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Resumen

Resumen.

La alergia es una reaccion de hipersensibilidad de tipo | provocada por la exposicién a una
sustancia extrafia (alérgeno) en personas con predisposicion genética. En el latex del arbol del
hule Hevea brasiliensis se encuentran un gran nimero de proteinas alergénicas. Una de ellas
es la profilina 0 Hev b 8, que en combinacién con proteinas del mismo tipo presentes en otras
plantas son denominadas panalérgenos, responsables del sindrome alergénico polen-fruto-
latex. Este tipo de proteinas es similar en masa molecular y en sus secuencias de aminoacidos
donde tienen una identidad superior al 75%; ademas comparten una estructura tridimensional
similar y poseen sitios conservados de unién a actina como funcion principal. Hev b 8 se ha
reportado como alérgeno en varios estudios de reactividad cruzada; sin embargo, no se ha
descrito completamente su respuesta ante IgEs de sueros de pacientes, como tampoco se ha
reportado su prevalencia y la diferenciacion de sus isoformas. En este trabajo se sobre-
expresd, purifico, caracterizd y cristalizd al alérgeno rHev b 8.0102 (profilina) de H.
brasiliensis. La expresion se realizé en E.coli Rosetta (DE3) junto con el vector pET28-rHev
b8 con una mutacion en el amino terminal (T2S). Para la purificacion se usaron
cromatografias de afinidad y exclusion molecular. Para la caracterizacion de la proteina se
determind la relacion masa/carga mediante espectrometria de masas MALDI-TOF
encontrdndose una masa idéntica a la determinada mediante la secuencia de amino&cidos.
También se obtuvo el espectro de dicroismo circular determinandose el contenido de
estructura secundaria de la misma. Se llevaron a cabo pruebas de cristalizacion obteniéndose
cristales en 3 condiciones, en una de ellas los cristales difractaron a 3.1 A de resolucion en el
equipo de difraccion de rayos X del Laboratorio de Estructura de Proteinas del Instituto de
Quimica, UNAM. Otros cristales fueron difractados en el sincrotrén del Brookhaven National
Laboratory en Upton, New York obteniéndose una resolucion de 2.9 A. Ademas se realizaron
pruebas de ELISA con el alérgeno usando suero de pacientes alérgicos, obteniendo una
respuesta menor comparado con el suero C de latex de la fuente natural. La determinacién de
la estructura tridimensional de esta isoforma de Hev b 8 nos ayudara a tener una mejor

comprension de la reactividad de este alérgeno.




Introduccion

Introduccion.

Alergia o Hipersensibilidad tipo I.

Alergia es una palabra compuesta, de origen griego, que significa “una reaccion extrafia”. Por
definicion es una respuesta del sistema inmunoldgico a una particula o sustancia denominada
antigeno, y mas especificamente alérgeno, con el que se ha tenido contacto. Los alérgenos son
principalmente moléculas de origen proteico que pueden estar asociados a moléculas como
azucares o lipidos y que teniendo propiedades definidas pueden desencadenar una respuesta

de tipo inmune.

En la actualidad, cuando hablamos de alergia nos referimos a la hipersensibilidad tipo I de
acuerdo a la clasificacion realizada por P.H.G. Gell y Robins en 1963, en la que se describen
cuatro tipos (Tabla I), con base en el tiempo de respuesta, los mecanismos y los mediadores de

cada una. En el 2003 Rajan y colaboradores anexaron un quinto tipo.

Tabla I. Tipos de Hipersensibilidad.
Tipo Nombre Mediadores

I Hipersensibilidad anafilactica o inmediata anticuerpos IgE

I Hipersensibilidad citotdxica o anticuerpo dependiente. 1gG o IgM

i Enfermedad del complejo inmune IgG y complemento
IV Citotdxica o hipersensibilidad retardada Células T
Vv Estimuladora o neutralizante Anticuerpos IgG

Tomando en cuenta los mecanismos por los cuales se presenta la hipersensibilidad tipo I, se
define como una reaccion alérgica que desencadena una respuesta inmediata por la exposicién
a un alérgeno. Esta se presenta por la activacion de los linfocitos T2 que estimulan la
produccidn de IgE especificas de manera descontrolada rebasando las 100 U.I. establecidas (1
U.l. equivale a 2.4 ng), favorecida por la secrecion de citocinas como IL-4 y IL-13. Esta clase
de anticuerpos se unen, a través de su region constante (Fc), a los receptores FceRI que se
encuentran en la superficie de los mastocitos y baséfilos. En subsecuentes exposiciones al

alérgeno, éste se une a las IgE las cuales activan a los mastocitos entrecruzando a las
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moléculas FceRI en la superficie, provocando la desgranulacién de la célula asi como la
secrecion de mediadores farmacoldgicamente activos, tales como la histamina, leucotrieno y
prostaglandina. La liberacion de estos mediadores produce vasodilatacion y la contraccion del
musculo liso (Abbas AK., 2007).

El origen de la alergia puede deberse a diferentes factores, no descritos en su totalidad; pero,
en términos generales pueden ser individuales y ambientales. Los individuales estan ligados a
la herencia, edad, raza y sexo. Dentro de los factores ambientales se encuentran la
contaminacion, la exposicion a ciertos alérgenos o microbios, asi como a cambios en la
alimentacién. En la actualidad la alergia afecta en promedio al 54.6% de la poblacion en EU
que tienen respuesta positiva al menos a uno o mas alérgenos, agrupandose de acuerdo al
origen en rinitis alérgicas, sinusitis, alergias a farmacos, alimentos, alergias de la piel, alergias
a picaduras de insectos y alergia al latex segun la AAAAI (American Academy of Allergy
Asthma & Immunology 2009).

El latex del arbol del hule Hevea brasiliensis.

El latex es una suspension coloidal que poseen cerca de 12,000 especies vegetales (Yeang et
al., 2002), siendo el principal el que se obtiene del arbol H. brasiliensis perteneciente a la
familia Euphorbiaceae. Este arbol es originario de la Cuenca baja del rio Amazonas en Brasil,
desde donde se ha extendido su cultivo hacia las areas tropicales de algunos paises, tales como
Tailandia, Indonesia Malasia, Sri Lanka, India China, Vietnam, Libia, Camerdn, Guatemala y
México, entre otros.

El latex de H. brasiliensis es el citoplasma de las células laticiferas donde encontramos
diferentes componentes como son: el cis-1,4-poliisopreno o hule natural que comprende un 55
a 65% de su peso, carbohidratos, lipidos y proteinas las cuales comprenden entre 1-2% del
peso del latex. Ademas contiene organelos de origen vacuolar denominados lutoides, los
cuales son ricos en proteinas alergénicas. Cabe mencionar que cuando el latex fresco es
sometido a ultracentrifugacion, éste se separa en tres fracciones principales: la superior, que
contiene al poliisopreno, la intermedia o suero C y el sedimento o suero B, que contiene a los

lutoides.
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El uso de latex, en la poblacion en general, ha ido en aumento durante las ultimas décadas
debido a las propiedades elasticas y de barrera que éste posee. Como materia prima se ha
destinado a la fabricacion de més de 40,000 productos, muchos de estos de uso cotidiano y en
algunos instrumentos quirurgicos (Cheng et al., 1999). En la ultima década se ha demostrado
que existe una cantidad considerable de proteinas y péptidos de origen alérgico en algunos
productos quirurgicos (Lee et al., 2010; Mabe et al., 2009; Koh et al., 2005), por lo que su uso
constante desencadena la alergia por sensibilizacion al latex. Los grupos con mayor
vulnerabilidad son los pacientes con espina bifida debido a las mdltiples intervenciones
quirdrgicas a las que son sometidos y presentan una prevalencia entre 24 y 60%, los
trabajadores al servicio de la salud con prevalencia del 5 al 15% (Poley et al., 2000) y aquellas
personas con antecedentes de atopia y alergia a frutas (Niggemann et al., 2000).

