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Resumen

Hev b 7 es uno de los alérgenos presentes en el latex de Hevea brasiliensis, que se ha
clasificado como una patatina con base en su secuencia de aminoacidos. Las patatinas
presentan actividad hidrolitica sobre sustratos de naturaleza lipidica, y algunos miembros de
esta familia son fosfolipasas, como la patatina de Solanum tuberosum.

El alineamiento de las secuencias de varias patatinas demuestra regiones conservadas, como
los motivos Gly-X-Ser-X-Gly y Asp-Gly-X, caracteristicos de la diada catalitica Ser-Asp de este
tipo de enzimas. Hev b 7 posee una identidad del 43% con Pat17, la patatina cuya estructura
tridimensional ha sido determinada (PDB: 10XW), por lo que podrian existir diferencias
estructurales significativas entre ambas proteinas en regiones no conservadas y expuestas al
solvente.

En este trabajo se disefié un protocolo de expresion, solubilizacion y purificacion a partir de los
cuerpos de inclusion de la proteina de fusién tiorredoxina-rHev b 7 (Trx-rHev b 7) empleando
el plasmido pET-32a(+) en Escherichia coli BL21(DE3). La solubilizacién de Trx-rHev b 7 se
logré usando sonicacion en un amortiguador de baja fuerza idnica, siendo purificada en un solo
paso mediante cromatografia de afinidad a Ni%*, con rendimientos de hasta 100 mg de Trx-
rHev b 7 por litro de cultivo bacteriano. Los espectros de dicroismo circular en el UV lejano y
ensayos de actividad con palmitato de p-nitrofenilo y suspension de yema de huevo
demostraron el correcto plegamiento de la proteina Trx-rHev b 7. Los ensayos de fluorometria
diferencial de barrido revelaron la estabilidad de esta proteina y el estudio por dispersion
dinamica de la luz demostré la monodispersidad de la muestra. Por lo tanto, se montaron
pruebas de cristalizacion de Trx-rHev b 7, a una concentracion de 20 mg/mL. Estos ensayos
dieron resultados prometedores al obtenerse cristales no salinos en algunas condiciones, las
cuales podrian ser optimizadas.

La proteina rHev b 7 escindida a partir de Trx-rHev b 7 es inestable y se agrega, una vez
purificada, en un lapso de 24h. Por este motivo, rHev b 7 se empled en ensayos de actividad,
los cuales revelaron una mayor actividad de la enzima con una suspension de yema de huevo
que con el sustrato sintético palmitato de p-nitrofenilo, lo que sugiere una preferencia de esta
enzima por los lipidos de la yema, los cuales en su mayoria son fosfolipidos. Con esta
informacion se piensa que rHev b 7 es una fosfolipasa como otros miembros de la familia de
las patatinas.

Con base en la secuencia de aminoacidos de Hev b 7 (GenBank: AAC27724.1) se obtuvieron
modelos tridimensionales usando Robetta y AlphaFold-Multimer. Ambos servidores indican un
plegamiento tipo a/p tipico de hidrolasas, con una hoja B compuesta por 5 hebras B paralelas
y una antiparalela, rodeada por hélices a y una horquilla B, con una diada catalitica Ser61-
Asp205 y un puente disulfuro Cys125-Cys175. Ademas, se predice un dimero obligado con un
area de intercara mayor a los 3000 A2. Ambos modelos difieren sustancialmente en las asas y
hélices a expuestas al solvente que rodean la diada catalitica. En el modelo de Robetta se
forman tres canales que conducen al sitio catalitico, donde se podria acomodar un fosfolipido
tipo glicerofosfocolina. Por otra parte, el modelo de AlphaFold-Multimer no da lugar a ningun
canal que conduzca al sitio catalitico. Estos resultados sugieren una posible conformacion
cerrada predicha por AlphaFold-Multimer y una abierta predicha por Robetta. La validacion de
los modelos arrojé algunos problemas de conformacién de residuos, segun el grafico de
Ramachandran, y algunas colisiones entre residuos, siendo mayor el numero de estos
problemas en el modelo de AlphaFold-Multimer. Sin embargo, estos problemas, no parecen
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afectar las regiones que rodean al sitio activo de la enzima y se concentran en la intercara del
dimero, el extremo N-terminal y algunas asas expuestas al solvente.

rHev b 7 se empled en estudios de reconocimiento por anticuerpos IgE de sueros de pacientes
alérgicos al latex. Los resultados de ELISA indicaron una mayor prevalencia alérgica hacia Hev
b 7 en los trabajadores del area de salud. Con los modelos de Robetta y AlphaFold-Multimer
se hizo un analisis de los posibles epitopos responsables de este reconocimiento, usando los
servidores Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 y Discotope 2.0. El analisis de los resultados
sugiere que la region antigénica mas importante de Hev b 7 se encuentra cercana al sitio activo,
provocando una posible correlacion alergenicidad-actividad enzimatica.
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Abstract

Hev b 7 is one of the allergens present in the latex of Hevea brasiliensis, which has been
classified as a patatin based on its amino acid sequence. Patatins have hydrolytic activity on
lipid substrates, and some members of this family are phospholipases, such as patatin from
Solanum tuberosum.

The alignment of the sequences of several patatins shows conserved regions, such as the Gly-
X-Ser-X-Gly and Asp-Gly-X motifs, characteristic of the Ser-Asp catalytic dyad of this type of
enzyme. Hev b 7 has a 43% identity with Pat17, the patatin whose three-dimensional structure
has been determined (PDB: 10XW), so there could be significant structural differences
between both proteins in non-conserved and solvent-exposed regions.

In this work, an expression, solubilization, and purification protocol was designed from the
inclusion bodies of the fusion protein thioredoxin-rHev b 7 (Trx-rHev b 7) using the plasmid pET-
32a(+) in Escherichia coli BL21. (DE3). The solubilization of Trx-rHev b 7 was achieved using
sonication in a low ionic strength buffer, being purified in a single step by Ni2+ affinity
chromatography, with yields of up to 100 mg of Trx-rHev b 7 per liter of bacterial culture. Circular
dichroism spectra in the far UV and activity assays with which substrate or which type
demonstrated the correct folding of the Trx-rHev b 7 protein. Thermal shift assays revealed this
protein's stability, and the dynamic light scattering study showed the monodispersity of the
sample. Therefore, crystallization tests of Trx-rHev b 7 were set up at a concentration of 20
mg/mL. These tests gave promising results as non-saline crystals were obtained under some
conditions, and these conditions could be optimized.

The rHev b 7 protein cleaved from Trx-rHev b 7 is unstable and aggregates, once purified,
within 24h. For this reason, rHev b 7 was used in activity assays. Activity assays revealed higher
enzyme activity with an egg yolk suspension than with the synthetic p-nitrophenyl palmitate
substrate, suggesting a preference of this enzyme for yolk lipids, mostly phospholipids. With
this information, rHev b 7 is thought to be a phospholipase like other members of the patatin
family.

Based on the amino acid sequence of Hev b 7 reported in GenBank: AAC27724.1, three-
dimensional models were obtained using Robetta and AlphaFold-Multimer. Both servers
indicate a typical a/B-type fold of hydrolases, with a B-sheet composed of 5 parallel B-strands
and one antiparallel, surrounded by a-helices and a B-hairpin, with a Ser61-Asp205 catalytic
dyad and a Cys125-Cys175 disulfide bridge. Furthermore, a dimer with an interface area
greater than 3000 A2 is predicted. Both models differ substantially in the solvent-exposed loops
and a-helices surrounding the catalytic dyad. In the Robetta model, three channels are formed
that lead to the catalytic site, where a glycerophosphocholine-type phospholipid could be
accommodated.

On the other hand, the AlphaFold-Multimer model does not give rise to any channel leading to
the catalytic site. These results suggest a possible closed conformation predicted by AlphaFold-
Multimer and an open conformation predicted by Robetta. The validation of the models showed
some residue conformation problems, according to the Ramachandran plot, and some
collisions between residues, the number of these problems being higher in the AlphaFold-
Multimer model. However, these problems do not seem to affect the regions surrounding the
active site of the enzyme. They are concentrated in dimer interface, the N-terminus, and some
loops exposed to the solvent.
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rHev b 7 was used in IgE antibody recognition studies of sera from patients allergic to latex.
ELISA results indicated a higher prevalence of allergies to Hev b 7 among health care workers.
With the Robetta and AlphaFold-Multimer models, the possible epitopes responsible for this
recognition were analyzed using the Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 and Discotope 2.0
servers. The analysis of the results suggests that the most crucial antigenic region of Hev b 7
is close to the active site and has a possible allergenicity-enzymatic activity correlation.
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1. Introduccion

El arbol Hevea brasiliensis, también conocido como el arbol del hule o caucho, es originario de
Sudameérica, especificamente de la zona amazoénica. Las plantas del género Hevea son
conocidas por el latex que producen, el cual es usado en la manufactura de una gran variedad
de productos de uso comun. El latex es una suspension coloidal que se caracteriza por ser
uno de los materiales mas elasticos conocidos, por lo que se utiliza en la fabricacion de
materiales en la industria sanitaria, fotografica, textil, neumatica, entre otros. Sin embargo,
existe un problema persistente al usar productos manufacturados con latex, que es la
respuesta alérgica generada en seres humanos por las proteinas alergénicas presentes en
este material (Posch et al., 1998).

El arbol H. brasiliensis ha sido objeto de multiples estudios para determinar la naturaleza de
los alérgenos presentes en el latex que produce. Entre estos se encuentra una proteina de 43
kDa cuyo nombre como alérgeno es Hev b 7. Esta proteina ha ido objeto de diversos estudios,
lo que ha permitido conocer su cDNA y su secuencia de aminoacidos (Kostyal et al., 1998).
Hev b 7 es miembro de la familia de las patatinas y muestra actividad de lipasa contra el
palmitato de p-nitrofenilo (Sowka et al., 1998). Las patatinas son una familia de proteinas de
alrededor de 40 kDa que funcionan como proteinas de almacenamiento y de defensa en
tubérculos como la papa, poseyendo actividad hidrolitica sobre lipidos, particularmente
fosfolipidos (Hirschberg et al., 2001).

Por otra parte, un estudio en Finlandia sobre la reactividad de Hev b 7 frente a las IgE de
adultos y nifos alérgicos al latex indico que esta proteina es importante en la reaccion alérgica,
principalmente de adultos trabajadores del area de salud (Seppala et al., 2000).

A la fecha, no se conoce la estructura tridimensional de Hev b 7, que es fundamental para

comprender la funcionalidad de la proteina y los mecanismos mediante los cuales induce la
respuesta alérgica.
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2. Marco teédrico
2.1 Sistema inmunitario

El sistema inmunitario consta de todos los elementos de los que un organismo dispone para
defenderse frente a agentes externos potencialmente nocivos, su estudio forma parte de la
rama de la biologia denominada inmunologia.

Este sistema se clasifica segun su funcion en:

e Sistema Inmunitario Innato (Sll): Es la primera linea de defensa del organismo. Es el
sistema de defensa mas antiguo y esta presente en todos los organismos pluricelulares.
Su respuesta es rapida, pero posee especificidad limitada, esto debido a que este
sistema responde tras la deteccion de patrones moleculares comunes en patégenos
mediante receptores especificos, como Toll-Like Receptors (TLRs) y Nod-Like
Receptors (NLRs). Por ello, el sistema inmunitario innato se limita por el reconocimiento
de patrones moleculares predeterminados para dar una respuesta, por lo cual carece
de adaptabilidad.

e Sistema Inmunitario Adquirido (SIA): Es la linea de defensa mas selectiva, se
caracteriza por su capacidad adaptativa, es decir por mejorar su reconocimiento hacia
determinadas moléculas mediante exposiciones sucesivas. Ademas, posee memoria
para reconocer rapidamente antigenos a los cuales se ha estado expuesto previamente.
Este sistema, a su vez, posee dos tipos de respuesta inmune: inmunidad celular e
inmunidad humoral. La primera esta mediada por los linfocitos T y es el principal
mecanismo de defensa contra microorganismos intracelulares. Por otra parte, la
inmunidad humoral es mediada por el conjunto de anticuerpos que son secretados por
los linfocitos B, es el principal medio de defensa contra infecciones bacterianas vy,
ademas, es el principal responsable de la respuesta alérgica o hipersensibilidad de
tipo | (Tochep, 2012).

2.2  Anticuerpos o inmunoglobulinas

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son proteinas heterodiméricas capaces de unirse a
moléculas de manera muy especifica, y constan de cuatro cadenas polipeptidicas, dos de ellas
son cadenas pesadas (=50 kDa) y las otras dos son cadenas ligeras (=25 kDa). Los anticuerpos
se pueden dividir en dos regiones caracteristicas: region Fc (constante) y la region Fab
(variable), y se clasifican en cinco isotipos (G, A, M, Dy E).

La regidén Fab de los anticuerpos reconoce la molécula blanco mediante interacciones
paratopo-epitopo, siendo el paratopo la region de reconocimiento del anticuerpo y el epitopo
la regién del antigeno que es reconocido. La region constante Fc determina la respuesta
inmune tras el reconocimiento de la molécula blanco, para ello el Fc se une a receptores en la
superficie celular como lo son FceRI, FcyRI, FcaRl, entre otros; segun esta region los
anticuerpos se pueden clasificar en cinco isotipos: las IgM, 1gG, IgE, IgAy IgD (Schroeder &
Cavacini, 2010).

Las inmunoglobulinas tipo E o IgEs son de especial interés para el presente trabajo, ya que
son responsables de la respuesta alérgica o hipersensibilidad tipo |. Estas inmunoglobulinas
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estan involucradas en la defensa del organismo contra patégenos, en particular parasitos, y
son fundamentales en la respuesta alérgica (Gould et al., 2003).

2.3 Alergia

La alergia o hipersensibilidad de tipo | es una reaccion exacerbada del sistema inmunitario
contra una molécula inocua denominada alérgeno. Esta respuesta involucra las
inmunoglobulinas de tipo E (IgEs) y se asocia a una predisposicion genética del individuo. La
respuesta alérgica se divide en dos etapas: la sensibilizacion y la respuesta inmune
secundaria.

La sensibilizacién se presenta cuando un individuo con predisposicion genética se expone a
un alérgeno. En esta etapa el sistema inmune reconoce al alérgeno e inicia la produccion de
linfocitos B para la sintesis de IgEs especificas contra esta sustancia extrafia. Posteriormente,
estas inmunoglobulinas se unen a sus receptores de alta afinidad FceRI, localizados
principalmente en la membrana plasmatica de mastocitos y basodfilos, con lo cual se
sensibilizan estas células efectoras.

La respuesta inmune secundaria consta de las subsecuentes exposiciones del individuo al
alérgeno tras la etapa de sensibilizacion. En esta etapa se lleva a cabo el entrecruzamiento de
los receptores FceRI en las células efectoras sensibilizadas, proceso que es mediado por la
union de las IgEs con el alérgeno. Este entrecruzamiento induce la cascada de sefalizacion
que da lugar a la desgranulacion de los mastocitos y basofilos con la liberacién de histamina,
serotonina, entre otras moléculas efectoras de la respuesta inmune que inducen los sintomas
tipicos de una respuesta alérgica (Valenta et al., 2015).

2.4  Alérgenos

Los alérgenos involucrados en la hipersensibilidad de tipo | son proteinas de diversas fuentes,
generalmente inocuas, que producen alergia en individuos susceptibles. La mayoria de las
fuentes alergénicas poseen mas de un alérgeno en distintas proporciones. La prevalencia de
la alergia a éstos varia entre las poblaciones alérgicas de distintas regiones dependiendo de
factores genéticos, epigenéticos, ambientales, de alimentacién, entre otros. Por ello, la
prevalencia se evalua para cada poblacion humana por separado debido a la variabilidad de
ésta (Tham & Leung, 2018).

Los alérgenos poseen una regién antigénica, conocida como epitopo, que es la responsable
de la respuesta inmune, a la cual se unen los anticuerpos IgE. Por lo anterior, es fundamental
la identificacion y estudio de los epitopos para la comprension de la respuesta alérgica y el
desarrollo de terapias para contrarrestarla.

Los epitopos se clasifican en dos grupos: Los continuos o lineales y los discontinuos o
conformacionales.

