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ABREVIATURAS 
 
APC          Células presentadoras de antígenos. 

BIS-TRIS  bis(2-hidroxietil)amino-tris(hidroximetil)metano. 

C5a Componente 5a del complemento, también denominada 

anafilatoxina-C5a. 

cAmp         Adenosín monofosfato cíclico. 

CBP    Proteína de unión a citrato. 

DAG          Diacilglicerol. 

DC          Dicroísmo circular. 

DNS          Ácido dinitrosalicílico. 

ELISA         Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas. 

FcεεεεRI         Receptor tipo I de la fracción cristalizable tipo epsilon de la IgE. 

HCW         Trabajadores al cuidado de la salud (Health care workers). 

ICK          Nudo inhibitorio de cistina. 

IgE          Inmunoglobulina tipo E. 

IgG          Inmunoglobulina tipo G. 

IgM          Inmunoglobulina tipo M. 

IP3          Trifosfato de inositol. 

ITAMs         Motivos de activación de inmunorreceptor basado en tirosinas. 

IUIS Unión Internacional de Sociedades Inmunológicas (The 

International Union of Immunological Societies). 

LTC4         Leucotrieno C4. 

MAPK         Cinasas de proteínas activadas por mitógenos. 

MHC          Complejo principal de histocompatibilidad. 

MALDI-TOF Desorción/ionización láser asistida por matriz (Matrix-Assisted 

Laser Desorption/Ionization)-Tiempo de vuelo – (Time-Of-Flight). 

MES    Ácido 2-(N-morfolino)etanosulfonico. 

OPD              orto-fenildiamina. 

PAGE-SDS Electroforesis en geles de poliacrilamida y SDS. 

PBS              Solución amortiguadora de fosfato. 

PRP              Proteínas relacionadas a la patogénesis. 
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RMSD Raíz de la desviación cuadrática media (Root mean square 
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SNARES Receptores solubles de unión a N-etilmaleimida. 
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RESUMEN 
 

La alergia a los productos del látex de Hevea brasiliensis es un problema de 

salud que ha ido emergiendo de manera importante en las últimas tres décadas 

y que afecta de forma especial al personal médico, sanitario, de la industria del 

hule e individuos con múltiples intervenciones quirúrgicas (Szépfalusi et al., 

1999; Liss et al., 1997). Uno de los principales alérgenos de esta fuente es Hev 

b 2, una enzima con actividad de β-1,3-glucanasa identificada por Churngchow 

et al. (1995) como dos isoformas, una de ellas glicosilada. Varios trabajos 

previos han demostrado que sólo la isoforma glicosilada es reconocida por las 

IgEs de pacientes con alergia al hule y es capaz de inducir reacciones de 

hipersensibilidad tipo I o inmediata en individuos atópicos. Hev b 2 también ha 

sido implicado en la reactividad cruzada frente a diferentes proteínas 

procedentes de frutas, vegetales, pólenes y muy recientemente, del veneno de 

algunos himenópteros, en un patología denominada síndrome látex-fruta-polen-

venenos (Mahler et al., 2006). 

En este trabajo hemos aislado, con alta pureza y homogeneidad, dos 

isoformas glicosiladas de la β-1,3-glucanasa del látex de H. brasiliensis, que 

presentaron diferente grado de glicosilación. La estructura de los oligosacáridos 

de la isoforma I está constituida principalmente por monómeros de N-

acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, fucosa y galactosa, mientras que la 

isoforma II contiene monómeros de N-acetilglucosamina, fucosa, manosa y 

xilosa. Los ensayos de ELISA demostraron además, que ambas isoformas 

fueron reconocidas por las IgEs de los sueros de personas diagnosticadas con 

alergia al látex. 

Previo a este trabajo no se tenía la estructura 3D de un alérgeno natural 

glicosilado debido a la dificultad que implica la purificación de este tipo de 

proteínas. Aquí presentamos la cristalización de las isoformas I y II de Hev b 2 

y la estructura tridimensional de dos polimorfos de la última. Los cristales 

pertenecieron a los sistemas monoclínico y tetragonal con grupos espaciales 

P21 y P41 respectivamente. El análisis de la estructura tridimensional, junto a 

los ensayos inmunológicos y el modelamiento in silico de la interacción con 



 

anticuerpos tipo IgE, señalan a la zona glicosilada como el principal sitio 

antigénico de este alérgeno. 

Finalmente, el análisis de la termoestabilidad correlacionó con el grado de 

glicosilación de cada isoforma, mientras que el comportamiento cinético 

exhibido frente al substrato laminarin, no fue el característico mostrado por la 

mayoría de las enzimas que actúan sobre substratos simples. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ABSTRACT 
 

Allergy to Hevea brasiliensis latex products is a health problem that has been 

emerging in an important way over the last three decades. It affects especially 

the health care workers, sanitary personnel, workers of the rubber industry and 

individuals undergoing multiple surgeries (Szépfalusi et al., 1999; Liss et al., 

1997). One of the main allergens of this source is Hev b 2, an enzyme with 

endo-β-1,3-glucanasa activity identified by Churngchow et al., (1995) as two 

isoforms; one of them glycosylated. Previous reports demonstrated that only the 

glycosylated isoform of this allergen was recognized by the IgEs of patients with 

latex allergy. Additionally, it was also able to induce hypersensitivity type I 

reactions in atopic individuals. Hev b 2 has been involved in the cross reactivity 

against different proteins from fruits, vegetables, pollens and, very recently to 

some hymenopter poisons, in a pathology denominated latex-fruit-pollen-poison 

syndrome (Mahler et al., 2006). 

In this work we have isolated, with high purity and homogeneity, two 

glycosylated isoforms of β-1,3-glucanase from H. brasiliensis latex. These 

isoforms displayed different glycosylation degree. Isoform I is mainly constituted 

by N-acetyl-glucosamine, N-acetyl galactosamine, fucose and galactose 

monosaccharides whereas isoforma II contains N-acety glucosamine, fucose, 

manose and xylose residues. In addition, the ELISA assays demonstrated that 

both isoforms were recognized by the IgEs of sera from subjects diagnosed with 

latex allergy. To date, no 3D structure of a natural glycosylated allergen has 

been reported due to the difficulty that implies the purification of glycosylated 

isoforms. This work presents the crystallization of the Hev b 2 I and II isoforms. 

Besides the three-dimensional structure of the two polymorphic crystals of 

isoform II were determined. The crystals belonged to the monoclinic and 

tetragonal systems with space groups P21 and P41, respectively. The analysis 

of the three-dimensional structure, as well as the immunological assays and the 

modeling in silico of the IgE-allergen interaction showed that the carbohydrate 

moieties are the main antigenic sites on this allergen. 

 



 

Finally, the thermostability analysis of isoform I and II correlated with the 

glycosylation degree. The kinetic behavior exhibited by the enzyme using 

laminarin was not the characteristic one shown by the majority of the enzymes 

acting on simple substrates. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. ALERGIA E HIPERSENSIBILIDAD  

 

1.1.1. Introducción  

El término alergia fue introducido en 1906 por Clemens von Pirquet, para 

designar tanto la respuesta inmune protectora, como la respuesta alterada del 

cuerpo al reaccionar ante una sustancia extraña. Inicialmente esta definición 

incluyó a todas las reacciones de hipersensibilidad, concepto que clásicamente 

se refiere a la respuesta inmune exacerbada, la cual causa reacciones 

inflamatorias, daño tisular y en ocasiones puede dar lugar a una afección 

multisistémica, con implicación de al menos dos órganos y un cuadro de 

gravedad variable (anafilaxia). Aunque la palabra hipersensibilidad implica una 

reacción incrementada, la respuesta no siempre lo está y más bien puede 

tratarse de una reacción inmune inapropiada a un antígeno, donde es requisito 

que el individuo haya sido previamente sensibilizado, es decir, que haya sido 

expuesto por lo menos una vez a el/los antígeno(s) en cuestión. Asimismo, 

atopia es una palabra acuñada en los años veinte para describir la asociación 

familiar, y por tanto una base genética en la tendencia de ciertos individuos a 

padecer reacciones alérgicas tras la exposición a ciertas sustancias 

antigénicas. De ahí, la denominación de alergia atópica o enfermedades 

atópicas para referirse a estos procesos. 

 
 
TIPO NOMBRE MEDIADORES 

I Hipersensibilidad mediada por IgE Histamina, LTC4 
II Hipersensibilidad citotóxica mediada por IgG o IgM C o ADCC 
III Hipersensibilidad mediada por inmunocomplejos C5a, proteasas 
IV Hipersensibilidad mediada por células Citocinas 
V Hipersensibilidad estimuladora mediada por IgG  

 

 

En 1963 P.H.G. Gell y Robin Coombs clasificaron las reacciones de 

hipersensibilidad en cuatro tipos distintos: Tipo I al IV, de acuerdo al tiempo que 

demoraba la aparición de los síntomas y los mecanismos involucrados en las 

Tabla I. Reacciones de 
Hipersensibilidad 



mismas (Tabla I). Los tres primeros tipos de hipersensibilidad se producen 

dentro de la inmunidad humoral y son mediados por anticuerpos o por 

complejos antígenos-anticuerpos, mientras que el cuarto tipo se encuentra 

mediado por células, principalmente por células T y macrófagos. 

Recientemente, se ha descrito un tipo V denominado hipersensibilidad 

estimuladora o neutralizante, la cual también se encuentra mediada por 

anticuerpos (Rajan, 2003). 

 

1.1.2. Subtipos de reacciones hipersensibilidad  

 1.1.2.1. Hipersensibilidad tipo I. También es denominada como 

hipersensibilidad anafiláctica o inmediata debido a que se presenta en minutos 

u horas después del desafío, y en la actualidad se usa restringidamente el 

término alergia para designar sólo a este tipo de hipersensibilidad. Actualmente 

las alergias son padecimientos que tienen una alta incidencia, llegando a 

afectar a más del 40% de la población mundial en algún momento de su vida. 

Esta respuesta exagerada del sistema inmune es originada por cierta clase de 

antígenos conocidos como alérgenos. Éstos son sustancias no parasitarias 

tales como proteínas o glicoproteínas, las cuales forman parte de productos 

naturales o bien pueden ser compuestos químicos de naturaleza hapténica, 

como la penicilina, los cuales son capaces de inducir las reacciones de 

hipersensibilidad inmediata en individuos sensibilizados y re-expuestos a un 

antígeno determinado. 