En el latex de hule natural se han descrito mas de 200 proteinas distintas, de estas 50 son
reconocidas por IgEs de pacientes con historia de alergia al latex. A la fecha catorce alérgenos
de tipo proteico del latex de H. brasiliensis (Tabla Il) se han clasificado en la base de datos
(wwwe.allergen.org/allergen.aspx) establecida por el Subcomité de Nomenclatura de la Union
Internacional de Sociedades Inmunoldgicas (1UIS).

Tabla 1. Alérgenos del latex reportados por la 1UIS.

Alérgeno Nombre Funcion MM por SDS-PAGE Pl
(kDa)
Hevb 1 Factor de elongacién Biosintesis del latex 14 4.9
Hev b 2 Beta-1-3-glucanasa Defensa 38 9.5
Hevb 3 Homologo de factor de Biosintesis del latex 24 4.8
elongacion
Hev b 4 Proteina microhélice Estructural 53-55 4,5
Hevb 5 Proteina acida Desconocida 16 35
Hevb 6 Proheveina Defensa 20 5.06
Hev b Heveina Defensa 4.7 4.9
6.02
Hevb 7 Patatina Estructural 42 4.8
Hevb 8 Profilina Estructural y sefializacion 15 4.9
Hevb9 Enolasa Biosintesis de nutrientes 51 5.6
Hev b 10 Superoxido-dismutasa Eliminacion de radicales 26 6.3
libres
Hev b 11 Quitinasa clase | Defensa 30 5.1
Hev b 12 Proteina de transferencia de Transferencia de lipidos 9.3 -
lipidos
Hev b 13 Proteina nédulo Esterasa 42 -
Hev b 14 Hevamina Defensa 30 -
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Como se muestra en la Tabla Il los alérgenos del latex llevan a cabo diferentes funciones
bioldgicas y su capacidad de activar una respuesta alérgica es variable por lo que algunos de
ellos son reportados como alérgenos principales, como Hev b 6.02 (Reyes-L06pez et al., 2004)
y otros como alérgenos menores. Dentro de estos ultimos encontramos a la profilina,
considerada como el principal panalérgeno (Hauser et al., 2010). Este tipo de proteinas son
responsables de la reactividad cruzada con IgEs, por lo que se encuentran relacionadas con

una gran variedad de fuentes alergénicas.

Reactividad Cruzada y Panalérgenos.

En la alergia cominmente se han reportado casos en los cuales los pacientes presentan
reacciones alérgicas al polen, asi como a distintos tipos de alimentos y que se relacionan
también con la alergia al latex (Ganglberger et al., 2001). Es dificil que un individuo presente
hipersensibilidad a una sola fuente de alérgenos, la mayoria de los individuos son alérgicos a
mas de una. Este fendmeno se puede explicar por la reactividad cruzada que presentan ante las
IgE, las cuales estan dirigidas contra un tipo de alérgenos, por lo que cuando estan en contacto
con moléculas relacionadas estructuralmente e independiente del tipo de fuente del alérgeno
pueden desencadenar una alergia de tipo | (Hauser et al., 2010). A este tipo de moléculas se
les ha denominado panalérgenos, las cuales se relacionan en cuanto su funcion y estructura, y
se han clasificado en familias como profilinas, polcalcinas, proteinas de transferencia de
lipidos no especificas (nsLTP), y en un grupo de proteinas de defensa relacionadas a Bet v 1
(Betula verrucosa o abedul), el principal panalérgeno reportado hasta el momento.
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Tabla Il1. Profilinas implicadas en la alergia.

Fuentes del alérgeno profilina

Polen Alimentos Producto
Arboles Pastos Yerbas Frutas Vegetales  Legumbres Frutos secos y Latex
Semillas
Betv2 Cyndl12 Amba8 Actd9 Apig4 Glym3 Arah5 Hevb 8
Carb2 Lolp12 Artv 4 Anacl Capa? Cora?2
Cora2 Oryssl2 Chea2 Cits2 Dauc4 Prudu 4

Frae2 Phlp12 Hela 2 Cucm?2 Liyel
Olee2 Poapl2 Meral Fraa4d
Phod2 Zeam12 Parj3 Litc1l

Mal d 4

Mus xp 1

Pru du 4

Pruav 4

Prup 4
Pyrc4

En la tabla 111 se presentan a todas las profilinas que estan implicadas en la alergia de acuerdo
a su origen. La nomenclatura designada por la IUIS comienza con las tres primeras letras del
género seguida por la inicial de la especie y el numero corresponde al orden en que fueron
reportados para su especie.

Profilinay Hev b 8.

La profilina es una proteina citosolica de baja masa molecular (~12-16 kDa) que se encuentra
en todos los organismos eucariéticos (Pollard et al., 2000). Esta proteina presenta tres sitios de
unién a ligandos que se encuentran conservados y que le permiten interaccionar con el
fosfatidilinositol 2-4-bifosfato (PIP,) in vitro (Lassing & Lindberg, 1985), con los mondémeros
de actina (Schluter et al., 1997) y con péptidos de poli L-prolina (PLP) (Mahoney et al., 1997;
Schluter et al., 1997) (Figura 1), por lo que puede interaccionar con proteinas que contienen
regiones ricas en este aminoacido (Fabre et al., 2006; Schluter et al., 1997). Estas
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caracteristicas son importantes para el intercambio dindmico y la re-estructuracion del
citoesqueleto de actina, implicada en el trasporte de moléculas al exterior de la membrana, asi

como en cerca de 50 vias de sefializacion de las células en mamiferos (Walter Witke, 2004).

Figura 1. Sitios de interaccién de la profilina. A) Interaccion profilina (amarillo) — Actina (verde) la
zona de la interface muestra en azul los residuos de la profilina y en rojo los residuos de la actina.
PDB: 2BTF. B) Interaccion profilina (morado) — Poli-Proys iodo tirosina (amarillo) los residuos de la
profilina que participan en la interaccion (verde) PDB: 1CJF. C) Profilina (azul) y los residuos
involucrados en la interaccion con PIP, (purpura) PDB: 1FIL.

En la familia de las profilinas existen 290 miembros que han sido aislados de diferentes
organismos eucarioticos. En el Protein Data Bank (PDB) solo se han reportado las estructuras
cristalogréficas de doce de ellas. El analisis de la comparacion de estructuras ha permitido
demostrar que las isoformas de profilina vegetales tienen una alta similitud estructural con las
isoformas aisladas en otros eucariontes. Estos resultados no concuerdan con los resultados de
comparacion de secuencias, ya que su identidad oscila entre un 5y 35% entre un reino y otro.
A pesar de la alta similitud estructural, las estructuras terciarias de las profilinas vegetales
presentan algunas diferencias cuando se comparan con las profilinas de animales, como
ejemplo se muestra en la figura 2, donde un aza de la profilina humana es mas larga que el de

plantas.
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N-terminal

Figura 2. Superposicion de las cadenas principales de una profilina de planta Hev b 8 (PDB: 1G5U)
(naranja) vs la profilina humana (PDB: 1FIL) (verde).

Sin embargo, las profilinas que tienen un origen en comdn, tienen una alta identidad, superior
al 75%. En general, se ha descrito un plegamiento comun para las profilinas de origen vegetal,
el cual se compone de dos hélices alfa y cinco hebras beta antiparalelas (Hauser et al., 2008).
Por lo tanto, la alta identidad y la conservacion de varios sitios de reconocimiento a ligandos
especificos podrian ser clave en el fendmeno de reactividad cruzada con IgE de sueros de
pacientes alérgicos al polen, al latex y a las frutas. La hipersensibilidad de tipo | fue descrita
por primera vez para la profilina de abedul Bet v 2 (Valenta et al., 1991 & 1992) y hasta la
fecha se ha comprobado que posee reactividad cruzada con varias profilinas de diferentes
fuentes (Tordesillas et al., 2010).

Hev b 8.