Los epitopos continuos constan de un conjunto de residuos aminoacidicos consecutivos en la

secuencia de la proteina alergénica, por lo que sélo dependen de la secuencia de la proteina
y son independientes del plegamiento de ésta.
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Los epitopos discontinuos son aquellos donde los residuos que lo constituyen se encuentran
distribuidos en distintos puntos a lo largo de la secuencia proteica, se encuentran cercanos en
la superficie debido al plegamiento propio de la proteina. Por esta razén, estos epitopos
dependen de la conformacién de la proteina alergénica, y también se les conoce como
epitopos conformacionales. La mayoria de los epitopos reconocidos por anticuerpos caen en
esta ultima categoria (Barlow et al., 1986).

2.5  Alérgenos del latex

La alergia al latex es un problema grave que afecta a individuos susceptibles, sobre todo en el
ambito intrahospitalario en paises en vias de desarrollo. En estos casos, el 8% de la poblacion
esta sensibilizada frente al latex y la mortalidad por anafilaxia en anestesia es del 6%, siendo
la alergia al latex la segunda causa de reacciones anafilacticas intraoperatorias. Esta alergia
es especialmente importante en trabajadores del area de salud y nifios con espina bifida, al
ser una poblacién que esta expuesta continuamente al latex (Vélez-Méndez, 2015).

Estudios en trabajadores del area de salud revelaron una prevalencia del 5 al 17 % de alergia
al latex. Para nifios con espina bifida se ha encontrado una prevalencia del 34 al 64.5% en
México (Orozco et al., 2006).

Estudios en Latinoamérica han revelado que la alergia al latex es un problema serio:

Un estudio en Venezuela hecho a estudiantes del posgrado de odontologia de la UCV revelo
una prevalencia del 32% de alergia al latex (Pimentel et al., 2011).

En Brasil, un estudio indicé una prevalencia del 57% de alergia en trabajadores del area de
salud (Buss & Frode, 2007).

Los alérgenos presentes en el latex de Hevea brasiliensis son los responsables de la respuesta
alérgica que éste puede inducir. Ala fecha se han reportado 15 proteinas alergénicas presentes
en este material segun la IUIS (International Union of Immunological Societies), y éstos se
resumen en la Tabla 1. En dicha tabla se indica la actividad bioldgica que se ha reportado para
cada uno de estos alérgenos.
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Tabla 1. Tabla con los alérgenos del latex de Hevea brasiliensis segun la IUIS.

Alérgeno del latex Peso molecular (kDa) Nombre de la proteina o funcién
bioldgica
Hev b 1 14 Factor de elongacion del hule
Hev b 2 35,36.5y 38 B-1,3-glucanasa, glucano endo-1,3-
B-glucosidasa e isoforma vacuolar
béasica
Hevb 3 24 Proteina de las pequefas particulas
del hule
Hev b 4 53-55 Homoélogo de lecitinasa, miembro
de la familia de las
lipasas/esterasas
Hevb 5 16 Proteina acida, funcion
desconocida
Hev b 6 20 Precursor de la heveina
Hevb 7 42 Proteina tipo patatina
(lipasa; Sowka et al., 1998)
Hevb 8 15 Profilina
Hevb 9 51 Enolasa
Hev b 10 26 Superdéxido dimutasa
Hev b 11 30 Quitinasa clase |
Hev b 12 9 Proteina no-especifica de
transferencia de lipidos
Hev b 13 42 Esterasa
Hev b 14 30 Hevamina
Hev b 15 7.5 Inhibidor de serina proteasas
2.6 Lipasas

Las lipasas son un grupo ubicuo de hidrolasas, que al igual que las esterasas, catalizan la
hidrdlisis de ésteres, particularmente ésteres de cadena larga e insolubles en agua (lipidos)
(Lopes et al., 2011). Estas enzimas estan involucradas en multitud de procesos como el
metabolismo de lipidos, rutas de sefalizacién y mecanismo de defensa. Los dos grupos mas
importantes de lipasas son las triacilglicerol lipasas (EC 3.1.1.3) y las fosfolipasas A2 (EC
3.1.1.4).

Las triacilglicerol lipasas son el primer grupo de lipasas conocidas y, como su hombre indica,
catalizan la hidrolisis de triacilglicéridos, siendo los miembros mas destacados de esta familia
la lipasa pancreética, la lipasa monoglicérida y la galactolipasa. Estas enzimas participan en la
hidrélisis secuencial de triacilglicéridos a acidos grasos libres y glicerol, un proceso
fundamental para el metabolismo de los lipidos. Este proceso es una catalisis heterogénea, ya
qgue las enzimas son solubles en agua mientras que los triacilglicéridos son insolubles en ésta,
por lo que ambos medios se mezclan formando emulsiones donde la reaccion tiene lugar en
el area que corresponde a la interfase lipidos-agua. Esta catalisis bifasica es promovida por
una propiedad peculiar de las lipasas, conocida como activacion interfacial, donde la proteina
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mediante interacciones con la interfase lipidos-agua, experimenta cambios conformacionales
que estimulan la actividad enzimatica de la misma (Pahoja & Sethar, 2002).

La otra familia de lipasas, fosfolipasas Az, catalizan la hidrdlisis del acido graso en la posicién
sn-2 de los fosfolipidos en la membrana. Esta posicién usualmente posee acidos grasos
poliinsaturados que son precursores de los eicosanoides, los cuales actuan como mediadores
quimicos en multitud de procesos biolégicos, como la inflamacién. Estas enzimas son
fundamentales para el funcionamiento de rutas de sefalizacion, metabolismo de lipidos,
mecanismos de defensa, la accidon de venenos, entre otros. Por lo anteriormente mencionado
hay un gran numero de lipasas de esta familia, que se han agrupado, en cuatro categorias:
fosfolipasas Az secretadas (sPLA2s), fosfolipasas A2 citosolicas (cPLAzs; Burke & Dennis,
2009), fosfolipasas A2 independientes de Ca?* (iPLA2s) y fosfolipasas A2 asociadas a
lipoproteinas (LpPLAz2s), siendo de interés para el presente trabajo la categoria cPLA2s.

La fosfolipasa mas caracterizada de la categoria cPLA2s es la GIVA PLA2, ubicada en las
plaquetas humanas, cuya estructura consta de dos dominios: un dominio catalitico, con un
plegamiento a/B-hidrolasa y un dominio C2 de unién a lipidos, dependiente de Ca?*. Esta
enzima posee un sitio catalitico constituido por la diada Ser-Asp, que ademas presenta un asa
con pequefias hélices a que actua como tapa para la entrada del sustrato al sitio activo (ver
Fig. 1). Esta proteina tiene preferencia por fosfolipidos con acido araquiddnico en la posiciéon
sn-2, el cual es precursor de los eicosanoides. Se ha demostrado que esta enzima esta
implicada en el desarrollo de procesos inflamatorios (Burke & Dennis, 2009). A esta categoria
(cPLA2s) pertenecen una familia de proteinas de interés para este trabajo, las patatinas,
presentes en los tubérculos de la papa.

Figura 1. Estructura de GIVAPLA2(PDB:1CJY). En naranja se sefala el dominio de unién
a lipidos, en verde el domino catalitico y en amarillo la estructura tipo “gorra”, en rosado
la regidn tapa, las esferas purpuras son iones Ca?* y en rojo los residuos cataliticos.
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2.7 Patatinas

Patatina es el nombre que se le ha dado a la proteina mas abundante en la papa (Solanum
tuberosum), constituye alrededor del 30% de la proteina soluble total en este tubérculo y
poseen una masa molecular de alrededor de 40 kDa. Sin embargo, en otras plantas se han
encontrado proteinas homologas, por lo que se han agrupado en la familia de las patatinas.
Estas proteinas poseen actividad enzimatica de lipasa, teniendo maxima actividad contra
sustratos sintéticos con cadenas de 10 y 16 carbonos, caprato y palmitato, respectivamente.
Ademas, se ha encontrado que catalizan la hidrélisis de fosfolipidos, pero son inactivas contra
diacilglicéridos y triacilglicéridos, por lo que pertenecen al grupo de las fosfolipasas
(Andrews et al., 1988).

La primera estructura reportada de una patatina fue de la patatina-17 (Pat17) de Solanum
cardiophyllum (PDB: 10XW). Dicha estructura permite caracterizar el plegamiento de Pat17,
el cual posee una hoja [3 constituida por seis hebras 3, de las cuales cinco son hebras paralelas
y una es antiparalela, rodeadas por nueve hélices a (Fig. 2). Ademas, Pat17 posee una diada
catalitica Ser77-Asp215, en la que Ser77 se ubica en un motivo Gly-X-Ser-X-Gly, altamente
conservado en las patatinas y caracteristico de las hidrolasas, que se encuentra en el asa entre
la hebra 5 y la hélice C. Mediante comparaciones del plegamiento de la proteina se determiné
que éste es caracteristico de la familia de enzimas citosoélicas fosfolipasas A2 (cPLA2) de
humano, en contraposicion al plegamiento a/B-hidrolasa canénico (Rydel et al., 2003).

il A

Figura 2. Estructura tridimensional de Pat17 en diagrama de listones y diagrama
topolégico de Richardson comparativo con el plegamiento a/p-hidrolasa candnico. A)
Diagrama topolégico de Richardson del plegamiento a/B-hidrolasa canénico, B)
Diagrama topoldgico de Richardson del plegamiento de la patatina Pat17 (Imagen
tomada de Rydel et al., 2003), C) Estructura de Pat17 (PDB:10XW) en diagrama de
listones con las hebras B en color purpura, los residuos S77 y D215 que constituyen el
sitio catalitico en verde, en color azul las hélices a, y las asas y giros conectores en
rosa.
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La estructura de esta proteina muestra dos canales que permiten acomodar las cadenas
hidrocarbonadas de los fosfolipidos durante la catalisis (Fig. 3). Esta proteina fue cocristalizada
con los inhibidores fluorofosfonato de metilaraquidonilo (MAFP) (PDB: 4PKB) vy
diisopropilfosfofluridato (DFP) (PDB: 4PKA), los cuales son compuestos organofosforados que
poseen una estructura similar a la de los fosfolipidos (MAFP) o fosfoésteres (DFP) y se unen
de forma covalente a la Ser catalitica mediante un enlace fosfoéster. Aunque en la estructura
no se observan las cadenas hidrocarbonadas de los inhibidores, si se pueden observar el
grupo fosfonato de cada inhibidor unido covalentemente a Ser77. Con estas estructuras se
determind la orientacion del inhibidor en el sitio activo, en la cual, el oxigeno del fosfonato del
inhibidor interactua con dos glicinas consecutivas (Fig. 4), que constituyen el bolsillo que
estabiliza el intermediario oxianién de las reacciones de hidrolisis, conocido como el agujero
del oxianion. Finalmente, se model6 el arreglo de una fosfatidilcolina en el sitio activo de la
enzima, el 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), en el cual las cadenas
hidrocarbonadas se localizan en los dos canales (Fig. 5) (Wijeyesakere et al., 2014).

Portal 2

Portal 1

Figura 3. Sitio activo y canales en la estructura de Pat17. A) Estructura de Pat17 en
diagrama de listones desde dos perspectivas con un giro de 90° que permite visualizar
los residuos del sitio catalitico y los canales que conducen a éste, B) Estructura de Pat
17 en representacion de su superficie, resaltando los dos canales antes mencionados,
C) Superposicion de las estructuras de Pat17 nativa (verde), inhibida con MAFP
(magenta) e inhibida con DFP (azul) (Imagen tomada de Wijeyesakere et al., 2014).
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Figura 4. Interacciones en el sitio activo de Pat17 con los inhibidores DFP y MAFP
(Imagen tomada de Wijeyesakere et al., 2014).

Figura 5. Modelo del arreglo hipotético de POPC en Pat17 (Imagen tomada de
Wijeyesakere et al., 2014).

Esta familia de proteinas es de interés para el presente trabajo, ya que la proteina alergénica
Hev b 7 es una patatina. Mediante un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de
Hev b 7.01 (GenBank: AAC27724.1) y otras patatinas como la de yuca (NCBI Reference
Sequence: XP_021631399.1), cacao (NCBI Reference Sequence: XP_017976540.1), papa
(UniProtKB/Swiss-Prot: P07745.1) y Pat17 (GenBank: AAK56395.1) con el servidor PRALINE
(Simossis & Heringa, 2005) se observa una identidad del 43% con esta ultima, la Unica con
estructura conocida. Las patatinas de yuca y cacao son las patatinas de plantas comunes mas
parecidas a Hev b 7, la patatina de papa y Pat17 son las mas caracterizadas y estudiadas
hasta la fecha. Se observa que los motivos Gly-X-Ser-X-Gly y Asp-Gly-X del sitio catalitico se
encuentran conservados en todas las patatinas incluyendo Hev b 7. Ademas, se observan
regiones conservadas que corresponderian al nucleo de las patatinas y zonas menos
conservadas que podrian ser las regiones expuestas al solvente; resaltando tres inserciones
al interior de la secuencia de Hev b 7 que no estan presentes en Pat17. Por lo que se espera
que Hev b 7 tenga una estructura tridimensional tipo patatina y un sitio catalitico constituido
por la diada Ser-Asp, igual a Pat17, pero con diferencias importantes en las regiones expuestas
al solvente de la proteina, sobre todo por las inserciones antes mencionadas (Fig. 6).
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Figura 6. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de distintas patatinas con el
servidor PRALINE: Hev b 7.01 (Hevea brasiliensis), patatina de yuca (Manihot esculenta),
patatina del cacao (Theobroma cacao), patatina de papa (Solanum tuberosum) y Pat17
de Solanum cardiophyllum.
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3. Antecedentes
3.1 Alérgeno Hev b 7

El primer reporte de la presencia del alérgeno Hev b 7 en el latex de Hevea brasiliensis fue
publicado en 1994 por el grupo de Beezhold en Canada en 1994. Este fue un estudio de
identificacion de proteinas alergénicas del latex en presencia o ausencia de amoniaco, siendo
este un aditivo comun para estabilizarlo y conservarlo durante su almacenamiento y transporte.
Para este estudio se analizaron extractos proteicos de latex mediante inmunoblot con sueros
de pacientes adultos y alérgicos al latex, siendo un 85% de ellos trabajadores en el area de
salud. Los inmunoblot revelaron la presencia de dos bandas intensas, una de 46 kDa y la otra
de 110 kDa. Los extremos N-terminal de las proteinas en estas bandas se secuenciaron y
compararon, observando que estas secuencias eran idénticas entre si y no habian sido
reportadas previamente. Se concluyé que las bandas de 46 kDa y 110 kDa correspondian a
nuevos alérgenos del latex, y entre las que la proteina de 110 kDa corresponderia a un
precursor de la proteina de 46 kDa o dimero de la misma (Beezhold et al., 1994).

En 1996, el mismo grupo de investigacion estudio la reactividad cruzada entre el latex y una
serie de alimentos, con una identificacion preliminar de los alérgenos responsables. Estos
autores emplearon la prueba del pinchazo en la piel en pacientes adultos alérgicos al latex, de
los cuales el 80% eran trabajadores en el area de salud. En este estudio se encontré que los
alimentos mas importantes en la reactividad cruzada con el latex son el aguacate, la papa, el
platano, el tomate, la castafia y el kiwi (Beezhold et al., 1996).

Adicionalmente, en este mismo trabajo se caracterizé con mayor detalle la proteina alergénica
del latex de 46 kDa previamente reportada, en este caso sélo se uso latex sin tratamiento con
amoniaco. La proteina fue purificada, fragmentada con CNBr y los extremos N-terminal de los
fragmentos fueron secuenciados, y con estas secuencias se determiné la similitud de esta
proteina con las patatinas reportadas, lo que llevd a integrarla a esta familia. Con esta
informacion se concluyd que este alérgeno es el homodlogo de las patatinas en Hevea
brasiliensis (Beezhold et al., 1996).

