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RESUMEN

El latex o hule natural se obtiene del arbol Hevea brasiliensis, y debido a sus propiedades
elasticas, es utilizado en la manufactura de mas 40,000 productos de uso cotidiano y
médico. Se ha determinado que una constante exposicion a estos productos puede causar
reacciones de alergia o hipersensibilidad de tipo I, la cual es el resultado de una respuesta
inmune inapropiada a ciertas proteinas inocuas (alérgenos), afectando de forma especial al
personal médico, sanitario, de la industria del hule e individuos con multiples intervenciones
quirargicas. A la fecha, se han identificado 15 proteinas con propiedades inmunogénicas y
en nuestro grupo de trabajo, algunas de estas proteinas han sido caracterizadas y

reportadas sus estructuras cristalogréficas.

En este trabajo se expresO y purificé al inhibidor de serin proteasas rHPI (isoforma
recombinante del inhibidor-alérgeno Hev b 15) con el vector pET28a en la cepa de E. coli
Rosseta p, lo que nos permitié obtener un rendimiento de proteina soluble de 18 mg por
litro de medio de cultivo. En la caracterizacion cinética de inhibicién de rHPI contra
subtilisina, se determindé que conforme se incrementa la concentracion del inhibidor, la
Vmaxapp disminuye, mientras que la Kmapp S€ mantiene aproximadamente en 2.02 x10-3M.
Estos datos sugieren que rHPI podria tratarse de un inhibidor de tipo No competitivo.
Ademas, rHPI present6 una Ki de 1.09 x 10° M, que de acuerdo con la clasificacién de Bieth
(1995) corresponde a un inhibidor de tipo “clasico” por presentar una K; en el intervalo de
102-10% M.

En cuanto a la estabilidad térmica de rHPI seguida por Dicroismo Circular y Fluorometria
diferencial de barrido, se determin6 que es extremadamente resistente a la
desnaturalizacion de 25°C a 95°C en un intervalo de pH 5.8 a 11. Este resultado concuerda
con la estabilidad reportada para la familia PR-6 e inhibidores de tipo 1 de papa/tomate
clasificados por MEROPS (base de datos para proteasas y sus inhibidores). Aunque esta
familia carece de puentes disulfuro intramoleculares, los inhibidores de la familia tipo | de
papa son extremadamente estables.

Por otro lado, en la determinacion alergénica de rHPI se empled la técnica de ELISA 'y suero
de pacientes alérgicos al latex y a maiz. La importancia de este ensayo se debe al dramético
incremento en el nimero de personas afectadas por el fendmeno de hipersensibilidad de

tipo | a nivel mundial.
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En los resultados obtenidos se identificaron diferencias significativas en el reconocimiento
de rHPI, observando que de los sueros probados del grupo de pacientes alérgicos a maiz
todos tuvieron reconocimiento de rHPI, mientras que de los sueros del grupo de pacientes
alérgicos al latex hubo Unicamente reconocimiento significativo en el suero de un paciente.
Por lo tanto, se sugiere que, aunque rHPI no juega un papel crucial en la reaccion alérgica
mediada por IgE’s en pacientes alérgicos al latex; si podria ser considerado un factor
determinante en la respuesta alérgica en pacientes alérgicos a alimentos por reactividad
cruzada. De acuerdo con Malo y Chan-Yeung, (2009), la respuesta alérgica mediada por
IgE’s en presencia de proteinas de cereales es relativamente frecuente y puede ser
provocada por la exposicion a través de diferentes rutas, y afectar a varias poblaciones y
grupos de edad en todo el mundo. Aunque el trigo es el cereal mas cominmente
involucrado, otros como el centeno, la cebada, el arroz, la avena y el maiz, también juegan
un papel importante en la alergia.

Finalmente, para definir la estructura terciaria del rHPI, se determin6 que a una
concentracion de proteina de 15 mg/mL, después de dos dias de incubacién a 18°C en la
condicion de acetato de magnesio 0.2 M, cacodilato de sodio 0.1 M, pH 6.5y 20 % w/v PEG
8000, se obtienen cristales proteicos adecuados para ensayos de difraccién de rayos X.
Los cristales difractan a una resolucion de 2.04 Angstroms; sin embargo, no son cristales
Gnicos sino maclas.

El estudio detallado de la estructura tridimensional de rHPI permitir4 identificar cuales son
los residuos de aminoacidos que, por su accesibilidad y caracteristicas en la molécula,
podrian estar participando en la union con las IgE’s. Ademas, permitird encontrar los
posibles motivos estructurales que son compartidos entre los alérgenos que han sido
identificados como los responsables de la antigenicidad cruzada entre el latex y frutas o
plantas. Estos reconocimientos podran ser utilizados en el disefio de moléculas alergénicas
gue sirvan para el diagnostico de la alergia al latex y en los procesos de inmunoterapia

especifica.
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1 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Actualmente se han reportado mas de 20,000 especies de plantas productoras de latex, de
las cuales cerca de 7,000 producen hule. Sin embargo, el hule natural de interés comercial
es derivado de una sola planta cultivada, Hevea brasiliensis, conocida como el arbol del
hule. H. brasiliensis es una planta tropical perteneciente a la familia Euphorbiaceae,
originaria de la Cuenca Baja del Rio Amazonas en Brasil, la cual es cultivada en muchos
paises, siendo la principal fuente renovable de latex a nivel mundial. El latex de esta planta
es una suspension coloidal de apariencia lechosa que es almacenada en las células
laticiferas y exudada por el arbol del hule después de ser estimulado mediante cortes en la
corteza (Figura 1A) (Kush et al., 1990; Sritanyarat et al 2006). Estas células se localizan en
el floema y presentan un complejo sistema citoplasmético principalmente compuesto de
particulas del hule (biopolimero cis-1,4-poliisopreno), el cual representa del 30 al 50% del
contenido citoplasmaético, asi como: organelos, proteinas, lipidos, minerales, carbohidratos
y el suero C citoplasmatico (Jacob et al., 1993; Berthelot et al., 2014).

Figura 1. Latex del arbol Hevea brasiliensis. A) Exudado del arbol; B) Composicion del latex después de la
centrifugacion: (a) Fraccion cremosa, particulas de hule o caucho y Frey-Wyssling, (b) Suero C y (c)
Sedimento/lutoides (Imagen tomada de Berthelot et al., 2014).

El papel fisiologico de las células laticiferas se desconoce; sin embargo, parece tratarse de
un sistema de defensa del arbol, ya que la coagulacion procedente al exudado del latex,

involucra la agregacion de particulas de hule. Este proceso es un mecanismo de defensa




de la planta contra la invasion de posibles patégenos, bloqueando el acceso a las heridas
sufridas (Farrell et al., 1991; Sritanyarat et al., 2006).

H. brasiliensis ademas de ser la especie que genera la mayor cantidad de hule, produce el
biopolimero con la mas alta calidad comercial, ya que posee propiedades fisicas Unicas,
incluyendo la resiliencia, elasticidad, asi como su maleabilidad en frio, etc. Es por ello que
este hule es utilizado en mas de 40,000 productos, incluyendo mas de 400 dispositivos
médicos, guantes quirdrgicos, productos de ingenieria y vestimenta (Jacob et al., 1993;
Chotigeat et al., 2008: Berthelot et al., 2014).

Dada la importancia del hule como materia prima para la industria, estudios de prote6mica
y transcriptomica han permitido conocer el mecanismo de sintesis del hule, asi como de los
eventos moleculares implicados. A partir de estos estudios se han identificado 186
diferentes proteinas (Wang et al., 2010; Dai et al., 2013), algunas de las cuales estan
relacionadas al sistema de defensa de la planta, entre estas se encuentran: la quitinasa, 8-
1,3-glucanasa, hevaminas, heveina, glucosidasa, B-galactosidasa, [B-N-acetil-
glucosaminasa, polifenol oxidasa, un inhibidor de proteasas (Jacob et al., 1993; Kim et al.,
2003) y mas recientemente, nuestro grupo de trabajo describié a una proteina tipo quitinasa
(Martinez-Caballero et al., 2014).

Del total de proteinas, 15 han sido identificadas con propiedades alergénicas, designadas
internacionalmente como Hev b 1-15 por el Subcomité de Nomenclatura de la Unién
Internacional de Sociedades Inmunoldgicas (IUIS) (Tabla 1). Algunas de estas proteinas se
han aislado de la fuente natural o bien han sido clonadas y se han caracterizado
parcialmente, con algunas excepciones donde se determind la estructura tridimensional
(Rodriguez-Romero, 1991; Rodriguez-Romero et al., 2013; Martinez-Caballero et al., 2014).
En este punto es importante mencionar que la alergia al latex natural es un problema de
salud publica cada vez mas comun, ya que el consumo de hule natural se ha incrementado
dramaticamente en las Ultimas décadas, con el empleo de equipo médico, guantes de
limpieza y profesionales, condones, globos, pelotas, equipo deportivo, etc. Ademas, varios
reportes han demostrado la presencia de algunos alérgenos o fragmentos
inmunolégicamente activos en guantes de hule natural tanto de exploracibn como
quirdrgicos, capaces de causar la sensibilizacion de personas con predisposicién genética

y de provocar una respuesta de alergia al latex (Galli, 2000; Galicia et al., 2015).




Tabla 1. Alérgenos reconocidos en el latex-hule natural y registrados Internacionalmente por
el Subcomité de Nomenclatura de la Unidn Internacional de Sociedades Inmunoldgicas

Alérgeno Nombre Localizacion MM pl Glicosilacion  Papel No. de
kDa fisiologico acceso
predicho
Hev b 1 Factor de Particulasde 14.7 5.0 - Biosintesis de P15252
elongaciéon del caucha caucho
caucho REF largas
Hev b 2 Beta-1,3- Lutoides 351 95 + Proteina Q7XJ83;
glucanasa relacionada con P52407
la defensa
Hev b 3 Proteina de Particulas 224 48 - Biosintesis del 082803
particula pequefias caucho
pequefia del del caucho
caucho
(SRPP)
Hev b 4 Homdlogo de Lutoides 53-55 45 + Componentes Q8WPJ2
lecitinasa de microhélices
Hev b 5 Proteina  del Citoplasma 16 3.5 - Proteina Q39967
latex acida estructural
Hev b 6 Precursores y Lutoides 21 5.6 - Lectina, P02877
heveina (4.7 Coagulacion
kDa) del latex
Hevb 7 Homdlogo de Citoplasma 429 4.8 + Proteina AC27724
patatina relacionada con
la defensa
Hev b 8 Profilina Citoplasma 15 4.9 - Vinculacién con  Y15402;
el citoesqueleto  AJ243325
Hevb9 Enolasa Citoplasma 477 5.6 - Enzima AJ132581
glicolitica
Hevb 10 Superoxido Mitocondria 26 6.3 - Enzima, P35017
dismutasa destruccion
radical
Hevb 11 Proteina tipo Lutoides 33 5.1 - Proteina AJ238579
quitinasa clase relacionada con
| la defensa
Hevb 12 Proteina no Membranas 9.3 10. + Proteina AAL25839
especifica de del latex 8 relacionadacon Q8RYAS8
transferencia la defensa
de lipidos
Lutoides
Hev b 13 Esterasa Lutoides 43 5.0 + Proteina Q7Y1X1
relacionada con
la defensa
Hev b 14 Hevaina Lutoides 33.7 8.7 - Proteina P23472
relacionada con
la defensa
Hev b 15 Inhibidor de Léatex 7.5 4.8 é Alérgeno CCW27997;
serina WOUSW9
proteasas

(Tomada de Berthelot et al, 2014).

Este trabajo se centra en la caracterizacion del inhibidor de serin proteasas recombinante

rHPI (por sus siglas en inglés Hevea protease inhibitor), del cual sélo se ha reportado la
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secuencia, asi como su caracterizacion bioquimica parcial a partir de un homogenado del
suero citoplasmético de latex de Hevea brasiliensis (Sritanyarat et al., 2006). Estos autores
reportaron 3 isoformas del inhibidor HPI, los cuales presentan la misma secuencia de
aminodcidos (69 residuos); sin embargo, exhiben diferentes masas moleculares, sugiriendo
posibles madificaciones post-traduccionales de un solo residuo de cisteina con dos
pequefios aductos organicos resultando en 3 tipos de isoinhibidores. Estas proteinas
inhiben fuertemente a la subtilisina A, débilmente a la tripsina y no inhiben a la
guimotripsina. Ademas, estas isoformas presentan de 33-55% de identidad (50-74% de
similitud) con la familia de inhibidores tipo | de papa, clasificada por MEROPS, por lo que
posiblemente comparten caracteristicas bioquimico-estructurales con otros inhibidores
pertenecientes a esta familia. Finalmente, cabe resaltar que la secuencia reportada para el
inhibidor HPI (No de acceso Q6XNP7.2) comparte 77% de identidad con el inhibidor-
alérgeno Hev b 15, por lo que se espera que HPI también presente caracteristicas

inmunolégicas.