En genomas de eucariotes los genes que codifican a esta proteina consisten de variantes
multicopia, los cuales se traducen en varias isoformas. La profilina del latex de H. brasiliensis
(Hev b 8) es una proteina polimorfica que consiste de seis isoformas. Estas fueron descritas en
el suero C del latex y hojas como se muestra en la tabla 1V (Nieto et al., 1998; Rihs et al.,
2000; Ganglberger et al., 2001; Gen-bank).
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Tabla V. Isoformas reportadas para Hev b 8 por la IUIS.
Isoforma  GenBank Nucleotide UniProt PDB % Identidad vs rHev b 8.0102

Hev b 8.0101 Y15042 065812 90 %
Hev b 8.0102 AJ132397 Q9STB6 100 %
Hev b 8.0201 AF119365 QI9M7NO 81 %
Hev b 8.0202 AF119366 QIM7M9 81 %
Hev b 8.0203 AF119367 Q9M7M8 1G5U 81 %
Hev b8.0204 AJ243325 QILEI8 81 %

A la fecha se ha reportado la estructura cristalografica de una sola isoforma de la profilina de
latex con el cddigo PDB 1G5U y corresponde a la isoforma Hev b 8. 0203. La estructura se
determind a una resolucion baja y existen inconsistencias en los datos estadisticos de la
estructura. Diversos grupos de investigacion han realizado analisis bioinforméticos usando
como modelos a esta isoforma y a siete profilinas de diferentes fuentes, prediciendo tres
epitopos lineales y once epitopos conformacionales, como se muestra en la Figura 3. Para esta
prediccion se consideraron Unicamente las areas expuestas al disolvente y lo que se pudo
observar fue que algunas de estas zonas son altamente conservadas y otras estan relacionadas
con la funcion de la profilina, como el sitio de union actina, a PIP, y a poli-prolina
(Ganglberger et al., 2001; Radauer et al., 2006).
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Figura 3. En los paneles A), B) y C) se muestran los epitopos conformacionales para Hev b 8
comparados con los de siete profilinas de plantas (azul: residuos idénticos, verde: residuos conservados
y amarillo: residuos variables). D) Se muestran los epitopos lineales, en rojo se presenta el extremo
amino-terminal, en azul la hélice alfa del carboxilo-terminal que comparte sitios de unién a poli-
prolina y en verde un aza que se encuentra expuesto al solvente.

Ademas, se ha determinado que Hev b 8 es capaz de inducir una respuesta inmune en
pacientes con antecedentes de maltiples alergias y que los sueros de pacientes sensibilizados
con profilinas de otras plantas también reconocen a Hev b 8 (Vallier et al., 1995; Nieto et al.,
2002). Estos datos muestran la relevancia de este tipo de alérgenos, que son considerados
como de menor importancia; no obstante, juegan un papel importante en las reacciones de
reactividad cruzada. Por lo anteriormente mencionado consideramos que el estudio de la
estructura de profilinas juega un papel importante en la compresion de las reacciones de

hipersensibilidad tipo I.

10



Justificacion y Objetivos

Justificacion.

El latex de Hevea brasiliensis contiene varias isoformas de profilina, las cuales pueden ser
reconocidas por IgEs de sueros de pacientes alérgicos y presentar reactividad cruzada con
otras profilinas de plantas. La caracterizacion estructural e inmunoldgica de rHev b 8.0102

permitird determinar su importancia en la hipersensibilidad de tipo I.

Objetivo principal.
Evaluar si la proteina rHev b 8. 0102 es alergénica y encontrar las condiciones de
cristalizacion para poder realizar estudios estructurales por difraccion de rayos X.

Objetivos especificos.

e Clonar, sobre-expresar y purificar a rHev b 8.0102.

e Caracterizacion de la proteina recombinante utilizando técnicas espectroscopicas.

e Evaluar el reconocimiento de esta isoforma utilizando sueros de pacientes alérgicos.*

e Buscar condiciones O&ptimas de cristalizacion variando agentes precipitantes,
concentracion de proteina y temperatura.

e Caracterizacion de los cristales por técnicas de difraccion de rayos X.

*Protocolo aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de Pediatria
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Metodologia

Aislamiento de RNA total y sintesis de cDNA.

El RNA total se extrajo de hojas jovenes de un arbol de H. brasiliensis clona RRIM600. Un
gramo de hojas congeladas con nitrégeno liquido se trituraron hasta obtener un polvo fino,
siendo resuspendidas en 2 volimenes de amortiguador de extraccion (0.1M NaCl, 10mM Tris
pH 7.4, ImM EDTA, 1% SDS y 1% B-mercaptoetanol) y un volumen de una mezcla Fenol-
Cloroformo-Isoamilico (FCI) (25:24:1). La fase acuosa conteniendo al RNA se colectd y la
extraccion organica con FCI se repitié hasta que no se observo una interfase. EI RNA total se
precipito con acetato de sodio y etanol, y el precipitado se colectd por centrifugacion y se lavo
con etanol al 70%, el cual se dej6 evaporar, y entonces se resuspendio en agua libre de
RNAsa. Para reprecipitar el RNA se usaron 0.1 volumenes de 4 M LiCl. Este precipitado se
colectd por centrifugacion después de un periodo de 12 horas a 4 °C y se lavé con etanol al
70%. El precipitado se resuspendio con 300 ul de agua libre de RNAsa y se llevo a cabo una
extraccién organica con FCI. La fase acuosa se colectd y se repitié el paso de precipitacién
con acetato de sodio y etanol. EI RNA total se resuspendio entonces con un total 50 pl de agua
libre de RNAsa. La concentracion del RNA se determiné espectrofotométrica a 260 nm y su
pureza mediante la relacion (Azso/Aze). EI cDNA se sintetiz6 a partir de 5 ng de RNA total
con el kit de sintesis de cDNA protocript (New England Biolabs) siguiendo las indicaciones
del fabricante y usando primers o cebadores.

Nota: 1volumen equivale a 1 ml para 1 g de muestra.

Clonacion y expresion de Hev b 8.

La amplificacion del gen de Hev b 8. 0102 se hizo mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) usando 5 ul del cDNA y los cebadores especificos que se disefiaron de
acuerdo a la secuencia previamente reportada por Rihs et al., 2000:

FwdProf 5°-cgcggatccgacgacgacgacaagatgacgtggcaggegtacgtagatgatcat-3° con la enzima

BamH1 y un sitio de reconocimiento de la enterocinasa subrayado, y

Reverso: RvsProf 5 -ggtaagcttttaatagccctgatcaatgaggta-3™ con un codén de paro y un sitio de
corte Hindlll (subrayado). La reaccion de PCR se llevd a cabo en 50 pl de la mezcla
Accuprime pfx supermix (Invitrogen) con 30 ciclos de amplificacion (95 °C durante 15 s, 60
°C por 30 s, y 68 °C por 60 s) usando el termociclador TC-512 (Techne). El producto de PCR
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se ligo al vector pET28 (Novagen CA, USA) usandoT4 DNA ligasa y posteriormente fue
transformado en células de E. coli DH5a. para obtener el vector pET28-rHev b8. Las clonas
positivas se seleccionaron por restriccion y el DNA de éstas se envié a un servicio de
secuenciacion (Laragen Inc).

La sobre-expresion de la proteina se realizd en las cepas de E. coli Rosetta (DE3) Cam y
BL21 (DE3) PLysS. El medio de cultivo utilizado para el crecimiento fue el Luria Bertani
(LB), suplementado con los antibi6ticos apropiados. Un litro de LB inoculado con el cultivo
de toda la noche de las células correspondientes, se incub6 a una temperatura de 37 °C, hasta
tener una densidad optica de 0.7 a 600 nm (ODeggo). La induccion se llevo a cabo con isopropil
-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) 0.5 mM a una temperatura de 30° C por 12 hrs. Después
de este tiempo se centrifugd a 4500 rpm por 10 min, a 4°C, para obtener el paquete celular.

Purificacion.