Se sugirié que el alérgeno de 46 kDa del latex podria presentar reactividad cruzada con las
patatinas de papa y tomate. Sin embargo, no se habia reportado que las patatinas poseyeran
propiedades alergénicas, por lo que se hizo un estudio de la reactividad cruzada del latex con
la papa. Mediante inmunoblot se estudio la inhibicion en el reconocimiento de la proteina de
46 kDa del latex por sueros de pacientes alérgicos al latex contra extractos proteicos de papa
(Beezhold et al., 1996) y como resultado desaparecieron varias bandas. Las proteinas
asociadas a muchas de estas bandas eran desconocidas, pero la banda correspondiente a 46
kDa solo se atenud, lo que indica una reactividad cruzada parcial entre esta proteina y las
proteinas de la papa. Finalmente, se concluyé que este alérgeno de 46 kDa del latex pertenece
a la familia de las patatinas, y se confirmé la reactividad cruzada entre el latex y la papa. No
obstante, no se demostré con certeza el papel de este nuevo alérgeno del latex, ni de las
patatinas de la papa en esta reactividad cruzada (Beezhold et al., 1996).

El mismo equipo de trabajo reportd la secuencia del cDNA para este alérgeno, al que se le
habia asignado el nombre Hev b 7 segun la nomenclatura internacional (Kostyal et al., 1998).
Este cDNA fue insertado en el plasmido pGEX2T para expresarlo en Escherichia coli. BL21 'y
obtener la proteina recombinante rHev b 7. Ya que la masa molecular de rHev b 7 es de 43
kDa, pero la masa observada en SDS-PAGE se estimaba en 46 kDa, se asumié la presencia
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de alguna glicosilacién en la forma nativa de la proteina. Pero se demostré que la forma
recombinante tiene esta misma caracteristica, por lo que esta diferencia en la masa estimada
se debe a un corrimiento andémalo de Hev b 7 en SDS-PAGE. La proteina recombinante y la
nativa fueron usadas en ensayos de inmunoblot, teniendo ambas la misma afinidad por la IgE.
A pesar de las condiciones desnaturalizantes para los inmunoblot, no se observan diferencias
en la afinidad de los anticuerpos por Hev b 7, por lo que se discute la posibilidad de que el
epitopo de este alérgeno sea lineal.

La similitud entre las secuencias de Hev b 7 y las patatinas sugiere que este alérgeno posee
una actividad enzimatica como esterasa, especificamente como lipasa, por lo que su funcién
en la planta seria como mecanismo de defensa contra patégenos (Kostyal et al., 1998). En
paralelo, otro grupo de investigacion en Austria también obtuvo la secuencia del cDNA de Hev
b 7 y expreso la proteina de forma recombinante usando el plasmido pPIC9 en Pichia pastoris
(Sowka et al., 1998). De igual manera, hicieron pruebas inmunolégicas (inmunoblot) con
resultados similares a los del anterior estudio. Una de las diferencias de este estudio es que
se hizo un analisis de carbohidratos en la proteina nativa, demostrando que no se encuentra
glicosilada en la fuente natural. También se realizaron estudios de la actividad enzimatica de
esta proteina, para lo que se us6 el palmitato de p-nitrofenilo como sustrato, obteniendo una
actividad especifica en AA4oo0 de 0.941+0.012 min~' x mg de proteina™ (Sowka et al., 1998).

Un aspecto relevante de este estudio es que reportan ligeras diferencias entre la secuencia
aminoacidica de la proteina nativa y la secuencia de la proteina recombinante, lo que es un
indicio de que Hev b 7 posee isoformas (Kostyal et al., 1998; Sowka et al., 1998). Esta hipétesis
se confirmé al comparar las secuencias, tanto de cDNA como de aminoacidos, de este grupo
con las reportadas por Kostyal y colaboradores, con lo que se concluye que los dos grupos en
paralelo identificaron y secuenciaron dos isoformas de Hev b 7, con un 98% de identidad entre
sus secuencias de aminoacidos.

En 1999 se demostré que la patatina de la papa era un alérgeno (Seppala et al., 1999), un
hecho que podria extrapolarse a otras patatinas, como Hev b 7, y explicaria la reactividad
cruzada entre el latex y alimentos como la papa, aguacate y platano. En 1999, los grupos de
Sowka et al. (1998) y Kostyal et al. (1998) que secuenciaron en paralelo dos isoformas de
Hev b 7, publicaron en conjunto un estudio de las isoformas del Hev b 7, su actividad alergénica
y su reactividad cruzada con alimentos. Mediante técnicas de biologia molecular obtuvieron
los cDNAs de las isoformas y los secuenciaron, identificando cuatro isoformas para Hev b 7.
Estos cDNAs fueron expresados en Pichia pastoris y E. coli BL21. Mediante Western blots y
ELISA con sueros de pacientes con alergia al latex y a la papa se determiné que todas las
isoformas de Hev b 7 son alergénicas. Un estudio de inhibicién, con la patatina recombinante
de la papa y extractos proteicos de papa, aguacate y platano, en inmunoblot y ELISA indicaron
que no hay reactividad cruzada entre las isoformas de Hev b 7 y estos alimentos.
Adicionalmente, se demostré que todas las isoformas poseen actividad enzimatica hidrolitica
contra el palmitato de p-nitrofenilo (Sowka et al., 1999).

Un afo después, en Finlandia tuvo lugar un estudio de reactividad cruzada entre Hevb 7 y
Sol t 1 (patatina de la papa), tanto en sus formas nativas como recombinantes, en nifos y
adultos. Para ello, se usaron inmunoblot y ELISA con sueros de pacientes alérgicos, tanto de
nifios como de adultos, encontrando que Hev b 7 es un alérgeno relevante sé6lo en adultos
(Wagner et al., 2001). Ademas, mediante estudios de inhibicion de inmunoblot y ELISA se
determiné la reactividad cruzada entre Hev b 7 y Sol t 1, solamente en adultos
(Seppala et al., 2000). Sin embargo, en 2001 un grupo de investigacion demostré que los
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sueros de nifios con espina bifida, alérgicos al latex, poseen anticuerpos IgE que reconocen a
Hev b 7, siendo este uno de los alérgenos del latex mas importante para esta poblacion
(Wagner et al., 2001).

El ultimo estudio reportado de la proteina Hev b 7 fue en 2003, donde se buscé su ubicacion,
en el contexto celular, ya que se sabe que las patatinas son proteinas vacuolares
(Jekela et al., 2003). Mediante centrifugacion y estudios de secuencia aminoacidica se
determind que Hev b 7 no es una proteina vacuolar y que probablemente se encontraria en el
citosol, aunque este aspecto aun no esta muy claro. Un aspecto relevante de este articulo es
que se discute la posibilidad de que Hev b 7 posea puentes disulfuro en su estructura, ya que
presenta cinco cisteinas en su secuencia aminoacidica. Ademas, se plantea la posibilidad de
que una de las cisteinas participe en la formacion de un dimero de Hev b 7, como el reportado
por Beezhold y colaboradores en 1994 (Jekela et al., 2003). Hasta la fecha, no se ha reportado
la estructura tridimensional de esta proteina.
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4.  Justificacion del problema

La alergia al latex es un problema de salud en paises en via de desarrollo que ha mostrado un
incremento en los ultimos afos. Por este motivo, es fundamental el estudio de los distintos
alérgenos del latex para el desarrollo de estrategias de deteccion y terapia para los individuos
alérgicos a este material.

El alérgeno Hev b 7 es el interés para el presente trabajo, ya que no existen estudios de su
importancia para la poblacién mexicana alérgica al latex. Ademas, se desconocen los detalles
en la actividad enzimatica de esta proteina y si ésta es una fosfolipasa como otras patatinas.
Por lo antes mencionado, en este trabajo se propone estudiar aspectos inmunologicos y
enzimaticos de la proteina Hev b 7 e intentar cristalizarla para determinar su estructura
tridimensional mediante técnicas de difraccion de rayos X o en su defecto emplear modelos in
silico y de esta manera identificar los posibles epitopos de ésta.

5. Hipotesis
Hev b 7 es una fosfolipasa que posee un arreglo dimérico, como otros miembros de la familia

de las patatinas, con al menos un puente disulfuro estabilizandola, cuya alergenicidad es
relevante entre la poblacion de trabajadores del area de salud mexicanos.

6. Objetivo general

Caracterizar inmunoldgica, enzimatica y estructuralmente el alérgeno rHev b 7.

7. Objetivos especificos
1. Obtener mediante técnicas de DNA recombinante a rHev b 7 y purificarla.
2. Medir las actividades enzimaticas de rHev b 7 como lipasa y fosfolipasa.

3. Estudiar Hev b 7 como alérgeno frente a las inmunoglobulinas de tipo E de sueros de
individuos alérgicos al latex.

4. Obtener un modelo tridimensional de Hev b 7 y evaluar su estado oligomérico, ya sea
experimental o predicho in silico, segun lo permitan los resultados.

5. Determinar los posibles epitopos responsables de la alergenicidad de Hev b 7.
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8. Materiales y métodos
8.1  Disefo del plasmido para expresion de rHev b 7

Con el objetivo de obtener y caracterizar la proteina Hev b 7 de forma recombinante, se solicitd
a la compafia GenScript la sintesis del gen para esta proteina, insertado en el plasmido
pET-32a, para ser expresado en E. coli. El objetivo de esta construccion es obtener rHev b 7
como una proteina de fusién con tiorredoxina (Trx), la cual es un asistente de plegamiento muy
usada en caso de la posible presencia de puentes disulfuro. La construccion tiene un tallo de
histidinas (His-tag) para facilitar la purificacion de la proteina mediante cromatografia de
afinidad a Ni?*. Finalmente, la construccion posee la secuencia de reconocimiento para el corte
con la proteasa TEV (Tobacco Etch Virus) que permite escindir la proteina de fusion y obtener
rHev b 7 con una Gly en su extremo N-terminal (Fig. 7).

Plasmido pET-32a

(80) BlpI GxHis
Aval - BsoBl - PagR7I - PspXI - XhoI ([158)
5 ;
(5658) Dralll | / BmeTii0r (159
(5530) Psil X S Eagl - Notl (1G6)
\ / HindIII (173

/ Sall {179)
7 7 _EcoS3KI (188)
e .

Gende Hevh7

— — lenterokinase site

(4993) Scal
— AccB5T  (234)
(4885) Pwul _ — Kpnl (238)
T ~BglI (2¢1)
, BStBI (268}
(a760) Pstl ) :a-;“( M'E‘z{'y .. §Tag
- @a‘m-mamr ﬁy,i,(v 7;1-,? /i ~'thrombin site
& / - .
4 db . Mscl (351)
o - r 3
(4576) Bsal —— - gég fe ___.del (589)
(4515) AhdD %% .. RES
) pET-32a(+) Rl - Xbal (729)
5900 bp . [T7 promoter

. SgrAl (B40]
. . SphI (995)
. EcoNI (1056}
. BStAPT {1204)
S MIuL (1521)
Bell* (1535)

(4028) AlWNI .. BStEIT (1702

.. PspOMI (1728}

Apal (173%)

p T BssHIT (1932
y Hpal (2027)
7
(3822) Peil , ; { \
(3506} BspQI - SapI VA NN PshAL  (2366)
(3353) BStZ171 ! FspAL (7603)
[3367) PFIFI - Tth111ll PpuMI (2628)

Bpulol [2728)

Figura 7. Mapa del plasmido pET-32a(+), sefialando la region donde se inserto el
gen de Hev b 7 y diagrama de la proteina de fusion Trx-rHev b 7 a ser expresada por
este plasmido.
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8.2  Propagacion del plasmido con E. coli DH5a

Con el plasmido, se transformaron células competentes de E. coli DH5a y se crecieron las
colonias en agar con medio LB y ampicilina (100 pug/mL). Con las colonias obtenidas se
prepararon 10 mL de medio LB con ampicilina y se incub6 el medio a 37°C por toda una noche.
Con estas células se prepararon dos mini-prep con el siguiente protocolo:

1) Se prepararon dos botones celulares, de 5 mL cada uno, centrifugando 1 mL del medio a
14500 rpm por 1 min, se descarto el sobrenadante, se le afiadié 1 mL de medio y se repitio el
proceso hasta tener el botdn celular con los 5 mL de medio.

2) Cada botén se resuspendié en 100 uL de amortiguador 50mM de Tris-HCI, 10mM de EDTA,
100 pg/mL RNasa A, pH 8. A esta mezcla se le afiadieron 200 uL de soluciéon 0.2 M de NaOH
y 1% de SDS para lisar las células y precipitar las proteinas presentes. Se dej6 reposar la
mezcla en hielo por 5 min.

3) Ala mezcla anterior se le afiadieron 150 uL de amortiguador de acetato de potasio 3.0 M pH
5.5, para precipitar el DNA cromosomico de la bacteria y se dejé reposar en hielo otros 5 min.

4) La mezcla se centrifugd a 14500 rpm por 10 min. para separar el sobrenadante y desechar
el precipitado; al sobrenadante se le afiadieron 400 pL de isopropanol, para precipitar el DNA
plasmidico. Se centrifugé la mezcla a 14500 rpm por 5 min.

5) Se desecho el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 200 uL de etanol y se
centrifugd nuevamente (14500 rpm por 5 minutos), se retird el etanol y se dejé secar el
precipitado de DNA plasmidico por 2 h.

6) Finalmente, el precipitado anterior se disolvido en 40 uL de agua Milli-Q esterilizada y se
almacené a -20°C.

Con 3 pL del mini-prep se hizo una digestién con las enzimas de restricciéon Bglll y Notl
(0.2 uL de cada una de ellas) y con 1 uL de NEbuffer 3.1 (500 mM de Tris-HCI, 1 M de NacCl,
100 mM de MgClz2, 1 mg/mL de BSA, pH 7.9) y 5.6 uL de agua Milli-Q esterilizada, se dejo a
37°C por 1h. Esta mezcla se corrié en un gel de agarosa al 1% y el gel se tifdé con bromuro de
etidio para observar las bandas.

8.3  Cinéticas de expresion de Trx-rHev b 7 en E. coli

Para realizar la cinética de expresion, se transformaron células competentes de E. coli
BL21(DE3) y Rosetta-gami mediante choque térmico. Se crecieron las células en agar con
medio LB con ampicilina (100 ug/mL) para BL21(DE3) y LB con ampicilina (100 pg/mL),
cloranfenicol (34 pg/mL), kanamicina (25 pg/mL) y tetraciclina (15 pg/mL) para Rosetta-gami.
Con las colonias obtenidas se prepararon 2 mL de medio LB con los antibidticos respectivos
para cada cepa y se incubaron a 37°C por toda una noche, haciendo asi los pre-indculos.
100 pL de estos pre-indculos se afnadieron a 20 mL de medio LB (relacion 1:200) con los
mismos antibidticos. Estos cultivos se dejaron incubando a 37°C hasta alcanzar un ODs00=0.6,
entonces fueron inducidos con IPTG 0.5 mM y se incubaron a 25°C. Se colectaron alicuotas
de 1 mL en los tiempos de Oh, 2h, 12h y 24h, se centrifugaron a 14500 rpm por 5 min., se
descarto el sobrenadante y el botén celular se conservé a -20°C.
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Los botones celulares se resuspendieron en 75 yL de amortiguador de Tris-HCI 50 mM, 100
mM de NaCl, pH 8 y se lisaron mediante sonicacién (potencia 4, pulsos de 10 s, reposo 30s,
tiempo total 1 min.), tras lo cual se centrifugd el lisado a 14500 rpm por 10 min. y se separan
las fases soluble e insoluble. Estas fases se aplicaron a un gel de electroforesis SDS-PAGE,
de acuerdo con el método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970).

8.4  Expresion de Trx-rHev b 7 en E. coli

Células de E. coli BL21(DE3) previamente transformadas con el plasmido pET-32a-rHev b 7
se inocularon en 50 mL de medio LB con ampicilina (100 pyg/mL) y se incub6 a 37°C por toda
la noche. Posteriormente, se anadid este pre-indéculo a 1 L de medio LB con la misma
concentracion de ampicilina, se incub6 a 37°C hasta alcanzar una ODs00=0.6, se indujo la
expresion con 0.5 mM de IPTG y se incubé a 25°C por 4 h. Las células del cultivo se
concentraron en un botén celular mediante centrifugacion a 5500 rpm por 15 min, éste se
conservé a -60°C.