 

Las reacciones de hipersensibilidad tipo I se encuentran mediadas por 

inmunoglobulinas tipo E (IgE) y, además del alérgeno, en el desarrollo de la 

hipersensibilidad tipo I intervienen varios tipos celulares, siendo los mastocitos 

o células cebadas y los basófilos, las principales células efectoras. Estas 

células tienen características únicas; sin embargo, ambas contienen gránulos 

citoplasmáticos cuyos contenidos son los principales mediadores de las 

reacciones alérgicas, además de compartir en gran medida el mecanismo de 

activación, el que se describe más adelante. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Eventos de la 
reacción de hipersen-
sibilidad tipo I. La 
exposición a un alérge-
no activa las células TH2 
a través de las células 
presentadoras de 
antígeno (APC), las 
cuales estimulan a las 
células B para producir 
IgEs. La subsiguiente 
exposición al alérgeno 
resulta en la unión de 
éste a las IgEs unidas 
en la membrana de los 
mastocitos. Este evento 
ocasiona que estas 
células se activen y 
liberen sus gránulos. 
 
 

De forma breve, las reacciones de tipo I se caracterizan por la secreción 

de IgEs producidas por las células plasmáticas en respuesta a la activación de 

células TH2 específicas por un alérgeno. La posterior activación de mastocitos 

tisulares y basófilos sanguíneos por la re-exposición del alérgeno, que 

generalmente suele producirse dentro de los 15 a 30 minutos desde la 

interacción del alérgeno con las IgEs preformadas y unidas en la superficie de 

las células, conlleva a una respuesta inflamatoria localizada o generalizada, 

según la magnitud de la liberación de los mediadores (Figura 1). Aunque 

normalmente las reacciones alérgicas se producen en un lapso de tiempo de 

unos pocos minutos, a veces puede presentarse como una reactividad semi-

retardada dentro de las 10-12 horas siguientes a la exposición del alérgeno. 

 

1.1.2.1.1.  Mecanismos moleculares de la desgranulación de mastocitos. 

 Debido a la importancia que desempeñan los mastocitos en la respuesta 

alérgica, numerosos estudios se han centrado en la determinación del 

mecanismo de desgranulación de estas células. Éste inicia por el 

entrecruzamiento de dos o más moléculas del receptor FcεRI, lo que ocurre por 

la unión de antígenos multivalentes a las IgEs ancladas a la membrana de los 

mastocitos a través de los mismos. El proceso de señalización intracelular que  

    



 

sigue a continuación implica la interacción de diversas fosfatasas y cinasas de 

proteínas y lípidos, así como el reordenamiento del citoesqueleto. 

 

 La cinasa de tirosina de la familia SrC denominada Lyn, unida 

constitutivamente al dominio citoplasmático de la cadena β del FcεRI en los 

mastocitos, es activada por el entrecruzamiento del FcεRI. Esta enzima 

fosforila las tirosinas dentro de los motivos de activación de inmunorreceptor 

basado en tirosinas (ITAMs) en los dominios citoplasmáticos de las cadenas β 

y γ, del receptor FcεRI. Entonces la Syk, otra cinasa de tirosina, es reclutada a 

los ITAMs de las cadenas γ de este receptor y cambia a su estado activado, 

para así fosforilar y activar otras enzimas y moléculas adaptadoras de la 

cascada de señalización, entre ellas la fosfolipasa C (PLC). PLC cataliza el 

rompimiento del fosfatidilinositol bifosfato para producir 1,4,5-trifosfato de 

inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG), que median el proceso de desgranulación. 

El IP3 eleva las concentraciones intracelulares de Ca2+, y el DAG, junto con el 

Ca2+, activa la cinasa de proteína C (PKC). Este aumento en las 

concentraciones de Ca2+ intracelular y de la PKC activada, conduce a la 

desgranulación (Figura 2). Después de quince segundos de haberse 

establecido el entrecruzamiento del receptor FcεRI también se observa la 

metilación de diversos fosfolípidos de la membrana, los que producen el 

aumento de la fluidez de la misma y la formación de canales de Ca2+. Así, el 

aumento de Ca2+ intracelular que se presenta a continuación se debe tanto a la 

captación de Ca2+ extracelular a través de los canales como a la liberación del 

mismo desde las reservas intracelulares en el retículo endoplásmico. De tal 

forma, esta elevación en la concentración de Ca2+ intracelular, promueve el 

ensamblaje de los microtúbulos y la contracción de los microfilamentos, ambos 

procesos necesarios para el movimiento de gránulos hacia la membrana 

plasmática. De igual forma, las proteínas SNARES (receptores solubles de 

unión a N-etilmaleimida), que están presentes tanto en la membrana de los 

gránulos como en la membrana plasmática, median la fusión de los gránulos 

con la membrana celular y la consecuente exocitosis de los mediadores 

primarios relacionados con la desgranulación de los mastocitos. Asimismo, el 



 

aumento de Ca2+ y la metilación de fosfolípidos ocasionan el incremento 

transitorio en la actividad de la adenilciclasa unida a la membrana. El producto 

de su reacción, el monofosfato cíclico de adenosina (cAMP), promueve la 

activación de las proteínas dependientes cAMP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Eventos bioquímicos durante la activación y desgranulación del mastocito.  El 
enlace cruzado del alérgeno y las IgEs unida a la membrana del mastocito induce la 
agregación de los receptores FcεRI, lo que conlleva a la activación de las cinasas Syk y Lyn. 
Estas últimas a su vez activan la cascada de la MAP cinasa (MAPK) para la transcripción de los 
genes de citocinas y a la fosfolipasa C específica para el 4,5-bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2) 
que forma parte de la membrana. La fosfolipasa C convierte el PIP2 en diacilglicerol (DAG) y 
trifosfato de inositol (IP3). El IP3 causa la liberación del Ca2+ del retículo endoplásmico. El Ca2+ y 
DAG activan activa a la cinasa de proteína C (PKC), esencial para el ensamblaje microtubular y 
la fusión y liberación de los gránulos. Igualmente, se cree que las cinasas de proteína (PC) 
dependientes de cAMP fosforilan las proteínas de los gránulos facilitando su liberación. Por 
otra parte, el Ca2+ y las MAPK activan a la fosfolipasa A2 la cual inicia la síntesis de mediadores 
lipídicos, junto con las metiltransferasas (PMT I y II).  
 
 
 Estas proteínas fosforilan las proteínas de la membrana de los gránulos y 

por tanto cambian su permeabilidad al agua y al mismo cAMP. La tumefacción 

de los gránulos, que se sucede a continuación, facilita su fusión con la 
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membrana plasmática, lo que ocasiona que liberen su contenido. Otro efecto 

del aumento de Ca2+, junto con la inducción de una cinasa de proteína activada 

por mitógeno (MAPK), es la producción de citocinas y la activación de la 

enzima fosfolipasa A2 (PLA2). Esta última hidroliza los fosfolípidos de 

membrana, produciendo la formación de ácido araquidónico, que 

posteriormente se convierte en prostaglandinas y leucotrienos. Éstos son 

potentes mediadores de la inflamación, que ejercen efectos dilatadores sobre 

los vasos sanguíneos, ocasionan aumento de la permeabilidad vascular y 

tienen efectos quimiotácticos sobre neutrófilos, produciendo así los síntomas 

característicos de las reacciones alérgicas (Kindt et al., 2007; Abbas et al., 

2007). 

 

1.1.2.2. Hipersensibilidad tipo II o hipersensibilidad citotóxica  

Estas reacciones se caracterizan por la destrucción de células mediada 

por anticuerpos preformados tipo IgG e IgM. Éstos se unen a antígenos 

presentes o fijados en la superficie de la célula blanco y activan el sistema del 

complemento o propician la citotoxicidad mediada por células dependientes de 

anticuerpos (Abbas et al., 2007). 

 

1.1.2.3. Hipersensibilidad tipo III o mediada por inmunocomplejos 

Esta reacción es mediada por la formación de complejos inmunes 

antígeno-anticuerpo circulantes, los cuales inducen la activación del sistema 

del complemento cuyas anafilotoxinas C3a y C5a producen la desgranulación 

localizada de los mastocitos e incrementan por consiguiente, la permeabilidad 

vascular. Las anafilotoxinas C3a y C5a también son factores quimiotáctico para 

neutrófilos, los que al activarse liberan las enzimas contenidas en sus gránulos 

causando daño tisular (Abbas et al., 2007). 

 

1.1.2.4. Hipersensibilidad tipo IV o celular  

También se denomina hipersensibilidad tardía o retardada porque el 

desarrollo de la reacción requiere unas 24 horas para que sea evidente, y entre 

48 y 72 horas para que sea máxima. Ésta es una respuesta mediada por 

linfocitos T, macrófagos y monocitos. El desarrollo de una reacción de 



 

hipersensibilidad tipo IV requiere de un periodo de sensibilización de una a dos 

semanas tras el primer contacto con el antígeno. En este período los linfocitos 

TH1 son activados por la presentación del antígenos restringidos a moléculas 

MHC clase II. Tras un segundo contacto con el antígeno, los linfocitos T 

previamente sensibilizados, secretan citocinas que inducen una reacción 

inflamatoria localizada (Landsteiner & Chase, 1942; Poulter et al., 1982). 

 

1.1.2.5. Hipersensibilidad tipo V, estimulatoria o neutralizante.  

Esta reacción es mediada por anticuerpos que reaccionan contra un 

componente de la superficie celular e inducen o neutralizan la actividad de la 

célula correspondiente. Ejemplo de ello es la enfermedad de Basetow Graves, 

donde una inmunoglobulina G se une a un receptor TSH de la célula tiroidea y 

la estimula produciendo hormona tiroidea. Otro ejemplo es la miastenia gravis, 

donde una inmunoglobulina G se une al receptor de acetilcolina de la placa 

motora y lo bloquea (Rajan, 2003). 