El paquete celular obtenido en la expresion se resuspendio en un amortiguador de lisis 50mM
Tris, 0.3 M NaCl pH 8, y 1mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Las células se lisaron
en un sonicador Misonix 3000 en intervalos de 10 segundos con potencia 4 y un tiempo de
espera de 30 seg hasta completar 5 min. Después, el lisado se centrifuga a 10000 rpm a 4 °C
por 30 min. El sobrenadante se filtr6 en una membrana de 0.22 um millipore y se aplicé a una
columna de afinidad a Ni?* His Trap (Invitrogen) de 5 ml. La elucién de la muestra se realiz6
con un escalamiento por pasos de imidazol comenzando en 10 mM para eliminar todo lo que
se pegd de manera inespecifica a la columna, y después usando concentraciones de imidazol
de 50, 100, 200 y 250 mM. La muestra se cargdé con un flujo de 0.5 ml/min y la elucion se
realizd con un flujo de 1 ml/ min.

Con el fin de seqguir a la proteina expresada en cada paso de elucion se realiz6 un gel de
electroforesis SDS PAGE al 15 %, detectando aquellas fracciones donde se tuviera una mayor

concentracion de la proteina de interés. La muestra siempre se almaceno y transportd en frio.
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Determinacion de la concentracion de proteina por espectroscopia UV.

Los calculos de concentracion de proteina se realizaron considerando el coeficiente de
extincion tedrico de la isoforma de profilina. El coeficiente de extincion (g), también llamado
coeficiente mésico de atenuacion o coeficiente mésico de absorcion, y el coeficiente molar de
extincion son parametros que definen la capacidad de una substancia para absorber la luz a
una longitud de onda dada, por unidad de masa o por concentracién molar, respectivamente.
Este valor varia para cada proteina y con base en la secuencia de aminoacidos se calculé en el
servidor http://expasy.org/tools/protparam.html. Los valores del coeficiente de extincion a 280
nm para la construccion completa de la rHev b 8.0102, mas el péptido con histidinas, es 1.090
mi*mg ™ *cm™ y para la rHev b 8.0102 es de 1.408 ml*mg**cm™, asumiendo en ambos casos
que los residuos de cisteina se encuentran reducidos. Tomando en cuenta lo anterior se calcul6
la concentracion de proteina en mg/ml tomando el coeficiente de extincion tedrico y la medida

de su absorbancia a 280 nm.

De acuerdo a la ley de Beer “s A/l =ecl =¢c Cuando l=1cm

“P =mg /ml

Porlotanto C= Al ¢
Cromatografia de exclusion.
Unas vez obtenidas las fracciones de la cromatografia de afinidad se concentraron a no mas de
8 mg/ ml ya que puede haber agregacion de proteina y se filtraron por membrana de 0.22 um
millipore. La separacion se realiz6 en una columna HiLoad 16/60 superdex 75, la cual esta
acoplada a un sistema de purificacion de proteinas (FPLC-Fast Liquid Protein
Chromatography). La columna se equilibr6 con amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7.5,
realizando una elucion isocratica a un flujo de 0.7 ml/min. El pico mayoritario conteniendo a
la proteina de interés se concentrd en un sistema amicon con membrana de 10,000 MW

(Millipore) hasta un valor no mayor de 1 mg/ml para realizar el corte con enterocinasa.
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Corte con Enterocinasa.

Este se realiz6 de acuerdo a las indicaciones del proveedor EKMax™ enterokinase de
Invitrogen ocupando 1U de la enzima. Para el corte se recomienda solo utilizar la cantidad
necesaria de proteina y con la modificacién de cambiar Tween 20 por 0.1 % Triton X-100

(Sigma).

Separacion de rHev b 8 después del corte por cromatografia de afinidad.

Una vez que se realizé el corte se prepara la muestra filtrandola por 0.22 um y se carga a una
columna de afinidad a Ni** HiTrap de 5 ml. La elucién en la columna comienza con
amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7.5 adicionando 100 y 150 mM de imidazol para el lavado.
En la primera fraccion sin imidazol recuperamos a la profilina pura, y en el lavado obtenemos
la proteina que no se cortd mas el fragmento que tiene la His-tag. Posteriormente se recupera
la proteina sin cortar, utilizando una membrana de ultrafiltracion con tamafio de poro de 5000
Da (Millipore), se dializ6 contra el amortiguador para eliminar el fragmento de histidinas asi
como el imidazol que tiene esta fraccion y poder repetir el paso de corte con enterocinasa.

La profilina pura se concentra de 5 a 10 mg/ml para llevar a cabo las pruebas de cristalizacion.

Caracterizacion de la proteina.

Determinacion del contenido de estructura secundaria.

El contenido de estructura secundaria se determind por Dicroismo Circular (D.C.). La muestra
se prepard dializando la proteina pura contra amortiguador de fosfato de Na 50 mM pH 7.5y
ajustando su concentracion a 0.2 mg/ml. El espectro se obtuvo en un espectropolarimetro
Jasco J-710 en el UV lejano (190-260nm), a temperatura constante de 25°C, utilizando una
cubeta de cuarzo de 0.1 cm de paso Optico. El espectro final representa el promedio de tres
acumulaciones individuales realizadas cada 1 nm a una velocidad de barrido de 20 nm/min. El
resultado se expresa en valores de elipticidad (©) molar, (grado*cm?/dmol) considerando una

masa molecular promedio por residuo de 110 g/mol utilizando la ecuacion:

Hobs * MW

OMolar = ——
[P]*d
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Donde © molar es elipticidad molar, O s €s el valor de la elipticidad en mdeg (miligrados),
MW es el peso molecular promedio de los aminoacidos, [P] es la concentracion de proteina en
mg /cm®y d es el paso dptico en cm. El procesamiento de los datos se realizé con el software
CDNN que utiliza un método de deconvolucion de datos basado en redes neurales que aplican

el algoritmo de propagacion inversa (Dalmas et al., 1994).

Determinacion de la masa molecular.

El espectrometro masas fue obtenido en el sistema MALDI-TOF (Matriz Assisted Laser
Desortion / lonization-time of flight), principalmente por las aplicaciones que éste tiene ya
qgue nos da informacion acerca de la estructura primaria, masa molecular exacta, la huella
peptidica de la macromolécula, entre otras aplicaciones combinadas con bases de datos. Esta
técnica estd basada en la formacién de una red de cristales producidos por matrices sélidas que
favorecen la desabsorcion e ionizacion del analito a través de pulsos de laser rapidos. En los
instrumentos de tiempo de vuelo (TOF), los iones positivos se producen periédicamente por
bombardeo de la muestra con impulsos de electrones, de iones secundarios o de fotones
generados por l&ser. Los instrumentos de MALDI-TOF tienen un “espejo de iones”, el cual
desvia los iones con un campo eléctrico, modificando la trayectoria de vuelo del ion y
aumentando la resolucion. Este tipo de técnicas se emplea principalmente en el analisis de
biomoléculas, desde aztcares de menos de 1000 Da, hasta proteinas de 300 kDa.

La muestra de profilina pura se preparé a una concentracion de 1mg/ml, utilizando como
matriz acido sinapinico en 30% acetonitrilo/70% agua/0.1% acido trifluoro acético (TFA). Los
controles utilizados para calibrar el equipo son proteinas estandar como: ubiquitina (8000 Da)
y Mioglobina (16950 Da). La relacion masa/carga (m/z) para el ion molecular se obtuvo

utilizando un espectrometro MALDI-TOF Microflex Bruker Daltonics.