8.5 Solubilizacién asistida por sonicacion de Trx-rHev b 7

De acuerdo con la electroforesis SDS-PAGE se determiné que la proteina de fusién
Trx-rHev b 7 se encuentra en la fase insoluble como cuerpos de inclusion, por lo que el botén
celular se lisé en 50 mL de un amortiguador de fosfatos 50 mM pH 8, 500 mM de NaCl mediante
sonicacion con potencia del 40%, pulsos de 5 s, descansos de 30 s y tiempo total de 8 min.
Luego, se separo el sobrenadante y la fase insoluble mediante centrifugacion a 14500 rpm por
45 min y se desecho el sobrenadante, conservando la fase insoluble. Esta ultima fue lavada
con solucion 50 mM de fosfatos pH 8, 500 mM de NaCly 2% de Triton X-100 en dos ocasiones,
empleando sonicacién para homogeneizar la mezcla; potencia del 40%, pulsos de 5 s,
descansos de 30 s y tiempo total de 30 s. Las fases se separaron mediante centrifugacion
(14500 rpm por 20 min) y se conservo la fase insoluble, la cual se lavo en tres ocasiones con
agua destilada empleando solo pipeteo para resuspenderla. Se usé el mismo proceso de
centrifugado y se conservo la fase insoluble, siendo estos los cuerpos de inclusion de Trx-rHev
b 7 que se conservaron a -60°C; todas las fracciones se corrieron en un SDS-PAGE al 12% de
acrilamida.

Una pequefa fraccion de los cuerpos de inclusion se resuspendié en 10 mL de amortiguador
de fosfatos 10 mM pH 8 con 0.5 mM de DTT. La mezcla se sonicé con una potencia del 20%,
pulsos de 5 s, descansos de 50 s por un tiempo total de 10 min, inmediatamente se centrifugo
y cada fraccion se cargd en un SDS-PAGE al 12% de acrilamida y se tifio con azul de
Coomassie. Se observa como parte de la proteina se encuentra en la fase soluble tras este
protocolo de solubilizacion mediante sonicacion, ésta sera purificada y empleada en las
distintas etapas de caracterizacion de Trx-rHevb 7 y rHev b 7.

8.6  Cuantificacion de las proteinas

Las proteinas Trx-rHev b 7 y rHev b 7 se cuantificaron empleando los espectrofotometros
SHIMADZU UV-1900 y NanoDrop 2000 de Thermo Scientific, midiendo la absorbancia a 280
nm y calculando la concentracion con la absortividad calculada a partir de sus secuencias de
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aminoacidos en el servidor ExXPASy ProtParam (Gasteiger et al., 2005), siendo éstas de 0.746
mL mg'em™ para Trx-rHev b 7 y 0.675 mL mg'cm™" para rHev b 7.

8.7  Purificacion mediante cromatografia de afinidad a Ni?* de Trx-rHev b 7 solubilizada

La fraccion soluble del paso de solubilizacién de los cuerpos de inclusién se aplicé a una
columna HisTrap de 5 mL, la cual estaba previamente equilibrada con amortiguador de fosfatos
10 mM pH 8; luego se lavo con 5 volumenes de columna (VC) de amortiguador de fosfatos
10mM pH 8 y se eluyd la proteina con amortiguador de fosfatos 10 mM pH 8, 300 mM de
imidazol, cada fraccion se corrio en un SDS-PAGE al 15% de acrilamida y se tifié con azul de
Coomassie.

8.8  Espectrometria de masas MALDI-TOF de Trx-rHev b 7

La masa molar de Trx-rHev b 7 se determiné por espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight) usando un equipo Microflex (Bruker)
operado en modo lineal positivo, con un laser de nitrogeno de 20 Hz y controlado por el
software Flexcontrol version 3.0 (Bruker Daltonics). Se empled una matriz de acido sinapinico
disuelto en 0.1% de acido trifluoroacético y 30% de acetonitrilo, que se mezclé con una solucion
de la proteina Trx-rHev b 7 en agua a 10 mg/mL. El equipo se calibré con las masas de las
proteinas Concanavalina A (25.5 kDa el monémero, 51 kDa el dimero) y BSA (66.43 kDa).

8.9 Estudio de Trx-rHev b 7 en solucion mediante dispersién dinamica de luz (DLS)

La proteina Trx-rHev b 7 se llevé a una concentracion de 1 mg/mL en fosfatos 10 MM pH 7.5y
se filtraron 100 pL de la soluciéon usando una membrana Millipore de 0.22 ym en una celda
desechable de 50 pL y se leyé en un equipo Zetasizer yV para medir el tamano y
monodispersidad de la proteina. La temperatura fue de 25°C con un tiempo de equilibrio de
120 s con cinco mediciones, cada medicidn fueron 11 corridas de 10 s cada una.

8.10 Cristalizacion de Trx-rHev b 7

Con la proteina Trx-rHev b 7 pura a una concentracion de 11 mg/mL, en amortiguador de
Tris-HCI 10 mM pH 7.5 con 1 mM de DTT se montaron pruebas de cristalizacion, empleando
los kits de cristalizacion Crystal Screen, PEG-lon, PEGRx de Hampton Research y Morpheus
Complete I, Il y lll de Molecular Dimensions. Se empleé el método de difusion en fase de vapor,
modalidad gota asentada, con gotas de 1.2 yL con una relacién 1:1 proteina:condicion de
cristalizacion y 60 puL de condicidon en el pozo, para ello se empled el robot de cristalizacion
Crystal Gryphon de Art Robbins Instruments.

8.11 Corte de la proteina de fusion Trx-rHev b 7 con la proteasa TEV

La proteina Trx-rHev b 7 solubilizada y purificada con anterioridad (previamente dializada
contra 10 mM de Tris-HCI pH 8) se incubd con la proteasa TEV, en una relacién 1:10, con
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1 mM de DTT a 30°C por una hora. La proteina cortada se aplicé a un SDS-PAGE al 15% de
acrilamida y el gel se tiidé con azul de Coomassie.

8.12 Purificacion mediante cromatografia de afinidad a Ni?* de rHev b 7 tras el corte con la
proteasa TEV

La proteina cortada se dializé contra amortiguador de fosfatos 50 mM, 100 mM de NaCl pH 8
y se recirculd por la columna de HisTrap, previamente equilibrada con esta solucion
amortiguadora. La columna se lavo con el mismo amortiguador y las proteinas unidas se
eluyeron con amortiguador de fosfatos 50 mM, 100 mM de NaCl, 500 mM imidazol pH 8. La
proteina rHev b 7 eluyé en el lavado sin retenerse en la columna y se analizé en un SDS-PAGE
al 10% de acrilamida y se tiild con azul de Coomassie.

8.13 Actividad enzimatica de Trx-rHev b 7 y rHev b 7 usando palmitato de p-nitrofenilo
como sustrato

Se hicieron pruebas de actividad de lipasa con las proteinas Trx-rHev b 7 y rHev b 7 usando
palmitato de p-nitrofenilo como sustrato, para ello se empleé el protocolo de Andrews et al.
(1988) con ciertas modificaciones:

1) Se preparo un stock de palmitato de p-nitrofenilo a 100 mM en isopropanol.

2) 20 pL de del stock se disuelven en 10 mL de amortiguador de Tris-HCI pH 8, 100 mM, 0.05%
SDS y 0.25 % de Triton X-100.

3) A1 mL de esta solucién se le anadieron 20 uL de las proteinas Trx-rHev b 7 o rHev b 7
purificadas y los experimentos se realizaron por triplicado.

4) Como control negativo se dejo 1 mL de la solucion stock de sustrato descrita en el paso 2 y
se le afiadieron 20 pL de buffer 100 mM de Tris-HCI pH 8.

5) Como control positivo se tom6 1 mL de solucion del paso 2 y se le afiadieron 2 uL de la
Lipasa B de Candida antarctica (Lipozyme CALB L de Novozymes) suministrada por el
Dr. Ismael Bustos Jaimes de la Facultad de Medicina de la UNAM.

6) Todas las soluciones se dejaron incubando a 37°C por 30 min en un termoblock en tubos
Eppendorf y la reaccion se pardé mediante choque térmico de 100°C en bloque térmico.

7) Se midié la absorbancia a 400 nm de cada una de las soluciones.

8) Con las absorbancias y el coeficiente de extincion molar del p-nitrofenolato

(18.3 mM-' cm™) se calculo la actividad de lipasa de la proteina.

Las unidades de actividad (U) se definieron como los umol de p-nitrofenol que se liberan por
min (Andrews et al., 1988). La actividad especifica (U/mg) se calcula considerando la cantidad
de proteina empleada en el ensayo.

8.14 Actividad enzimatica como fosfolipasa de rHev b 7 con suspension de yema de huevo
como sustrato

Se hizo una prueba de actividad enzimatica contra un sustrato natural, en este caso los
fosfolipidos de la yema de huevo, utilizando el protocolo disefiado por Tan & Tan en 1988 y
modificado por nosotros:

1) Se mezclaron 20 mL de yema de huevo, 20 mL de una solucion 18 mM de CaClz y 20 mL
de una solucién 8 mM de Triton X-100.
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2) La mezcla se ajusta a pH 8 con NaOH 0.1 M y se verifica su estabilidad en el tiempo.

3) A 15 mL de esta mezcla se le afiaden 100 uL de solucién con la enzima rHev b 7 a 0.5
mg/mL (50 pg de proteina) mientras se homogeneiza con un agitador magnético.

4) Se sigue la disminucion del pH con un potenciémetro con electrodo de vidrio selectivo a ion
H3O*. A medida que avanza el tiempo, la disminucién en una unidad de pH equivale a la
liberacion de 130 pmol de acidos grasos.

5) Se calcula la actividad enzimatica definiendo las unidades de actividad (U) como los pmol
de acidos grasos liberados por minuto.

6) Como control positivo se hizo el paso 3, pero se afiadieron 2 uL de la Lipasa B de Candida
antarctica.

8.15 Estudios de estabilidad de Trx-rHev b 7 mediante ensayos de fluorometria diferencial
de barrido

La proteina Trx-rHev b 7 a 0.15 mg/mL en 10 mM Tris-HCI pH 7.5 y se mezclé con un stock
5000x de SYPRO ORANGE de Sigma en una relacion 1:1000. Posteriormente, 10 yL de la
proteina se incubaron con 10 uL de cada una de las condiciones del kit pH Screen de Hampton
Research. La caja se dej6é incubando 1 h en cuarto oscuro a 15°C y se midi6é la curva de
desnaturalizacién empleando un equipo RT-PCR QuantStudio 3, con una rampa de
temperatura de entre 25 y 98°C a una tasa de calentamiento de 0.016°C/s. Los datos de
fluorescencia obtenidos del filtro X4 (Aexc=580£10 y Aemis=623+14) se emplearon para el analisis
de las curvas de desnaturalizacion. Donde Aexc €s la longitud de onda de excitacion del
fluoréforo y Aemis €s la longitud de onda de emision del fluoréforo. Las curvas se normalizaron,
graficaron y ajustaron a una funcion sigmoidal de Boltzmann mediante el programa GraphPad
8 version 8.4.3 (GraphPad Software Inc., USA).

8.16 Espectros de dicroismo circular en el UV lejano de Trx-rHevb 7 y rHev b 7

Las proteinas Trx-rHev b 7 y rHev b 7 puras se dializaron en un amortiguador de fosfatos 10
mM pH 7.5 y se llevaron a una concentracién de 0.12 mg/mL (A280=0.0936) y 0.03 mg/mL
(A280=0.0200), respectivamente. Se midid su espectro de dicroismo circular en la region del
ultravioleta lejano (195-250 nm) a 25°C en un espectropolarimetro (Jasco J-1500), utilizando
una celda de 0.1 cm de paso de luz. El espectro se obtuvo por triplicado y para la linea base
se uso el amortiguador de fosfatos.

8.17 Reconocimiento de rHev b 7 por IgE en sueros de pacientes alérgicos al latex

El reconocimiento del alérgeno rHev b 7 por los anticuerpos IgE presentes en sueros de
pacientes alérgicos al latex se realiz6 mediante ensayos de ELISA. La placa se sensibilizd con
100 uL de alérgeno en cada pozo a 32 ug/mL en PBS, incubando a 4°C por 12 h. Luego se
lavo la placa en tres ocasiones con Tween-20 0.05% en PBS, 200 pL por pozo, y se incubd
con albumina de suero bovino (BSA) al 1% en PBS por 2h a 37°C, 150 uL por pozo, para el
bloqueo. La placa se lavé nuevamente con Tween-20 0.05% en PBS, tras lo cual se diluyeron
los sueros de pacientes en un factor 1:5 en PBS, 50 uL de cada dilucion se colocaron por pozo
y se incubaron a 4°C por una noche. Se lavoé la placa de igual manera con Tween-20 para
afadir el anticuerpo secundario murino Anti-IgE cadena ¢ humana especifico unido a la
peroxidasa del rabano (HRP). Este anticuerpo se diluyé en un factor de 1:500 en BSA 0.05%
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en PBS, se anadieron 50 pL por pozo y se dejé incubando por 2h a 37°C. Finalmente, se lavo
con Tween-20 y se incubd con el sustrato ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico)), 50 pL por pozo, incubando a temperatura ambiente por 30 minutos y se leyo la
absorbancia a 405 nm con un lector de placas BioTek. Cada suero se prepard y midié por
triplicado, los blancos se prepararon empleando PBS en lugar de suero y también se realizaron
por triplicado, empleandose el suero de 17 nifios y 2 adultos alérgicos al latex. La donacion de
los sueros de pacientes alérgicos al latex se realiz6 siguiendo los protocolos aprobados por el
Comité de Etica del Instituto Nacional de Pediatria de la Ciudad de México.

8.18 Modelos estructurales

A partir de la secuencia de aminoacidos de la proteina Hev b 7 y mediante los servidores
Robetta (Song et al., 2013) y AlphaFold-Multimer (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022,
Evans et al., 2021) se obtuvieron modelos tedricos de su estructura tridimensional.

8.19 Evaluacion de calidad y ortodoxia de los modelos estructurales

Los modelos obtenidos mediante Robetta y AlphaFold-Multimer fueron sometidos a una
evaluacion de calidad y ortodoxia mediante los servidores PROCHECK (Laskowski et al., 1993)
y MOLPROBITY (Williams et al., 2018), revisando los graficos de Ramachandran y las
colisiones entre residuos.

8.20 Prediccién de epitopos
Con el fin de determinar los posibles epitopos lineales, usando la secuencia de aminoacidos,
y los epitopos conformacionales, empleando los modelos tridimensionales de Hev b 7 junto a

los servidores Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 (Jespersen et al., 2017) y DiscoTope 2.0
(Kringelum et al., 2012).
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9. Resultados y discusion
9.1  Propagacion del plasmido con E. coli DH5a

Tras la propagacion, digestion del plasmido pET-32a(+)-rHev b 7 y su posterior separacion
mediante electroforesis en gel de agarosa, se distingue una banda entre los marcadores de
1000 pb y 1500pb, como se observa en la Fig. 8, lo cual es consistente con la presencia del
inserto del gen Hev b 7 (1203 pb) en el plasmido pET-32a(+).

3000 pb
2500 pb
2000 pb
1500 pb

1000 pb

Gen rHev b 7 (1203 pb)

SO0 pb

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la digestion del plasmido
pET-32a(+)-rHev b 7 con las enzimas de restriccion Bglll y Notl.

9.2 Cinéticas de expresion de Trx-Hev b 7 en E. coli

Tras probar la expresion de Trx-rHev b 7 en las cepas de E. coli BL21(DE3) y Rosetta-gami a
25°C, se determind que la mayor parte de la proteina quedaba en la fraccidon insoluble como
cuerpos de inclusion (Fig. 9). Por este motivo, se decidio trabajar en la solubilizacién de la
proteina desde esta fraccion. Un articulo publicado en marzo de 2020 describe un protocolo
de solubilizacion de cuerpos de inclusién de una lipasa expresada en un vector pET-32a(+)
mediante sonicacion en amortiguadores de baja fuerza iénica (Yin et al., 2020). Este protocolo
demostré excelentes rendimientos a un bajo costo, por lo que se decidié probarlo con la
proteina Trx-rHev b 7.
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Figura 9. Perfil electroforético SDS-PAGE (10% T) de las fracciones solubles e
insolubles de los extractos de E. coli BL21(DE3) y Rosetta-gami transformadas con el
plasmido pET-32a(+)-rHev b 7, las cuales fueron inducidas con IPTG para seguir la
cinética de expresion de Trx-rHev b 7 (60 kDa) a 25°C con los tiempos Oh, 12h y 24 h.
La flecha roja indica la posicion correspondiente a 60 kDa.