 

1.1.3. Factores que influyen en el desarrollo de la hipersensibilidad I  

La alergia es un padecimiento multifactorial cuyas causas son muy 

difíciles de establecer con precisión. Sin embargo, se han identificado algunos 

factores individuales y ambientales que podrían influir en su desarrollo. Entre 

los factores individuales, el más importante lo constituye la herencia, seguido 

de la edad, sexo y raza. Por otra parte, como factores ambientales se han 

señalado las alteraciones a la exposición de microbios durante la infancia, la 

polución, los niveles de exposición a sustancias alergénicas y los cambios en la 

alimentación. Todos estos factores en conjunto, han permitido proponer cuatro 

hipótesis para explicar el aumento de las alergias observado en los últimos 

años  

 

1.1.3.1 Hipótesis genética 

Esta hipótesis sugiere que existe una predisposición genética que influye 

la susceptibilidad de un individuo a las reacciones alérgicas. Las evidencias 

que apoyan esta hipótesis son: 



 

• La asociación familiar de las alergias. Se ha observado que existe una 

probabilidad del 50% de tener hijos alérgicos cuando ambos padres son 

alérgicos, mientras que cuando sólo uno de los progenitores lo es, la 

posibilidad de que sus hijos manifiesten algún tipo de hipersensibilidad tipo I es 

del 30%. Asimismo, los gemelos idénticos tienen una propensión del 70% de 

padecer el mismo tipo de alergias, mientras que en gemelos no idénticos este 

valor es del 40% (De Swert, 1999; Galli, 2000). 

 

• Otra evidencia a favor de la hipótesis genética es la identificación de 

polimorfismos en varios genes de citocinas ligados a la atopia como IL-3, IL-4, 

IL-5, IL-9, IL-13 y el factor estimulante de colonias de granulocitos/ macrófagos, 

GM-CSF, que influencian el desarrollo de la enfermedad (Brown et al., 2005). 

No obstante las evidencias anteriores, el incremento en la incidencia de las 

alergias en las últimas décadas no puede ser explicado sólo por factores 

genéticos y en consecuencia han surgido otras hipótesis. 

 

1.1.3.2. Hipótesis de la higiene.  

En la actualidad la hipótesis de la higiene es la más aceptada para 

explicar el aumento de las alergias en países industrializados. Ésta postula que 

la exposición reducida a agentes infecciosos como organismos simbióticos y 

parásitos durante la infancia, favorece la tendencia a desarrollar reacciones 

alérgicas y enfermedades autoinmunes por no adecuar al sistema inmune 

debidamente (Liebowitz et al., 1966; Strachan, 1989). De tal forma que en 

ausencia de estas exposiciones repetidas, nuestro sistema inmunológico en 

desarrollo, poco estimulado a edad temprana, estaría entonces sobre 

estimulado por sustancias inofensivas como el polen, provocando el desarrollo 

de alergias. Los resultados de un estudio en el que se compara el sistema 

inmune de ratones salvajes y de laboratorio parecen reforzar la hipótesis de la 

higiene (Devalapalli et al., 2006). Éstos demuestran que los ratones silvestres 

en contacto con parásitos producen mayores niveles de IgEs que sus 

semejantes de laboratorio. No obstante, este incremento en el nivel de la IgEs 



 

favorece la reacción protectora en los ratones silvestres, mientras que en los 

animales de laboratorio conllevan a la aparición de alergias. 

 

1.1.3.3. Hipótesis de la contaminación ambiental 

Aunque la hipótesis de la higiene es la que actualmente cuenta con mayor 

aceptación, no es la única explicación considerada para el aumento en la 

prevalencia de las alergias. Otra hipótesis surgida por la pregunta de si los 

cambios del medio ambiente, como la polución, impuestos en el fondo genético 

han llevado al aumento en las alergias es la hipótesis de la contaminación 

ambiental. Ésta también surge como otra explicación del aumento observado 

de las enfermedades alérgicas en las zonas industrializadas cuando se 

comparan con las zonas rurales. 

 

Un ejemplo de cómo los cambios del medio ambiente, como las 

partículas de diesel pueden influir en la expresión de polimorfismos genéticos, 

es el estudio realizado por Gilliland et al. (2004). En él se demuestra que una 

variante del gen de la glutatión-S-transferasa humana incrementa el efecto 

adyuvante de las partículas diesel sobre la inflamación alérgica. La glutatión S-

transferasa puede metabolizar especies reactivas de oxígeno y desintoxicar 

xenobióticos presentes en partículas de diesel. Las mutaciones en la glutatión 

S-transferasa que inhiben esta función podrían aumentar la inflamación y la 

respuesta a sustancias no peligrosas como los alérgenos. Estas modificaciones 

sólo se podrían observar en áreas con una alta concentración de partículas de 

diesel aerotransportadas como en las grandes ciudades y constituye un claro 

ejemplo de la interacción gen-ambiente. 

 

1.1.3.4. Hipótesis del linfocito T-regulador 

Esta hipótesis postula que linfocitos T reguladores (Treg), con perfiles de 

citocinas distintas a las TH1 y TH2 ejercen una función inmunosupresora. Estos 

linfocitos actúan inhibiendo las respuestas exageradas del sistema inmune 

frente a los alérgenos y en las personas atópicas habría una reducción del 

número de éstos (Hawrylowicz, 2005). 



 

1.2. LA ALERGIA AL LÁTEX DE Hevea brasiliensis 

El árbol del hule, Hevea brasiliensis, es una planta tropical laticífera 

perteneciente a la familia de las euforbiáceas. Existen aproximadamente 2000 

plantas que producen látex; sin embargo, ésta es la única especie explotada 

comercialmente. El látex de este árbol es el citoplasma de células 

especializadas denominadas laticíferas cuyo principal componente es el cis-

1,4-poliisopreno o hule natural con un 55 a 65% de su peso. También contiene 

una serie de organelos denominados lutoides, de origen vacuolar, los que 

contienen varios tipos de hidrolasas, así como proteínas de la coagulación del 

látex, enzimas relacionadas a la biosíntesis del poliisopreno y proteínas 

relacionadas al sistema de defensa de la planta (Pathogenesis-related Proteins, 

PRP). Todas ellas constituyen entre el 1 y 2% del peso del látex (Valls et al., 

2004). 

 

Debido a las propiedades elásticas y de barrera, el hule natural obtenido 

del látex de H. brasiliensis es utilizado como materia prima para la elaboración 

de aproximadamente 40,000 productos, de los cuales más de 400 son artículos 

de uso médico y quirúrgicos. En guantes de hule natural tanto de exploración 

como quirúrgicos, varios reportes han demostrado la presencia de algunos 

alérgenos o fragmentos inmunológicamente activos de los mismos, capaces de 

causar la sensibilización en personas con predisposición y de provocar una 

respuesta de alergia al látex (Galli, 2000). 

 

La alergia al látex se describió por primera vez en 1927 en Alemania. En 

las últimas décadas, este padecimiento se ha convertido en un importante 

problema de salud mundial que afecta cada vez a un mayor número 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. 

 

Los principales grupos de riesgo de la alergia al látex incluyen los 

pacientes con historia de múltiples intervenciones quirúrgicas, destacando 



 

aquellos con espina bífida (SB), malformaciones urogenitales congénitas 

severas, entre otras, cuya prevalencia oscila entre el 10 y 60% (Szépfalusi et 

al., 1999); los profesionales del área de la salud (Health care workers, HCW) 

con una incidencia del 3 al 17% (Liss et al., 1997); los trabajadores de la 

industria del hule con un 6 al 11% (Miri et al., 2007) y las personas con 

antecedentes de atopia y alergia a frutas (Niggemann & Breiteneder, 2000). En 

contraste con los principales grupos de riesgo, los estudios epidemiológicos 

demuestran que la prevalencia en la población general es del 1%, destacando 

la atopia como el factor individual más importante en la sensibilización 

(Turjanmaa, 1994). 

 

Por su parte, las manifestaciones clínicas de los síntomas de la alergia al 

hule natural son muy variables y pueden progresar gradualmente con los 

contactos sucesivos. Dependiendo de la vía de exposición, la cantidad de 

alérgeno contactado y como ya se mencionó, de la predisposición genética, 

éstos pueden variar desde unos síntomas locales moderados como dermatitis, 

urticaria, angioedema, conjuntivitis, rinitis y asma, hasta presentar cuadros 

anafilácticos (Ownby et al., 1991; Nuter, 1979).  

 

1.2.1 Alérgenos del látex de H. brasiliensis 

En el látex de H. brasiliensis se han identificado más de 200 proteínas 

distintas, de las cuales alrededor de 50 tienen la capacidad de unir las IgEs de 

los sueros de pacientes con alergia a este material, pero sólo 13 de éstas, 

incluyendo sus isoalérgenos y varias isoformas de los mismos, han sido 

clasificadas como alérgenos por el Subcomité de Nomenclatura de la Unión 

Internacional de Sociedades Inmunológicas (IUIS). Cabe precisar que según esta 

asociación, dos moléculas son isoalérgenos cuando comparten, además de un 

tamaño molecular similar, una idéntica función biológica, si ésta es conocida, e 

identidad en la secuencia de aminoácidos igual o mayor al 67%. Por su parte, 

una variante o isoforma corresponde a las múltiples formas que puede presentar 



 

un isoalérgeno, las cuales comparten una identidad en la secuencia de 

aminoácidos mayor o igual al 97% (www.allergen.org/Allergen.aspx). 

 

La nomenclatura como alérgeno consiste de las tres primeras letras del 

género a que pertenece el organismo, seguido de la primera letra de la especie y 

de un número arábigo que indica el orden cronológico de su purificación y 

depósito 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 

números adicionales seguidos después de un punto del número asignado para el 

alérgeno mientras que las isoformas de un mismo alérgeno se caracterizan por 

dos números consecutivos más al asignado para la isoforma (King et al., 1994). 

 

Tabla II. Alérgenos del látex de Hevea brasiliensis. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Dato tomado del sitio de la IUSI (www.allergen.org/Allergen.aspx) 
‡Dato reportado por Raulf-Heimsoth et al., 2007. 
+Dato reportado por Sánchez-Palacios, A., 2001. 
NR: Dato no reportado. 