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

Estas pruebas se realizaron para comprobar que la profilina recombinante tiene la capacidad
de unirse a IgEs de sueros de pacientes alérgicos. Para comprobar que el suero C del latex es
capaz de provocar una respuesta alérgica se prob6 también un extracto que se encuentra

enriquecido en profilina.
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La profilina recombinante se prepard a una concentracion de 8 pg/ml. Ademas, el suero C del
latex se sometio a ultrafiltracion utilizando una membrana con un corte molecular entre
10,000 Da, para eliminar proteinas y péptidos menores a este peso y 40,000 Da para proteinas
mas grandes; el extracto semipurificado se llevo a una concentracion de 100 pg/ml de proteina
total, el mismo procedimiento se realizd para el extracto de Kiwi (Actinidia deliciosa) donde
se ha reportado la presencia de una profilina alergénica (Act d 9), ambas muestras se
prepararon en PBS. En cada pozo de la placa de poliestireno (NUNC™ Apogent) se depositan
200 pul de cada una de las muestras de proteina preparadas para sensibilizarlos, las pruebas se
realizaron por triplicado con un control negativo (albumina). Después las placas se incubaron
por una hora y los pozos se lavaron con amortiguador de lavado (PBS + 0.1% de tween 20)
tres veces. Los sitios vacios en el pozo se bloguearon con una solucién de gelatina al 5% en
PBS durante dos horas y la placa se lavo con amortiguador de lavado tres veces. Se prepararon
los sueros de once pacientes alérgicos y uno no alérgico como control negativo en una
relacion 1:10 con PBS. Estos se distribuyen en los pozos de la placa adicionando 100 pl de
cada uno, se dejan en incubacion durante doce horas a 4°C. Una vez transcurrido este tiempo
se incubaron durante una hora para reactivar la reaccion. Después se lavan con amortiguador
de lavado tres veces y se adicionan 100 pl del anticuerpo biotina e-especifica (anti-IgE de
humano) en una dilucion 1:1000 en PBS, se incubd durante una hora y media, se lava y se
adiciona 100 ul de estreptavidina unida a peroxidasa en una dilucion 1:2000 en PBS, se
incubd durante una hora y media se lavaron con amortiguador de lavado. Después del lavado
se prepar6 una solucion de orto-fenilendiamina (OPD) 10 mg en 25 ml de amortiguador de
citrato sédico 0.15 M pH 5; se afiaden 25 pl de perdxido de hidrdégeno al 30%. De esta
solucion que sirve como sustrato se adicionaron 100 pl a cada pozo, se dejo la reaccién
durante 15 min a oscuridad, pasado este tiempo la reaccion se par6 con 50 ul de HCL 6N en
cada pozo. Las muestras se leen en un lector automatizado para placas de ELISA a 490 nm.

Nota: Todas las incubaciones se realizaron a 37 °C.

Cristalizacion del alérgeno Hev b 8. 0102.

La cristalizacion de proteinas es un proceso en el que las moléculas se agrupan de manera
ordenada en una red cristalina tridimensional a partir de la formacion de centros de
nucleacion. Se han propuesto diferentes métodos para la formacion de cristales, en los que se

varian diferentes factores como la concentracién de proteina, la temperatura, el pH y
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diferentes agentes precipitantes. Otros factores como la pureza, el grado de dispersion y la
edad de la proteina son importantes para lograr cristalizarla.

Para las pruebas de cristalizacion se concentrd la proteina en un sistema Microcon de 5mg/ml
a 10 mg/ml en amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7.5. La técnica para cristalizar es difusion
directa en fase de vapor utilizando la modalidad de gota colgante a 18°C. Se probaron dos Kits
de HAMPTON (Crystal Screen y Crystal Screen 2) los cuales estan disefiados para proteinas,
péptidos, y &cidos nucleicos. En total se probaron 98 condiciones siguiendo el mismo
procedimiento para cada una.

Se colocaron 400 pl de cada una de las disoluciones con el agente precipitante en los pozos de
las cajas limbro de cultivo de tejidos. En el cubreobjetos siliconizado se colocaron 3 pl a esta
gota se le adicionan 3 pl de la solucién de proteina. El cubreobjetos se invierte sobre el
pocillo, sellando con grasa de silicona. Se registro el tiempo de cristalizacion observando
desde el inicio de la prueba. Aquellas condiciones en las que se obtuvieron cristales se
registraron y se implementaron diferentes estrategias para optimizar el crecimiento de los
cristales variando concentracion de agente precipitante, concentracion de proteina,
temperatura o adicionando una mezcla de aceites para hacer mas lenta la cristalizacion. En
este trabajo para la variar la temperatura se utiliz6 un equipo TG40 de CENTEO Biosciences
probando temperaturas desde los 18° a 22° C con intervalos de 2° C. La temperatura de

cristalizacion en el laboratorio cominmente utilizada es 18° C.

Caracterizacion de los cristales.

Para llevar a cabo la caracterizacion de los cristales, estos se seleccionaron con base en su
morfologia y dimensiones aproximadas en décimas o centésimas de mm. Se probaron
soluciones crioprotectoras de glicerol al 15% y 30%, asi como PEG-4000 al 20%, en el
liguido madre. Los cristales en la solucion crioprotectora se montan en un asa y enfrian en un
flujo de nitrogeno liquido a -170° C en el goniostato de un equipo Micromax007, con detector
de imagen fosforescente RAXIS IV++. Los manchas o spots en el detector fueron medidas en
dos fotografias con angulos de rotacion ¢ de 0° y 90° usando radiacion de Cu (1.54 A). El

programa para colectar y analizar los datos fue CrystalClear (D*Trek).
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Resultados y Discusién.

En la actualidad la produccion de proteinas recombinantes se ha convertido en una
herramienta Util para el estudio de su actividad y estructura. Debido a que en algunas
ocasiones los organismos donde encontramos a las proteinas de interés no las producen en
cantidades suficientes o0 se presentan varias isoformas de la misma, lo que complica su
separacion, o bien porque su purificacion por los métodos convencionales resulta costosa y
casi imposible, entonces se recurre al uso de la biologia molecular para clonarlas y sobre-
expresarlas. En este trabajo decidimos clonar y expresar a la profilina del hule, ya que en la
fuente natural es poco abundante y ademas existen seis isoformas reportadas. Un error en el
disefio de los oligonucledtidos dio lugar a una mutacion al azar en el aminoacido S2T,
comparada con la reportada en el GenBank, esta mutaciébn no representa un cambio

determinante ya que son aminoécidos del mismo tipo, al presentar un grupo hidroxilo.

Sitio de enterocinasa rHevb 8§

10 20 30 40 50
MIIWQAYVDDH LMCEIEGNHL SAAATIGQDG SVWAQSANFP QFKSEEITGI
60 70 80 90 100
MSDFHEPGTL APTGLYIGGT KYMVIQGEPG AVIRGKKGPG GVTVKKTNQA
110 120 130
LIGIYDEPM TPGQCNMIVE RLGDYLIDQG Y

Figura 4. Secuencia de aminoacidos obtenida para la isoforma rHev b 8.0102 con una mutacion en
S2T.

El producto de PCR obtenido se ligo entre los sitios BamH1 y Hindlll del vector pET28. La
construccion disefiada para la expresion de rHev b 8. 0102 se muestra en la figura 4, la cual
tiene un Histag para facilitar su purificacion y un sitio de enterocinasa para que despues del
corte se elimine el péptido de histidinas. Para la construccion se obtuvo un total de 170
aminoacidos con una masa molecular tedrica de 18297.5 Da y se realiz6 su transformacion en
dos cepas diferentes de E. coli para probar la eficiencia en su sobreexpresion. Las cepas
utilizadas fueron rosetta (DE3) y BL21 (DE3) PLysS, recomendadas en la expresion de

proteinas heterdlogas y porque en este tipo de sistemas de expresion aseguramos tener un
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buen control en la transcripcion y traduccion de la proteina de interés. En este tipo de sistemas
el vector de expresion pET incorpora una region promotora o promotor T7 reconocida por la
T7 RNA polimerasa de esta manera tras la adicion del IPTG, la T7 RNA polimerasa
expresada desde el cromosoma bacteriano induce la sobre-expresion de la proteina a partir del

vector. BL21 rosseta pellet

M Dhrs 120rs Ohrs 120rs  BL21  rosseta

31kDa

Figura 5. Gel SDS-PAGE al 15%. Pruebas de diferentes cepas de E coli para la sobre-expresion de
rHev b 8. 0102.