1.2 Serin proteasas

Las enzimas proteoliticas, o proteasas, catalizan la hidrolisis de enlaces peptidicos
especificos en sus proteinas blanco (Antdo y Malcata, 2005). Estas enzimas desempefian
funciones cruciales en la fisiologia y patologia de todos los organismos al controlar la
sintesis y la funcién de proteinas, siendo indispensables para el mantenimiento y la
supervivencia.

De acuerdo a sus caracteristicas estructurales, las proteasas se encuentran agrupadas en

clanes y familias segun la base de datos MEROPS (http://www.merops.sanger.ac.uk). Un
clan comprende proteinas que presentan similitud tanto en sus estructuras 3D como en las
regiones que rodean al centro catalitico y pueden ser consideradas homélogas. En tanto
una familia comprende proteinas con similitud significativa de secuencia aminoacidica
dentro de un mismo clan. Estas enzimas han sido clasificadas como endopeptidasas,
aminopeptidasas, o carbopeptidasas de acuerdo a la localizacién del enlace que hidrolizan;
ademas, dependiendo del mecanismo catalitico, las proteasas se agrupan en subclases
(Hartley, 1960; Rawlings y Barrett, 1993; Rawling et al, 2004; Hermosa et al., 2006; Van der
Hoorn, 2008). Por ejemplo, las endopeptidasas se encuentran agrupadas en seis subclases

segun el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/124007196?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=5YMZGNJY015
http://www.merops.sanger.ac.uk/

Molecular (IUBMB) denominadas como endopeptidasas: serinicas EC 3.4.21 (poseen un
residuo de serina en el sitio catalitico); cisteinicas EC 3.4.22 (presentan un residuo de
cisteina en el sitio catalitico); aspérticas EC 3.4.23 (dependen de un residuo de &cido
aspartico para su actividad catalitica); metalo EC 3.4.24 (usan un ion metalico, normalmente
Zn?* en su mecanismo catalitico); treoninicas EC 3.4.25 (dependen de un residuo de
treonina para su actividad catalitica); y de mecanismo catalitico desconocido EC 3.4.99
(Antdo y Malcata, 2005). A su vez, las proteasas pueden ser subclasificadas de acuerdo a
la especificidad del residuo P1 del sitio de corte P1-P1" del sustrato. Por ejemplo, las serin
proteasas se dividen en tres grupos de acuerdo a esta clasificacion: las proteasas tipo
tripsina reconocen residuos cargados positivamente como lisina o arginina; las proteasas
del tipo elastasa, en cambio, reconocen residuos pequefios e hidrofébicos y las del tipo
quimotripsina reconocen residuos grandes e hidrofébicos como fenilalanina, tirosina o
leucina. El sitio activo de estas enzimas consiste en una triada catalitica de serina (un
nucledfilo), histidina (una base) y aspartico (un electrofilo) (Ser/His/Asp) y el mecanismo de
accion se detalla en la Figura 2. Los dos pasos basicos de la catalisis son: (1) La formacién
de un enlace éster entre el atomo de oxigeno de la serina y la porcién acil del sustrato, lo
cual produce un intermediario tetraédrico y libera la parte amino del sustrato, y (2) El ataque
de una molécula de agua en el intermediario acil-enzima, la cual rompe y libera un producto
acido, regenerando a la enzima original (Antdo y Malcata, 2005).

La mayor diferencia entre las clases cataliticas es la naturaleza del nucledfilo y la estabilidad
del oxianion. Las serin y cistein proteasas utilizan un residuo de Ser o Cys respectivamente,
como nucledfilo, activado por la His del sitio activo, formando complejos enzima-sustrato
covalentes y el agujero del oxianion es generalmente estabilizado por dos residuos de la
cadena principal de la proteasa. Las metalo y aspartico proteasas utilizan agua como
nucledfilo, activado por interacciones electrostaticas con un ion metalico (Me?*) o aspartato
(Asp), respectivamente. El oxianion de estas proteasas es estabilizado por Me?* y Asp,

respectivamente (Antdo y Malcata, 2005; Van der Hoorn, 2008).
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Figura 2. Mecanismo catalitico general de las serin proteasas. (a) La unién del sustrato al sitio activo forma
un complejo del tipo Michaelis Menten, en donde el hidroxilo de la serina 195 de la triada catalitica realiza un
ataque nucleofilico sobre el grupo carbonilo del péptido escindible (P1) (en medio basico generado por el
imidazol de la histidina) para formar el intermediario tetraédrico. (b) El intermediario tetraédrico resultante es
estabilizado por un puente de hidrégeno entre el NH de la serina 195 (para la quimotripsina) y la glicina (Gly193),
que forma el agujero oxianion. Una transferencia del proton de la His57 al grupo amina del intermediario facilita
la expulsion del fragmento C-terminal del sustrato dando un complejo acilo. (c) El complejo acil-enzima es
atacado por una molécula de agua, con la formacién de un nuevo intermediario tetraédrico (d) con una
subsecuente ruptura via catdlisis acida de His57 para dar el fragmento amino terminal del sustrato y regenerar
la Ser195 (Imagen tomada de Leung et al., 2000).

1.3 Inhibicion de la protedlisis en plantas

1.3.1 Herbivoriay las proteinas relacionadas a la patogénesis (PRP)

La protedlisis es un proceso metabdlico esencial requerido para el procesamiento y
recambio de proteinas. Durante la germinacion, las proteasas median la degradacion de
proteinas almacenadas para la asimilacién de nitrégeno en vias biosintéticas. Estas
enzimas también estan implicadas en el proceso de desarrollo, ademas de ser importantes
componentes en la interaccion entre plantas y otros organismos. Por lo que, la regulacién

de la actividad de proteasas es un componente integral del proceso bioquimico esencial




para el crecimiento y desarrollo de la planta, asi como de respuesta de defensa (Koiwa et
al.,1997; Van der Hoorn, 2008).

Los inhibidores de proteasas son una clase estructuralmente muy diversa y ubicua de
proteinas de bajo peso molecular, las cuales son particularmente abundantes en 6rganos
de almacenamiento tal como semillas y tubérculos. En plantas superiores, varias familias
de inhibidores de proteasas han sido caracterizadas bioquimica y estructuralmente. La base
estructural de la interaccibn entre proteasas y sus inhibidores esta bajo continua
investigacion. Estos inhibidores estan involucrados en muchos procesos fisiologicos, via
control de la actividad proteolitica, incluyendo: 1) control de la actividad de proteinas
enddgenas durante la maduracion de la semilla y la dormancia, 2) como proteinas de
almacenamiento, las cuales son degradadas durante la germinacion y el crecimiento de
plantulas, 3) participan en la regulacién del recambio de proteinas durante la diferenciacion
de elementos traqueales (tejido vascular), 4) estan implicadas en los procesos de
degradacién de proteinas inducidas por la edad y la regulacion de la muerte celular
programada, asi como 5) participan en el sistema de defensa contra herbivoros (Balestrazzi
et al., 2004; Fischer et al., 2015).

El ejemplo mejor caracterizado es la respuesta de defensa inducida por heridas en la planta
ocasionadas por herbivoros y patégenos. Si bien, es conocido que los insectos usan una
combinacion de serin, cistein y aspartico proteasas, como principales enzimas proteoliticas
digestivas, los inhibidores de estas enzimas son producidos por plantas, modulando asi el
crecimiento y el desarrollo de plagas mediante la atenuacion de la degradacion de
proteinas. Ante esta defensa, los insectos responden mediante la sobreproduccion de
proteasas intestinales para compensar la actividad inhibitoria, pero la sintesis adicional de
proteasas conduce a una inadecuada digestion y absorcién de aminoacidos esenciales,
retrasando el crecimiento y, finalmente la muerte por inanicion (Koiwa et al., 1997; Liao et
al., 2007; El-latif, 2014).

Durante el largo curso de la interaccién y coevolucidn con insectos herbivoros, las plantas
han evolucionado en una amplia gama de mecanismos de defensa para contrarrestar los
ataques de insectos. Estos mecanismos pueden ser generalizados en dos categorias: 1)
defensa preformada (constitutivo) y 2) defensa inducible. La defensa constitutiva o de
primera linea incluye barreras fisicas y quimicas como la cuticula y la reticulacién de la
pared celular, que existen antes de ser atacadas por el insecto, pudiendo prevenir la
invasion por muchos microorganismos (Ferreira et al., 2007). Por supuesto, algunos de los

mecanismos de defensa constitutiva pueden incrementarse a niveles aln mas altos




después del ataque de insectos. Por otra parte, la defensa inducible ha sido un foco de
investigacion en las Ultimas décadas, dado que es un mecanismo que incurre en menos
costos metabdlicos para la planta hospedera, y es plaga-especifica.

El mecanismo inducible es activado por el ataque de herbivoros, lo que inicia una respuesta
asociada con un conjunto de alteraciones metabdlicas coordinadas, que son fundamentales
para impedir el ingreso de patogenos. El flujo de iones a través de las membranas, la
generacién de especies reactivas de oxigeno, cambios en el estado de fosforilaciéon de
proteinas regulatorias y la activacion transcripcional del sistema de defensa, culminan en la
muerte celular del sitio de infeccién. Estas proteinas de defensa, denominadas PRP
(Pathogenesis-related proteins), no sé6lo son acumuladas localmente en las hojas
infectadas, también pueden ser inducidas sistémicamente (localizaciones distales),
desarrollando una resistencia sistémica adquirida (SAR) contra la infeccién por hongos,
bacterias y virus. La induccion de las PRP ha sido encontrada en muchas plantas
pertenecientes a varias familias, sugiriendo un papel general de estas proteinas en la
adaptacion frentes a condiciones de estrés biético (Van Loon y Van Strien, 1999).

El término PRP se utiliza para agrupar a aquellas proteinas que no se encuentran o que
son detectables a concentraciones basales en tejidos saludables, pero para las cuales su
incremento ha sido demostrado en condiciones patolégicas (virus, bacterias y hongos), en
situaciones relacionadas en al menos dos 0 mas combinaciones planta-patégeno, asi como
en respuesta a algunos agentes quimicos que actdan de una forma similar a la infeccion
por patégenos (Bode y Huber, 1992; Sels et al., 2008). Actualmente se sabe que, las PRPs
se encuentran localizadas en casi todos los 6rganos de las plantas incluyendo las hojas,
tallos, raices y flores, aunque la maxima abundancia de estas proteinas se encuentra en
las hojas y en 6rganos de almacenamiento tal como semillas y tubérculos.

Las proteinas PRP fueron identificadas por primera vez en hojas de tabaco (Nicotiana
tabacum) infectadas con el virus del mosaico del tabaco, siendo caracterizadas a nivel
molecular y bioquimico, y clasificadas dentro de 5 familias basadas en la homologia de su
secuencia de aminodacidos. Estas cinco familias constituian un grupo pequefio de proteinas
acidas y basicas. Generalmente las formas acidas de estas familias se encontraban en el
espacio extracelular y las formas basicas eran transportadas a vacuolas por un péptido
sefal, localizado en el carboxilo terminal. Posteriormente fueron detectadas en numerosas
especies de plantas y se extendié el nUmero a 17 familias. En 1994 se propuso una
nomenclatura unificada para las PRP basada en la agrupacién en familias de acuerdo a la

homologia en su secuencia de aminoacidos, relacién serélogica y actividad biolégica o




enzimatica y enumeradas en el orden en el cual fueron descubiertas (Van Loon y Van
Strien, 1999) (Tabla 2).

Tabla 2. Principales propiedades de las familias de proteinas clasificadas como PRP.