 

 

Nomenclatura Nombre/Función MM(SDS-PAGE) Individuos sensibilizados (%)

Hev b 1 Factor de elongación del hule 14 kDa 81 (SB)/ 52 (HCW)*

Hev b 2 beta-1,3-glucanasa 38 kDa 67 (SB)/ 78 (HCW)‡

Hev b 3 Proteína de la biosíntesis del poliisopreno 24 kDa 83 (SB)/ 24 (HCW)*

Hev b 4 Lecitinasa/beta-glucosidasa 53-55 kDa 77 (SB)/ 65 (HCW)+

Hev b 5 Proteína estructural citosólica 16 kDa 56 (SB)/ 92 (HCW)*

Hev b 6.01 Proheveína 20 kDa 48 (SB)/ 71 (HCW)‡

Hev b 6.0201 Heveína 4.7 kDa 88 (SB)/ 56 (HCW)+

Hev b 6.0202 Heveína 4.7 kDa NR

Hev b 6.03 C-terminal de proheveína 16 kDa 28 (SB)/ 40 (HCW)+

Hev b 7.01 Patatina 42 kDa 11 (SB)/ 22 (HCW)+

Hev b 7.02 Patatina 42 kDa 21 (SB)/ 30 (HCW)‡

Hev b 8.0101 Profilina 15 kDa 88 (SB)*/ 35 (HCW)+

Hev b 8.0102 Profilina 15 kDa NR
Hev b 8.0201 Profilina 15 kDa NR
Hev b 8.0202 Profilina 15 kDa NR
Hev b 8.0203 Profilina 15 kDa NR
Hev b 8.0204 Profilina 15 kDa NR

Hev b 9 Enolasa 51 kDa 14.5 (HCW)*

Hev b 10.0101 Mn-superóxido dismutasa 26 kDa 0 (SB)/ 10(HCW)*

Hev b 10.0102 Mn-superóxido dismutasa 26 kDa NR
Hev b 10.0103 Mn-superóxido dismutasa 26 kDa NR

Hev b 11.0101 Quitinasa de clase I 30 kDa 17 (SB)/ 24 (HCW)‡

Hev b 11.0102 Quitinasa de clase I 30 kDa NR

Hev b 12 Proteína transportadora de lípidos 9.3 kDa 17 (SB)/ 18 (HCW)‡

Hev b 13 Esterasa 42 kDa 67 (SB)/ 86 (HCW)‡



 

Los alérgenos del látex natural despliegan una diversidad de funciones 

biológicas, incluyendo enzimas, inhibidores de enzimas, proteínas estructurales y 

de almacenamiento. La tabla 2 lista los 13 alérgenos registrados, al igual que la 

prevalencia individual con la que son reconocidos por los sueros de pacientes 

con espina bífida y trabajadores del sector salud, entre otras características. De 

todos ellos y como su número lo indica, el factor de elongación del látex o Hev b 

1 (Dennis & Light, 1989) fue el primer alérgeno identificado en este material. Hev 

b 1 es una pequeña proteína de 14.6 kDa reconocida por el 81% de los 

pacientes con espina bífida y en un 52% por los trabajadores del sector salud. 

Por otra parte Hev b 2, alérgeno en el que se centra este trabajo (Sunderasan et 

al., 1995; Alenius et al., 1995), es una glicoproteína con actividad de β-1,3-

glucanasa cuya prevalencia en pacientes con espina bífida y trabajadores 

sanitarios también es alta (Tabla II). A lo largo de este trabajo nos estaremos 

refiriendo indistintamente a este alérgeno como Hev b 2 o β-1,3-glucanasa. El 

siguiente alergeno es Hev b 3, una proteína de 23 kDa que comparte un 47% en 

identidad de secuencia con Hev b 1 y cuya actividad también se encuentra ligada 

a la biosíntesis del poliisopreno (Alenius et al., 1993). Hev b 4 es otra 

glicoproteína con actividad de glicosidasa y ha sido señalada como un 

componente de la microhélice (Sunderasan et al., 1995). Hev b 5 es una proteína 

ácida de 16 kDa, termoestable que al igual que Hev b 1, Hev b 2 y Hev b 3 han 

sido identificadas en varios extractos de guantes de látex (Akasawa et al., 1996; 

Slater et al., 1996). El sexto alérgeno del hule natural es uno de los que cuenta 

con la mayor prevalencia en todos los grupos susceptibles a desarrollar alergia al 

látex. Éste presenta tres isoalérgenos, Hev b 6.01, Hev b 6.02 y Hev b 6.03 

(Archer, 1960). El primer isoalérgeno, es un precursor de 20 kDa conocido como 

proheveina, el cual al sufrir hidrólisis produce un fragmento N-terminal de 4.6 

kDa denominado heveína o Hev b 6.02 y el segmento C-terminal o Hev b 6.03. 

Recientemente nuestro grupo reportó para heveína otra isoforma conocida Hev b 

6.0202 (Reyes-López et al., 2006). El siguiente alérgeno en la lista es Hev b 7 

(Beezhold et al., 1994; Kostyal et al., 1998), una proteína que comparte el 50% 

en identidad de secuencia con el alérgeno de la papa, patatina. Por su parte, Hev 

b 8 es la profilina de H. brasiliensis (Vallier et al., 1995). Esta proteína, altamente 



 

conservada en los organismos eucariotes, forma complejos con la actina 

regulando su polimerización y participando de esta manera en la forma y en los 

movimientos celulares. Desde el punto de vista inmunológico, las profilinas son 

alérgenos importantes responsables de la reactividad cruzada entre especies no 

relacionadas. De acuerdo a lo establecido por la IUlS para la denominación de 

isoalérgeno e isoforma, en el látex de H. brasiliensis se han identificado dos 

isoalérgenos de Hev b 8 y cuatro isoformas del mismo. Por otra parte, Hev b 9 es 

la enolasa del látex natural. Ésta es otra proteína ubicua, involucrada en el 

catabolismo de carbohidratos (Posch et al., 1997), la cual tiene una baja 

prevalencia en pacientes con espina bífida y trabajadores del área de la salud. El 

siguiente alérgeno es Hev b 10, una superóxido dismutasa de manganeso 

considerado como un alérgeno con poca prevalencia (Posch et al., 1997), 

mientras que Hev b 11, una quitinasa de clase I, es considerado un alérgeno 

importante en la reactividad cruzada entre el látex natural, frutas y pólenes 

(O’Riordain et al., 2002). Finalmente, los dos últimos alérgenos identificados en 

el hule natural lo constituyen Hev b 12 y Hev b 13. El primero es una proteína de 

9.3 kDa con actividad transportadora de lípidos y con una alta relevancia en la 

reactividad cruzada frente a otras proteínas de frutas (Beezhold et al., 2003). El 

segundo, es otra glicoproteína de 42 kDa con actividad de esterasa (Arif et al., 

2004) el cual es reconocido entre el 75 y 83% de los trabajadores del área de 

salud según datos de la OMS/IUIS y datos de la reciente publicación de Raulf-

Heimsoft, et al. (2007).  

 

1.2.2 Estructura y análisis de los alérgenos del látex natural  

 Desde una perspectiva diferente, durante las últimas décadas se ha 

tratado de investigar las bases moleculares de la alergenicidad determinando 

las estructuras tridimensionales de algunos alérgenos (Gajhede et al., 1996; 

Receveur-Bréchot et al., 2006). Sin embargo, estos estudios estructurales, así 

como el conocimiento de las características conformacionales de los sitios de 

unión a las IgE, son muy escasos (Li et al., 2008; Padavattan et al., 2009), 

incluyendo a los alérgenos del látex de H. brasiliensis, los cuales comprenden 

un conjunto de proteínas con una amplia variabilidad, tanto funcional como 



 

estructural. La primera estructura tridimensional resuelta de un alérgeno del 

látex natural fue Hev b 6.0201 o heveína, la cual fue determinada por difracción 

de rayos X a 2.8 Å de resolución (Rodríguez-Romero et al., 1991). 

Posteriormente esta estructura fue determinada en disolución por RMN (PDB: 

1HEV; Andersen et al., 1994) y recientemente se volvió a determinar por 

difracción de rayos-X a 1.5 Å de resolución (PDB: 1Q9B; Reyes-López et al., 

2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Como se muestra en la figura 3A, Hev b 6.0201 es un pequeño péptido 

globular, altamente compacto que contiene cuatro puentes disulfuro y adopta la 

topología del nudo inhibitorio de cistina (Inhibitor Cystine Knot, ICK), 

plegamiento común al adoptado por toxinas polipeptídicas de origen marino, 

así como por toxinas provenientes del veneno de arañas e insectos (Menéz et 

al., 1992; Pallagy et al., 1994). La siguiente estructura reportada fue el 

isoalérgeno de la profilina, Hev b 8.0204 (Figura 3B). Las profilinas son 

proteínas ubicuas de los organismos eucarióticos Su estructura tridimensional 

compacta adquiere una topología tipo α+β, consistiendo de un sándwich 

Asn14  Asp14  
(A) (B) 

Figura 3. Estructura tridimensional de los alérgenos de l látex de Hevea brasiliensis determinados 
a la fecha.  (A) Superposición estructural de heveína Hev b 6.0201 (PDB:1Q9B, verde) y Hev b 
6.0202 (PDB: 1WKX, gris). En la figura se muestra el cambio de asparagina por aspártico en 
la posición 14 entre las isoformas de este alérgeno. (B) Profilina o Hev b 8.0204 (PDB: 1G5U) 



 

formado por una hoja central de siete hebras β antiparalelas y estructuras tipo 

hélices α a cada lado de la hoja β (Mahoney et al., 1999). La última estructura 

tridimensional determinada para una alérgeno de látex de H. brasiliensis fue la 

isoforma Hev b 6.0202 (Figura 3A), la cual sólo difiere de la heveína en las 

substitución de Asn por Asp en la posición catorce (PDB: 1WKX; Reyes-López 

et al., 2006). La comparación de la estructura secundaria de estos alérgenos no 

muestra más que la presencia de hebras-beta común a ellos. 

 

 En el trabajo publicado por Karisola et al., (2004) sobre el análisis 

estructural de los aminoácidos expuestos en la superficie, y potencialmente 

involucrados en el reconocimiento de Hev b 6.0201 por IgEs, se identificaron 

dos epítopos localizados en caras opuestas de la molécula y conteniendo los 

residuos polares y cargados Arg5, Lys10, Gln38, Glu29, Tyr30 e His35. Por 

otra parte, en el trabajo de Reyes-López et al., (2006) se sugieren los residuos 

hidrofóbicos Trp21, Trp23 y Tyr30 como parte del epítopo conformacional 

dominante, mientras que el análisis de Hev b 8.0204 (Fig. 3B) propone tres 

epítopos conformacionales en áreas compuestas de residuos polares o 

cargados (Radauer et al., 2006). Como se puede apreciar, los datos 

experimentales de la unión alérgeno-IgE sólo apuntan a ciertas áreas 

superficiales de las proteínas alergénicas como importantes para dicha 

interacción y más allá de la importancia documentada de éstos para la unión 

eficiente de las IgEs, el conocimiento de las características estructurales de los 

sitios conformacionales de unión a IgE es muy limitado y aún no es posible 

sugerir algún motivo estructural o patrón de secuencia conformacional común a 

todas las proteínas alergénicas. 