9.3 Expresion en E. coliy solubilizacion mediante sonicacion de Trx-rHev b 7
Se expreso Trx-rHev b 7 en E. coli BL21(DE3) en forma de cuerpos de inclusion, los cuales

fueron lavados (Fig. 10) y finalmente solubilizados mediante sonicacién. La proteina se
solubilizé con sonicacion en un amortiguador de baja fuerza ionica.
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Figura 10. Perfil electroforético SDS-PAGE (12% T) del fraccionamiento de extractos
de E. coli BL21(DE3) transformada con el plasmido pET-32a(+)-rHev b 7 (carril 1y 5)
y lavados consecutivamente con: Triton X-100 al 2% (2 y 6), agua (3 y 7), fosfatos 10
mM pH 8 y 0.5 mM de DTT con sonicacion (4), los carriles. Las fracciones 1 a 4 son
los sobrenadantes y 5 a 7 son precipitados. La flecha roja indica la posicion
correspondiente a 60 kDa.

9.4 Purificacion mediante cromatografia de afinidad a Ni>* de Trx-rHev b 7 solubilizada

La proteina Trx-rHev b 7 solubilizada se purificé en un primer paso mediante la columna
HisTrap, donde la proteina se uni6 a la columna de afinidad a Ni?* y se eluyd con imidazol 300
mM. La proteina purificada en este paso de cromatografia se analizé en un SDS-PAGE al 12%
de acrilamida (Fig. 11). Un analisis del perfil electroforético mediante el programa ImageJ
(Schneider et al., 2012) para analizar el numero de pixeles en los carriles indicé una pureza
electroforética de alrededor del 97% para la proteina Trx-rHev b 7 purificada. Esta pureza fue
determinada mediante el analisis en el numero de pixeles de la imagen en el carril 2,
distinguiendo el pico en el numero de pixeles correspondiente a la banda a 60 kDa (Trx-rHev
b 7) y usando como blanco el carril contiguo, el cual no fue cargado con muestra. Con estos
datos se calcul6 el porcentaje de pixeles correspondiente a la banda de Trx-rHev b 7, siendo
esta la pureza electroforética estimada.

Con este protocolo de expresion y purificacion se obtuvieron rendimientos excelentes de
proteina Trx-rHev b 7 de hasta 100 mg por cada litro de cultivo. Debido a la poca estabilidad
de la proteina rHev b 7 (apartado 9.9), se decidi6 trabajar principalmente con la proteina de
fusion Trx-rHev b 7.
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Figura 11. Perfil electroforético SDS-PAGE (12% T) de la fraccion soluble de la
sonicacion en fosfatos 10 mM pH 8 con 0.5 mM de DTT del cuerpo de inclusién de
Trx-rHev b 7 lavado en el paso anterior (carril 1) y la purificacion de la proteina
mediante cromatografia de afinidad a Ni?*, siendo eluida con 300 mM de imidazol a
una pureza electroforética del 97% (carril 2) y debido a la alta concentracion con la que
eluyo esta proteina parte de ella se agregd, este agregado de igual forma fue analizado
(carril 3).

9.5 Espectro de masas MALDI-TOF de Trx-rHev b 7

El espectro de masas de la proteina Trx-rHev b 7 solubilizada presenta un pico en 60402 Da
(Fig. 12), con una relacién masa/carga cercana a la esperada (59939.02 Da), no se tienen los
elementos necesarios para precisar el origen de esta diferencia en la masa molecular. Con el
espectro logramos corroborar la presencia de la proteina Trx-rHev b 7 en la muestra, aunque
se pueden observar otras pequefas sefiales que podrian deberse a la presencia de
contaminantes, como la sefal que se distingue entre 66-68 kDa que podria ser una proteina
de E. coli que se copurificd, o al ruido en el espectro. Se podria medir un nuevo espectro
MALDI-TOF empleando una mayor concentracion de proteina para mejorar la relacion senal-
ruido y asi identificar con mas claridad la naturaleza de dichas sefales.
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Figura 12. Espectro de masas MALDI-TOF de Trx-rHev b 7.

9.6 Estudio de Trx-rHev b 7 en solucién mediante dispersion dinamica de la luz (DLS)

La proteina solubilizada y purificada se analizé en el equipo de dispersion dinamica de luz
(DLS). Los resultados indican que, a la concentracién trabajada de 1 mg/mL, se trata de un
oligobmero de alrededor de 24 subunidades con un didmetro de particula de alrededor de 25
nm (Fig. 13). El indice de polidispersidad revela que la muestra es monodispersa, lo que la
hace adecuada para montar pruebas de cristalizacion. Sin embargo, debido al gran numero de
subunidades en el oligdbmero sera un reto la resolucidon estructural de esta proteina, aun
obteniendo cristales adecuados para ser difractados. A pesar del gran numero de subunidades,
ya se ha observado como Trx favorece la formacion de oligdmeros de gran tamafio, como el
octamero de la proteina de fusion Trx-Puf60 determinado mediante cristalografia de rayos X,
en el cual el oligdmero tiene un arreglo tipo dona (PDB:3DXB) (Fig. 14; Corsini et al., 2008).
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Figura 13. Datos de dispersién dinamica de luz (DLS) de Trx-rHev b 7 en solucién,
mostrando un grafico de la distribucion por volumen del tamafio de particula.

Figura 14. Estructura tridimensional del octamero de la proteina Trx-Puf60
(PDB:3DXB), poseyendo cada subunidad un color distinto, las esferas rojas
corresponden a moléculas de agua y las esferas verdes a iones cloruro.
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9.7 Cristalizacion de Trx-rHev b 7

La proteina Trx-rHev b 7 purificada fue empleada en ensayos de cristalizacion, observandose
la formacion de pequefios cristales opticamente activos frente a la luz polarizada del
microscopio en las condiciones B3, B7 y B11 de Morpheus Complete Ill de Molecular
Dimensions. Todas estas condiciones poseen la misma mezcla de aditivos y agentes
precipitantes, solo varian en su pH siendo este de 6.5, 7.5 y 8.5, respectivamente. Uno de los
cristales crecidos en la condicién B3 de este kit (Fig. 15), la cual contiene 1.5% de mezcla de
vitaminas (0.3% w/v de L-ascorbato de sodio, 0.3% wi/v cloruro de colina, 0.3% w/v de D-
pantenol, 0.3% hidrocloruro de piridoxina y 0.3% de hidrocloruro de tiamina), 0.1 M de solucion
amortiguadora de imidazol-MES pH 6.5, 20% de glicerol y 10% de PEG 4000; se monté en un
asa de nylon y se probd en el equipo de difraccion de rayos X MicrosMax007HF del LANEM-
IQ. Se obtuvieron las imagenes a 0° y 90° sin registrar reflexiones, lo que descarta su
naturaleza salina, pero indica que se trata de un gel sin capacidad de difractar.

Estos resultados nos plantean una serie de condiciones de cristalizacion que pueden ser
optimizadas, ya sea cambiando la concentracidon de proteina, agente precipitante, pH, fuerza
idnica o anadiendo aditivos. Todas estas condiciones en las que se observaron cristales
contienen una mezcla precipitante con 20% de glicerol, 10% de PEG 4000 y la mezcla de
vitaminas ya mencionada, algo que puede ser un punto de inicio en la optimizacién de las
condiciones de cristalizacion de esta proteina.

Figura 15. Microcristales en gota de Trx-rHev b 7 obtenidos con la condicion B3 del
kit Morpheus Complete Ill, observandose un precipitado en el cual crecieron cristales
que interactuan con la luz polarizada pasando de un aspecto opaco (imagen a) a un
aspecto brillante (imagen b) al girar 90° el polarizador. Las flechas rojas sefialan
algunos microcristales
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9.8 Corte de la proteina de fusion Trx-rHev b 7 con la proteasa TEV

Parte de la proteina Trx-rHev b 7 purificada se incubd con la proteasa TEV para evaluar la
eficiencia de la protedlisis y la solucion resultante se analizé en un SDS-PAGE (Fig. 16). Este
experimento demuestra una eficiencia de corte superior al 50%, basandose en la intensidad
de las bandas correspondientes a Trx-rHev b 7 y rHev b 7. Adicionalmente, este experimento
indica que el sitio de corte de la proteasa TEV esta asequible para el solvente, algo que no se
espera en agregados solubles.

12 MW

100 kDs
75 kDa

63 kDa
Trx-rHev b 7

Trx-rHevb 7 48 kDa

rHevb 7
35 kDs

TEV

Figura 16. Perfil electroforético SDS-PAGE (10% T) de la proteina Trx-rHev b 7
solubilizada (carril 1) y el ensayo de corte con la proteasa TEV de esta proteina
(carril 2). Las flechas rojas indican la posicion de las bandas correspondientes a
Trx-rHev b 7, la flecha amarilla indica la posicion correspondiente a la banda de
rHev b 7, la flecha verde indica la posicién correspondiente a la banda de la proteasa
TEV y la flecha azul indica la posicidén correspondiente a la banda de Trx.

9.9  Purificacion mediante cromatografia de afinidad a Ni?* de rHev b 7

La mezcla posterior de reaccidén posterior al corte con TEV se recirculé por la columna de
afinidad a Ni?* y se colect6 la proteina rHev b 7 pura en la fraccién no retenida a la resina, el
SDS-PAGE que lo corrobora se muestra en la Fig. 17. Este paso resultdé particularmente
problematico debido a la agregacion de la proteina tras el corte con la proteasa, este proceso
inicia desde la separacion cromatografica de rHev b 7, la proteina dura aproximadamente
24 h en solucién antes de agregarse completamente. Adicionalmente, la mayor parte de la
proteina tras ser cortada sigue uniéndose a la resina de Ni?*, incluso lavando con 1 M de NaCl.

Debido a estos factores rHev b 7 se empled en pocos ensayos, entre ellos actividad enzimatica
y ELISA.
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Figura 17. Perfil electroforético SDS-PAGE (15% T) de rHev b 7 (43 kDa; carril 1) y
lavados de la columna de Ni?* con 1 M de NaCl intentado eluir mas rHev b 7 (carriles
2, 3y 4). La flecha roja indica la posicion correspondiente a la banda de rHev b 7.

9.10 Actividades enzimaticas de Trx-rHev b 7 y rHev b 7 usando palmitato de
p-nitrofenilo como sustrato

La actividad enzimatica de Trx-rHev b 7 y rHev b 7 se midié usando el palmitato de p-nitrofenilo
como sustrato, siguiendo el protocolo y usando la definicion de actividad mencionados en el
apartado 8.13. Ambas enzimas mostraron actividad hidrolitica con el palmitato de p-nitrofenilo,
siendo la proteina libre rHev b 7 mas activa que Trx-rHev b 7. Sin embargo, ambas proteinas
poseen una actividad enzimatica muy inferior al control positivo (Lipasa B de Candida
antarctica). Al comparar las actividades enzimaticas especificas con las de las patatinas de la
papa se observa una gran variabilidad en la actividad especifica con este sustrato, la patatina
del tubérculo de papa posee una actividad de 55 mU/mg (AAsoo de 1 min'-mg™) y para la

patatina de las anteras de papa es de 8 mU/mg (AAsocode 0.15 min'-mg'; Hofgen & Willmitzer,

1990), dentro de cuyo rango cae la actividad de rHev b 7 (Tabla 2). La lipasa B de Candida
antartica se ha reportado que posee una actividad especifica de 10 U/mg con este mismo
sustrato (Eom et al., 2013). Esto corresponde con una actividad enzimatica superior a la de las
patatinas, lo que puede deberse a que éstas se ha reportado que son principalmente
fosfolipasas. No fue posible hacer un mayor numero de ensayos de actividad debido a la
inestabilidad de rHev b 7, que tras ser escindida de la Trx y purificarse comienza a agregarse
en el trascurso de unas 24 h. Aun asi, este ensayo es una evidencia del correcto plegamiento
de la proteina solubilizada a partir de los cuerpos de inclusién.
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Tabla 2. Actividades enzimaticas como lipasas de Trx-rHev b 7 y rHev b 7 con el
palmitato de p-nitrofenilo como sustrato. Una unidad de actividad se define como un
pmol de producto (p-nitrofenol) liberado por minuto. Actividades especificas de otras

patatinas.
Muestra AAs400 en 30 min. Actividad (mU/mL) Actividad especifica (mU/mg)
Control negativo 0.0012+0.0005 0 0
Control positivo 0.217+0.002 0.395+0.004 | = -
Trx-rHev b 7 0.0060+0.0006 0.010+0.001 101
rHevb 7 0.0150+0.0002 0.027+0.0004 27.1+0.4
Patatina de tubérculo (Solanum tuberosum) 55 (Hoéfgen & Willmitzer, 1990)
Patatina de anteras (Solanum tuberosum) 8 (Hofgen & Willmitzer, 1990)

9.11 Actividad enzimatica como fosfolipasa de rHev b 7 con suspensién de yema
de huevo como sustrato

El ensayo de actividad de rHev b 7 usando una suspensién de yema de huevo permitid
corroborar que, efectivamente, se trata de una fosfolipasa y posee una actividad enzimatica
considerable con este sustrato en particular, exhibiendo una actividad enzimatica especifica
de 72+3 U/mg (Tabla 3). Este resultado indica que la enzima posee una mayor actividad con
este sustrato que contra el palmitato de p-nitrofenilo. La yema de huevo posee una gran
cantidad de lipidos, entre los que destacan fosfolipidos como las glicerofosfocolinas 34:2 y
36:2 y otros como glicerofosfoetanolaminas 38:4 y 36:2, glicerofosfoserinas 36:2 y 38:4,
glicerofosfoinositol 38:4, entre otros (Wood et al., 2021). Por consiguiente, estos fosfolipidos
serian un mejor sustrato sobre el cual actua la enzima rHev b 7, o que es consistente con que
las patatinas son fosfolipasas (Hirschberg et al., 2001).

La nomenclatura usada para los fosfolipidos se basa en datos obtenidos mediante
espectrometria de masas y se denomina a “nivel de especies”, los numeros corresponden a el
numero total de carbonos en las cadenas hidrocarbonadas y a los equivalentes a dobles
enlaces en estas mismas cadenas (Liebisch et al., 2020). De hecho, se ha reportado que la
patatina recombinante de papa posee alta actividad con el sustrato sintético diC8PC
(1,2-dioctanil-sn-glicero-3-fosfocolina) de 127 U/mg, siendo este sustrato una
glicerofosfocolina, por lo que esta familia de proteinas posee alta actividad enzimatica con
fosfolipidos que con analogos de lipidos simples como el palmitato de p-nitrofenilo, algo que
se observa también en rHev b 7. Mediante comparacion con otras enzimas estudiadas por este
método se encuentra que esta actividad enzimatica es mucho menor a la de otras fosfolipasas
como la fosfolipasa A de Trimeresurus purpureomaculatus, la cual exhibié una actividad de
1790 U/mg (Tan & Tan, 1988). En cambio, estudios de actividad por este método de venenos
de serpientes de cascabel de la costa oeste mexicana revelaron actividades de 0.7 a 134 U/mg
(Colis-Torres et al., 2022), dentro de cuyo rango cae la actividad de rHev b 7. Esto nos indica
una actividad apreciable como fosfolipasa de rHev b 7, la cual resalta por sobre su actividad
hidrolitica con lipidos simples, lo que sugiere que rHev b 7 es una fosfolipasa como otros
miembros de la familia de las patatinas.
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Tabla 3. Actividad enzimatica como fosfolipasa de rHev b 7 con suspension de yema
de huevo como sustrato. Una unidad de actividad se define como un pmol de producto
(acido graso) liberado por minuto.

