naturaleza quimica porque el
rendimiento usando el coeficiente de extincion de la proteina Hev b 6.02 natural
(£275=2.56 mL* mg™*cm™) y la cuantificacion con BCA no coincidian. Utilizando el
coeficiente de extincion la cantidad de proteina parecia ser mayor debido a que,
como mencionamos anteriormente, los azlUcares modificados pueden absorber a
280 nm; sin embargo, al realizar la cuantificacion con BCA se determinaban
cantidades pequefias de proteina. La presencia de carbohidratos en la muestra se

corroboré al obtener el espectro de RMN.
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Para evitar la presencia de los azucares seria necesario modificar el proceso de

purificacion, utilizando una membrana de ultrafiltracion de 3 kDa antes de aplicar a la

columna de fase reversa, lo que permitiria eliminar todo aquello que tuviera un bajo

peso molecular
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Figura 13. Espectro de resonancia magnética nuclear de protén de Hev b 6.02 de guante
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Espectroscopia de infrarrojo
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Figura 14. Espectro de infrarrojo medio de Hev b 6.02 natural

El andlisis del espectro de infrarrojo de Hev b 6.02 natural muestra las siguientes

bandas (Tabla Ill, Figura 14).

Tabla lll. Principales sefiales del espectro de Hev b 6.02 natural

Grupo funcional

Longitud de onda (cm™)

O-H 3309
Instauracion aromatica 3082
CHs 2918

CH, 2850

Cc=0 1669

NH 1539

CH, 1464

CH; 1417

C-O 1179
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Figura 15. Espectro de infrarrojo medio de Hev b 6.02 de guante

El andlisis del espectro de infrarrojo de Hev b 6.02 de guante muestra las siguientes
bandas (Tabla IV, Figura 15).

Tabla IV. Principales sefiales del espectro de Hev b 6.02 de guante

Grupo funcional Longitud de onda (cm™)

O-H 3343
Instauracién aromética 3072
C-Hs 2918

CH, 2851

C=0 1674

NH, 1540

CH, 1459

CHs; 1434

C-0 1202
C-0-C 1137
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A partir del analisis de los espectros de infrarrojo de la proteina de guante y de la
heveina natural se observa que no existen diferencias en la asignacion de las
sefales de los principales grupos funcionales. No obstante, su intensidad si se
modifica siendo las sefiales de los grupos carbonilo (1674.5 cm™) las mas afectadas.
Nuevamente como en el caso de la RMN, el aumento en la intensidad de las bandas
y las diferencias entre los espectros de la Hev b 6.02 natural y la de guante puede
deberse a la presencia de los carbohidratos. Muchos de los grupos funcionales de
los carbohidratos coinciden con los de las proteinas, por lo cual la intensidad de
determinadas sefiales como los metilos, hidroxilos, carbonilos pueden estar
incrementadas en Hev b 6.02 de guante. Cabe mencionar que podemos observar
una banda en 1137 cm™, la cual corresponde al grupo funcional éter presente en el
enlace glucosidico de los carbohidratos. Con los resultados obtenidos podemos
sugerir que la proteina no sufre ninguna modificacion quimica importante durante el

proceso de fabricacion de los guantes.
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Capitulo IV

Conclusiones

Utilizando guantes de exploracion fabricados con latex del arbol del hule H.
brasiliensis se pudo purificar al alérgeno Hev b 6.02, el cual present6 propiedades
espectroscopicas practicamente idénticas al de la proteina enddgena, por lo que se
sugiere que la proteina de guante conserva su capacidad para inducir respuestas de
hipersensibilidad de tipo | en pacientes con predisposicion genética.

Es relevante sefialar que los guantes que se utilizaron en este trabajo y que son
usados en hospitales y clinicas de este pais, no cumplen con la norma internacional

ASTM D3578y, por lo tanto, son potencialmente alergénicos.

Dados los resultados obtenidos en este trabajo seria deseable realizar estudios
similares con material quirdrgico manufacturado con hule natural para determinar los
contenidos de proteinas, asi como llevar a cabo la identificacion de los alérgenos

presentes en ellos.
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