 

 No obstante lo anterior, dos propiedades que parecen mostrar los 

alérgenos del látex natural y en general todos los alérgenos de plantas, es su 

abundancia y su estructura tridimensional compacta, que aunado a otras 

características como la presencia y grado de glicosilación, puentes disulfuro y 

la unión de ligandos, le confieren una alta estabilidad estructural. Algunos 

estudios han demostrado que para varios alérgenos, la unión efectiva de la IgE 



 

depende de la integridad de la estructura (Drew et al., 2004; Davis & Williams, 

1998). Actualmente, la estructura tridimensional de un número importante de 

alérgenos de otras fuentes han sido determinadas; sin embargo, es necesaria 

la determinación de un mayor número de estructuras de este tipo de proteínas 

para permitir un mejor entendimiento de las bases moleculares de la 

alergenicidad. Por ende, la determinación de la estructura terciaria permitirá 

identificar los aminoácidos cruciales para la unión de anticuerpo tipo IgE sobre 

la superficie de la molécula, además proporcionará un mejor entendimiento de 

la respuesta inmune frente al alérgeno y facilitará el diseño racional de una 

estrategia de inmunoterapia para el tratamiento de la alergia. 

 

1.2.3. Hev b 2 (ββββ-1,3-glucanasa)  

Hev b 2 es una glicohidrolasa básica con actividad de β-1,3-glucanasa que 

se encuentra asociada a vacuolas y la que presenta varias isoformas. Ésta fue 

primeramente descrita por Sunderasan et al. (1995) y Alenius et al. (1995) como 

una proteína de 36 kDa, reconocida por las IgEs de pacientes con alergia al hule 

y a frutas. Las β-1,3-glucanasas, han sido designadas como “proteínas 

relacionada a la patogénesis” (PRP) debido a su capacidad para hidrolizar las 

uniones (1→3) de los β-glucanos de la pared celular de hongos y bacterias 

(Sussman et al., 2002). En general, las glicohidrolasas están ampliamente 

distribuidas en arqueobacterias, eubacterias y eucariota catalizando la hidrólisis 

de los enlaces glicosídicos de oligosacáridos, polisacáridos o bien de sus 

glicoconjugados. 

 

En plantas se han encontrado una amplia variedad de β-glucan-

endohidrolasas (EC 3.2.1.-), las cuales aparecen como isoformas que difieren 

marcadamente en su punto isoeléctrico, ligeramente en su tamaño y estructura 

primaria. Estas enzimas se han divido en tres grupos: un grupo formado por las 

β-1,3-glucanasas (EC 3.2.1.39), las cuales sólo hidrolizan uniones β-1,3-

glicosídicas continuas. Estas enzimas no hidrolizan azúcares con uniones β-1,3 

cuando éstos se encuentran intercalados entre azúcares con uniones β-1,4-

glicosídicas. El otro grupo lo integran las β-1,3-1,4-glucanasas (EC 3.2.1.73), 



 

las que requieren de uniones β-1,3 adyacentes a las uniones β-1,4 para 

hidrolizar las uniones β-1,4-glicosídicas. El último grupo es el de las 

endocelulasas o β-1,4-glucanasas (EC 3.2.1.4), que no sólo hidrolizan residuos 

con uniones β-1,4, sino también residuos con uniones β-1,3-1,4-glicosídicas, 

pero su producto de hidrólisis difiere del generado por las β-1,3-1,4-glucanasas 

(Høj and Fincher, 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La hidrólisis enzimática de los enlaces glicosídicos llevada a cabo por 

estas glicohidrolasas, puede ocurrir por dos mecanismos diferentes, ya sea con 

retención o inversión de la configuración del átomo de carbono anomérico (Fig. 

4). Por cualquiera de estos dos mecanismos que suceda la hidrólisis, ella tiene 

lugar por catálisis ácido/base, la cual requiere de dos aminoácidos: un donador 

de protones y otro que actúa como nucleófilo o base. Estos aminoácidos 

catalíticos generalmente son ácido aspártico o ácido glutámico, los cuales se 

encuentran muy conservados en casi todas las familias de glicohidrolasas. Las 

enzimas que actúan con retención de la configuración tienen una distancia 

aproximada de 5.5 Å entre los dos aminoácidos catalíticos, mientras que en 

enzimas que actúan con inversión en la configuración, la separación es de 

alrededor de 10 Å (Sinnott, 1990). 

Figura 4 . Mecanism os catalíticos para la hidrólisis enzimática del enlace glicosídico . 
(a) Mecanismo con retención en la configuración del átomo de carbono anomérico y (b) 
mecanismo con inversión de la configuración. 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Topologías del sitio activo de 
las glicohidrolasas. A) Topología tipo 
bolsillo de la β-galactosidasa de 
Lactococcus lactis, PDB: 3PBG. B) tipo 
surco de la β-1,3-glucanasa de plátano, 
PDB: 2CYG. C) Topología tipo túnel 
presentado por la celobiohidrolasa del 
hongo Trichoderma reesei, PDB: 1QK2. 
 

Las glicohidrolasas han sido 

agrupadas, según la topología del 

centro activo, en tres clases 

generales: bolsillo, surco y túnel 

(Fig. 5). La topología de bolsillo es 

óptima para el reconocimiento del 

extremo no reductor de los 

azúcares y se encuentra 

principalmente en monoglicohi-

drolasas como la β-galactosidasa, la 

sialidasa y la neuraminidasa, y en 

algunas exoglicohidrolasas que 

degradan substratos con numero-

sos extremos libres tal como el 

almidón. La topología de surco 

permite acceder aleatoriamente a 

los azúcares internos del poli-

sacárido, por ello es más común en 

las endopolisacaridasas, como 

lisozima, endocelulasas, xilanasas, 

quitinasas, β-1,3-glucanasas y β-

1,3-1,4-glucanasas. Por último, la 

topología en túnel deriva de la tipo 

surco, pero con variación en la 

longitud de las asas exteriores del 

surco los cuales son mayores, 

llegando a cubrir el centro activo. 

Esta topología permite a la enzima 

liberar el producto mientras la 

cadena del polisacárido permanece 

firmemente unida y hasta ahora sólo  

A 

B 
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ha sido observada en Celobiohidrolasas (Davies & Henrissat, 1995). 

 

A la fecha, la β-1,3-glucanasa de Hordeum vulgare (EC 3.2.1.39) es una 

de las más estudiadas a nivel de su mecanismo catalítico. Esta enzima actúa 

con retención de la configuración anomérica mediante un mecanismo 

ácido/base general para llevar a cabo la hidrólisis de las uniones glicosídicas, 

(Hrmova & Fincher, 1993; Chen et al., 1993; Muller et al., 1998). Los estudios 

realizados de mutaciones dirigidas a sitios específicos en la proteína 

identificaron cuatro residuos esenciales para la catálisis: Glu231, Glu279, 

Lys282 y Glu288. Éstos se localizan en la parte profunda del sitio activo, cuya 

topología como es lo común para todas las endoglicohidrolasas, presenta la 

forma de un surco (Fig. 5B). Los alineamientos de secuencia primaria entre β-

1,3-glucanasa de H. vulgare y la de H. brasiliensis muestran una identidad del 

47% y la conservación de los cuatro aminoácidos catalíticos identificados en la 

proteína de H. vulgare. 

 

Todas las β-1,3-glucanasas tienen selectividad por laminarin, razón por 

la cual también se les conoce con el nombre de “laminarinasas”. El laminarin es 

un β-glucano del alga café Laminaria digitata, el cual está poco ramificado, 

consta de enlaces β-1,3 y β-1,6-glicosídicos en relación 3:1 y tiene un grado de 

polimerización variable. 
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II. ANTECEDENTES 

 

La alergia al látex de H. brasiliensis o hule natural representa en la actualidad 

un importante problema de salud pública, debido a que este material es la 

principal fuente de alérgenos en el ámbito ocupacional, tanto en el personal de 

salud como en el de la industria del hule. Constituye, además, la segunda 

causa de anafilaxia perioperatoria (Ranta & Ownby, 2004). 

 

Dentro del repertorio de alérgenos identificados en el hule natural se encuentra 

Hev b 2, una proteína con actividad de β-1,3-glucanasa la cual presenta varias 

isoformas, tres de naturaleza ácida localizadas a nivel de citosol y dos básicas, 

asociadas a vacuolas (Sunderasan et al., 1995; Alenius et al., 1995). Estas 

últimas son proteínas glicosiladas responsables de más del 70% de las 

reacciones alérgicas sufridas por los trabajadores del sector salud (Raulf-

Heimsoth, et al., 2007), así como de la reactividad cruzada observada entre el 

látex, frutas, pólenes y algunos venenos de himenópteros (Mahler et al., 2006). 

En los estudios de Raulf-Heimsoth, Hev b 2 también es considerado como uno 

de los alérgenos de útil aplicabilidad para el diagnóstico de la alergia al látex, 

debido a que únicamente en los pacientes que manifestaron síntomas severos 

al contacto con este material, las IgEs presentaron una alta reactividad a este 

alérgeno. 

 

 Estudios comparativos entre el alérgeno natural y recombinante han 

demostrado que sólo la proteína natural es reconocida por las IgEs de los 

pacientes alérgicos, confirmando así la participación de las estructuras 

glicosídicas como una o la región antigénica de este alérgeno (Calabozo et al., 

2002; Iacovacci et al., 2002). Por todo lo anterior, aunado a la nula información 

que existe a nivel de la estructura terciaria de Hev b 2, nos planteamos la 

pregunta de qué tipo de estructuras glicosídicas o que características 

estructurales presentes en el alérgeno natural conllevan al reconocimiento de 

las IgEs de los pacientes con alergia al látex. Por otra parte, se sabe que la 

presencia de los carbohidratos en la estructura de un alérgeno no es, sin 



 

embargo, siempre garantía de alergenicidad. Igualmente, es interesante 

discernir las diferencias en el nivel de reconocimiento entre las dos isoformas 

básicas de Hev b 2, tanto en su estado nativo como en el desplegado. 

 

 Finalmente, es de un amplio conocimiento que además del modo y grado 

de exposición, las características estructurales de los alérgenos parecen tener 

un papel importante en la capacidad de la proteína para modular la respuesta 

inmune hacia las reacciones alérgicas. Sin embargo, hasta ahora no se 

conoce, en términos generales, ninguna característica estructural común para 

determinar una proteína como potencialmente alergénica (Aalberse, 2006) y lo 

único que se ha podido determinar, basados en las pocas estructuras 

tridimensionales determinadas hasta la fecha, parece ser su forma compacta, 

que le brinda a la molécula una mayor estabilidad. Por tal motivo es interesante 

determinar la termoestabilidad de Hev b 2, la cual le conferiría, en principio, 

resistencia para soportar los procesos drásticos a que se somete el látex y así, 

permanecer en los productos como un componente alergénicamente activo. 
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III. HIPÓTESIS 

La capacidad que presentan algunos alérgenos tal como Hev b 2, de unirse a 

IgE y de provocar la desgranulación de los basófilos, así como de presentar 

reactividad cruzada, está determinada principalmente por los aspectos 

conformacionales de la proteína. 