Se tomaron muestras al tiempo 0y a las 12 hrs de iniciada la sobre-expresién como se muestra
en la figura 5. Donde se observa que la mejor expresion se obtuvo con la cepa rosetta (DE3)
encerrada en la elipse, encontrando a la proteina justo por abajo del marcador de 21.5 kDa que
corresponde a una masa aproximada de 19 kDa, otro punto importante es que la mayor parte
de la proteina se encuentra en la fraccion soluble. Para determinar el tiempo al cual tenemos la
mayor expresion de la proteina se realizé una cinética de induccion que se muestra en la figura
6.

66.2 kDa

45 kDa
31kDa

21.5kDa

s
141D - ) 4
Figura 6. Gel SDS-PAGE 15 %. Cinética de induccién de rHev b 8.0102 con IPTG del tiempo 0 a las
24 Hrs.
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En el gel para la cinética de induccion con IPTG se puede observar que con 4 hrs es suficiente
para tener un rendimiento éptimo en la sobre-expresion, pero tomando en cuenta los tiempos

para todo el proceso de sobre-expresion, por comodidad podemos dejar transcurrir 12 hrs.

Sobre-expresion y purificacion.

La sobre-expresion de la proteina se realizé durante 12 hrs, y a partir de de un litro de medio
LB se obtuvieron 2.6 g de paquete celular. Este se resuspendi6 en 80 ml de amortiguador de
lisis con el PMSF 1mM, se sonico, se centrifugd, el sobrenadante se filtré por una membrana
0.22 um vy se aplicé a una columna de Ni** Hi Trap. La figura 7 muestra el perfil de elucién

obtenido en la columna de afinidad donde tenemos dos maximos que corresponden a la

fraccion retenida.

I
M 1 2 3 4 5 6
3
66.2 kDa
25 - 45 kDa
= 31kDa
15 -
I
‘l ) P
m 21.5kDa
05 [ r—
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51

Fracciones

=

Abs a 280 nm

Figura 7. A. Perfil de elucion de la columna de afinidad a Ni**. La linea roja muestra la absorbancia a
280 nm y las etapas del escalamiento de imidazol en la linea azul. B. Gel SDS-PAGE al 15% en donde
tenemos los marcadores de peso molecular; carril 1, extracto celular sin inducir; carril 2, la induccién
del extracto a las 12 hrs; carril 3, lavado con amortiguador con 10 mM imidazol; carriles 4 y 5, lavado
con 50 mM imidazol; carriles 6 y 7, lavado con 100 mM imidazol.

Como se puede apreciar en el gel (fig.7 B), en el primer lavado con 10 mM de imidazol se
eliminaron varias impurezas que corresponde a la fraccion no retenida (carril 3, fig. 7 B).
Después se utilizaron diferentes concentraciones de imidazol para obtener a la proteina
retenida en la columna de afinidad en los picos Il y Ill del cromatograma (fig.7 A). La
presencia de la profilina mas el péptido con histidinas, se observa de los carriles cuatro al siete

de la figura B, donde encontramos una banda por abajo del indicador de peso molecular de
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21.5 kDa. Resulta importante resaltar que en el extracto celular de E. coli encontramos
diferentes proteinas, que tienen la capacidad unirse a la columna de afinidad por su contenido
de histidinas. Estas ultimas no se encuentran en cantidades importantes, pero fue necesario
eliminarlas de las fracciones, ya que pueden provocar agregacion o degradacion de la proteina
de interés.

La fraccion que contiene a la proteina de interés se aplicd una columna de exclusion
molecular, para eliminar varios componentes que se pegaron inespecificamente a la columna
de afinidad. EI perfil de elucion se muestra en la figura 8 donde se observa un pico
mayoritario que corresponde a rHev b 8.0102 Por lo tanto, se colectaron las fracciones y se

prepard la reaccion de corte con enterocinasa.
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Figura 8. Perfil cromatografico de exclusion molecular para la fraccion representativa de rHev b 8 en
una columna superdex™ 75 10/300. El pico mayoritario corresponde a las fracciones 29-31.
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Corte con enterocinasa.
Las pruebas de corte con EK-Max se realizaron con el amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7.5;

adicionando al paso final de la reaccion 10mM CaCl, y tween 20 o Triton X-100 al 0.1%,
incubando por un tiempo de 18 hrs a 37° C (figura 9). Esto para determinar la eficiencia de la

enzimay las cantidades necesarias de rHev b 8.0102.

Figura 9. Gel SDS-PAGE del 15%. Carril 1) 0.1 U de EK-Max + tween 20, carril 2) 0.1 U de EK-Max
+ triton X-100, carril 3) 1 U de EK-Max + tween 20, carril 4) 1 U de EK-Max + triton X-100, carril 5)
rHev b 8 més péptido con Histag.

Se realizaron primero las pruebas de corte variando la concentracion de la enzima y utilizando
tween 20 al 0.1%; sin embargo, no se tuvieron buenos resultados ya que la eficiencia del corte
fue menor al 50%. Por lo tanto se probd otro agente surfactante como el triton X-100 con el
cual el corte con la enzima fue un poco mayor al 50% de eficiencia. Entonces, si se requiere 1
mg de profilina tendriamos que utilizar 50 unidades de enterocinasa. El bajo rendimiento se
puede deber a que el sitio de corte para la enzima pudiera no estar expuesto y una forma de
relajar el plegamiento es con la adicion de un agente caotropico disminuyendo las
interacciones entre grupos hidrofobicos. Cabe mencionar que también se modificaron otros
factores como la temperatura, tiempo de incubacion y un aumento en la concentracion de
CaCl; para incrementar la actividad de la enterocinasa. Una vez establecidas las condiciones
de corte del Histag de rHev b 8 el siguiente paso fue una segunda cromatografia de afinidad a
Ni?* para separar a la profilina del péptido poli-histidina. En la figura 10 se presenta el perfil

de elucion de este segundo paso por columna de afinidad en las mismas condiciones.
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Absa 280 nm

Fracciones

Figura 10. Cromatografia de afinidad a Ni**, después de la reaccion de corte con enterocinasa de rHev
b 8 mas el péptido con Histag. El pico obtenido corresponde a rHev b 8. 0102 que se encuentra en la
fraccion no retenida.

En este caso se retuvo el péptido con el Histag en la columna de afinidad a Ni** y se recuperd
a la proteina recombinante en la fraccion no retenida. Sin embargo, una fraccion de la proteina
retenida también contiene a la profilina con el péptido de histidinas, por lo que se eluyd con
imidazol 100 mM, se dializ6 con membrana de 10,000 MWCO eliminando el fragmento
pequefio e imidazol y recuperando a la proteina més el péptido con el Histag para su posterior
procesamiento con la enzima. Para corroborar la purificacion en cada uno de los pasos se

realizd un gel de seguimiento de la purificacion, el cual se muestra en la figura 11.

M 1 2 3 4 5
66.2 kDa
—
45kDa e
31kDa
21.5kDa

—
14 kDa g. - -

Figura 11. Gel SDS-PAGE del 15%, Carril 1) marcadores; carril 2) Cultivo sin inducir; carril 3)
cultivo inducido con IPTG; carril 4) Cromatografia de afinidad a Ni**; carril 5) Proteina més péptido
con histag después de cromatografia de exclusion; carril 6) rHev b 8 después de la reaccion de corte
pasando por cromatografia de afinidad a Ni**.
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De acuerdo a la figura 11 se puede observar una banda por debajo del marcador de peso
molecular de 66.2 kDa, lo que sugiere que la proteina pura presenta cierto grado de
oligomerizacion. Este oligdmero corresponderia a un tetramero, que probablemente sea muy
estable ya que se encuentra en condiciones desnaturalizantes en el gel. Por lo tanto,

consideramos importante verificar este punto por espectrometria de masas MALDI-TOF.