Muestra ApH cada 20 min Actividad (U) Actividad especifica (U/mg)
Control negativo 0.01+0.01 0 0
rHevb 7 -0.55+0.02 3.6+0.1 7242
Fosfolipasa A de Trimeresurus purpureomaculatus 1790 (Tan & Tan, 1988).
Venenos de serpiente de cascabel de la costa oeste mexicana 0.7-134 (Colis-Torres et al., 2022)

9.12 Estudios de estabilidad de Trx-rHev b 7 mediante ensayos de fluorometria diferencial
de barrido

Los ensayos de fluorometria diferencial de barrido de proteinas se basan en la medicion del
aumento de la fluorescencia de la mezcla de reaccidn a medida que se incrementa la
temperatura y de esta manera se construye una curva de desnaturalizacion de la proteina.
Este fendmeno ocurre debido a que la sonda fluorescente SYPRO ORANGE, en la mezcla del
ensayo, se une a las regiones hidrofébicas de la proteina que se exponen durante la
desnaturalizacion inducida por la temperatura, lo que genera el aumento de la fluorescencia
que es medido en el equipo de RT-PCR. Las curvas de desnaturalizaciéon de la proteina, en
distintas condiciones de pH, aditivos, sales y ligandos, proporcionan informacion sobre la
estabilidad de la proteina en cada una de estas condiciones. Los ensayos con la proteina
Trx-rHev b 7 mostraron una ausencia de fluorescencia a lo largo del experimento para la gran
mayoria de las condiciones empleadas, indicando una gran estabilidad de la proteina en la
gran mayoria de las condiciones de pH empleadas para el experimento, ya que al no
desnaturalizarse la proteina no se observa un aumento en la fluorescencia. En la Fig. 18, se
observan las curvas de desnaturalizacion en condiciones de pH extremos, acotando la region
entre el minimo y el maximo de fluorescencia durante la rampa de temperatura y ajustando los
datos a la funcién sigmoidal de Boltzmann. Esto nos revela que la proteina de fusién Trx-rHev
b 7 es termoestable en el intervalo de pH entre 3.2 y 9.8, algo que podria esperarse de una
proteina fusionada a la tiorredoxina, la cual se ha reportado confiere termoestabilidad a
muchas de las proteinas con las que se fusiona (LaVallie et al., 2000). Esta estabilidad fue
notable al concentrar la proteina para las pruebas de cristalizacion, ya que ésta alcanzo
concentraciones de 20 mg/mL sin agregarse.
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Figura 18. Estudios de desnaturalizacion de Trx-rHev b 7 mediante fluorometria
diferencial de barrido a distintos valores de pH.

9.13 Espectros de dicroismo circular en el UV lejano de Trx-rHevb 7y rHev b 7

Las proteinas Trx-rHev b 7 y rHev b 7 mostraron un espectro de dicroismo circular distinto
(Fig. 19), como era de esperarse dada la presencia de tiorredoxina en la proteina de fusion.
No obstante, se estimé el contenido de estructura secundaria de ambas proteinas usando el
servidor BestSel (Micsonai et al., 2018). Como puede apreciarse la proteina rHev b 7 tiene
tanto hélices a como hebras B, algo esperado para una enzima de la familia de las hidrolasas.
Los resultados del servidor BestSel (Tabla 4) indican que las proteinas Trx-rHev b 7 y
rHev b 7 difieren en los contenidos de estructura a y  que poseen cada una. Al comparar el
contenido de estructura secundaria de rHev b 7 con el de Pat17 se observan ciertas similitudes
en el contenido total de hebras B y giros, difiiendo ambas, de forma notable, en el contenido
de hélices a y regiones sin estructura secundaria. rHev b 7 posee una mayor proporcion de
regiones sin estructura secundaria con respecto a Pat17, quien posee mayor contenido de
hélices a. En la Fig. 6 se distinguen inserciones en la secuencia de Hev b 7 con respecto a
Pat17, las cuales al no poseer estructura secundaria pueden contribuir a estas diferencias.
Este experimento junto con los ensayos de actividad enzimatica con palmitato de p-nitrofenilo
son evidencias de que el protocolo de solubilizacién por sonicacion efectivamente permite
obtener a la proteina Trx-rHev b 7 plegada y activa a partir de cuerpos de inclusion. Esto en
conjunto con el estudio por dispersion dinamica de la luz nos indicaria que la especie en
solucién de alrededor de 24 subunidades se trata de un oligémero de Trx-rHev b 7 y no de un
agregado soluble, de ser el caso careceria de actividad enzimatica y de estructura secundaria.
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Figura 19. Espectros de dicroismo circular (DC) en el UV lejano de Trx-rHev b 7
(linea azul) y rHev b 7 (linea naranja).

Tabla 4. Elementos de estructura secundaria calculados con el servidor BestSel a partir
de los espectros de dicroismo circular en el UV lejano de las proteinas Trx-rHev b 7 y

rHevb 7.
Proteina Hélices a Hebras 3 Hebras [3 Giros Desestructurada
paralelas antiparalelas
Trx-rHevb 7 13.5% 13.3% 14.5% 12.6% 46.1%
rHevb 7 22% 12.1% 4.7% 14% 47.3%
Pat17 38% 7.4% 6.8% 11.2% 36.5%

9.14 Reconocimiento de rHev b 7 por IgE en sueros de pacientes alérgicos al latex

El ensayo de ELISA de rHev b 7 contra los 19 sueros probados (17 de nifos y 2 de adultos)
indican un leve reconocimiento por parte de las IgE en siete de los sueros de los pacientes,
siendo los sueros 11 (nifio) y 19 (trabajador del area de salud) los mas evidentes. Como criterio
de reaccion positiva se usd una absorbancia de una desviacion estandar sobre el blanco de
PBS (Fig. 20). El suero 18 también fue inmunorreactivo frente a rHev b 7 y pertenece a un
adulto trabajador del area de salud alérgico al latex. Los sueros 18 y 19, en conjunto,
agruparian lo que corresponderia al 100% de la poblacion adulta en estudio, por lo tanto, todos
los sueros de adultos en el estudio poseen IgEs reactivas a rHev b 7. Por otro lado, 5 de los
17 sueros de nifios probados poseen anticuerpos IgE que reconocenarHevb 7, lo es el 29.4%
de la muestra en estudio. Estos datos pueden sugerir que Hev b 7 es un alérgeno relevante en
la poblacion de trabajadores del area de salud alérgicos al latex en la Ciudad de México,
ademas de que algunos nifilos también reconocieron a rHev b 7, volviéndolo un alérgeno de
interés en el estudio de la alergia al latex en México. Aunque faltaria hacer un estudio con un
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mayor numero de sueros para tener datos estadisticamente robustos sobre la prevalencia
alérgica de Hev b 7 en la poblacidn mexicana alérgica al latex.
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Figura 20. Reconocimiento de rHev b 7 por IgE en sueros de pacientes alérgicos al
latex. Los sueros 1-17 son de nifios alérgicos al latex y los sueros 18 y 19 son de
trabajadores del area de salud alérgicos al latex, todos del INP de la Ciudad de México.
Cada suero fue medido por triplicado, las barras sefialan la absorbancia a 405 nm con
su respectiva desviacion estandar y la linea roja horizontal indica el criterio de reaccion
positiva, representa una desviacion estandar sobre el blanco de PBS.

48



9.15 Modelo estructural de Robetta

Usando el servidor Robetta se obtuvo un modelo tridimensional que se baso en la estructura
de la patatina de Solanum cardiophyllum (PDB:10OXW) (Fig. 21). El modelo obtenido posee un
plegamiento tipo a/p tipico de hidrolasas, con una hoja B compuesta por 5 hebras B paralelas
y una antiparalela, rodeada por hélices a y una horquilla B. La Ser61 y el Asp205 forman la
diada catalitica (Fig. 21). Estos resultados son los esperados tras el alineamiento de
secuencias entre Hev b 7 y Pat17 (Fig. 6) que presentan un 43% de identidad. Robetta predice
un dimero para esta proteina, lo cual concuerda con lo reportado por Beezhold et al. (1996).
Tres de las cisteinas de la proteina se encuentran libres, s6lo una esta expuesta al solvente, y
dos formar un puente disulfuro (Cys125-Cys175) entre dos de las hélices a proximas a la diada
catalitica, lo que pudiera conferirle una mayor estabilidad térmica a esta proteina con respecto
a otras patatinas. La estructura da lugar a tres canales que convergen en la cavidad que
contiene la diada catalitica Ser-Asp, lo que en conjunto constituiria el sitio activo de la enzima,
donde se acomodaria el sustrato, probablemente un fosfolipido tipo glicerofosfocolina.

El analisis de la interfase del dimero mediante el servidor PISA (Krissinel & Henrick, 2007)
indicd un area total accesible al solvente de 7312.3 A2 gue se oculta al formarse el dimero, lo
que corresponde a un area de intercara de 3656.1 A2, indicando que Hev b 7 es un dimero
obligado al ser su area oculta mayor a 1400 A2 (Ali & Imperiali, 2005). Esta cara esta constituida
por 197 residuos de aminoacidos, de los cuales 88 son residuos hidrofébicos (Leu, lle, Ala,
Pro, Val y Phe), siendo estos el 44.67 % de los residuos en la intercara. La parte central de la
intercara esta formada principalmente por las hélices a 214-228 y 280-308, siendo
principalmente hidrofébicos los residuos localizados en esta region. Por otro lado, las periferias
de la intercara son pequefas hélices, grandes asas y el extremo N-terminal, los cuales poseen
un mayor contenido de residuos polares y cargados. Como prueba de ello, en esta region estan
los 23 puentes de hidrégeno y 2 puentes salinos que estabilizan al dimero (Tabla 5). En la
intercara resalta la hélice a 280-308, que se encuentra muy proxima a su contraparte de la otra
subunidad. Sin embargo, esta proximidad no implica que estos interactuen entre si, esto debido
a la conformacion de sus cadenas laterales, como ejemplo esta la Phe285, la cual tiene una
distancia de 4.6 A entre las cadenas principales de sus contrapartes, pero debido a esa
distancia tan corta sus cadenas laterales se ubican en direcciones opuestas, impidiendo que
interactuen entre si (Fig. 22).

49



25°

Canal 2

d)

Canal 2

65°

50



Figura 21. Modelo estructural de Hev b 7 obtenido mediante el servidor Robetta,
resaltando los canales hacia el sitio catalitico. a) Diagrama de listones sefialando el
canal 1. b) Diagrama de superficie sefialando el canal 1. c) Diagrama de listones
sefalando el canal 2. d) Diagrama de superficie sefialando el canal 2. e) Diagrama de
listones sefalando el canal 3. f) Diagrama de superficie sefalando el canal 3. g)
Acercamiento la diada catalitica con el puente disulfuro aledafo en diagrama de
listones. Los colores verde y cian corresponden a cada cadena polipeptidica del
dimero, el color magenta indica la diada catalitica Ser-Asp, el color azul son las
cisteinas y las flechas rojas sefialan alguno de los canales 1, 2 y 3 hacia el sitio
catalitico.
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Figura 22. Modelo estructural del dimero de Hev b 7 obtenido mediante Robetta,
resaltando los residuos de la intercara. a) Vista lateral del diagrama de listones. b) Vista
axial del diagrama de listones. C) Acercamiento a los residuos Phe285 de ambas
subunidades, la distancia entre sus cadenas principales y conformacion de sus
cadenas laterales. Los colores verde y cian son para cada monomero, el color naranja
y rojo son para los residuos de aminoacidos localizados en la interfase del dimero,
diferenciando los residuos de cada subunidad, el color magenta indica la diada
catalitica Ser-Asp y el color azul son las cisteinas.

Tabla 5. Interacciones tipo puente de hidrogeno y puente salino en la
intercara del dimero del modelo de Robetta.

Puentes de hidrégeno Puentes salinos
Ser360A[H]---Met1B[O] Met1A[N]---Asp308B[OD2]
Arg357A[NH2]---Arg227B[O] Asp308A[OD1]---Met1B[N]

Arg357A[HE]---Asn229BJ[0]
Arg357A[NH2]---Asn229B[0]
Asn236A[H]---Gly234B[O]
Ser111A[H]---Asn271B[OD1]
Ser111A[OG]---Asn271B[OD1]
Lys241A[NZ]---Ser303B[O]
lle233A[H]---Asp305B[OD2]
Met1A[N]---Asp308B[OD2]
Arg227A[NH1]---Asp354B[O]
Arg227A[NH1]---Thr355B[OG1]
Met1A[O]---Ser360B[H]
Arg227A[0]---Arg357B[NH2]
Asn229A[0]---Arg357B[NHZ2]
Asn229A[0]---Arg357B[HE]
Gly234A[0]---Asn236B[H]
Asn271A[OD1]---Ser111B[H]
Asn271A[OD1]---Ser111B[OG]
Ser303A[0]---Lys241B[NZ]
Asp305A[OD2]---11e233B[H]
Asp354A[0]---Arg227B[NH1]
Thr355A[0G1]---Arg227B[NH1]
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9.16 Modelo estructural de AlphaFold-Multimer.

El modelo obtenido a través del servidor AlphaFold-Multimer, que es un método que emplea
machine learning que se “entrena” esencialmente con estructuras cristalograficas, muestra un
plegamiento tipo a/f con las mismas caracteristicas del modelo predicho por Robetta, una hoja
B constituida por 5 hebras 3 paralelas y una antiparalela, rodeada por hélices a y una horquilla
B. También posee la misma diada catalitica Ser-Asp y las cisteinas 125 y 175 se ubican lo
suficientemente cerca para formar puente disulfuro entre las hélices a junto al sitio catalitico.

El analisis del arreglo dimérico predicho por AlphaFold-Multimer mediante el servidor PISA
(Krissinel & Henrick, 2007) indica un area total accesible al solvente que se oculté en el dimero
de 6330 A?, correspondiente con un area de la intercara de 3165 A2, la cual es inferior a la
calculada para el modelo de Robetta. Esta area es suficiente para explicar que Hev b 7 sea un
dimero obligado. Hay 170 residuos en esta intercara, de los cuales 76 son residuos
hidrofébicos (Leu, lle, Ala, Pro, Val y Phe) (44.71 %), siendo este porcentaje muy parecido al
del modelo de Robetta. Asimismo, la parte central de la intercara esta formada principalmente
por las hélices a 214-228 y 280-308, siendo principalmente hidrofébicos los residuos
localizados en esta region. De igual manera, las periferias de la intercara son pequefias hélices
y grandes asas, en este caso el extremo N-terminal no participa en la dimerizacion. A diferencia
del modelo de Robetta, en este modelo hay 12 puentes de hidrégeno y 6 puentes salinos entre
las subunidades (Tabla 6), los cuales en su mayoria son distintos entre ambos modelos, pero
localizandose de igual forma en las periferias de la intercara. Esto indica que, aunque ambos
modelos compartan el mismo plegamiento difieren sustancialmente en las asas, siendo estas
las responsables de los puentes de hidrogeno y puentes salinos antes mencionados en las
periferias de la intercara.

Otra diferencia entre ambos modelos esta en la distancia entre las hélices 280-308 de ambas
subunidades, siendo esta mayor para el modelo de AlphaFold-Multimer y esto permite un
arreglo en el cual las cadenas laterales de los residuos pueden interactuar con sus
contrapartes. Por ejemplo, la Phe285 tiene una distancia de 7.0 A con la cadena principal de
su contraparte, permitiendo que las cadenas laterales de cada contraparte se aproximan lo
suficiente (3.4 A) para formar interacciones -1 (Fig. 23), algo que no se observa en el
modelo de Robetta (Fig. 22).
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Figura 23. Modelo estructural de Hev b 7 en forma de dimero obtenido
mediante AlphaFold-Multimer. a) Vista lateral del diagrama de listones. b)
Acercamiento a los residuos de la diada catalitica y el posible puente disulfuro aledano.
c) Vista lateral del diagrama de listones, resaltando los residuos en la intercara. d)
Acercamiento a los residuos Phe285 de ambas subunidades, la distancia entre sus
cadenas principales y laterales. e) Giro de 70° de la imagen anterior. Los colores verde
y cian son para cada monomero, el color naranja y rojo son para los residuos de
aminoacidos localizados en la interfase del dimero, diferenciando los residuos de cada
subunidad, el color magenta indica la diada catalitica Ser-Asp y el color azul son las
cisteinas.
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Tabla 6. Interacciones tipo puente de hidrogeno y puente salino en
la intercara del dimero del modelo de AlphaFold-Multimer.