 

IV. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo general 

Caracterizar, cristalizar y determinar la estructura tridimensional de la β-1,3-

glucanasa de H. brasiliensis, una proteína con propiedades alergénicas 

presente en los productos procesados del hule natural. 

 

4.2. Objetivos específicos 

• Caracterizar bioquímicamente la β-1,3-glucanasa de H. brasiliensis, 

determinando su masa molecular, punto isoeléctrico y patrón de glicosilación. 

 
• Caracterizar enzimáticamente a la β-1,3-glucanasa utilizando como substrato 

el laminarin. 

 
• Evaluar por ensayos de ELISA el reconocimiento de las IgEs de sueros de 

pacientes alérgicos al látex de H. brasiliensis por Hev b 2. 

 
• Cristalizar y determinar la estructura 3D de la β-1,3-glucanasa de H. 

brasiliensis utilizando la técnica de difracción de rayos X. 

 

• Analizar in silico las interacciones de las regiones hidrofóbica y expuestas al 

solvente de la estructura Hev b 2 determinada en este trabajo, con el objetivo 

de predecir los epítopos reconocidos por anticuerpos tipo IgE. 
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V. METODOS 

 
La metodología descrita en esta sección se centra bá sicamente en los 

protocolos no reportados en las artículos anexos en esta tesis. 

Únicamente se repite en este capítulo el protocolo de purificación de las 

proteínas, el cual también se encuentra en el artículo 2, con el fin de 

mostrar los resultados de una manera más clara . 

 
 
5.1. Purificación de las isoformas I y II de la ββββ-1,3-gluganasa de H. 

brasiliensis  

El látex de H. brasiliensis proveniente de la plantación "El Palmar" 

(Veracruz) se fraccionó por centrifugación a 70,000 g durante 45 minutos y 4 

°C. El sedimento, en el que se encontraban los luto ides, fue separado y 

almacenado a –50 °C. La fracción de los lutoides co nteniendo las isoformas de 

Hev b fue homogenizada en una disolución 0.35 M de NaCl (extracto lutoides) y 

clarificada por centrifugación a 70,000 g. Todos los pasos de purificación se 

llevaron a cabo a 4 °C. El sobrenadante obtenido (s obrenadante 1) se dializó 

durante 48 h contra agua. En este paso precipita la glucanasa, la cual se 

separa por centrifugación a 70,000 g durante 40 min. El precipitado se 

resuspendió en 20 mM MES, 0.35 M NaCl pH 6.0 (precipitado G) 

Posteriormente esta muestra se sometió a una cromatografía de exclusión 

molecular usando Superdex S200 (Pharmacia-LKB Biotechnology, Sweden), 

obteniendo un pico mayoritario con actividad. Esta fracción se aplicó a una 

columna de afinidad ConA-sefarosa, eluyendo con metil β-manopiranósido y 

por último, tanto la fracción retenida en Con A (Isoforma II), como la no retenida 

(Isoforma I) que mostraron actividad, fueron sometidas a una cromatografía de 

intercambio catiónico usando una columna Mono S 5/50 GL también de 

Pharmacia-LKB Biotechnology.  

 

 

 

 



 

5.2. Determinación del contenido de estructura secundaria . 

El contenido de estructura secundaria para ambas isoformas se determinó 

por la técnica de dicroísmo circular (DC). Los espectros se obtuvieron con un 

espectropolarímetro Jasco J-710 en el UV lejano (190-260 nm), utilizando una 

cubeta de cuarzo de 0.1 cm de paso óptico. Las isoformas I y II se diluyeron en 

amortiguador de citrato de sodio 10 mM a pH 5.0 hasta una concentración 0.1 y 

0.2 mg/ml respectivamente. La temperatura de la muestra se mantuvo a 25 °C a 

través de un sistema tipo Peltier, modelo JASCO PTC-343. Todos los espectros 

finales representan la media de tres acumulaciones individuales realizadas cada 

0.2 nm a una velocidad de barrido de 10 nm/min. Los resultados se expresan en 

valores de elipticidad molar, en unidades de grado·cm2/dmol considerando una 

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

 

 

 

 
 

 
Donde, θθθθMolar  es la elipticidad molar, θθθθobs  es el valor de elipticidad en grados, Mw 

es el peso molecular promedio de los aminoácidos, [[[[ P ]]]] es la concentración de 

proteína en g/cm3 y d es el paso óptico. 

 

La determinación del porcentaje del contenido de estructura secundaria se 

estimó utilizando tres programas. El primero de ellos, CDNN usa el método de 

deconvolución basado en redes neuronales que aplican el algoritmo de 

propagación inversa (Dalmas et al., 1994). SELCON3, que incorpora el método 

de auto-consistencia junto con un algoritmo de descomposición del valor singular 

(SVDA) para asignar la estructura secundaria de la proteína (Sreerama & Woody, 

2000) y por último el método CONTIN, el cual utiliza el modelo linealizado de van 

Stokkum para seleccionar un conjunto de proteínas a partir de una base de datos 

de referencia (van Stokkum et al., 1990). En otras palabras, considera el 

espectro experimental como una combinación lineal de los espectros registrados 

de proteínas de referencia con un contenido de estructura secundaria conocido. 

 θobs⋅*Mw 
 [[[[ P ]]]]⋅d  θMolar = 



 

 

5.3. Curvas de termoestabilidad . 

La desnaturalización térmica de las isoformas de Hev b 2 se estudió 

mediante DC, en la región del ultravioleta lejano. Las curvas de termoestabilidad 

se obtuvieron midiendo de forma continua la variación de la elipticidad a 222 nm, 

en el intervalo de temperatura de 20 °C a 90 °C, co n una velocidad de 1 °C/min. 

La solución de proteína fue de 0.1 mg/ml en amortiguador citrato de sodio 10 mM 

pH 5.0. 

 

5.4 Ensayos de actividad ββββ-1,3-glucosidasa.  

La actividad de β-1,3-glucosidasa se realizó usando 100 µl de una 

disolución con 2 mg/ml de laminarin, en amortiguador acetato de sodio 50 mM, 

pH 5, como substrato. El volumen final de la reacción fue de 250 µl. La reacción 

se incubó durante una hora a 37 °C con agitación su ave. Posteriormente, se 

adicionaron 500 µl de DNS, se llevó a ebullición durante 10 minutos y se dejó 

enfriar a temperatura ambiente. A continuación, los tubos se centrifugaron 

durante 1 minuto a 13,000 rpm y se leyó la absorbancia a 550 nm. La unidad 

de actividad enzimática se definió como la cantidad de enzima requerida para 

liberar 1 µmol de glucosa por minuto (Miller, 1959). 

 

5.5 Determinación del grado de polimerización del laminarin . 

El peso molecular y la determinación del grado de polimerización de este 

substrato se realizó por espectrometría de masas MALDI-TOF utilizando un 

equipo Omniflex (Bruker, Daltonics). La muestra fue disuelta en una disolución 

saturada de ácido alfa-ciano-4-hidroxicinámico en 30% de acetonitrilo y 0.1% 

de ácido trifluoroacético. El instrumento se operó en modo lineal positivo. 

 

 

 

 

5.6 Actividad vs pH, amortiguadores, temperatura y cantidad de 

enzima . 



 

La actividad de la isoenzima II se evaluó en el intervalo de pH de 4.0 a 

8.0, con incrementos de 0.5 unidades de pH y usando amortiguadores de sales 

iónicas (acetato, citrato y fosfato de sodio), así como amortiguadores tipo MES, 

BIS-TRIS. La actividad en función de la temperatura se determinó desde 30 

hasta 70 °C, con incrementos de 0.5 °C. Por último,  la dependencia de la 

actividad con la cantidad de enzima se realizó variando la cantidad de ésta, 

desde 5 hasta 20 microgramos totales. 

 

5.7 Caracterización cinética . 

Los parámetros cinéticos KM, kcat y Vmax de la isoenzima II fueron 

determinados a partir de ensayos realizados por triplicado a 37 °C en 

amortiguador citrato de sodio 50 mM, pH 5.0. La concentración de la 

isoenzima, seleccionada de los ensayos de la actividad en función de la 

cantidad de enzima, fue de 7.7 µg. Las concentraciones de substrato se 

variaron de 0.2 a 1.6 mg/ml. Los datos fueron procesados con OriginPro 7.5, 

usando el análisis de regresión no lineal basado en la cinética de Michaelis-

Menten. 

 

5.8 Reconocimiento por anticuerpos tipo IgE . 

El reconocimiento por anticuerpos humanos tipo IgEs de la β-1,3-glucanasa, en 

sus formas glicosilada y desglicosilada, así como en su estado nativo y 

desnaturalizado, se realizó mediante ensayos de ELISA. Los detalles de la 

metodología se describen en la publicación 3. La donación de los sueros de los 

pacientes voluntarios adultos alérgicos al látex fue llevada a cabo siguiendo los 

protocolos aprobados por el comité de ética del Instituto Nacional de Pediatría 

de la Ciudad de México. 
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Artículo de revisión 

ENDO-f3-1 ,3-glucanasas reconocidas por anticuerpos tipo IgE 
de sueros de pacientes alérgicos 

Oeyanira Fuentes-Silva: Adela Rodrfguez-Romero' 

RESUMEN 

Las ~1 ,3-glucanasas son prolelnas ampliamente distribuidas en plantas Implicadas en muchos 
procesos melabólicos como eslrés, Inlecclón ~ procesos de desarrollo_ Debk:lo a su capacidad para 
hidrolizar ~ I ,3-glucanos, componentes esenciales de la pared celular de hongos 'i bacterias, han 
sido designadas como prolelnas relacionadas a la patogénesls pertenecientes a la ramilla 2 (PR-2) , 
A la fecha se han descrito varias 13-1 ,3-glucanasas de planlas como alergénlcas, las cuales han sido 
reconocIdaS por lOS anticuerpos tipo IgE de personas con Slndrome latex-Iruta pOlen. Estas enzimas 
también han sido reconocidas como alergenos Implicados en el asma ocupacional. A nivel de 
secuenc.a primaria y pese a provenir de diferentes especies, Bntre eslas plOtelnas 58 presenta una 
alta homologla _ AsI msmo, los epltopos lineales que han sido recientemente reportados para la 13-
1,3-glucanasas de plálano, eslán muy conservados. Eslos epltopos comunes. pOOr.an ser la causa 
de la reactivídad cruzada qua se prasenta entre muchos alergenos , lo cual liene Importancia c1lnics 
en personas sensibilizadas contra estas estruc1uras. Este trabalo recopila la Intormaclón reportada a 
ta lecha acerca de las 13-1 ,3-glucanasas de plantas ImplICadaS en alergias. 