Familia Tipo de miembro Tamaiio (kDa) Propiedades
PR-1 PR-1a de Tabaco 15 Antifangico
PR-2 PR-2 de Tabaco 30 B-1,3-Glucanasa
PR-3 P,Q de Tabaco 25-30 Quitinasa
(Clase LI1LIV,V,VI,VII)
PR-4 "R’de Tabaco 15-20 Quitinasa (Clase I,11)
PR-5 S de Tabaco 25 Tipo Taumatina
PR-6 Inhibidor | de Tomate 8 Inhibidor de proteasas
PR-7 Pso de Tomate 75 Endoproteinasa
PR-8 Quitinasa de pepino 28 Quitinasa Clase I
PR-9 Peroxidasa de formacién 35 Peroxidasa
de lignina
PR-10 PR1 de Perejil 17 Tipo Ribonucleasa
PR-11 Quitinasa clase V de 40 Quitinasa Clase |
Tabaco
PR-12 Rs-AFP3 de Rabano 5 Defensina
PR-13 THI2.1 de Arabidopsis 5 Tionina
PR-14 LTP4 de Cebada 9 Proteina de transferencia
de lipidos
PR-15 OxOa de Cebada 20 Oxalato oxidasa
PR-16 OXOLP de Cebada 20 Tipo Oxalato oxidasa
PR-17 PRp27 de Tabaco 27 Desconocida

(Tomada de Sels et al., 2008)

Las proteinas PRP exhiben multiples funciones dentro de la planta, muchas de estas
proteinas presentan actividad de quitinasas, glucanasas, endoproteinasas, peroxidasas, asi
como proteinas pequefias semejantes a defensinas, tioninas, proteinas transportadoras de
lipidos e inhibidores de proteasas. Asi, las proteinas PRP tienen una funcién crucial en la
resistencia a enfermedades, germinacion de semillas, y la facilitacion de las plantas para
adaptarse al estrés ambiental.

A pesar de su nombre comln, estas proteinas muestran una gran diversidad en la
especificidad de las especies y en el mecanismo de acciéon y no comparten ninguna relacién

estructural entre ellas.

1.3.2 Mecanismo de inhibicion

La clasificacion de Inhibidores de proteasas (IPs) de MEROPS, agrupa a los IPs en distintas
familias o subfamilias, asi como en diferentes clanes, segun la secuencia o estructura de
sus dominios. A diferencia de la proteasas, las familias de inhibidores no pueden ser
agrupados segun el tipo de enzimas que inhiben, ya que algunas familias incluyen

inhibidores que acttan sobre distintas clases de proteasas. Un dominio inhibitorio se define




como el segmento de secuencia aminoacidica que contiene un sélo sitio de unién o
reconocimiento a su enzima blanco. Basados en la homologia de los dominios inhibitorios,
los inhibidores se han clasificado en 48 familias. Once de estas familias son inhibidores
complejos, ya que presentan mas de un dominio inhibitorio (entre 2 y 15 dominios
inhibitorios). De acuerdo a la estructura terciaria 31 de las 48 familias han sido asignadas a
26 clanes, indicando que una gran proporcion estas familias no tienen relacion en sus
estructuras tridimensionales (Rawling et al., 2004).

La forma en que estas unidades inhibitorias interactian con sus enzimas blanco varia
enormemente. Sin embargo, se reconocen tres tipos de mecanismos generales de
inhibicion: candnico, mecanismo no candnico (mecanismos reversibles), y serpinas
(mecanismo irreversible). Los inhibidores candnicos se unen a la enzima blanco a través
de un asa de unién expuesta, la cual es altamente complementaria en forma al sitio activo
de la enzima. Esta actia a través de multiples interacciones débiles, de manera similar a
como lo haria un sustrato ideal, disminuyendo la actividad proteolitica de la enzima blanco
al competir con el sustrato por el sitio catalitico, impidiendo el acceso del sustrato a este
Gltimo. Los inhibidores no candnicos interactian a través de su extremo N-terminal
mediante amplias interacciones secundarias fuera del sitio activo que contribuyen
significativamente a la velocidad y fuerza de inhibicién, asi como en la especificidad por su
enzima blanco. Las serpinas (irreversibles) son inhibidores similares a los canonicos, los
cuales interactan con su proteasa blanco a manera de sustrato, en donde el asa de union,
es reconocida por el sitio catalitico de la proteasa sustrato y se forma un complejo de
inhibicion cuando la proteasa rompe el enlace sensible (P1-P1") presente en el asa de la
serpina. Este complejo inicial, luego sufre un cambio conformacional en el que la proteasa
es traslocada, lo que produce la distorsion de su sitio activo y la pérdida de actividad. Debido
a que estos inhibidores no se regeneran luego de interactuar con su enzima blanco son
conocidos como suicidas (Krowarsch et al., 2003).

Los inhibidores de proteasas tienen una estabilidad estructural muy grande en diferentes
ambientes y condiciones debido a su tamafio y estructura compacta, y en algunos casos
por la presencia de varios puentes disulfuro intramoleculares. A pesar de que los puentes
disulfuro son considerados quimicamente inertes, estudios recientes demuestran que son
indispensables, ya que la delecidn o el re-arreglo de estos puentes disulfuro en inhibidores
tipo Bowman-Birk (BBI) y Pin-ll de papa afectan su funcionalidad. Todos los tipos de IPs

presentan plegamientos caracteristicos (Joshi et al., 2013).
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1.3.3 Inhibidores de serin proteasas en plantas

De las principales familias de inhibidores de proteasas encontradas en plantas, los
inhibidores de serin proteasas son los mas estudiados y han sido aislados de varias
leguminosas. Las familias mas importantes de estos inhibidores son: los Kunitz (KTI),
Bowman-Birk (BBIs) y Tipo | y Il de papa (PIN I, PIN 1I) (Tabla 3). Los inhibidores Kunitz y
Bowman-Birk comparten un mecanismo de accién canébnico, es decir, poseen un
mecanismo de accion clasico de union al sustrato, y el complejo que forma con la proteasa
se disocia muy lentamente. Sin embargo, presentan marcadas diferencias en su estructura
y composicién aminoacidica. Los inhibidores Kunitz son los inhibidores mejor estudiados y
generalmente son proteinas con masas moleculares de entre 18 y 22 kDa, con 2 puentes
disulfuro y un solo sitio de reconocimiento de tripsina, ademas de mostrar una gran
variabilidad estructural, lo que resulta en una diversidad funcional. Los inhibidores tipo
Bowman-Birk son proteinas con masas moleculares de entre 8 y 10 kDa, con 7 puentes
disulfuro y dos sitios reactivos de tripsina y quimotripsina. Los inhibidores de proteasas PIN
I y PIN Il de papa son de gran interés al estar relacionados con la defensa de la planta,
inducidos por infeccion o dafio. Estos inhibidores no sdlo son inducidos por dafios
mecanicos en las hojas, sino que ademas, estan regulados por sefiales ambientales y de
desarrollo (Joshi et al., 2013). Similar a los KTls, la familia de PIN | y PIN Il muestran alta

diversidad estructural y funcional.

Tabla 3. Principales familias de inhibidores de serin proteasas reportados en plantas.

Cisteinas Enzimas inhibidas Distribucién

Familia Monémero

kDa

1. Bowman-Birk 8-9 (14) 14 (8) Tripsina Leguminosas
Quimotripsina Gramineas
Elastasa
2. Kunitz 18-22 4 Tripsina Leguminosas
Quimotripsina Gramineas
Subtilisina Araceas
Calicreina Alismataceas
Amilasa
3. Papal 8-9 0-2 Quimotripsina Solanaceas
Tripsina Gramineas
Subtilisina Leguminosas
Poligonaceas
Cucurbitaceas
4. Papall 6 (12) 8 Tripsina Solanaceas

Quimotripsina

Tomada y modificada de Ryan CA (1990).

11

——

'



Las proteinas PIN | fueron inicialmente aisladas de tubérculos de papa y en estudios mas
recientes se ha demostrado su expresion en hojas, tallos y flores. Las proteinas homologas
de PIN I son encontradas en varias especies de plantas como la cebada o el maiz, mientras
que PIN Il parece estar restringida a las Solanaceas. En general, se sugiere que las
proteinas PIN interaccionan con las enzimas digestivas en el intestino de herbivoros,
restringiendo la absorcion de aminoacidos esenciales y consecuentemente interfieren con
el desarrollo y crecimiento del herbivoro. Ensayos in vitro confirman los efectos inhibitorios
de los PINs de plantas sobre las serin proteasas digestivas tripsina, quimotripsina y
subtilisina. El efecto perjudicial observado en herbivoros y plagas llevé al desarrollo de
plantas inhibidoras transgénicas, disminuyendo de esta forma la tasa de crecimiento de
insectos, ademas de la baja toxicidad para los mamiferos. Mas alla de la biotecnologia
vegetal, los IPs de plantas son relevantes en farmacologia, debido a su potente capacidad
para prevenir carcinogénesis en una amplia variedad de sistemas in vivo e in vitro (Kim et
al., 2009; Fischer et al., 2015).

Por otra parte, se han purificado varios inhibidores de proteasas potencialmente no téxicos,
en su mayoria de origen bacteriano o vegetal, a partir de semillas de cebada, hojas de col
y streptomyces, los cuales estan comercialmente disponibles para la prevencion de la
dermatitis perianal inducida por proteasas (Kim et al., 2009). Ademas, los KTIs y BBI de
plantas inhiben proteinas que actlan en la cascada de coagulacion de la sangre o en la
fibrindlisis tal como el factor Xlla, factor Xa, trombina, plasmina, calicreina plasmatica o el
activador del plasmindgeno tisular. La elastasa y la catepsina G, involucradas en el proceso
inflamatorio en humanos son inhibidas por KTls aisladas de semillas de Bauhinia (Neuhof
et al., 2003; Oliveira et al., 2010). Inhibidores de tripsina de Peltophorum dubium (PDTI) y
la soya, inducen la muerte de la linea celular Jurkat (leucemia de humano) por la activacion
de las caspasas 3 y 8. Inhibidores de semilla de la soya negra China suprimen la
proliferacion de células de cancer de mama MCF-7 y células de hepatoma. Inhibidores de
tripsina derivados de Bauhinia rufa (BrTl), inhiben la adhesion de células tumorales a las

glicoproteinas de la matriz extracelular (Nakahata et al., 2006).

1.3.4 Hev b 15, miembro de la Familia de inhibidores Tipo | de papa o PR-6

La secuencia de aminoacidos del inhibidor de serin proteasas Hev b 15 presenta alta
identidad con la Familia de proteinas relacionadas a la patogénesis PR-6, clasificada por

Van Loon y Van Strien (1999), que incluye Unicamente a inhibidores de serin proteasas de
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plantas. A su vez, ésta se encuentra incluida en la familia de inhibidores tipo | de papa,
clasificada por MEROPS, resaltando que estos inhibidores no se limitan Unicamente a las
papas, sino que también se han encontrado en el endospermo de cebada, y en la calabaza.
Estas proteinas presentan una masa molecular de aproximadamente 8 kDa e inhiben
proteasas de la Familia S1 (quimotripsina) y S8 (subtilisina, sedolisina, kexina), y
estructuralmente no presentan puentes disulfuro; sin embargo, son extremadamente
estables, manteniendo su actividad a un pH de 2-9 y a una temperatura de 80°C durante
10 minutos (Seemuller et al., 1986), por lo que se ha sugerido que la formacion de puentes
de hidrégeno con los residuos localizados en los sitios de reconocimiento proporcionan la
estabilidad necesaria (McPhalen et al., 1985).

Este tipo de inhibidores presenta una estructura en forma de cufia y en su borde mas
sobresaliente se localiza el asa de unién al sitio activo de las proteasas que inhiben.
Finalmente, Laskowski y Kato (1980) determinaron un “mecanismo estandar” de inhibicion
de la actividad proteolitica en el que los inhibidores de serin proteasas reconocen a su
enzima blanco a través de la interaccion del sitio reactivo del inhibidor con el sitio activo de

la enzima, similar a la del complejo enzima-sustrato.

1.4 Alergia e hipersensibilidad

Histéricamente, “inmunidad” significa proteccién frente a la enfermedad, y mas
especificamente frente a las enfermedades infecciosas. Las células, érganos y moléculas
responsables de la inmunidad conforman el sistema inmune y su respuesta frente a los
agentes extrafios es la respuesta inmune.

Clasicamente se distinguen dos tipos de respuesta inmune:

1. Respuesta innata, no especifica 0 no adaptativa. Esta presente en todos los
individuos, siempre se produce de la misma forma y con la misma intensidad. De
este tipo son el sistema del complemento, las células NK, los fagocitos y las barreras
anatémicas.