El rendimiento total de la expresion, a partir de 1 L de cultivo es de 15.2 mg de rHev b 8 més
el péptido con histag, lo que se traduce en un 1.4% , de la proteina soluble que se expresé en
E. coli, y aproximandamente 10 mg de la proteina sin el péptido poli-His. Este rendimiento es
mayor si se compara con lo reportado para profilinas de plantas (Vrtala et al., 1996). Es
importante mencionar en este punto que en esta purificacion de profilina no se utilizé una
columna de afinidad a poli-prolina, por la que presenta alta afinidad, (Lu J, Pollard TD, 2001;
Kasina et al., 2005) como se habia reportado por otros grupos de trabajo para diferentes tipos
de profilinas de tipo recombinante. En estos casos, eluyen a la profilina utilizando urea 6 M y
posteriormente la renaturalizan dializando y bajando lentamente la concentracion de urea

(Ganglberger et al., 2001; Lind SE et al., 1987), lo que posiblemente afecte su plegamiento.

25



Resultados y Discusion

Caracterizacion de la proteina.

Determinacion de la masa molecular.

La masa molecular tedrica de acuerdo a la secuencia de aminoacidos de rHev b 8. 0102 es de
14165.2 Da para el mondmero y la relaciébn m/z por espectrometria de masas para el ion
molecular (MH") fue de 14164.7 y de 7082.8 para el ion MH.** como se muestra en la figura
12.

28151209

profilina donde el pico base corresponde a la relacion m/z

Figura 12. Espectro de masas de la
14164.65.

Abriendo la ventana en el espectro de masas encontramos la presencia del dimero con una
relacion m/z de 28151.2, hasta la forma hexamérica de la proteina. La forma tetramérica
presenta una estabilidad clara, ya que estando en condiciones desnaturalizantes no se logra
deshacer el oligobmero, como se muestra en el gel de la figura 11. Existen evidencias de que
algunas profilinas se encuentran como dimero o tetrdmero, ya sea por union covalente entre
puentes disulfuro o por interacciones ionicas (Korupolu RV et al., 2009). Los factores que
pueden influir en la oligomerizaciéon son distintos como son: el amortiguador, el grado de
interaccion entre residuos que generen enlaces covalentes como cisteinas de diferentes

mondmeros, temperatura, pH, entre otros. En este caso, una posible explicacion seria que la
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profilina pudiera estar formando uniones covalentes a través de puentes disulfuro entre
diferentes cadenas polipéptidicas, por medio las cisteinas libres y conservadas en todas las
isoformas (figura 13). La cisteina trece del amino-terminal al encontrarse mas expuesta puede
ser la que esté interaccionando; sin embargo, también pueden haber interacciones mas débiles
y que en conjunto le den mayor estabilidad a estos oligdmeros. Dando como resultado

diferentes estados de oligomerizacidn, como se muestra en el espectro de masas (figura 12).

C-terminal

Figura 13. Cisteinas conservadas de Hev b 8.
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Determinacion del contenido de estructura secundaria.

La muestra se prepard a una concentracion de 0.2 mg/ml y se utilizd para la linea base
Amortiguador de fosfato de Na. El espectro de dicroismo circular fue obtenido por el
promedio de tres repeticiones en un equipo jasco J-710 con un termostato 423S. El calculo de
contenido de estructura secundaria se realiz6 con el software CDNN.

6000 1

5000: 4 E. Secundaria 200-260 m
Hélice alfa 15.30%
4000 1 Hebra beta 34.80%
S 3000 -
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Figura 14. Espectro de D. C. de la profilina pura. Temperatura 20°C, amortiguador de fosfato de Na
10mM pH 7, celda con un paso 6ptico de 0.1 cm. velocidad 20nm/min., Intervalos de una unidad de

190 a 260 de nm.
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Figura 15. Espectros de D.C. de diferentes profilinas alergénicas. El espectro se obtuvo con una

concentracién de 0.1 mg/ml a temperatura ambiente. Los datos son el promedio de 3 acumulaciones
(Radauer et al., 2006).
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En el espectro de dicroismo en la figura 14 se pueden observar un maximo positivo entre 190-
200 nm y que corresponden a una transicion mw->n* para hélice alfa y hoja beta
respectivamente. Las sefiales no se intensificaron tanto para los minimos caracteristicos, que
son 208 y 222 nm para transiciones n->nt* y n->n* respectivamente, y que corresponden a
hélice alfa. Asi mismo la sefial que va de 215-220 nm para una transicion n->n* nos indica la
existencia de hoja beta. La magnitud y posicion de las sefiales indican un contenido de
estructura secundaria similar al reportado en la estructura tridimensional para la isoforma de
Hev b 8 (cédigo PDB: 1G5U) resuelta a 3.2 A de resolucion, con un 24% hélice alfa 'y 21%
hoja beta. Comparado el espectro que obtuvimos para rHev b 8.0102 (figural4) con los
reportados para diferentes profilinas clasificadas como alérgenos de la figura 15 (Radauer et
al., 2006), se observa una gran similitud; sin embargo, estas ultimas fueron purificadas
utilizando una columna de poli-prolina, por lo que su plegamiento podria ser diferente. Otro
punto importante es que el espectro obtenido para rHev b 8. 0102 es tipico de proteinas con
una estructura alfa + beta, de acuerdo a la clasificacion de la base de datos SCOP

(http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/).
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Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA).

Para medir la capacidad de union de la profilina rHev b 8.0102 a IgEs de pacientes alérgicos
al hule se realizaron ELISAs (figura 16). Asi mismo, se realizaron experimentos paralelos con
extractos semipurificados conteniendo profilina tanto de latex de H. brasiliensis como de kiwi
comparando los resultados obtenidos en todos los casos.

1.8 1
1.6

1.4 4

Abs(490 nm)
S © =
o o o= N

=
-
1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Control

Pacientes

B rHev b 8.0102 EnHev b 8 semipurificado B Act d 9 semipurificado

Paciente con posible reactividad cruzada

Figura 16. Evaluacion del reconocimiento mediante ELISA de rHev b 8 por anticuerpos tipo IgE.

Se seleccionaron 11 sueros de pacientes alérgicos (1-11) y un individuo no-alérgico como
control y se evaluo la respuesta de éstos ante rHev b 8.01.02, nHev b 8 semipurificado de
suero C de latex y Act d 9 extracto semipurificado de kiwi. Tomando como criterio tres
desviaciones estandar por arriba de la media de la respuesta del control, para cada paciente,
consideramos el resultado como positivo. El reconocimiento de rHev b 8. 0102 por IgE tuvo
una respuesta del 45.5% de los pacientes, que es un valor esperado, cuando consideramos a
las profilinas como alérgenos menores (Hauser et al., 2010). Para el nHev b 8 semipurificado
del suero C tenemos una respuesta del 81.8%, esto se puede deber a la presencia de Hev b 5

(proteina &cida del latex) y en menor cantidad a Hev b 1, los cuales tienen masas moleculares
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similares y son considerados como alérgenos principales, ademas de otras proteinas que
podrian incrementar el reconocimiento por las inmunoglobulinas. EI mismo fenémeno se
presenta en el extracto de kiwi que tiene una respuesta del 54.5% donde aparte de Act d 9,
también encontramos otra proteina que tiene una identidad del 45% con Hev b 5 (Slater et al.,
1996) por lo cual se ve incrementada su respuesta. El suero de cuatro de los once pacientes
tuvieron respuesta ante las tres “fuentes de alérgeno,” esto posiblemente se puede deber a
reactividad cruzada. En este caso, los anticuerpos IgE aparentemente reconocen a la profilina
0 bien a otra proteina que presente determinantes antigénicos similares, y que se encuentren en

los extractos semipurificados del suero ¢ y de Kiwi.

Cristalizacion del alérgeno Hev b 8.0102.