Palabras clave: ~ I ,3-glucanasas, anticuerpos IgE , s lndrome latex-flula polen . 

ABSTRAeT 

fj-I,3-g/ucanases afe wlde/y dlslrlbuled prole/ns ,,, pI,mls, They are /nvolved In many me/abolle 
processes SUCIl as tres:;, Inreciion 8rI(1 developmenr. TllBy are all/e ro llydrOlyZe IJ.1,3-glucans mat 
ale essentlal components of me cell wallln /ungl aM bae/erla. So, mey have been deslgnated as 
pafhogenesls-relaled {No/e/ns (Famfly 2: PR-2). To da/e, several fj-I,3-g/ucanases of planls llave 
Dee" descrlDed, whlch are recognlzed by IgE anlibodles 01 pfJOp/e wlth latex·/rult poli"" syndrome. 
T/ley llave also been recognlzed as allergens Involved In OCcupallonal astllma, Al prlmary sequence 
/evel ana desplte rlH3y are 'fom dlfferent specles, Ihere aJe higll slmi/arllles among Ihese pro/e/ns. 
B8sides, lile Iln .... r sequellC8s recognized by /gE (sequentlal epi/opas tiJa' llave Deen rBporled 
recBntly lor fhe banana fj-I,3.g/ucanase) are conserved. These common epi/opes could De Ihe cause 
01 crossed reaclMty dlsplayed among manyaJlergens. Thls Is r",levanl lor pfJOple sensmzed ólgslnsl 
Illese fJ-I,3·glucanases .tfuctures. Thls work compiles reporlecl lo dale In'orma~on aboul p·1,3· 
glucanases trom plants Impllcaled In allergles. 

Kay words: fj-1,3-g1ucanas~, IgE an~l1Odles, latex-Im!1 pcllsn syndrome. 
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EN DO-f3-1 ,3-glucanasas reconocidas por anticuerpos tipo IgE 
de sueros de pacientes alérgicos 

Deyanira Fuentes-Silva: Adela Rodríguez-Romero' 

RESUMEN 

Las ~1 ,3-glucanasas oon proternas ampliamente distribuidas en plantas Implicadas en muchos 
proces06 metabólicos como eslrés, Inlecclón ~ procesos de desarrollo. Debido a su capacidad para 
hidrolizar ¡¡'1 ,3-glucanos, componentes esenciales de la pared celular de hongos y bacterias, han 
sido designadas como prolelnas relaclonaClas a la palogénesls parteneclenles a la tamllla 2 (PR-2) . 
A la lecha se han descrito varias j!- I ,3-glucanasas de plantas como alergénlcas, las cuales han sido 
reconocidas por 105 anticuerpos tipo IgE de personas con srndrome látex-frula pOlen. ESlas enzimas 
también han sido reconocidas como alergenos Implicados en el asma ocupacional. A nivel de 
secuencia primaria y pese a provenir de diferentes especies, entre esta. protelnas se presenta una 
alta homologla. Asi mismo, los epnopos flneales que han sfdo recientemenle reportados para fa ~ 
1.:J.-glucanasas de plátano, están mu~ conservados. Estos epltopos comunes, pOOrlan ser la causa 
de la reacllvidad cruzada que se presenla enlr!! muchos aJergenas, la cual tiene Importancia cllnica 
!!n personas sensibilizadas conlra estas estruc1uras. Este trabalo recopila la Información reportada a 
la leCha acerca de las ~1 ,3-glucanasas de plantas lmpliCadas en alergias. 

Palabras clave: f}-I,3-glucanasas, anticuerpos IgE , s lndrome látex-Iluta polen. 

ABSTRAeT 

fj- l,3-glucanases are wldely dlsfrlbu/ed pro/e/ns In plan/s, Tlley are Involveclln many me/abolle 
prOCI!SSIlS such as fress, ¡nree/lon /lOO developmllnl. ThBy are aMI fo hydro/y11! fj- l,3-glucans mal 
are essentlal componen!s of /he ce/I wal/ln IUngl aM Dacterla. So, /hey have been deslgnated as 
pa!hogenesls-relaled pro/elns (Famlly 2: PR-2). To dale, severa] fj- l,3-glucanases 01 planls have 
l>een descrll>ed, whlch are recognlzed by IgE anflbOdles 01 people w/th lalex·lrull pOi/M syOOrome. 
T/ley llave also been reccgnlzed as a/lergens !nvo/ved In oceupa/lonal aSlhma, Al prlmary sequence 
leve/ana rJespi/e //ley are (rom aifferen/ specJes, Ihere are high s/mi/arilies Bmong fhese prole/ns, 
B8sides, lile Iln .... r sequellCBs re<XJgnlzea by IgE (sequen/ial epilopes /hal llave l>een feported 
recen//y lor!he banana {J-1,3.gluC<lnase) are conserved. Tlrese eommon epilopes could I>e /he cause 
af CfOSSed reacllvlty cJisplayecl among manya/lergens. Thls Is relevanllar people sensltlzed aya/ns/ 
lhese {l-I,3-glucanases sfructures. This work compiles reportecl to date Informa/Jon aboul {J- I ,3-
glucanases Irom planfS Impl/cafeclln allergles. 

KlIy word¡;: {J- 1,3.glucanases, IgE antibOdles, la/ex-Imlt pollen syndrome. 

• InsUtuto de Qulmica, Universidad Nacional Autónomo da 
M¡oI¡-,.-rcn 

INTRODUCCiÓN 

Las 13-1,3-glucanasas son proternas ampliamente 
distribuidas en plantas, varías de las cuales han 
sido aistadas de tomate, plátano y tabaco, entre 
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s ido clasHlcadas como alergenos o asociadas al 
srndrome látex-frula-polen. En términos generales. 
un alerge~o se ha delinido como una sustancia nor
malmente inocua, capaz de imclar una reacción 
alérgica en personas con una predisposición genét i
ca. Nolablemenle, muchos son protel nas de plan
tas involucradas en el sislema de defensa o alma
cenamiento , otros son proternas metabólicas y 
algunos son protelnas estructurales , La historia de 
los alergenos de plantas se inició et sigto pasado 
entre los a~os cuarenta y cincuenta con los prime
ros ensayos realizados para puril icar alergenos de 
pólenes usando las técnicas c lásicas de separación 
como extracc ión con fenal , precipitación con sales 
y electroforesis. A prinCipio de los años sesenta, 
con el desarrollo de las lécnicas cromatográl icas. 
se purificó el primer alergeno nombrado como "Antr
geno E" a partir de la Ambrosía artemisiifolía el cual 
reaccionaba con anticuerpos polictonales anti-A, ar
temisil/olia.' Posteriormente, del polen de centeno. 
Marsh' aisló un alergeno que denominó Ray 1, Tam
bién describió por primera vez las propiedades mo
leculares de los alergenos, los fa ciares involucra
dos en la alergenicidad , la respuesta inmune a los 
alergenos y publicó los primeros estudios Inmuno· 
génicos de la respuesla IgE trente a los alergenos 
purificados de pólenes. Marsh' estableció la prime· 
ra defimclón clara de un "alergeno principal', como 
un alergeno puril icado que produce una respuesta 
inmediata del 90% o mayor, en individuos alérgicos 
somelidos a pruebas cutáneas. En contrasle , un 
"alergeno secundario' es aquel que presenta una 
respuesta menor al 20% en los pacientes alérgicos 
sujelos a pruebas cutáneas , 

Actualmente, se utiliza un estándar menos rlgido, 
el cuat deline a un alergeno principal como aquét en 
donde un 5()% o más de tos pacientes atérgicos re
accionan a las pruebas culáneas. En las últimas dé
cadas han sido purilicados muchos alergenos cuyas 
fuentes principales han sido plantas . esporas de 
hongos, insectos y ácaros. 

ALERGENOS DE PLANTAS 

A la fecha , un gran nOme/o de protefnas de frutas . 
legumbres, semillas, pÓlenes y productos derivados 
de plantas han sido identificados y caracterizados 
como alergenos. Estas prote lnas han manitestado la 
capacidad de inducir en humanos reacciones alérgi
cas tipo I o inmediala, la cual es mediada por anti
cuerpos tipo IgE."" Los pólenes y esporas de las 
plantas son las principales fuentes de lo que se ha 
denominado aero-a lergenos, los cuales pueden ser 
Inhalados y son una de las principales causas de la 
rinil is alérgica y del asma . Esle tipo de alergia lam-

brén es llamado "alergia estacional" por presenlarse 
.. n los penodos de polini zación" 

La atefgia allmenticia por la ingestión de 'rutas, le
gumbres y semillas Causan manifestaciones d'gestl
vas o cutáneas en las personas, con slntomas que 
pueden variar desde una hinchazón de labios , lengua 
y paladar, a menudo acompañado por slnlomas 
como ahogo, tos y slnlomas gastrointestinales, has
ta casos de reacciones sistémicas severas como 
anafi laxia , La mayoria de estas reacciones alérgicas 
frente a frutas y vegetales se han asociado con la 
sensibilización a pólenes."'" 