2. Respuesta adquirida, adaptativa o especifica. Solo esta presente en individuos que
han tenido un contacto previo con el agente agresor, es especifica para este agente
y es mas efectiva e intensa ante cada nueva agresion. Estd mediada por los
linfocitos y sus productos. Ambos sistemas estan relacionados. Los mecanismos
innatos pueden ser activados por los productos linfocitarios y actuar como efectores

y, al mismo tiempo, pueden activar a los linfocitos.
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La respuesta inmune adaptativa se produce como consecuencia de la exposicion a
moléculas extrafias, denominadas antigenos o alérgenos. Estos alérgenos son proteinas
que forman parte de las plantas y otros organismos, que cumplen diversas funciones
bioldgicas o, en algunos casos, son compuestos quimicos que al unirse a una proteina
portadora se convierten en material inmunogénico (Abbas et al., 2007). Estas moléculas
inmunogénicas seleccionan especificamente el clon de linfocitos preexistentes capaz de
reconocerlo y lo activa. Esta activacion desencadena una respuesta de hipersensibilidad,
la cual se asocia con anticuerpos sensibilizantes, que con mayor frecuencia son de clase
IgE (que se fijan en la superficie de mastocitos y baséfilos). Una vez que ocurre la union
antigeno-anticuerpo, se liberan sustancias mediadoras de la inflamacién contenidas en los
granulos presentes en estas células y algunas otras de nueva sintesis, apareciendo los
sintomas alérgicos. Esta respuesta deja sensibilizadas a las mucosas y a la piel, y
predispuestas a reaccionar con el alérgeno nuevamente (Reyes-LOpez y Rodriguez
Romero, 2001).

Los sintomas relacionados con alergias incluyen asma, rinitis, urticaria, choque anafilactico,
entre otros (Abbas et al., 2007). Pero, la respuesta individual depende de mdltiples factores,
tanto inherentes al propio sujeto alérgico, como al propio alérgeno, entre estos factores se
encuentran: el estado del sistema inmunitario, la cantidad de alérgeno, el poder antigénico,
la frecuencia de exposicion, la via de penetracion, las caracteristicas fisicoquimicas, etc
(Braso y Jorro, 2003).

A pesar de las diferentes respuestas, todas las reacciones de hipersensibilidad presentan

una serie de caracteristicas comunes:

1. Todas son respuestas inmunolégicas secundarias, es decir, la reaccién consta de
dos fases:

a) Fase de sensibilizacion o primer contacto con el antigeno, durante la cual se induce
la respuesta inmunoldgica, pero no aparecen sintomas.

b) Fase de reaccion que se produce en posteriores contactos con el antigeno. La
interaccion del antigeno con los productos de la respuesta inmunitaria (linfocitos y
anticuerpos) origina los sintomas de la reaccion.

2. Las reacciones de hipersensibilidad son las reacciones alérgicas. Algunos autores
identifican el término alergia con el de hipersensibilidad tipo |. Brasé y Jorro (2003)
consideran que las reacciones de tipo | se definen mejor por los términos reacciones

anafilacticas, atépicas o mediadas por IgE.
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3. El antigeno contra el cual se desencadena la reaccién de hipersensibilidad es el
alérgeno, que es un antigeno foraneo inocuo para la mayoria de individuos de la
misma especie.

4. Lasreacciones alérgicas pueden empeorar con cada nueva exposicion, ya que ésta

induce la produccion de mas anticuerpos y linfocitos especificos.

Con base al mecanismo que causa dafio al hospedero, la hipersensibilidad se ha clasificado
por sus caracteristicas en virtud de diferentes conceptos. Por sus caracteristicas clinicas se
habla de reacciones inmediatas (ocurren en menos de 1 h tras la exposicion), tardias (en
pocas horas) y retardadas (en 24-48 h). Por el tipo de respuesta inmunitaria se habla de
reacciones mediadas por anticuerpos o mediadas por inmunidad celular. Sin embargo, la
clasificacion mas extendida es la de Gell y Coombs (1963) que distingue cuatro tipos de
reacciones segun el mecanismo inmunolégico: la de tipo |, que es mediada por las
inmunoglobulinas de tipo E (IgE’s) e induce la activacion de los mastocitos y los basofilos,
provocada por la reexposicidbn a un antigeno especifico (Brasé y Jorro, 2003). En la
actualidad, el término alergia se refiere sélo a éste tipo de hipersensibilidad, por lo que, los
antigenos involucrados se denominan alérgenos (Abbas et al., 2007). Dichas moléculas son
inocuas para la poblacién en general, por lo tanto, la hipersensibilidad de tipo | esta ligada
a una predisposicion genética por parte de los individuos que la padecen (Blumenthal,
2004). Las hipersensibilidades de tipo Il y tipo 11l son mediadas por IgG y activan la cascada
del complemento, que es una serie de eventos catacliticos que forman un complejo capaz
de destruir las membranas celulares. Finalmente, la hipersensibilidad de tipo IV que es
mediada por células T citotoxicas (Janeway y Travers, 1996).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, las alergias han ido en aumento durante los

ultimos 50 afios, siendo los nifios los principales afectados.

1.4.1 Alergia al latex de Hevea brasiliensis

Las plantas son una de las principales fuentes de alérgenos, los cuales han sido
identificados y caracterizados principalmente como proteinas involucradas en el sistema de
defensa (PRP) o almacenamiento, otras son proteinas metabdlicas o estructurales de
frutas, legumbres, semillas, pélenes y productos derivados de plantas. Estas proteinas
presentan la capacidad de inducir en humanos reacciones alérgicas tipo | o inmediata, la

cual es mediada por anticuerpos tipo IgE. Estos alérgenos pueden difundirse en el cuerpo
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a partir de las vias respiratorias o entrar en el cuerpo a través de la ingesta de una amplia
gama de alimentos vegetales o simplemente por exposicion causando irritaciones en la piel
(Sinha et al., 2014).

El latex del arbol del hule (H. Brasiliensis) y los productos manufacturados del mismo, son
una fuente muy importante de alérgenos que contienen varias proteinas capaces de unir
IgE’s (Tabla 1). La nomenclatura consiste de las primeras letras del género al que pertenece
el organismo, seguido de la primera letra de la especie y de un nimero arabigo que indica
el orden cronoldgico de su purificacion y depdsito en la base de datos de la mencionada
entidad. Cada uno de los términos va separado por un espacio. Los isoalérgenos se
distinguen por dos numeros adicionales seguidos después de un punto del namero
asignado para el alérgeno, mientras que las isoformas de un mismo alérgeno se
caracterizan por dos nimeros consecutivos mas al asignado por la isoforma (King et al.,
1994).

El primer reporte de alergia al latex lo realizé Nuter en 1973, sin embargo, fue hasta los
afios 80 cuando se observo un incremento importante en el nimero de personas alérgicas
a productos elaborados con latex. Esto ocurrié por el aumento desmesurado en el uso de
guantes de hule cuando se atendian personas heridas o cuando se realizaban examenes
de fluidos corporales, ya que se habia descubierto que el VIH podia transmitirse por medio
de dichos fluidos. Aunado a esto, el uso de condones como medida de prevencion al
contagio de VIH ha contribuido al aumento en el nimero de personas que tienen contacto
con productos elaborados con latex. En los ultimos afios las reacciones de hipersensibilidad
de tipo |, ocasionadas por algunas proteinas del latex de Hevea brasiliensis, se han
incrementado de forma importante hasta llegar a ser un problema de salud publica
ocupacional en muchos paises, afectando cada vez a un mayor nimero de pacientes como
consecuencia del uso masivo de productos elaborados con base en hule natural para la
profilaxis de enfermedades infecciosas, aunado posiblemente al descenso en la calidad
final de los productos. De esta forma, las estimaciones mas recientes en los EUA muestran
que del 10 al 18% de los trabajadores del area de la salud sufren de alergia al latex. En
México no se cuenta con estudios estadisticos que nos permitan estimar la cantidad de
personas que son afectadas por los alérgenos al latex; sin embargo, se ha observado que
la produccién de guantes de latex en México aumenté de 74.1 millones de pares en 1994 a
113.3 millones de pares en 1998 (Reyes-Lopez y Rodriguez-Romero, 2001).

Los principales grupos de riesgo de la alergia al latex incluyen los pacientes con historia de

multiples intervenciones quirdrgicas, destacando aquellos con espina bifida (SB),
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malformaciones urogenitales congénitas severas, entre otras, cuya prevalencia oscila entre
el 10 y 60% (Szépfalusi et al., 1999); los profesionales del area de la salud (Health care
workers, HCW) con una incidencia del 3 al 17%; los trabajadores de la industria del hule,
asi como las personas con antecedentes de atopia y alergia a frutas con un 6 al 11%. En
contraste con los principales grupos de riesgo, los estudios epidemiolégicos demuestran
que la prevalencia en la poblacion general es del 1% destacando la atopia como el factor
individual mas importante en la sensibilizacion.

Durante las ultimas décadas se han tratado de investigar las bases moleculares e
inmunolégicas de la alergenicidad, asi como se ha intentado determinar las estructuras
tridimensionales de algunos alérgenos, lo que permite reconocer las caracteristicas
conformacionales de los sitios de unién a las IgE. Sin embargo, estos estudios estructurales
son muy escasos, incluyendo a los alérgenos del latex de H. Brasiliensis, los cuales
comprenden un conjunto de proteinas con una amplia variabilidad, tanto funcional como
estructural. Por lo tanto, profundizar en estos estudios permitiria sentar las bases para el
desarrollo de mejores métodos de diagndstico y proveer de nuevas herramientas para
emplearse en procesos de inmunoterapia (Rodriguez-Romero, 1991; Rodriguez-Romero et
al., 2013; Martinez-Caballero et al., 2014).
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2 JUSTIFICACION

Los estudios realizados sobre los inhibidores de proteasas presentes en Hevea brasiliensis
se han enfocado principalmente en su caracterizacion funcional frente al dafio mecanico
ocasionado por el ataque de patdgenos e insectos en el arbol. Recientemente se clasifico
una de las isoformas del inhibidor de serin proteasas del latex de H. brasiliensis como
alérgeno, designado como Hev b 15 por el Subcomité de Nomenclatura de la Unidn
Internacional de Sociedades Inmunoldgicas. Las proteinas alergénicas presentes en el latex
de H. brasiliensis se han considerado como un problema de salud publica, debido a que
pueden estar en un nimero importante de productos de uso cotidiano y médico. A la fecha
no hay reportes sobre la alergenicidad y la estructura del inhibidor de proteasas
denominado HPI, el cual presenta alta identidad con la isoforma Hev b 15, recientemente
clasificado como alérgeno y el cual no se ha caracterizado y tampoco se conoce su
estructura tridimensional. Este estudio sentara las bases para el desarrollo de mejores
métodos de diagndstico, asi como su posible utilidad biotecnolégica como inhibidor de

proteasas.
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3 HIPOTESIS

El inhibidor de serin proteasas recombinante rHPI presenta caracteristicas bioquimico-
estructurales similares a otros inhibidores de subtilisina y tripsina, reportados en plantas y
su plegamiento da lugar a epitopos conformacionales reconocidos por IgE’s de pacientes

alérgicos al latex.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Caracterizar estructuralmente y determinar la alergenicidad del inhibidor de serin

proteasas recombinante rHPI, expresado en Escherichia coli.

4.1.1 Objetivos particulares

» Sobre-expresar y purificar al inhibidor de serin proteasas rHPI.
» Determinar la actividad inhibitoria sobre las serin proteasas: subtilisina y tripsina.

» Determinar el tipo de inhibicion que ejerce rHPI mediante cinéticas de inhibicién
usando N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida como sustrato.

» Estimar el contenido de estructura secundaria y determinar su estabilidad térmica
utilizando técnicas de dicroismo circular.

» Evaluar la alergenicidad mediante técnicas de ELISA usando suero de pacientes
alérgicos al latex.

» Intentar la cristalizacion de la proteina.
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5 METODOLOGIA

5.1 Evaluacién de la presencia del inhibidor de serin proteasas mas
abundante en el suero citoplasmético del latex de H. brasiliensis

La presencia de la isoforma mas abundante del inhibidor-alérgeno Hev b 15 en la fraccion
del suero citoplasméatico del latex de H. brasiliensis, se evalué mediante ensayos
colorimétricos de la actividad residual de las serin proteasas tripsinas y subtilisina. La
colecta del latex se realizé en el campo experimental “El Palmar” de Tezonapa, Veracruz a
partir de arboles de la clona RIMMG600. El latex fresco se centrifugd a una velocidad de
35,000 rpm, obteniendo tres fracciones (Figura 1B): a) la superior de aspecto cremoso
corresponde a la fase del hule, b) la fase intermedia translicida o fraccién sérica C que
contiene el citosol de las células laticiferas y es mas rica en proteinas mayoritariamente
hidrosolubles, y ¢) la fraccion basal o sérica B que contiene principalmente los lutoides o
vacuolas (Berthelot et al., 2014). La fraccion sérica C fue sometida a precipitaciones
diferenciales con acetona (CH,(CO)CH, ) de 0-70% y de 70-95%. Se probo y calculo el

porcentaje de inhibiciobn de la tripsina en las fracciones obtenidas de la precipitaciéon
diferencial siguiendo la metodologia reportada por Sritanyarat et al (2006). La reaccion fue
realizada en un volumen final de 600 uL con 100 g de proteina total y se pre-incubé durante
15 minutos a 25°C con 1 ug de proteasa. 2 mg de sustrato Hide powder Remazolbrilliant
Blue (Sigma) fueron adicionados y la reaccion fue incubada a 37°C con agitacion suave
durante 30 minutos. Al final de este periodo los tubos de reaccion fueron centrifugados a
12,000 rpm durante 1 minuto. La liberacion del grupo azo fue seguida en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 600 nm (Rinderknecht et al., 1968).