Se probaron todas las condiciones del Crystal Screen y Crystal Screen 2 de HAMPTON,
utilizando el método de difusién directa en fase de vapor en la modalidad de gota colgante. La
concentracion de proteina fue de 10.6 mg/ml en amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7.5. Se
obtuvieron cristales a los cinco dias en tres condiciones del crystal screen (Figura 17).

Figura 17. Cristales de rHev b 8.0102 obtenidos en diferentes condiciones: A) Sol. 4 de crystal
screen™, B) Condicién A+ Capa de aceites (Silicon y parafina 1:1) en el pozo, C) Sol. 29 de crystal
screen™, D) Sol. 38 de crystal screen™.
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Tabla V. Condiciones de cristalizacion para rHev b 8. 0102.

Condicién Agente precipitante
4 Crystal Screen  Tris 0.1 M pH 8.5 y sulfato de amonio 2 M
29 Crystal Screen HEPES 0.1 M pH 7.5y tartrato de sodio y potasio *4H,0 0.8 M

38 Crystal Screen HEPES 0.1 M pH 7.5 y citrato de sodio 1.4 M

Como se puede observar en la figura 17 en panel A se obtuvieron cristales pequefios de una
morfologia octaédrica. Al adicionar una capa de aceites en el pozo y hacer més lenta la
evaporacién de la gota que contiene a la proteina en una concentracion menor (5 mg/ml) los
cristales aumentaron de tamafio como se muestra en el panel B. Los cristales mostrados en el
panel C tienen un mejor tamafio y se encuentran en menor nimero; sin embargo, se formé una
nata sobre la gota lo que dificulta su manipulacion. Finalmente en el panel D se observan

cristales mas pequefios que los observados en el panel A.

Teniendo en cuenta que la temperatura es un factor importante para la cristalizacion (Shmit,
2010) se realiz6 una variacion de ésta en la condicion 4 del crystal screen. En los limites de
temperatura entre 14 °C y 20 °C. Se observa un mejor tamafio de los mismos a 20 °C como se

muestra en la figura 18.

14°C '~ 1ec 18°C 20°C

Figura 18. Variacion de la temperatura para la condicidn 4 del crystal screen. El experimento se realizd
en un equipo TG40 de CENTEO Biosciences.

En los cuatro experimentos se disminuyd la concentracion de proteina a 5 mg/ml, adicionando
solo 1l de la muestra méas un 1pl de la solucion precipitante. Las imagenes de los cristales se
adquirieron al quinto dia de iniciada la prueba en un microscopio Stemi SV 11 objetivo S
2,5X. En 14y 16 °C el tamafio de los cristales no cambié mucho con respecto a la temperatura
de cristalizacion del laboratorio que es de 18 °C; sin embargo, sélo 2° C por arriba de esta
temperatura el tamafio mejora. Esta descrito que al cambiar la temperatura se puede modificar
la solubilidad de la proteina lo que puede a su vez afecta el crecimiento o formacién de los
cristales (Landsberg et al., 2006).
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Caracterizacion de los cristales.

Los cristales seleccionados para su caracterizacion fueron los que se crecieron en la condicion
cuatro del crystal screen (panel A de la figura 17), utilizando técnicas de difraccion de rayos
X. Se probaron varias soluciones crioprotectoras, resultando las méas adecuada la de glicerol al
30% en el liquido madre. Un cristal en solucién crioprotectora fue montado en una asa y
enfriado en un flujo de nitrégeno liquido a -170 C en el gonidstato de un equipo
Micromax007, con detector de imagen fosforescente RAXIS IV++. Los cristales difractaron a
3.1 A de resolucion y a 2.9 A con radiacion de sincrotron; siendo estables en ambas
condiciones. El programa para colectar y analizar los datos fue Crystal Clear (D*Trek). La red

cristalina probable es tetragonal, teniendo hasta el momento dos posibles grupos espaciales:

Figura 19. Patron de difraccion de rHev b 8. 0102.
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Tabla VI. Datos cristalograficos de los posibles grupos espaciales para el cristal de la
condicidn 4 del Crystal Screen.

Grupo espacial P422 P 432,2
Promedio de la celda unitaria a=57.58, b=57.58, c=131.95 a=57.58, b=57.58, c=131.90

Rango de resolucion 43.38-2.86 (3.01-2.86) 43.37-2.89 (3.05-2.89)
Total de reflexiones 27277 30207
Total de reflexiones unicas 5396 5386
Rumerge 0.085 (0.886) 0.085 (0.793)
Integridad 97.1 (98.6) 99.7 (98.9)
Multiplicidad 5.1(5.1) 5.6 (5.7)
Promedio de (1)/o (1) 17.1(1.7) 18.7 (2.0)

Los datos mostrados fueron obtenidos en la linea X6A del sincrotron Brookhaven National
Laboratory en Upton, New York. Cabe sefialar que estos son los datos preliminares de un solo
tipo de cristal, falta probar los cristales obtenidos en las otras dos condiciones y seleccionar
los mejores para obtener la estructura tridimensional. Ademéas se buscara optimizar el
crecimiento y calidad de los cristales variando los agentes precipitantes, concentracion de los

mismos, asi como temperatura y adicion de aditivos.
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Conclusiones.

El sistema de expresion pET28, E coli rosetta (DE3) es eficiente para la sobre-expresion de la
proteina Hev b 8.0102. Se logr6 obtener una buena cantidad de proteina soluble y sin utilizar
condiciones agresivas que resultaran desfavorables en el plegamiento de la cadena

polipeptidica. El rendimiento es de 10 mg por litro de cultivo.

Teniendo como base la secuencia de los aminoécidos de esta isoforma se realizd una
caracterizacion por espectrometria de masas en la que se demostr6 que el peso molecular del
monomero de rHev b 8. 0102 coincide con el tedrico de 14.16 kDa. Se aprecio un proceso de
oligomerizacion, tanto en el espectro de masas como en los geles de SDS-PAGE, siendo la
forma tetramérica muy estable aun en condiciones desnaturalizantes. Con la obtencion de los
espectros de D.C. se demostrd que rHev b 8. 0102 posee un plegamiento caracteristico para
proteinas a+p con un porcentaje de estructura secundaria similar al descrito para este tipo de

proteinas.

Mediante una prueba seroldgica por ELISA se demostro que existe 45.5 % de reconocimiento
del alérgeno rHev b 8. 0102 por las IgEs de sueros de pacientes alérgicos. Esta respuesta

puede estar relacionada a la reactividad cruzada por la sensibilizacién con profilina.

Se encontraron tres condiciones propicias para la cristalizacion del alérgeno Hev b 8. 0102.
Con los cristales obtenidos en la condicion cuatro del Crystal Screen se demostré que la
temperatura es un factor determinante en el crecimiento y se obtuvieron los primeros datos de
difraccion de rayos X para dicha condicion. Los datos obtenidos demuestran que estos

cristales difractan a una resolucion media.
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Perspectivas.

En la purificacion de la proteina se pretende agregar una pequefia concentracion de algun
agente reductor para evitar la posible formacion de enlaces disulfuro entre las cisteinas
presentes en la proteina. Esto con el fin de realizar nuevamente pruebas de corte con la

enterocinasa, esperando que mejore el rendimiento.

Corroborar con un gel nativo la presencia de oligdbmeros y mediante pruebas de dispersion
dindmica de luz medir el grado de oligomerizacion mixta de la proteina en solucion. Probar
diferentes amortiguadores o soluciones, esto con el fin de encontrar el medio en el que

tengamos a la proteina monodispersa y tener una mejora en la calidad de los cristales.

Caracterizar los cristales que se han obtenido hasta el momento en las otras condiciones, por
las técnicas de difraccion de rayos X ya descritas. Optimizar las condiciones de cristalizacion
mediante la adicion de otros agentes precipitantes o aditivos o bien variando su concentracion,
para tratar de mejor la calidad de los cristales y por lo tanto la resolucion a la cual difractan los
rayos X. Determinar la estructura de rHev b 8. 0102 a partir de los datos de difraccién de los

cristales de mejor calidad.
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