Puentes de hidrégeno

Puentes salinos

Arg268A[HH11]---1le109B[O]

Lys149A[NZ]—Glu257B[OE1]

Ala261A[H]-—Glu202B[OE2]

Arg227A[NE]—Asp354B[OD2]

Lys149A[HZ3]---Glu257B[OE1]

Arg227A[NH2]—Asp354B[OD2]

Gly113A[H]---Trp267B[O]

Glu257A[OE1]---Lys149B[NZ]

Lys167A[HZ1]---Asp354B[O]

Asp354A[0D2]-—Arg227B[NE]

Arg227A[HH21]-—-Asp354B[OD2]

Asp354A[0D2]-—-Arg227B[NH2]

lle109A[0]—-Arg268B[HH11]
Glu202A[OE2]--Ala261B[H]
Glu257A[OE1]—-Lys149B[HZ3]
Trp267A[0]—Gly113B[H]
Asp354A[0]-—-Lys167B[HZ3]
Asp354A[0D2]—-Arg227B[HH21]

9.17 Superposicion de los modelos estructurales de Robetta y AlphaFold-Multimer.

La superposicion de los modelos estructurales obtenidos por Robetta y AlphaFold-Multimer
(RMSD de 6.151 A para los dimeros y 5.898 A para los mondmeros) muestra que ambos
coinciden en el plegamiento de la mayor parte de la proteina, es decir, la hoja B central y las
hélices a a su alrededor, pero difieren en las asas y hélices a mas expuestas al solvente (Fig.
24), siendo algunas de éstas las que dan forma a las cavidades que conducen al sitio catalitico
de la enzima. De hecho, la estructura predicha por Robetta posee tres de estas cavidades, lo
cual contrasta con el modelo de AlphaFold-Multimer. En este ultimo, las cavidades estan
ausentes debido al arreglo de las asas cercanas a los residuos cataliticos (Fig. 25). Las
regiones involucradas en estas diferencias entre los modelos de Robetta y AlphaFold Multimer
son las asas que van desde los residuos 255 al 259 y 273 al 282, la hélice a entre los residuos
100 y 105, la His326 y la region entre los residuos 347 y 361.
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Figura 24. Superposicidon de los modelos estructurales de Hev b 7 obtenidos mediante
Robetta y AlphaFold-Multimer (RMSD de 6.151 A), resaltando las regiones distintas
entre ambos. a) Superposicidon en diagrama de listones. b) Superposicién en diagrama
de superficie. El color verde corresponde al modelo de Robetta, el color cian
corresponde al modelo de AlphaFold-Multimer, el color magenta indica la diada
catalitica Ser-Asp, el color azul son las cisteinas y los colores rojo (AlphaFold-Multimer)
y naranja (Robetta) indican las regiones que son distintas entre ambos modelos
estructurales.
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Figura 25. Comparacion de los modelos estructurales de Hev b 7 obtenidos mediante
Robetta y AlphaFold-Multimer, resaltando el canal 2 hacia la diada catalitica y las
regiones distintas entre ambos modelos. a) Diagrama de listones del modelo de
Robetta sefalando el canal 2. b) Diagrama de superficie del modelo de Robetta
sefalando el canal 2. c) Diagrama de listones del modelo de AlphaFold-Multimer
senalando la zona donde se localizaria el canal 2. d) Diagrama de superficie del
modelo de AlphaFold-Multimer sefalando la zona donde se localizaria el canal 2. El
color verde corresponde al modelo de Robetta, el color cian corresponde al modelo de
AlphaFold-Multimer, el color magenta indica la diada catalitica Ser-Asp, el color azul
son las cisteinas, los colores rojo (AlphaFold-Multimer) y naranja (Robetta) indican las
regiones que son distintas entre ambos modelos estructurales. La flecha senala la
region correspondiente al canal 2 del modelo de Robetta.

La distancia entre el asa 273-282 y la His326 difiere entre los dos modelos en estudio,
empleando la Gly277 como referencia, se mide una distancia de 2.9 A para el modelo de
AlphaFold-Multimer y 11.3 A para el modelo de Robetta. Esta diferencia se debe a la
conformacién de la cadena lateral de la His326 y un cambio completo en el arreglo del asa
273-282 de ambos modelos, como se observa en la Fig. 26. El asa 273-282 y la hélice 100-
105 muestran una diferencia mucho mas significativa en su distancia al hacer la misma
comparacion. La distancia entre la Gly277 y la Arg103 es de 6.3 A para el modelo de AlphaFold-
Multimer y de 21.7 A para el de Robetta, formandose un puente de hidrogeno entre la Arg103
y la His326 para AlphaFold-Multimer. Esto nos indica un gran desplazamiento de esta hélice a
entre ambos modelos, estando en el modelo de Robetta mucho mas expuesta al solvente.
Estos cambios en conjunto causan que los residuos Arg103, lle115, Leu274, Gly277 y His326
en el modelo de AlphaFold-Multimer se aproximen entre si, bloqueando lo que seria el canal 1
en el modelo de Robetta (Fig. 26).
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Figura 26. Comparacion de los modelos estructurales de Hev b 7 obtenidos mediante
Robetta y AlphaFold-Multimer, enfatizando las diferencias conformacionales en el asa
273-282, la His326 y la hélice 100-105. a) Acercamiento al canal 1 de la superposiciéon
de modelos en diagrama de listones, comparando la distancia Gly277-His326 de cada
uno. b) Acercamiento al canal 1 en diagrama de listones de la superposicién de
modelos, comparando la distancia Arg103-Gly277 de cada uno. c) Acercamiento al
canal 1 de la superposicién del modelo de Robetta en diagrama de superficie y el
modelo de AlphaFold-Multimer en diagrama de listones y los residuos Leu274, Gly277,
His326, lle115 y Arg103 representados en palos. d) Imagen anterior, pero con los
residuos Leu274, Gly277, His326, lle115 y Arg103 representados en superficie. El color
verde corresponde al modelo de Robetta, el color cian corresponde al modelo de
AlphaFold-Multimer, el color magenta indica la diada catalitica Ser-Asp, el color azul
son las cisteinas y los colores rojo (AlphaFold-Multimer) y naranja (Robetta) indican
las regiones que son distintas entre ambos modelos estructurales.
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Otro cambio relevante entre ambos modelos tiene lugar en el asa 255-259, la cual cambia en
el modelo de AlphaFold-Multimer, ya que estd menos expuesta al solvente y mas proxima al
asa 273-282 que en el caso de Robetta. Esta diferencia se evidencia en la distancia entre la
Lys258 y el Asp283, siendo ésta de 2.7 A para el modelo de AlphaFold, formandose un puente
salino, y 22.7 A para el de Robetta. Este cambio en el asa causa que los residuos Lys258,
Asn276, Asn278 y Asp283 en el modelo de AlphaFold-Multimer bloqueen el canal 2 hacia el
sitio catalitico que existe en Robetta (Fig. 27).
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Figura 27. Comparacion entre los modelos estructurales de Hev b 7 obtenido mediante
Robetta y AlphaFold-Multimer, resaltando los cambios en el arreglo del asa 255-259.
a) Acercamiento al asa 255-259 de la superposicién de los modelos en diagrama de
listones, comparando la distancia Lys258-Asp283 de cada uno. b) Acercamiento al
canal 2 de la superposicion del modelo de Robetta en diagrama de superficie y el
modelo de AlphaFold-Multimer en diagrama de listones y los residuos Asn276, Asn278,
Asp283 y Lys258 representados en palos. c) Imagen anterior, pero con los residuos
Asn276, Asn278, Asp283 y Lys258 representados en superficie. El color verde
corresponde al modelo de Robetta, el color cian corresponde al modelo de AlphaFold-
Multimer, el color magenta indica la diada catalitica Ser-Asp, el color azul son las
cisteinas y los colores rojo (AlphaFold-Multimer) y naranja (Robetta) indican las
regiones que son distintas entre ambos modelos estructurales.

Finalmente, la region mas distinta entre ambos modelos es la que esta comprendida entre los
residuos 347 y 361, en el modelo de AlphaFold-Multimer adopta un plegamiento tipo horquilla
B, en cambio para Robetta se observa una gran asa. Este cambio afecta, entre otras cosas, la
distancia entre los residuos Tyr255 y Arg357, siendo ésta de 4.3 A, correspondiente con una
interaccion catién-Tr, en el modelo de AlphaFold-Multimer y 34 A en el modelo de Robetta. Esta
interaccidon causa que en el modelo de AlphaFold-Multimer no exista el canal 3 del modelo de
Robetta (Fig. 28).

Las diferencias entre ambos modelos pueden deberse a conformaciones distintas de la
proteina, una conformacion abierta (Robetta) y otra cerrada (AlphaFold-Multimer) o
simplemente una consecuencia de la imprecision de la prediccion de la estructura de proteinas
en regiones moviles y poco conservadas, por lo que la estructura tridimensional de Hev b 7
podria tratarse de un hibrido entre ambos modelos. Algo que es un hecho es que deben de
existir en algun momento canales que permitan el acceso del sustrato al sitio catalitico, de lo
contrario la enzima seria inactiva, algo que no concordaria con los ensayos de actividad
enzimatica realizados. Por otra parte, aunque ambas estructuras coincidan en varios aspectos
de la intercara del dimero, hay diferencias sustanciales como la distancia entre las hélices 280-
308 de cada subunidad, la cual permitiria interacciones entre las cadenas laterales de los
residuos en el caso del modelo de AlphaFold-Multimer, en contraste al modelo de Robetta.
Otro aspecto de la intercara son los puentes de hidrégeno y puentes salinos en las periferias
de ésta, los cuales son distintos entre los modelos, siendo estas regiones asas y pequeinas
hélices poco conservadas y dificiles de predecir. Todas estas incognitas sobre los canales
hacia el sitio catalitico y el arreglo de los residuos en la intercara del dimero podrian ser
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contestadas con la estructura tridimensional de Hev b 7 en presencia y ausencia de inhibidores
o ligandos.

Figura 28. Comparacion entre los modelos estructurales de Hev b 7 obtenido mediante
Robetta y AlphaFold-Multimer, resaltando los cambios en el arreglo de la region 347-
361. a) Acercamiento a la region 347-361 de la superposicién de los modelos en
diagrama de listones. b) Imagen anterior desde otra perspectiva comparando la
distancia Tyr255-Arg347 de cada modelo. c) Acercamiento al canal 3 de la
superposicion del modelo de Robetta en diagrama de superficie y el modelo de
AlphaFold-Multimer en diagrama de listones y los residuos Tyr255 y Arg347
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representados en palos. d) Imagen anterior, pero con los residuos Tyr255 y Arg347
representados en superficie. El color verde corresponde al modelo de Robetta, el color
cian corresponde al modelo de AlphaFold-Multimer, el color magenta indica la diada
catalitica Ser-Asp, el color azul son las cisteinas y los colores rojo (AlphaFold-Multimer)
y naranja (Robetta) indican las regiones que son distintas entre ambos modelos
estructurales.

9.18 Evaluacién de calidad y ortodoxia de los modelos estructurales de Hev b 7 mediante
PROCHECK.

En una validacién se evaluan los parametros estereoquimicos del modelo y los compara con
los datos recopilados en las bases de datos estructurales como PDB (Protein Data Bank) y
CSD (Cambridge Structural Database). La validacion de los modelos mediante PROCHECK
arrojo varios problemas para ambos modelos, se hara énfasis en el grafico de Ramachandran,
siendo estos quien proveera la informacion sobre si la conformacion de los residuos es
correcta.

Para el modelo de Robetta, la revision del diagrama de Ramachandran refleja que 97.8% de
los residuos se encuentran en la region permitida del Ramachandran, 1.6 % en areas
permitidas cercanas al limite con regiones prohibidas y 0.6% en area prohibidas. Los residuos
en areas prohibidas son cuatro, dos por dimero, siendo estos las Val183 de ambas
subunidades, la Asn 164 y la Arg231 de la cadena A. Se observa como la Asn164 y Arg231 se
encuentran en asas flexibles, al tratarse de residuos expuestos al solvente en asas flexibles lo
mas probable es que la conformacién de estos deba corregirse para obtener un modelo mejor
ajustado al grafico de Ramachandran. Las Val183 de ambas subunidades estan en la intercara
del dimero, por lo que su conformacion fuera del Ramachandran podria ser necesaria para el
arreglo de los residuos en esta region (Fig. 29).
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Figura 29. Diagrama de Ramachandran obtenido mediante PROCHECK para el
modelo de Robetta.

En la validacion del modelo de AlphaFold-Multimer se distinguen varias pruebas en las que da
errores, se hara énfasis en el grafico de Ramachandran. El 98.8 % de los residuos estan en
regiones permitidas, 0.6% en cercanos al limite de los permitido y 0.6% en regiones prohibidas.
Los residuos con conformaciones prohibidas por el Ramachandran son las Ser61 de ambas
subunidades, la Val183 de la cadena B y la Lys130 de la cadena B (Fig. 30). De estos residuos,
la Lys130 se localiza en una region expuesta al solvente, por lo que se esperaria una
conformacion tipica, este residuo podria corregirse. Por otro lado, las Ser61 y la Val183 se
encuentran al interior de la proteina, siendo de hecho la Ser61 uno de los residuos cataliticos
y la Val183 un residuo de la intercara, por lo que se podria esperar en estos una conformacion
que no se ajuste a lo esperado segun el grafico de Ramachandran. Se puede resaltar el hecho
de que en ambos modelos la Val183 no posee la conformacién esperada segun el grafico de
Ramachandran, por lo que este residuo es probable que su particular conformacion sea
necesaria para su acomodo en la intercara del dimero.
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Figura 30. Diagrama de Ramachandran obtenido mediante PROCHECK para el
modelo de AlphaFold-Multimer.

9.19 Evaluacion de calidad y ortodoxia de los modelos estructurales de Hev b 7 mediante
MOLPROBITY.

La validacién de los modelos mediante MOLPROBITY arrojé varios problemas para ambos
modelos, se hara énfasis en los residuos que no se encuentran en conformaciones permitidas
segun el diagrama de Ramachandran y las colisiones entre estos.

Para el modelo de Robetta se encontraron siete residuos fuera de la conformacion permitida
por el Ramachandran (Tabla 7), de los cuales sélo la Asn164A se encuentra en un asa flexible
expuesta al solvente, por lo que este residuo se podria ajustar al Ramachandran. Los demas
residuos se localizan en la intercara del dimero, o muy proximos a ella, por lo que su particular
conformacién puede ser relevante para la dimerizacién de Hev b 7.
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Tabla 7. Residuos de aminoacidos con conformaciones fuera de lo permitido por el
Ramachandran para el modelo de Robetta segun MOLPROBITY

Asn164A Val183B
Val183A Asn229B

Asn229A lle351B
lle351A

Al analizar las colisiones en el modelo de Robetta mediante MOLPROBITY se encuentran 30
(Tabla 8), de las cuales 10 tienen distancias iguales o menores a 2 A: Trp267A---Arg268A,
Trp267B---Arg268B,  Asp308B---Lys373B, Ala187A---Leu269B, Thr214A---Leu297A,
Thr7A---Leu8A, Lys130B---Asp131B, Thr6B---Thr7B, Leu8A---Ala235A y Gly234A---Leu237A.
La colision Lys130B---Asp131B esta en una de las asas expuestas el solvente de la proteina,
alejada de los canales y la intercara, por lo que podrian reacomodarse estos residuos para
evitar esta colision. La colision Thr214A---Leu297A se localiza al interior de la subunidad A,
reacomodar estos residuos sin ocasionar nuevas colisiones y caer en regiones prohibidas del
Ramachandran sera algo complicado. El resto de las colisiones se localizan en la periferia de
la intercara o préximas a ésta, el modificar estos residuos puede que afecte las interacciones
tipo puentes de hidrogenos y puentes salinos esperados. Cabe resaltar que ninguno de los
residuos en zonas prohibidas del Ramachandran (Tabla 7) poseen colisiones, excepto la
Asn164A que colisiona con la Cys163A (Tabla 8). Aunque, su posicion en un asa expuesta al
solvente permitiria solucionar ambos problemas sin afectar la intercara o los canales ya
mencionados en el apartado 9.15. Por consiguiente, las colisiones son el aspecto que se tendra
que revisar con mas cuidado para el modelo de Robetta. Aun asi, el clashcore dado por
MOLPROBITY para este modelo es de 2.49, un buen valor.
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Tabla 8. Colisiones entre residuos en el modelo de Robetta segun MOLPROBITY.