Debido a los bajos rendimientos obtenidos de proteina soluble en el fraccionamiento
proteico, se sustituy6 a la acetona como agente precipitante por (NH“)ZSO4 obteniendo dos

fracciones de 0-65% y de 65-100%. Para medir la actividad inhibitoria de la subtilisina se
utilizé N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida como sustrato. La reaccion se realiz6 en un
volumen final de 1 mL con 100 pg de proteina total y se pre-incubé con la enzima durante
15 minutos a 25°C. La reaccion se inicié con 0.5 mM de sustrato y se incub6 a 25°C durante
10 minutos. La liberacién del grupo p-nitroanilida se siguié en un espectrofotémetro a una
longitud de 412 nm (Huang et al., 1997).
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Los controles negativos fueron obtenidos similarmente, pero las proteasas fueron
adicionadas inmediatamente antes de medir la absorbancia. Los controles positivos fueron
considerados como el 100% de las absorbancias obtenidas de la actividad de las proteasas
en funcion del tiempo. Los experimentos fueron realizados por triplicado.

A partir de la fraccion obtenida de la precipitacién diferencial con acetona de 70-95% se
intentd aislar al inhibidor mas abundante del suero citoplasmatico. Esta fraccion proteica
fue aplicada a una columna de exclusion molecular (Agilent Bio SEC-3) acoplada a un
sistema de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), siguiendo la metodologia
reportada por Sritanyarat et al (2006). La columna se equilibré6 con amortiguador de Tris-
HCIl 20 mM, NaCl 0.3 M, pH 7.5 y se eluyd con el mismo amortiguador a un flujo de 1
mL/min. La fraccién que contiene al inhibidor fue analizada por espectrometria de masas
MALDI-TOF. La muestra se prepar6 a una concentracion de 0.3 mg/mL, utilizando como
matriz acido sinapinico en 30% acetonitrilo/70% agua/0.1% acido trifluoroacético (TFA). Los
controles utilizados para calibrar el equipo son melitina (2849 Da), citocromo C (13 000 Da)
y mioglobina (17 183 Da).

5.2 Clonacién y sobreexpresion de rHPI

La region codificante correspondiente al inhibidor de serin proteasas rHPI se sintetizé a
partir de la secuencia depositada en la base de datos del Gen Bank (No. Acceso
DQ306763.1) y se clond al vector de sobreexpresion pET28a entre los sitios de clonacion
Ndel-Hindlll (GenScript). La construccion HPI_pET28a_His6 se utilizé para transformar
células competentes de E. coli Rosseta p:cam' y asi expresar la proteina recombinante de
interés (estas células presentan caracteristicas que son compatibles con el sistema de
expresion pET28a, Figura 3y 4). Una vez transformadas las células competentes de E. coli
Rosseta p:cam’ se realizé la cinética de sobreexpresion en cultivos pequefios con la
finalidad de encontrar el tiempo de mayor expresion de proteina soluble de rHPI-Hiss. El
ensayo se realizo empleando medio LB con kanamicina (Kan) y cloranfenicol (Cam) como
antibioticos de seleccién, se inoculé a una D.O 600,,m,=0.05y se incubd a 37°C con agitacion
(200 rpm) hasta alcanzar una D.O 600,n,= 0.6. Posteriormente se indujo la expresién con
IPTG 0.5 mM, y se incub6 a 37°C durante 10 horas, tomando alicuotas de 2 mL cada 2
horas. Las células fueron centrifugadas y lisadas por ultrasonicacion y la fraccion soluble

fue analizada por electroforesis en gel SDS-PAGE al 15%.
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Figura 3. Sitio de clonacién del vector de expresion pET28a. La secuencia codificante correspondiente al
inhibidor de serin proteasas HPI fue clonada entre los sitios Ndel y Hindlll, respectivamente (recuadro verde).
Localizados entre el promotor T7 y el terminador T7. Este vector permite la fusién de una etiqueta de Hiss en el
extremo amino terminal de rHPI (recuadro en negro), la cual se localiza rio arriba del sitio de clonacion Ndel.
En rojo se marca la region que codifica la secuencia especifica de corte de la proteasa TEV, localizada entre la
etiqueta Hise y el sitio de clonacién Ndel. Imagen tomada y modificada de Novagen.

Figura 4. Sistema de expresion pET-28a en células de E. coli Rosseta p:cam'. Esta cepa contiene una copia
cromosémica del gen de la RNA polimerasa del fago T7. Este gen se encuentra bajo el control del promotor
LacUV5, que a su vez es inducido por IPTG. Imagen tomada de Novagen.
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5.3 Purificacién de rHPI

La purificacion de rHPI-Hise se realizo en tres pasos de acuerdo a las caracteristicas de la
proteina. Las células obtenidas en el mejor tiempo de expresion de proteina soluble fueron
centrifugadas durante 40 minutos a 14,000 rpm. El botén celular fue resuspendido en
amortiguador de lisis (NaH2PO4 20 mM, PMSF 1mM, DTT 2 mM, pH 8) y el producto de la
lisis fue centrifugado. El extracto crudo se fraccioné usando una columna de afinidad a Ni%*
His Trap (Invitrogen). La proteina se eluy6 con un gradiente de imidazol de 20 a 500 mM.
Las fracciones obtenidas de la purificacion fueron analizadas por electroforesis en gel SDS-
PAGE al 15%. Posteriormente se llevd a cabo la protedlisis de rHPI con la proteasa del
virus del grabado del tabaco (TEV por sus siglas en inglés Tobacco Etch Virus) para
remover la etiqueta de fusion Hiss de su extremo N-terminal. La TEV fue incubada con la
proteina recombinante a 20°C durante 24 horas con amortiguador NaH,PO4 20 mM, pH 8.
El producto de la digestion nuevamente fue aplicado a la columna de afinidad a Ni?* para
su purificacion. Cabe resaltar que la TEV también presenta una etiqueta Hiss en su extremo
N-terminal que permite removerla durante este paso de purificacion.

Finalmente, la proteina rHPI fue sometida a un paso extra de purificacion usando una
columna de intercambio anionico Mono Q (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA); la
columna se equilibré con amortiguador de NaH>PO4 20 mM, pH 8 y la elucion se realizé con
un gradiente de 0-1 M de NaCl en el mismo amortiguador. Las fracciones obtenidas de la
purificacion fueron analizadas por electroforesis en gel SDS-PAGE al 15% vy por
espectrometria de masas MALDI-TOF. La concentracién de proteina se determin6 usando

el coeficiente tedrico de extincion molar y midiendo la absorbancia a 280 nm.

5.4 Espectrometria de masas

La masa molecular de rHPI se determind por espectrometria de masas MALDI-TOF (Matriz
Assisted Laser Desorption/ lonization-time of flight). La proteina se preparé a una
concentracién de 1 mg/mL, utilizando como matriz acido sinapinico en 30% acetonitrilo/
70% agua/ 0.1% TFA. Los espectros de masas fueron adquiridos con un equipo Microflex
Bruker Daltonics. Los controles utilizados para calibrar el equipo son proteinas estandar
que poseen una masa por arriba y una por debajo de la esperada (melitina (2849 Da),
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citocromo C (13000 Da) y mioglobina (17183 Da)). El valor te6rico de masa molecular fue

calculado en el servidor ExXPASy ProtParam tool.

5.5 Caracterizacion
5.5.1 Espectro de dicroismo circular

Este método de absorcién electrénica provee informacion acerca de la estructura
secundaria de las proteinas frente a los distintos cambios en el ambiente, cuando el
experimento se lleva a cabo en un intervalo de 260 a 185 nm (ultravioleta lejano). Los
espectros de dicroismo en esta region se deben principalmente a los enlaces peptidicos
que unen los residuos de los aminoacidos entre si (Berova et al., 2000). En este trabajo, el
analisis por dicroismo circular se llevé a cabo en un espectropolarimetro J-720 (Jasco Inc.,
USA) obteniendo los espectros desde 190 hasta 260 nm a 20°C utilizando una velocidad
de barrido de 20 nm/min en una celda de cuarzo de 0.1 nm de longitud de paso de luz. La
proteina se dializ6 contra amortiguador NaH;POs 20 mM, pH 8 y se empled una
concentracion de 0.22 mg/mL. Cada muestra se analizé por triplicado. A los valores

obtenidos en miligrados se les restd la sefial del amortiguador correspondiente (blanco).
Los espectros fueron expresados como elipticidad molar ([0]) en grado cm? dmolt. El

procesamiento de los datos se realizé con el software Dicroweb que utiliza un método de
deconvolucion de datos basado en redes neurales que aplican el algoritmo de propagacion

inversa (Dalmas et al., 1994).

5.5.2 Fluorometria diferencial de barrido (DSF) o ensayos de termofluorescencia

Este método se basa en el andlisis y comparacion de la estabilidad térmica de una proteina
que se encuentra en distintos ambientes (pH, sales, metales, amortiguadores, etc.) por
medio de la determinacion del valor de Tm o temperatura de fusién (°C). Se utiliza una
sonda solvatocromica denominada SYPRO Orange la cual se une a zonas hidrofébicas de
la proteina que se van exponiendo debido a la desnaturalizacion térmica. De esta forma, se
emite una sefial de fluorescencia que se incrementa a medida que la proteina se despliega

o desnaturaliza (Boivin et al., 2013).
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En este trabajo se evalué el efecto del pH (intervalo de pH 2-11) en la estabilidad de rHPI
utilizando el kit Wizard pH buffer con 45 condiciones (Rigaku Reagent Inc, USA) que
consiste en varias sales amortiguadoras a diversos valores de pH. Inicialmente se mezclo
la solucién de proteina con SYPRO Orange en una relacion 1000:1 (v/v) y se incubd con
agitacion suave durante 30 min. Cada ensayo se realiz6 colocando 10 pL de la solucién de
proteina + 10 pL de solucién de cada condicién de pH en una microplaca de 96 pozos
sellada con un film épticamente inerte. La placa fue centrifugada a 500 x g durante 2 minutos
para eliminar las burbujas. La sefial de fluorescencia emitida por la sonda (A excitacion=490
nm y A emision= 575 nm) fue registrada en un instrumento de RT-PCR (Life Technologies,
USA) en el que se programa un barrido de temperatura de 25-95°C de forma continua.
Después de obtener el fluorograma de la sefial de fluorescencia cruda en funcién de la
temperatura para cada condicion, se determiné el intervalo de temperatura en el que ocurre
la transicion del estado nativo al desnaturalizado, el cual se caracteriza por presentar una
forma sigmoidal, con un punto de inflexiéon. La sefal de fluorescencia se determiné
empleando el programa StepOne v2.3 (Life Technologies, USA) y posteriormente los datos
fueron normalizados y graficados, obteniendo el punto de inflexion qué corresponde al valor
de Tm (°C).

5.5.3 Cinética de inhibicion

La actividad de rHPI sobre proteasas serinicas fue ensayada midiendo la inhibicién de la
subtilisina A al actuar sobre el sustrato N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida (SAAPF
pNA) a 25°C. Para este fin se midi6 la liberacion del grupo p-nitroanilida del sustrato en
funcion del tiempo a 412 nm en un lector de placa (Pekkarinen et al., 2002). Se emplearon
concentraciones fijas de rHPI (0.007 — 0.1 puM) y se pre-incubaron con una concentracion
fija de la enzima (7 nM) en un volumen final de 250 pL en amortiguador de NaH2PO4 20
mM, pH 8, durante 20 minutos a 25°C. Para iniciar la reaccion de protedlisis, se adicion6
solucion de sustrato variando las concentraciones (0.1-0.5 mM) y la mezcla de reaccion se
incubd durante 25 min a 25°C. La liberacion del grupo nitroanilida se midié a 412 nm cada
50 segundos. Los datos obtenidos en presencia de concentraciones fijas diferentes del
inhibidor rHPI se graficaron empleando el diagrama de Lineweaver-Burk (dobles reciprocos
1/Vo vs 1/[S]) y se determinaron los parametros cinéticos Km Y Vmax. Para la determinacion

de la K; se utilizé el grafico secundario de Dixon (1/v vs [I]). Los controles negativos fueron
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obtenidos similarmente pero sin la adicion de la proteasa, evaluando la protedlisis

espontanea. Los experimentos fueron realizados por triplicado.

5.5.4 Reconocimiento de rHPI por anticuerpos tipo IgE

El reconocimiento del inhibidor de serin proteasas rHPI por anticuerpos tipo IgE de suero
de individuos alérgicos a hule y a alimentos se realiz6 mediante ensayos de ELISA. Los
pozos de las placas se sensibilizaron con 50 pyL de rHPI a una concentracién de 10 pg/mL
durante 24 horas a 4°C. Las placas se lavaron con una solucion de Tween-20 0.05% (v/v)
en amortiguador PBS. Posteriormente se incubd con una solucién bloqueadora conteniendo
albumina sérica bovina (BSA) 1% en PBS por 2.5 horas a 37°C. Todos los sueros de
pacientes se prepararon en una dilucién 1:5 en PBS, se agregaron 50 uL de la dilucién a
cada pozo y se incubd a 4°C durante toda la noche. Se utilizé un anticuerpo secundario
producido en raton, que reconoce especificamente a la cadena ¢ de las IgE’s de humano,
el cual se encuentra unido a la peroxidasa de rabano (HRP) (Invitrogen, CA, EUA). Este se
preparé en una dilucion 1:500 en amortiguador PBS conteniendo Tween-20 0.05% y BSA
1%, adicionando a cada pozo 50 uL de la dilucion e incubando la placa por 2 hrs a 37°C.
Para producir la reaccion colorimétrica se adicionaron 50 yL de é&cido 2,2 -azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS) a cada pozo y tras 20 min a temperatura ambiente se
ley6 la placa a 405 nm en un lector de placas (BioTek, VT, EUA). Los valores de
absorbancia (Absss) de todas las muestras representan el promedio de tres
determinaciones. El criterio para determinar si una reaccion es positiva fue cuando la Absaos
era mayor a la del suero control mas de tres veces la desviacién estandar. El control
negativo fue obtenido similarmente, pero sustituyendo la adicién del suero con amortiguador
PBS. La donacién de los sueros de los pacientes alérgicos al latex fue llevada a cabo
siguiendo los protocolos aprobados por el comité de ética del Instituto Nacional de Pediatria

de la Ciudad de México.
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5.5.5 Ciristalizacion de rHPI

Los ensayos para encontrar las condiciones de cristalizaciéon de rHPI se realizaron
empleando los kits comerciales: Crystal Screen | y Il, y additive screen de Hampton
Research (98 condiciones diferentes). Los ensayos iniciales se realizaron por el método de
difusién en fase de vapor en la modalidad de gota colgante, a 18°C en placas VDX de 24
pozos, utilizando 2 uL de proteina a una concentracion de 15 mg/mL y 2 pL de solucién

precipitante. Las gotas fueron equilibradas con 400 L de solucién madre en el pocillo.
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6 RESULTADOS

6.1 Evaluacion de la presencia del inhibidor de serin proteasas méas
abundante en el suero citoplasmaético del latex de H. brasiliensis

La presencia del inhibidor de serin proteasas mas abundante en el suero C del latex de H.
brasiliensis se confirmé mediante ensayos de inhibicién colorimétricos. Para realizar dichos
ensayos se emplearon las enzimas tripsina y subtilisina, y como sustratos Hide Powder
Azure y N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida, respectivamente. La absorbancia
obtenida de la actividad proteolitica de dichas enzimas fue considerada como el 100% de
actividad y el porcentaje de inhibicién se determiné midiendo las absorbancias residuales,
respecto al control. La actividad inhibitoria sobre la subtilisina A fue del 50% y se encontrd
en el precipitado de (NH4).SO. al 65% de saturacion; mientras que la actividad de tripsina
fue inhibida en un 30% en la fraccion del 70-95% de saturacion con acetona. Estos
resultados concuerdan con el Unico reporte sobre la caracterizacién bioquimica del inhibidor
de serin proteasas HPI (Sritanyarat et al., 2006), isoforma del inhibidor-alérgeno Hev b 15.
Estos autores determinaron que HPI inhibia fuertemente a la subtilisina A, mientras que la
tripsina era inhibida débilmente. Con base en estos resultados se eligié a la subtilisina A
para realizar los posteriores ensayos de inhibicion.

La fraccibn de 70-95% obtenida con acetona se aplicé a una columna de exclusion
molecular y el perfil de elucién se muestra en la Figura 5, donde se observan 3 fracciones
que absorben a 280 nm, con diferentes tiempos de elucidn. Las fracciones obtenidas fueron
analizadas por espectrometria de masas MALDI-TOF. Cabe resaltar que de las 3 fracciones
analizadas Unicamente se obtuvo el espectro de la fraccion 2. Esto debido a las bajas
concentraciones de proteina obtenida en las diferentes fracciones, ya que, mientras mas
grande es la proteina se requiere mayor concentracion para poder obtener su espectro.

En la Figura 6 se muestra el espectro de masas de la fraccién 2, observando que la columna
de exclusion molecular no separd la mezcla de proteinas, ya que se observan masas
moleculares similares, razén por la cual estas proteinas eluyeron en tiempos semejantes.
A pesar de esto, se logra apreciar un pico con una masa de 7.76 kDa, la cual podria
corresponder con la isoforma de interés (7.75 kDa) de las 3 reportadas por Sritanyarat et al
(2006). Estos autores identificaron 3 isoformas que presentan la misma secuencia de
aminoacidos, sin embargo exhiben diferentes masas moleculares (14.8 kDa, 7.75 kDa y

7.56 kDa), lo que sugeria la presencia de modificaciones post-traduccionales ocurridas
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durante la colecta del latex. La proteina con masa de 14.8 kDa corresponde a la estructura
dimérica, considerando que el monémero presenta una masa de 7.44 kDa. En las otras dos
isoformas se identificaron 2 aductos. En la proteina de 7.75 kDa el aducto corresponde a

un glutation, mientras que en la 7.56 kDa el aducto (119 Da) no fue identificado.

m.ALl 5.§
600 T
500
4004

a 5 min

Figura 5. Perfil de elucién de HPl en una columna de exclusion molecular (Agilent Bio SEC-3). La columna
se equilibr6 con amortiguador NaH2PO4 20 mM, NaCl 0.3 M, pH 8. La cromatografia se realizé a un flujo de
ImL/min. La fraccién 2 (flecha roja) fue anélizada por espectrometria de masas.

29

——
| —



Figura 6. Espectro de masas MALDI-TOF de HPI. Espectro obtenido a partir de la fraccién 2 marcada con
una flecha en la Figura 5. Se observa un pico de 7.76 KDa, el cual podria corresponder a una de las isoformas
del inhibidor HPI reportadas por Sritanyarat et al (2006).

A la fecha no hay reportes sobre la alergenicidad y la estructura del inhibidor de serin
proteasas denominado HPI (No de acceso Q6XNP7.2), el cual presenta 77% de identidad
con la isoforma Hev b 15 recientemente clasificada como inhibidor-alérgeno (No de acceso
CCW27997), el cual no se ha caracterizado ni determinado su estructura tridimensional.
Debido a la alta identidad y a que ambos inhibidores difieren en 16 aminoacidos, de los
cuales 7 son cambios conservados (Figura 7), nos permite sugerir que ambas proteinas
comparten caracteristicas bioquimico-estructurales, asi como su alergenicidad. Por lo cual
se decidio trabajar con la isoforma HPI pero de forma recombinante, debido a los bajos
rendimientos de proteina soluble obtenidos de la purificacion a partir del suero C del latex
de H. brasiliensis.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/124007196?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=BVXDM6EV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CCW27997
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CCW27997

Hevb151MASQCPVKDAWPELIEGTNGD IAAG I IETENANVKATVEKKGSPMTMEYNLCRVLVFVDPNRVVTQAPAIG 70

HPI IMASQCPVKNSWPELVGTNGD IAAGT 1QTENANVKATVVKEGLPETQDLNFNRVRVFVDENRVVTQVPAIG 70

Figura 7. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los inhibidores de proteasas Hev b 15y HPI
empleando el servidor Blast NCBI. En verde se resaltan los aminoacidos conservados y en amarillo los
aminoacidos no conservados.

Para clonar y caracterizar al inhibidor de serin proteasas rHPI, se amplific6 su region
codificante correspondiente a partir de cDNA. La secuencia amplificada se mandé a
secuenciar para corroborar la fidelidad y se realizé un alineamiento multiple empleando el
servidor NCBI blast, donde se observo 98% de identidad con la secuencia nucleotidica
reportada para la isoforma HPI (No de acceso DQ306763.1). Esta secuencia ya habia sido
identificada en el transcriptoma de H. brasiliensis por Han et al, 2000 y Ko et al, 2003. Sin
embargo, en la region amplificada se detecto la insercion de una secuencia de 105 bases
dentro de la region codificante. Esto posiblemente fue consecuencia del tamafio pequefio
los oligonucleétidos empleados, ya que entre mas pequefios sean (menos de 20
nucleétidos) se incrementa la probabilidad de que algun gen distinto al de interés tenga una
secuencia idéntica y con esto la amplificacion de fragmentos no deseados.

Debido a interferencia de la region codificante por la insercion de las 105 bases
nucleotidicas, se decidi6 sintetizar la secuencia codificante correspondiente a esta

isoforma.

6.2 Clonacién y sobre-expresion de rHPI

Con la finalidad de caracterizar al inhibidor rHPI, la secuencia codificante sintetizada se
clon6 y sobre-expresé en el vector de expresion pET28a. Para evaluar el rendimiento y
solubilidad de rHPI, se realiz6 la cinética de expresion. La fraccidén soluble de las células E.
coli Rosseta p lisadas fue analizada por electroforesis en gel SDS-PAGE al 15% (Figura 8)
donde se observa que la expresion de la proteina recombinante result6 eficiente desde las
dos primeras horas de induccién. Dado que no existian diferencias significativas en el nivel
de expresién de proteina soluble respecto al tiempo, se decidié inducir la proteina

recombinante durante 2 horas, evitando el incremento en la expresion de proteinas
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/83727979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=BEPZ1D54013

enddgenas. El peso molecular de rHPI_Hiss concuerda con el valor teérico calculado (9.58
kDa).

Figura 8. Expresion de rHPI_Hiss. Gel SDS-PAGE al 15%. Carril MW. Marcador de masa molecular, Carril 0.
Fraccion proteica soluble antes de la induccién, Carril 2. Fraccidn proteica soluble obtenida después de 2 horas
de induccidn, Carril 4. 4 horas de induccidn, Carril 6. 6 horas de induccion, Carril 8. 8 horas de induccion, Carril
10. 10 horas de induccion. La masa obtenida corresponde al valor tedrico esperado de 9.58 kDa (indicado por
la flecha roja).

6.3 Purificacién de rHPI

Las células obtenidas con el mejor tiempo de sobre-expresién de proteina soluble, fueron
lisadas y rHPI se separé usando una columna de afinidad a Ni?*. El perfil de elucion se
muestra en la Figura 9, donde se observa un pico mayoritario con absorcion a 280 nm entre
las fracciones 4-12. Estas fracciones fueron analizadas en una electroforesis SDS-PAGE al
15% (Figura 10), observando que los carriles 1-9 presentan un banda mayoritaria localizada
debajo del marcador de masa molecular de 14.4 kDa, correspondiendo a la masa tedérica
esperada (9.58 kDa).
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Figura 9. Purificacion de rHPI_Hiss por cromatografia de afinidad a Ni?*. Perfil de elucién de rHPI_Hise
(Iinea azul) usando un gradiente de 20-500 mM de imidazol (linea verde). Amortiguador NaH2PO4 20 mM,
imidazol 20 mM, pH 8. Flujo 1 mL/min. Las barras sobre el perfil de elucién indican el nimero de fraccién eluida
(T1-T25).

ﬁ

Figura 10. Fracciones eluidas de rHPI_Hiss de la columna de afinidad a Ni?* con un gradiente de Imidazol
de 20-500 mM. Carril MW. Marcador de masa molecular, Carril 1. Fraccién 4, Carril 2. Fraccién 5. Carril 3.
Fraccion 6, Carril 4. Fraccion 7, Carril 5. Fraccién 8, Carril 6. Fraccion 9, Carril 7. Fraccion 10, Carril 8. Fraccion
11, Carril 9. Fraccion 12.
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Estas fracciones se juntaron para posteriormente escindir la etiqueta de Hiss. El producto
de la digestion de rHPI con la proteasa TEV fue aplicado a una columna de afinidad a Ni?*
para su purificacion y posteriormente analizado por electroforesis SDS-PAGE al 15%, como
se muestra en la Figura 11, donde se observa que se logré remover una gran cantidad de

proteinas; sin embargo, aun se observan algunas bandas contaminantes.