Phe98B---His326B
Trp267A---Arg268A
Trp267B---Arg268B
Asp308B---Lys373B
Lys130A---Asp131A

Cys94A---Pro95A
Leu185A---His188A

Tyr53A---Leu378A
Asp131A---Asp131A
Ala187A---Leu269B
Glu307A---Asp308A

Cys94B---1e97B
Asn168B---Asn168B
Ala187A---Leu269B
Thr214A---Leu297A
Thr7A---Leu8A
Lys130B---Asp131B
Cys94B---Pro95B
Thr6B---Thr7B
Leu244A---Tyr309A
lle28B---Pro29B
Leu8A---Ala235A

Thr15B---Phe54B
Lys149B---Leu150B
Cys163A---Asn164A
Gly234A---Leu237A

Thr6A---Thr7A
Leu246A---Phe374A
Ala181B---Pro182B
Ala181A---Asp205A

Para el modelo de AlphaFold-Multimer se encontraron 16 residuos fuera de la conformacion
permitida por el Ramachandran (Tabla 9), de los cuales Thr3A, Thr3B, Ser5A, Ser5B, Thr6A,
ThreB, Thr7B, Leu8A, Leu8B y ThrO9A se localizan en los extremos amino de ambas
subunidades, siendo estas regiones flexibles y expuestas al solvente. Por ello, los residuos
antes mencionados podrian corregirse sin afectar otros aspectos relevantes del modelo. Los
residuos Tyr255 y Glu257 de ambas subunidades se localizan en la periferia de la intercara de
dimero, por lo que su peculiar conformacién puede que sea necesaria para el arreglo dimérico
de Hev b 7. La Val183 se localiza en la intercara del dimero, este residuo particular se
encuentra en una conformacion prohibida segun el grafico de Ramachandran en ambos
modelos analizados por PROCHECK y MOLPROBITY, esto sugiere que este residuo deberia
poseer esta conformacion para acomodarse adecuadamente en la intercara del dimero.
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Tabla 9. Residuos de aminoacidos con conformaciones fuera de lo permitido por el
Ramachandran para el modelo de AlphaFold-Multimer segun MOLPROBITY

Thr3A Thr3B
Ser5A Ser5B
Thr6A ThréB
Leu8A Thr7B
Thr9A Leu8B
Val183A Val183B
Tyr255A Tyr255B
Glu257A Glu257

Al analizar las colisiones en el modelo de AlphaFold-Multimer mediante MOLPROBITY se
encuentran 30 (Tabla 10), resaltando 14: Lys149A---Glu257B, Asp140A---Arg231A, Glu257A--
-Lys149B, lle361A---Ala364A, Gly251B---Leu318B, Gly251A---Leu318A, Asp140B---Arg231B,
Val134B---Ser158B, Val134A---Ser158A, Asp52A---Arg382A, lle361B---Ala364B, Asp52B---
Arg382B, Glu119B---Arg122B y Pro157B---Asp160B al poseer distancias iguales o menores a
2 A. Las colisiones Lys149A---Glu257B, Glu257A---Lys149B, Glu119B---Arg122B y Pro157B--
-Asp160B se localizan la periferia de la intercara del dimero o préoximas a ésta, muchos de
estos residuos estan parcialmente expuestos al solvente y un reacomodo de la cadena lateral
podria solventar este problema. Por otra parte, las colisiones Asp140A---Arg231A, Asp140B--
-Arg231B, lle361A---Ala364A, 1le361B---Ala364B, Asp52A---Arg382A y Asp52B---Arg382B se
encuentran en regiones expuestas al solvente alejadas tanto de la intercara como de los
posibles canales, por lo que un reacomodo de sus cadenas laterales podria evitarlas.
Finalmente, las colisiones Gly251B---Leu318B, Gly251A---Leu318A, Val134B---Ser158B y
Val134A---Ser158A tienen lugar en regiones no expuestas al solvente, pero alejadas de la
intercara y los posibles canales, por lo que estas colisiones seran algo complicadas de resolver,
aunque no afectan a la intercara del dimero o el sitio activo del modelo de Hev b 7 obtenido
por AlphaFold-Multimer. Aun asi, el clashcore dado por MOLPROBITY para este modelo es de
2.49, un buen valor.

Comparando las validaciones de los modelos de Robetta y AlphaFold-Multimer mediante
MOLPROBITY se observa como ambos poseen problemas tanto en sus graficos de
Ramachandran, como en las colisiones de sus residuos de aminoacidos. Sin embargo, muchos
de estos problemas no afectan de manera sustancial aspectos clave de los modelos como lo
son el sitio activo y la intercara del dimero, sobre todo su regidén central. Aun asi, es notorio un
mayor numero de residuos con conformaciones prohibidas por el grafico de Ramachandran y
mas colisiones con distancias iguales o menores a 2 A en el modelo de AlphaFold-Multimer
que en el modelo de Robetta. Aunque muchos de estos problemas pudieran ser corregidos
modificando la conformacién de la cadena principal y cadenas laterales de algunos residuos,
otros necesitarian hacerse con un mayor cuidado. Este ultimo dato demuestra la importancia
de evaluar la calidad y ortodoxia de los modelos estructurales, incluso los obtenidos por
meétodos tan novedosos como AlphaFold-Multimer.
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Tabla 10. Colisiones entre residuos en el modelo de AlphaFold-Multimer segun

MOLPROBITY.

Thr264A---1le148B

Lys149A---Glu257B

Asp140A---Arg231A

Leu216A---Met292B

Leu244A---Phe374A

Glu257A---Lys149B

lle361A---Ala364A

Met292A---Leu216B

Leu244B---Phe374B

Lys376B---Glu380B

Gly251B---Leu318B

Leu237B---Arg243B

Lys376A---Glu380A

Gly251A---Leu318A

Asp140B---Arg231B

Lys12B---Arg385B

Ser240A---Cys306A

Val183A---Leu269B

Val134B---Ser158B

Val134A---Ser158A

Leu269A---Val183B

Asp52A---Arg382A

lle361B---Ala364B

Asp52B---Arg382B

Leu318B---1€339B

Lys87B---Lys87B

Glu119B---Arg122B

[le225A---Leu237A

Pro157B---Asp160B

lle14B---Ala235B
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Score

9.20 Prediccion de epitopos lineales mediante Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0

Con el uso de este servidor se predijeron los posibles epitopos lineales para células B de Hev
b 7 y Pat17 a partir de sus secuencias de aminoacidos y se compararon entre si (Fig. 31). Para
que ocurra reactividad cruzada en el reconocimiento por anticuerpos se requiere de altos
porcentajes de identidad (>80%) entre las secuencias de aminoacidos y regiones antigénicas
practicamente idénticas. La observacién de los epitopos predichos revela que Hev b 7 sélo
posee dos secuencias de posibles epitopos similares, mas no idénticas, a las de Pat17. Esto
nos indica que es poco probable que exista un epitopo de reactividad cruzada entre Hevb 7 y
Pat17, lo cual puede extrapolarse al resto de patatinas.
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Hev b 7.01 Patl7
Predicted peptides:

No. Start End Peptide

Start  End Peptide Length 1 17 26 TTSSTFAQLG 10 ‘
5 1 STTLTOG 7 A 2 56 67 QEMDNMADARLA 12
40 52 LQDLDGPDARIAD 13 3 a1 0z ENNRPFAL g
75 120 EDKKPMYQAKDIKDFYLENCPKIFPKE SRONYDPTHSIGP TYDGEY 16
4 104 133 | PFYFEHGPOIFNPSGOILGPKYDGKYLMOY 30
127 | 13 NLLKDLTVKD 10 A
5 136 145 EXLGETRVHO 10 A
153 | 169 PVIFPSDDAKCNALKNA 17
o1 | 200 rEoDaTHT P g 162 178 PVIFTKSNLANSPELDA 17
236 | 242 IRQNPRFIGANLTESKS 17 v B | & ARSI =
249 | 280 GTGKSEYKEKYNADMTSKWRLYNWALYNGNSP 32 g 238 250 AQKDPAFASIRSLIY 15
302 306 KSLDC 5 9 262 279 TTSEFDKTYTAKEAATWT 18
316 | 366 | DTLTGEESSGHIATEENLQRLVEIGTELLEKQESRINLDTGRLESIPGAPT | 51 10 203 | 293 A 1
380 384 EERKL 3 1 309 312 ALDS 4
12 323 342 ALTGTTTEMDDASEANMELL 20
13 344 344 0 1
14 351 365 KKPVSEDNPETYEEA 15
15 375 383 DRKKLRANK 9

Figura 31. Epitopos lineales predichos para Hev b 7.01 y Pat17 segun el servidor
Bepipred Linear Epitope Prediction, sefialando los posibles epitopos comunes entre
Hev b 7y Pat17.
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9.21 Prediccion de epitopos conformacionales mediante DiscoTope 2.0

Con este servidor se determinaron los posibles epitopos conformacionales de Hev b 7 usando
los modelos tridimensionales obtenidos mediante los servidores Robetta (Fig. 32) y AlphaFold-
Multimer (Fig. 33) y se compararon entre si.

El analisis sefala un posible epitopo constituido por alrededor de 40 residuos superpuestos en
una region especifica de la proteina, siendo ésta proxima a los canales que conducen hacia el
sitio catalitico, discutidos en el apartado 9.17. Ademas, este posible epitopo es comun en
ambos modelos, el cual consta de la hélice y el asa entre los residuos 100 y 112, el par de
hélices entre 254 y 275, la pequena asa entre 317 y 320 y el Glu331 (Fig. 32 y 33).
Adicionalmente, este epitopo esta expuesto al solvente en el arreglo dimérico de Hev b 7, lo
que probablemente sea relevante en el entrecruzamiento de las IgE que dara inicio a la
cascada de senalizacion que termina con la liberacion de los mediadores de la inflamacion en
la respuesta alérgica, como ya se ha reportado en otros alérgenos (Rouvinen et al., 2010;
Mares-Mejia et al., 2016). Debido a las caracteristicas ya mencionadas de esta region
antigénica, es alta la probabilidad de que este sea el epitopo responsable de la alergenicidad
de Hev b 7. Ademas, su localizacidn sugiere una correlacion entre la actividad enzimatica y la
alergenicidad de Hev b 7, ya que el epitopo seria reconocido por anticuerpos con efecto
neutralizante en la actividad de Hev b 7.

El resto de las regiones antigénicas predichas varian entre los modelos y se encuentran
dispersas en la superficie de la proteina, algunas ocultas al localizarse en la intercara del
dimero y otra en el extremo N-terminal, el cual es flexible y varia entre los modelos (Fig. 32 y
33). Por ello, estas posibles regiones antigénicas no se consideran relevantes en la
alergenicidad de Hev b 7.

70



90°

)
Numero de Inicio-Final Secuencia
residuos
12 1-10, 231, 235 MATGSTTLTQ, R, A A
42 100-114, 254-275, 317-320, 331 KESRDNYDPIHSIGP, EYKEKYNADMTSKWRLYNWALY, TLTG, E

Figura 32. Epitopos conformacionales (color amarillo) predichos mediante el servidor
DiscoTope 2.0 para el modelo estructural de Hev b 7 obtenido mediante Robetta. a)
Vista lateral de Hev b 7 en modelo de listones. b) Vista lateral de Hev b 7 en modelo
de superficie. c) Vista del canal 3 al sitio catalitico de Hev b 7 en modelo de listones.
d) Vista del canal 3 al sitio catalitico de Hev b 7 en modelo de superficie. e) Vista del
canal 1 al sitio catalitico de Hev b 7 en modelo de listones. f) Vista del canal 1 al sitio
catalitico de Hev b 7 en modelo de superficie. g) Aminoacidos que constituyen los dos
epitopos predichos para el modelo de Robetta de Hev b 7. Las flechas rojas sefalan
el epitopo de interés.
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90°

e)
Numero de Inicio-Final Secuencia
residuos
19 1-5, 75-76, 195-196, 228-230, 354-355, 362-363, 386-388 MATGS, ED, DK, QNP, DT, PG, QLK
43 100-112, 254-277, 317-321, 331 KESRDNYDPIHSI, EYKEKYNADMTSKWRLYNWALYNG, TLTGE, E

A

Predicted peptides:
No.  Start

W@ N @ | k| W | =

2|3

5
40
75
127
153
191
226
249
302
316
350

f)

End  Peptide
1 STTLTQG
52 LODLDGPDARIAD
120 EDK¥PMYQAKDIKDFYLENCPKIFPKESRDNYDPIHSIGPTVDGEY
136 NLLKDLTVKD
169 PVIFPSDDAKCHALKHNA
200 TTEDDKNIHT
242 TRQNPRFIGANLTESKS
280 GTGKSEYKEKYNADMTSKHRLYNWALYNGNSP

306

KSLDC

366 | DTLTGEESSGHIATEENLQRLVEIGTELLEKQESRINLDTGRLESIPGAPT 51

384

EERKL

Figura 33. Epitopos conformacionales (color amarillo) predichos mediante el servidor

DiscoTope 2.0 para el modelo estructural de Hev b 7 obtenido mediante AlphaFold-

Multimer y comparados con los epitopos lineales predichos por Bepipred. Las flechas
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rojas sefialan los epitopos comunes entre ambos modelos y los predichos por
Bepipred. a) Vista lateral del modelo de Hev b 7 en listones. b) Vista lateral del modelo
de Hev b 7 en superficie. c¢) Vista tras giro de 90° del modelo de Hev b 7 en listones.
d) Vista tras giro de 90° del modelo de Hev b 7 en superficie. €) Aminoacidos que
constituyen los dos epitopos predichos para el modelo de AlphaFold-Multimer de Hev
b 7. f) Epitopos lineales predichos por Bepipred, sefialando aquellos que coinciden con
los epitopos conformacionales predichos por DiscoTope para ambos modelos
estructurales. Las flechas rojas sefialan el epitopo de interés.
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9. Conclusiones

La proteina Trx-rHev b 7 forma cuerpos de inclusién al ser expresada en E. coli que pueden
ser solubilizados mediante un protocolo de sonicacion en amortiguadores de baja fuerza ionica
y purificada mediante un paso de cromatografia de afinidad a Ni?*, obteniéndose la proteina
pura, plegada, activa y monodispersa con rendimientos de hasta 100 mg por cada litro de
cultivo.

rHev b 7 es una fosfolipasa, como otros miembros de la familia de las patatinas. Esto ultimo
debido a que los ensayos de actividad enzimatica sugieren una preferencia por la suspension
de yema de huevo, rica en fosfolipidos, en lugar del sustrato sintético palmitato de p-nitrofenilo.
Su actividad con este ultimo sustrato esta en el mismo orden de magnitud que la reportada
para otras patatinas.

Los ensayos de reconocimiento de IgE en sueros de individuos alérgicos al latex mediante
ELISA sugieren una mayor prevalencia alérgica a Hev b 7 en la poblacion de trabajadores del
area de salud alérgicos al latex de la Ciudad de México. Algunos nifios también presentaron
IgE que reconocen a este alérgeno, por lo que un estudio de prevalencia en ambas poblaciones
con un mayor numero de sueros es importante.

Hev b 7 posee un puente disulfuro Cys125-Cys175 estabilizandola, proximo a su diada
catalitica Ser61-Asp205, segun los modelos de Robetta y AlphaFold-Multimer.

Hev b 7 forma un dimero obligado con un area de intercara mayor a 3000 A2 y un 44.7% de
residuos hidrofobicos en ésta, algo en lo que coinciden los modelos de Robetta y AlphaFold-
Multimer.

La comparacion entre los dos modelos tedricos de Hev b 7 parece indicar que el obtenido con
Robetta presenta una conformacion abierta, mientras que el modelo de AlphaFold-Multimer
una conformacion cerrada. Esto debido a la presencia o ausencia de canales hacia el sitio
catalitico en estos modelos. Otra posible explicacion es que la estructura tridimensional de Hev
b 7 sea un hibrido entre ambos modelos que no lograron predecir con total precision la
conformacién de las regiones menos conservadas del alérgeno, en el cual deben existir los
canales ya mencionados para la funcién enzimatica de Hev b 7.

Los modelos estructurales de Hev b 7 permiten proponer en conjunto un epitopo
conformacional que consta de la hélice y el asa entre los residuos 100 y 112, el par de hélices
entre 254 y 275, la pequefia asa entre 317 y 320 y el Glu331. Su localizacién es proxima al
sitio activo de la enzima, indicando una posible correlacién entre la actividad enzimatica de
Hev b 7 y su alergenicidad.
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