<

Figura 11. Producto del corte de la etiqueta de Hise de rHPI con TEV. Carril MW. Marcador de masa
molecular, Carril 2. rHPI escindida, Carril 3. Muestra obtenida de la columna Ni?* después de la incubacion con
TEV. Masa teérica esperada antes del corte 9.58 kDa (flecha verde), masa teérica después del corte 7.74 kDa
(flecha roja).

Como ultimo paso de purificacién se utilizé la cromatografia de intercambio anionico. El
perfil de elucién se muestra en la Figura 12, observandose tres picos de absorcién a 280
nm entre las fracciones 7-12. Las fracciones obtenidas de la purificacién fueron analizadas
por electroforesis SDS-PAGE al 15% (Figura 13), observando que rHPI se encuentra en la
fraccion que no se une a la resina, mientras que los contaminantes fueron totalmente
removidos con el gradiente de 0-1M de NacCl. Este paso de purificacion fue de utilidad para

remover una gran cantidad de proteinas contaminantes.
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Figura 12. Purificacion de rHPI por cromatografia de Intercambio aniénico. Perfil de elucién de rHPI (linea
azul) con un gradiente de 0-1M de NacCl (linea verde). Amortiguador NaH2PO4 20 mM, pH 8. Flujo 1 mL/min. La
flecha verde indica la fraccién que no interacciona con la resina de la columna MonoQ en donde se encuentra
rHPI. Las barras sobre el perfil de elucién indican el nimero de fraccion eluida (T1-T30).

Figura 13. Purificacion de rHPI por cromatografia de Intercambio Anidnico. Gel SDS-PAGE que muestra
las fracciones eluidas de la columna MonoQ con un gradiente de 0-1 M de NaCl. Carriles: 1) Marcador, 2)
Proteina que no interacciond con la resina MonoQ, 3) Fraccioén 7, 4) Fraccién 8, 5) Fraccién 9, 6) Fraccién 10,

7) Fraccion 11, 8) Fraccion 12.
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6.4 Espectrometria de masas

El inhibidor rHPI que no se unidé a la columna de intercambio i6nico fue analizado por
espectrometria de masas MALDI-TOF para confirmar su masa molecular. Como se observa
en la Figura 14, el pico mayoritario muestra una masa de 7.73 kDa, valor que corresponde
a la masa tedrica esperada (7.74 kDa). Ademas, se observa un segundo pico de 15.47 kDa

el cual corresponde al dimero de rHPI.

Figura 14. Espectro de masas MALDI-TOF de rHPI. Se observa un pico mayoritario con una masa de 7.73
kDa, valor que coincide con la masa tedrica esperada de 7.74 kDa.
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6.5 Caracterizacion

6.5.1 Espectro de Dicroismo Circular

Para determinar el contenido de estructura secundaria y la estabilidad térmica del inhibidor
rHPI, se obtuvieron los espectros de dicroismo circular en la regién del UV-lejano antes y
después de evaluar el efecto de la temperatura, con el objetivo de conocer los posibles
cambios conformacionales. Para determinar el contenido de estructura secundaria, los
espectros en el UV-lejano fueron analizados con el programa de deconvoluciéon de
Hennessey-Johnson. En la Figura 15A se muestra el espectro de rHPI, que de acuerdo con
el algoritmo antes mencionado, presenta un plegamiento a+f plegada ( —— en verde).

Por otro lado, en la figura 15B se observa el efecto que tiene la temperatura en la
conformacion de rHPI. En rojo se muestra el efecto del incremento en la temperatura de 20-
90°C. Los graficos fueron obtenidos a una longitud de onda de 206 nm, ya que a dicha
longitud de onda se obtuvo la maxima sefial en el espectro, con una velocidad de 1 nm/min,
observando que el inhibidor no se desnaturaliza en este intervalo de temperatura, al no
detectar ninguna zona de transicion. En azul se muestra el efecto de enfriamiento de 90 a
20°C, observando que el inhibidor no presenta cambios conformacionales al sobreponerse
con la sefal obtenida de 20-90°C, indicando que el proceso es reversible. Finalmente, en
la figura 15A ( ——en azul) se presenta el espectro de rHPI (UV lejano) después del barrido
de temperatura, observando un ligero corrimiento de sefiales respecto al espectro obtenido
antes de ser sometido al barrido de temperatura; sin embargo, de acuerdo con el analisis
obtenido con el algoritmo anteriormente mencionado, la proteina sigue presentando un
plegamiento a+fB. Con estos resultados se determina que rHPI es extremadamente

resistente a la desnaturalizacion, en las condiciones de ensayo.
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Figura 15. Espectro de Dicroismo circular de rHPI. A) Espectro de DC de rHPI de 190-260 nm antes y
después de evaluar el efecto de la temperatura. B) Estabilidad térmica por DC empleando un barrido de
temperatura de 20-90°C y de 90-20°C a una longitud de onda de 206 nm. Se emple6 una concentracion de 0.22
mg/mL en amortiguador NaH2PO4 20 mM, pH 8.
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6.5.2 Fluorometria diferencial de barrido (DSF) o ensayos de termofluorescencia

Los resultados de estabilidad térmica obtenidos por DC fueron confirmados mediante
ensayos de termofluorescencia diferencial de barrido, analizando el efecto de la variacién
de pH (2-11) bajo un gradiente de temperatura continua de 25 a 95°C. Las sefiales de
fluorescencia obtenidas fueron normalizadas y graficadas, obteniendo el punto de inflexién
que corresponde al valor de Tm (°C). Como se observa en la Figura 16, las soluciones
amortiguadoras de pH acido (intervalo de 4.2 a 5.6) evitaron la agregacién de rHPI, lo cual
se traduce en trazas bien definidas, alcanzando una Tm de 59°C a un pH de 5.6. A valores
de pH mayores de 5.6 no se obtiene sefial de fluorescencia, lo que indica que la proteina
es muy estable en esas condiciones. Esto se concluye debido a que la sonda
solvatocrémica denominada SYPRO Orange, empleada en el ensayo, se une a zonas
hidrofébicas expuestas de la proteina debido a la desnaturalizacion térmica, emitiendo una
sefial fluorescente que se incrementa con la desnaturalizacion. Por lo que, al no obtener
una sefial de fluorescencia por arriba de pH 5.6 se sugiere que rHPI no se desnaturaliza en
éstas condiciones. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por DC, observando que
la estabilidad de rHPI resulté ser dependiente del pH, siendo extremadamente estable en

el intervalo de pH 5.8 a 11.

Efecto del pH en la estabilidad

—eo—pH4.2
—e—pH4.4
pH 4.6
pH 4.8
pH 5.0
—e—pH5.2

Fraccién desnaturalizada
o
(2]

—e—pH54

—e—pH5.6
0

40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64

Temperatura (°C)

Figura 16. Efecto del pH en la estabilidad térmica de rHPI por fluorometria diferencial de barrido.
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6.5.3 Cinética de inhibicién de la subtilisina A Carlsberg

Se determinaron los parametros cinéticos Km, Vmax de la subtilisina A Carlsberg, asi como
el valor de K; cuando se usé el inhibidor rHPI. Los datos obtenidos en presencia de
concentraciones fijas diferentes del inhibidor rHPI se graficaron empleando el diagrama de
Lineweaver-Burk (dobles reciprocos 1/V, vs 1/[S]) y se determinaron los parametros
cinéticos. Como se puede observar en la Figura 17, la pendiente se incrementa a medida
que aumenta la concentracion del inhibidor. Las rectas se mueven en contra de las
manecillas del reloj, a partir del punto de interseccion (1/Vmax €n el eje 1/V,), con respecto
a la recta control. El trazado limite sera una linea vertical en el eje 1/V,, debido a que la
velocidad inicial puede ser llevada a cero por la presencia de una concentracién saturante
de inhibidor. A medida que [l] aumenta, los interceptos en el eje 1/[s] se mueve mas cerca
del origen, es decir continuamente aumenta. En la Tabla 4 se muestran los valores de
Vmaxapp Y Kmapp. EStos datos sugieren que el inhibidor rHPI podria tratarse de un inhibidor de
tipo No competitivo, caracterizado por afectar solo el valor de Vmax, Sin provocar alteracion
en la Ky. El inhibidor No competitivo es aquél que puede unirse a la molécula de enzima y
producir un complejo inactivo, independientemente de que la molécula de sustrato se haya
unido o no a la enzima. El inhibidor, por lo tanto, debe unirse a un sitio diferente del sitio de
unién del sustrato. Es posible que el inhibidor distorsione lo suficiente a la enzima como
para prevenir la conformacion adecuada del centro catalitico, de modo que ESI es un
complejo no productivo.

Es decir, a cualquier concentracién de inhibidor, una concentracion infinitamente grande de
sustrato no puede desplazar toda la enzima a la forma productiva ES. A cualquier [I], una
parte de la enzima se quedara como complejo no productivo, ESI. Por lo tanto, podemos
predecir que la Vmax €n presencia del inhibidor No competitivo, serd menor que el valor de
Vmax Observada en ausencia del inhibidor. El valor de K, no se alterara por la presencia de
un inhibidor No competitivo, debido que a cualquier concentracion de inhibidor las formas

enzimaticas que pueden combinarse con S (E y El) presentan igual afinidad por S.
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Figura 17. Gréfico de dobles reciprocos de Lineweaver-Burk para un inhibidor de tipo No competitivo.
Datos obtenidos a una concentracion de enzima (7 nM), variando las concentraciones del sustrato (0.1-0.5 mM),
en presencia de diferentes concentraciones del inhibidor (rHPI 0-0.1 pmol/mL), amortiguador de NaH2POa, pH
8, los datos obtenidos se graficaron empleando el diagrama de Lineweaver-Burk (dobles reciprocos 1/Vo vs
1/[S)).

Tabla 4. Parametros cinéticos obtenidos de los ensayos de inhibicién de la Subtilisina Carlsberg con
rHPI, mediante el método de dobles reciprocos de Lineweaver-Burk.

Muestra Kmapp Vmaxapp
10°M nmol*min *mL"

Subtilisina A 0.16 XXX
Carlsberg
(Huang et al.,
1997)
Subtilisina A 1.5 41.7
Carlsberg
0.007 uM HPI 3.1 39.7
0.02 uM HPI 1.9 9.4
0.05 uM HPI 2.7 8.5
0.1 uM HPI 0.9 0.69
(Datos

obtenidos en
este trabajo)

Substrato: N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida (Suc-AAPF-pNA)
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Para determinar el valor de K;, se emple6 el grafico secundario de Dixon, cuyos datos
provienen de los datos primarios de V, vs [S] a distintas [I]. Se grafico 1/V, vs la
concentracion del inhibidor [I] a diferentes concentraciones de [S]. La inhibicion No
competitiva presenta cruzamiento de rectas sobre el eje x determinando un valor de K; de

1.09*10° M, tal como se observa en la Figura 18.

Figura 18. Representacion gréfica secundaria para un inhibidor de tipo No competitivo.

6.5.4 Reconocimiento de rHPI por anticuerpos tipo IgE

Para comparar las diferencias en el reconocimiento de IgE por rHPI se utiliz6 la técnica de
ELISA. Para este experimento se utilizé un grupo de pacientes alérgicos a latex y a maiz.
Si bien es cierto que las plantas son una de las principales fuentes de alérgenos, los cuales
han sido identificados y caracterizados principalmente como proteinas involucradas en el
sistema de defensa (PRP), almacenamiento, 0 como proteinas metabdlicas o estructurales
de frutas, legumbres, semillas, pdlenes, etc., los inhibidores de proteasas, al ser proteinas
ubicuas, podrian estar jugando un papel importante en el sindrome de reactividad cruzada

latex-alimentos.
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Como se aprecia en la Figura 19, los grupos de pacientes mostraron diferencias
significativas en el reconocimiento de rHPI. De los 24 sueros probados del grupo de
pacientes alérgicos a maiz (Figura 19A) todos tuvieron reconocimiento por rHPI, mientras
que de los 32 sueros del grupo de pacientes alérgicos al latex Unicamente hubo
reconocimiento significativo en el suero de un paciente (Figura 19B).

Por lo tanto, podriamos sugerir que aunque rHPI no juega un papel crucial en la reaccion
alérgica mediada por IgE’s en pacientes alérgicos al latex, si podria ser considerado un
factor determinante en la respuesta alérgica en pacientes alérgicos a alimentos por
reactividad cruzada. De acuerdo con Malo y Chan-Yeung., (2009), la respuesta alérgica
mediada por IgE’s en presencia de proteinas de cereales es relativamente frecuente y
pueden ser provocada por la exposicién a través de diferentes rutas, y afectar a varias
poblaciones y grupos de edad en todo el mundo. Aunque el trigo es el cereal mas
comunmente involucrado, otros como el centeno, la cebada, el arroz, la avena y el maiz,
también juegan un papel en la alergia.

En el 2008, Constantin y colaboradores identificaron a un inhibidor de serin proteasas como
un nuevo alérgeno en el asma ocupacional del panadero. El alérgeno es una proteina de
9.9 kDa, el cual usualmente forma tetrameros (40 kDa) y es un nuevo miembro de la familia
de inhibidores tipo | de papa. Esta proteina probablemente se encuentra involucrada en la
defensa de la planta y pertenece a la familia de proteinas relacionadas a la patogénesis
PR-6 (Salcedo et al., 2011).

Los resultados preliminares obtenidos en este trabajo nos permiten sugerir que rHPI (Hev

b 15) es un alérgeno importante en el sindrome de reactividad cruzada latex-alimentos.
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Figura 19.Experimentos de ELISA con HPI. A) Suero de pacientes alérgicos a maiz. B) Suero de pacientes
alérgicos a latex. La linea horizontal en rojo indica el criterio de reaccion positiva, el cual representa tres veces
la desviacion estandar del control.
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6.5.5 Ciristalizacion de rHPI

Los ensayos para encontrar las condiciones de cristalizaciéon de rHPI se realizaron
empleando los kits comerciales: Crystal Screen |y Il de Hampton Research (98 condiciones
diferentes). Los ensayos se realizaron por el método de difusion de fase de vapor en la
modalidad de gota colgante, a 18°C.

Se obtuvieron cristales después de dos dias de incubacion a 18°C con una concentracion
de 15 mg/mL de proteina mezclando 2 uL de la proteina con 2 yL de solucién precipitante
(proporcién 1:1 volumen) y equilibrando con 400 pL de soluciéon madre, en la condicion de
acetato de magnesio 0.2 M, cacodilato de sodio 0.1 M, pH 6.5, 20 % w/v PEG 8000 (Figura
20).

Figura 20. Cristales de rHPI.

Para evaluar la calidad de los cristales, éstos se crioprotegieron con glicerol al 30% y se
montaron en el difractdmetro de anodo rotorioRigaku MicroMax 007 HF con un detector
Pilatus DECTRIS 3R 200K-A.

En la Figura 21 se muestra una imagen de difraccion de 10 segundos, que permite apreciar
que los cristales son de proteina, que difractan a 2.04 Angstroms de resolucion; sin
embargo, son maclas (agrupacion simétrica de cristales idénticos), por lo que se continuara

con la optimizacién de los mismos.
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Figura 21. Patron de difraccién de los cristales de rHPI. Este patron de difraccion demuestra que los
cristales obtenidos estan constituidos por moléculas proteicas.
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7 DISCUSION

Las plantas tienen mecanismos de defensa complejos y eficientes para combatir peligros
potenciales en el ambiente. Uno de los procesos bioquimicos frecuentes en estos
mecanismos es la activacion transcripcional de genes que codifican proteinas relacionadas
a la patogénesis (PRP). Estos genes son inducidos por una variedad de estimulos bidticos
y abiodticos como son: la invasion por patégenos, heridas, reguladores de crecimiento
(etileno), compuestos quimicos o0 metales pesados. Dentro de la clasificaciéon de las PRP
se encuentra una de las isoformas del inhibidor-alérgeno Hev b 15 denominado como HPI,
el cual se encuentra agrupado dentro de la familia PR-6, y ha sido identificado en el
transcriptoma de Hevea brasiliensis por Han et al, 2000 y Ko et al, 2003. Este inhibidor fue
aislado y caracterizado parcialmente por Sritanyarat et al (2006) a partir de un homogenado
del suero citoplasmatico de H. brasiliensis. Sin embargo, a la fecha no hay reportes sobre
su alergenicidad, ni sobre su caracterizacion cinética y estructural.

En el presente estudio nos enfocamos en la caracterizacion bioquimico-estructural y
determinacion de la alergenicidad del inhibidor rHPI.

En primer término, la presencia del inhibidor HPI en el suero C se evalub por ensayos
colorimétricos de inhibicién de las serin proteasas subtilisina y tripsina, observando que las
fracciones que contenian al inhibidor presentaron mayor especificidad por la subtilisina que
por la tripsina, tal y como lo reporta Sritanyarat et al (2006). El paso de purificacion de HPI
por exclusion molecular no resolvié el problema de contaminacién con otras proteinas. En
el analisis por espectrometria de masas de las fracciones obtenidas de la purificacién por
la columna de exclusién molecular, se obtuvo un pico 7.76 kDa, el cual podria corresponder
a la masa de 7.75 kDa identificada para una de las isoformas de HPI reportadas por
Sritanyarat et al., (2006). En esta isoforma los autores reportaron una modificacién post-
traduccional ocurrida durante la colecta del latex, la cual fue identificada como una
glutationalizacién. Con estos ensayos se corrobora la presencia y especificidad del inhibidor
de serin proteasas HPI en el suero citoplasmético del latex de H. brasiliensis. Sin embargo,
debido a las dificultades presentadas en la obtencion del latex, asi como por los bajos
rendimientos en proteina soluble, se opt6 por trabajar con el inhibidor HPI recombinante
(rHPI). La expresion del inhibidor, asi como su purificacion, permitid tener suficiente

proteina para la caracterizacion molecular e inmunolégica.
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La expresion de rHPI con el vector pET28a en la cepa de E. coli Rosseta p nos permitio
obtener altos rendimientos de proteina soluble desde las primeras 2 horas de induccion.
La purificacion de rHPI por cromatografia de afinidad a Ni?*, asi como la posterior
recirculacion después de la escision de la etiqueta de fusion Hisg con la proteasa TEV,
permitié eliminar un gran numero de contaminantes endogenos de la cepa empleada. El
ultimo paso de purificacion con una columna de intercambio aniénico dio lugar a la
obtencion rHPI con un alto grado de pureza, logrando 18 mg de proteina total por litro de
medio de cultivo. La masa de rHPI se corroboré por espectrometria de masas MALDI-TOF,
observando un pico mayoritario con una masa molecular de 7.73 kDa, valor que
corresponde a la masa teédrica esperada (7.74 kDa). Ademas, se aprecia un pico de menor
abundancia de 15.47 kDa que representa el doble de la masa observada en el pico
mayoritario, lo que podria ser resultado de la formacién de una estructura dimérica por el
establecimiento de un puente disulfuro con el Unico residuo de Cys5 por monémero de rHPI,
localizado en el extremo N-terminal o bien, un dimero transitorio estabilizado por
interacciones débiles.

A partir de los datos de la cinética de inhibicién de rHPI contra subtilisina analizados en el
grafico de Lineweaver-Burk (dobles reciprocos 1/Vo vs 1/[S]), se determind que conforme
se incrementa la concentracion del inhibidor, la Vimaxapp disminuye, mientras que la Knapp S€
mantiene constante en aproximadamente 2.02 x103M. Estos datos sugieren que rHPI
podria tratarse de un inhibidor de tipo No competitivo, caracterizado por afectar los valores
de Vmax, mientras que el valor de Kn no se altera. Ademas, se determin6 un valor de Kide
1.09 x 10° M que podria considerarse como un inhibidor “clasico” por tener una K; en el
intervalo de 102-10¢ M, de acuerdo a la clasificacion de Bieth, (1995).

A partir de los datos obtenidos de la estabilidad térmica seguida por DC y fluorometria
diferencial de barrido, se determiné que rHPI resulté ser dependiente del pH, siendo
extremadamente resistente a la desnaturalizacion (25°C—-95°C) en el intervalo de pH 5.8 a
11. Este resultado concuerda con la estabilidad reportada para la familia PR-6 (Van Loon y
Van Strien, 1999) e inhibidores de tipo 1 de papa/tomate clasificada por MEROPS. Aunque
esta familia carece de puentes disulfuro intramoleculares, los inhibidores de la familia tipo |
de papa son extremadamente estables, manteniendo su actividad a un pH de 2-9 con una
temperatura de 80°C durante 10 minutos (Seemuller et al., 1986).

En cuanto a la caracterizacion de la alergenicidad de rHPI, se sabe que el fenbmeno de
hipersensibilidad de tipo | ha cobrado gran importancia a nivel mundial debido al draméatico
incremento en el niamero de personas que se ven afectadas por esta patologia. La
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predisposicion genética, las condiciones ambientales y la frecuencia de exposiciéon a los
alérgenos son las principales caracteristicas observadas que parecen participar de forma
importante durante la sensibilizacion de las personas.

En el caso de la alergia al latex se ha despertado un interés creciente por estudiar y
comprender las caracteristicas moleculares que participan en la respuesta de
hipersensibilidad ocasionada por algunas proteinas presentes en los productos elaborados
con este material. La gran mayoria de los estudios realizados sobre los alérgenos del latex
han sido enfocados principalmente al area inmunoldgica y en menor grado al area
molecular. De los alérgenos reportados en H. brasiliensis se conoce la secuencia de
nucleétidos y de aminoacidos, asi como su funcién. En nuestro grupo de trabajo se han
determinado las estructuras terciaras de 5 alérgenos de H. brasiliensis. Es importante
mencionar que muchos de ellos juegan un papel importante en la proteccién y defensa de
la planta.

En este trabajo se analiz6 la alergenicidad de rHPI empleando la técnica de ELISA y
utilizando suero de pacientes alérgicos al latex y a maiz. En los resultados obtenidos se
observaron diferencias significativas en el reconocimiento de rHPI. De los sueros probados
del grupo de pacientes alérgicos a maiz todos tuvieron reconocimiento por rHPI, mientras
gue de los sueros del grupo de pacientes alérgicos al latex Unicamente hubo reconocimiento
significativo en el suero de un paciente. Por lo tanto, podriamos sugerir que aunque rHPI
no juega un papel crucial en la reaccion alérgica mediada por IgE’s en pacientes alérgicos
al latex; si podria ser considerado un factor determinante en la respuesta alérgica en
pacientes alérgicos a alimentos por reactividad cruzada. De acuerdo con Malo y Chan-
Yeung., (2009), la respuesta alérgica mediada por IgE’s en presencia de proteinas de
cereales es relativamente frecuente y pueden ser provocada por la exposicion a través de
diferentes rutas, y afectar a varias poblaciones y grupos de edad en todo el mundo. Aunque
el trigo es el cereal mas comdnmente involucrado, otros como el centeno, la cebada, el
arroz, la avena y el maiz, también juegan un papel importante en la alergia.

Finalmente, es importante mencionar que la determinacion de la estructura tridimensional
de rHPI permitira identificar cuéles son los residuos de aminoacidos que, por su
accesibilidad y caracteristicas en la molécula, podrian estar participando en la unién con
las IgE’s. Estos estudios también permitirdn encontrar los posibles motivos estructurales
que son compartidos entre los alérgenos que han sido identificados como los responsables
de la antigenicidad cruzada entre el latex y frutas o plantas. Estos reconocimientos podran

ser utilizados en el disefio de moléculas alergénicas que sirvan para el diagndstico de la
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alergia al latex y en los procesos de inmunoterapia especifica. Asi, con el objetivo de poder
determinar la estructura terciaria del rHPI, se determind la condicién en la cual se obtienen
cristales proteicos adecuados para ensayos de difraccion de rayos X. Estos cristales se
obtuvieron después de dos dias de incubacién a 18°C con una concentracién de 15 mg/mL
en la condicién de acetato de magnesio 0.2 M, cacodilato de sodio 0.1 M, pH 6.5, 20 % w/v
PEG 8000. Los cristales difractan a una resolucion de 2.04 Angstroms; sin embargo, no son

cristales Unicos sino maclas, por lo que se continuard con la optimizacion de los mismos.
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8 CONCLUSIONES

rHPI presenta un plegamiento a+@ de acuerdo a los espectros de DC en la regién del UV
lejano.

rHPI resulté ser extremadamente termoresistente en un intervalo de pH de 5.8 a 11, siendo
dependiente del pH.

rHPI presenta un mecanismo de inhibicion de tipo no competitivo, caracterizado por afectar
solo el valor de Vmax, Sin provocar alteracion en la Kn. El valor de K de 1.09 x 10° M, indica
que se trata de un inhibidor “Clasico”.

rHPI no juega un papel crucial en la reaccién alérgica mediada por IgE’s en pacientes

alérgicos al latex; sin embargo, si podria ser considerado un factor determinante en la
respuesta alérgica en pacientes alérgicos a alimentos por reactividad cruzada.

Se obtuvieron cristales adecuados para los experimentos de difraccion de rayos X, los
cuales difractan a una resolucion de 2.04 Angstroms.
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