Oi'sde el punto de vista alergénico, el látex del ár
bol del hu le (He vea brasiliensis) y los productos ma
nufacturados del mismo, contienen vanas proleinas 
capaces de unir IgE , las cuales muestran una luane 
reactividad cruzada con diferentes protelnas proce
dentes de frutas , vegetales y pólenes. Los alergenos 
responsables de la mayorra de los casos de reactivi
dad cruzada en el srndrome látex-fruta-polen son: 
heverna , 13-t ,3-glucanasas, quitinasas y profilinas, 
entre otras"" Estas protelnas representan los aler
geno s de contacto más imporlantes hallados hasta 
la fecha en plantas. las manifestaciones cllmcas de 
96te lipa de alergia como de las anteriores , depen
den de la vla de expoSICión, la cantidad de alergeno 
y ta va riabilidad Individual" 

CLASIFICACiÓN DE LOS Al ERGENOS 
PROVENIENTES DE PLANTAS 

Entre tas numerosas protelnas que tienen las plan
tas , sólo un pequeño número ha sido identificado 
como alergenos para los humanos. La mayor la de 
ellas se expresan en respuesta a la Infección por pa · 
tógenos tales como hongos, bacterIas o virus ; por lo 
cual lueron designadas como "Protelnas relaciona
das a la patogénesis', PRP."·"··· Estos tipos de pro· 
ternas también son expresadas a consecuencias de 
heridas hechas a la planta o por la aplicación de 
sustancias qulmicas como el acetiteno o el ácido 
salicOico, que mimeíizan el efeclo de infección o in 
ducen estrés." Ollginalmente las PRP fueron identi 
ficadas en tabaco y clasiticadas dentro de 5 lami
lias , basadas en la homologla de su secuencia de 
aminoácidos. Estas cinco famitias conslituran un 
grupo pequeño de proteinas ácidas y básicas. Gene
ralmente las formas ácidas de estas familias se en· 
contraban en el espacio extracelula, y las formas bá 
sicas e/an transponadas a vacuolas por un péptido 
señat, tocati~ado en et carboxilo terminal. Este siste
ma de clasilicación posteriormente lue revisado por 
Van Loon y cOIS ,>1 el cual extendió el nlimero a 14 
famitias d~erentes (Cuadro ¡), entre las que se en
cuentran: quainas8s, glucanasas, endoprotelnasas, 
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sido clasHlcadas como arergenos o asociadas al 
slndrome látex-frula-polen. En términos generales. 
un alergeno ~e ha definido como una sustancia nor
malmente inocua, capaz de imclar una reacción 
alérgic.a en personas con una predisposición genét i
ca . Nolablemenle, muchos son protelnas de plan
tas invotucradas en ef sistema de defensa o alma
cenamiento , otros son protelnas metabólicas y 
algunos son prolernas eSlruclurales , La hisloría de 
los alergenos de planlas se inició el siglo pasado 
entre los años cuarenta y cincuenta con los prime
ros ensayos realizados para purilicar alergenos de 
pólenes usando las técnicas ctásicas de separación 
como exlracerón con fenol , precipitaciÓn con sales 
y eleclroloresis , A prinCipio de los años sesenta, 
con el desarrollo de las lécmcas cromalográlicas. 
se purificó el primer alergeno nombrado como "Antr
geno E" a partir de la Ambrosía artemísíifolía el cual 
reaccionaba con anticuerpos policlonales anti-A. ar
remisiifolia .· Posteriormente, del polen de centeno, 
Marsh1 aisló un alergano que denominó Ray 1, Tam
bién describió por primera vez las propiedades mo
leculares de los alergenos, los laolores involucra
dos en la alergenicidad , la respuesta inmune a los 
alergenos y public6 los primeros estudios inmuno
génicos de la respuesla IgE Irente a los alargenos 
purificados de pólenes. Marsh1 estableció la prime
ra delime:lón clara de un "alergeno principal", como 
un alergeno purificado que produce una respuesta 
inmediata del 90% o mayor, en individuos alérgicos 
sometidos a pruebas cutáneas. En contrasle , un 
"alergeno secundario- es aquel que presenta una 
respuesta menor al 20% en los pacientes alérgicos 
sUJelos a pruebas cutáneas . 

AClUalmente. se utiliza un estándar menos rlgido, 
el cual deline a un atergeno principal como aquél en 
donde un 60% o más de los pacienles alérgicos re
accIonan a las pruebas cutáneas. En tas últimas dé
cadas han sido purificados muchos atergenos cuyas 
fuentes principales han sido plantas, esporas de 
hongos, inseclos y ácaros. 

ALEAGENOS DE PLANTAS 

A la lecha, un gran número de protelnas de frutas, 
legumbres, semillas, pólenes y productos derivados 
de planlas han sido idenlihcados y caracterizados 
como alergenos. Eslas prote inas han manifestado la 
capacidad de inducir en humanos reacciones alérgi
cas lipo I o inmediala, la cual es mediada por anti
cuerpos lipo IgE, .. ' o Los pólenes y esporas de las 
plantas son las principales fuenles de lo que se ha 
denominado aero-a lergenos, ros cuales pueden ser 
Inhalados y son una de las principales causas de la 
rinitis alérgica y del asma . Es'e ' ipo de alergia lam-

btén es llamado "alergia estacíonal" por presentarse 
en los penodos de polinización" 

La alergia alimenticia por la ingestión de frutas, le
gumbres y semillas Causan manifestaciones digesti
vas o culáneas en las personas, con s intomas que 
pueden variar desde una hinchazón de labios , lengua 
y paladar, a menudo acompañado por slotomas 
como ahogo, tos y slntomas gastrointestinales, has
la casos de reacciones sistémicas severas como 
analilaxia , La mayorra de estas reacciones alérgicas 
frente a frutas y vegetales se han asociado con la 
sensibilizaciÓn a p6lenes .' ~" 

Desde el punto de vista alergénico, el látex del ár
bol del hule (Hevea vrasiliensis) y los prOductos ma
nufacturados del mismo, contienen vallas prolelnas 
capaces de unir IgE , las cuales muestran una luerte 
reactividad cruzada con diferentes protelnas proce
dentes de trulas , vegetales y pólenes. Los alergenos 
responsables de la mayorra de los casos de reaelivi
dad cruzada en el slndrome lálex-Iruta-polen son: 
hevefna, (>-1 ,3-glucanaS<\s, quitínasas y proflIinas, 
enlre otras," •• Estas prolelnas represenlan los aler
genos de conlacto más importantes hallados hasta 
la fecha en plantas. Las manifestaCiones cllmoas de 
este Ilpo de alergia como de las anleriores , depen
den de la vla de expoSICIón, la ca njldad d e a I e rgeno 
y la variabilidad Individual. " 

CLASIFICACiÓN DE LOS ALEAGENOS 
PAOVENIENTES DE PLANTAS 

Entre las numerosas protelnas que tienen las plan
tas , sólO un pequeño número ha sido identificado 
como alergenos para los humanos. La mayorla de 
ellas se expresan en respuesta a la inlección por pa 
tógenos lales como hongos, baclerlas o virus : por lo 
cual lueron designadas como "Protelnas relaciona
das a la patogénesis", PAP." ·" ·" Eslos lipos de pro
ternas también son expresadas a consecuencias de 
heridas hechas a la planta o por la aplicación de 
sustancias qulmicas como el acetileno o el ácido 
S<\lieHico. que mimetizan el efecto de infección o in
ducen estrés." Onginalmenle las PAP fueron Ident i
ficadas en tabaco y clasificadas dentro de 5 fami 
lias , basadas en la homologra de su secuencia de 
am i noácidos , E slas cinco fa m ilias ccns! il u r a n un 
grupo pequeño de prolernas ácidas y básicas. Gene
ralmente las formas ácidas de eslas lamilias se en
contraban en el espacio exlracelular y las lormas bá 
sicas eran transportadas a vacuolas por un péplido 
señal, tocallzado en el carboxilo lermina l. Este siste
ma de Cl¡¡sificación posteriormenle lue reVIsado por 
Van Loon '1 COls ," el cual extendró el número a '4 
familias dderentBs (Cuadro ¡J, enlre las que se en
cuentran: quitlnasas, glucanasas, endoprotelnasas, 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

eu."o.." ...... , .. .. JIRI ..... , .......... . .. 
P- ........ ("'~~ 

• _ ...... """(>;0&) 

ffi·' '5-17 ~-ffi' "~ An1fllf'lglOa/Jj-l.3~-. 
<:1 ... 1.11.1. 

ffi' "~ "'''''~_,_I,II. fV 
ffi. 13·,Q ...~""inOSH, ..... ,.11 
ffi' " .• PIoltr_1t<> _ ... 
ffi. • ,-
ffi·' • Enc1opIolt_ 
ffi. • au ........ ...., ..... , OIHO II I 
ffi' .~ ~....-. 
PR-,O 17-18 ProItr ... l'IOmOIOgaO. 80,. 1 
PA·II ~'~3 0 ....... -._1 
PA-,2 , --PR·'3 " TO_ 
PA-" 7-,2 f'l0IeI .... Ha"'POl1_ 00 lpIOoo 

pe,oxidaul , u' como pequella. p,ole'''''' ..... e",n· 
, ... a det""sin ... hom"". y prote'nn l'ansp<Jl"A<Io
, .. dellp'doI, 

Lu PRP p'e.e n,." "gun .. ca'ae, . ,I"ic .. bio
qulmicu oomun .. ,.I ..... anlel pa,a 101 Ilo,genOl, 
como la "'ob<lidod a baiOl valor .. de pH. 1I ,e
.,ste nc;" I 11 p,Qte61i., •• masu moteeuta, .. e"',. 
5·70 001. Y luel"" pe"en""", a una de la. lamil ia. 
2 (jl·I.3·gluc.n.s ... ). 3 (q",t i""ul. ola,.. l. 11 Y IV), 
~ (qU'hn'UI, cla,.. 1 V II), 5 (p'o1~"". tipo laum.t~ 
""). 8 (q Ulti""U· lioozim •• ela ,.. 111), 'O (proteln .. 
P"Iom6log ••• Bet v ,) Ó ,. !p'OIe l""o "an.po,,~ 
'u de IIPldoI), "'ctualment •• ,.. conoce que atgu"". 
de la. PAP no sólo son inducid •• de novo p<JI' et 
otlque de patógoenoo, l1e,idal o ... " .. 1Ilico-quTm~ 
co. sino que son e. p' ..... d .. constltut,vam"",o en 
Iloun"" órganos o dullnte O;,M ..... "" d81 """"",,o
lo de la plant.; de 111 lo,,,,,, q"" en tt,mln"" .. ",,_ 
''''' no son PAP .ino q"" han lido deliOnld .. como 
· PRP·lik. ' 

F ... MI LIA PR2, p., ,3·G LUC"'N"'S"'S 

La flmilia PR2 ccmpr""de. fao enZlm .. monom"~ 
cas II-1 .a"9'uc,,,,,ul (glucan e ndo -l,a· gIUOO.IOa· 
... ; EC 3,2 .' ,39) c"y" masal moleculare. Oleilan 
""t,e 2S·16 kDa . Es,as enzlm •• han lido Impl"o""o 
"" 01 o"' emo de delen •• de ¡Oa"' .. d_ o IU CI· 
paoidad par, ~,d,ohzar la. unjo""" ende (1-.3)' p. 
gficcsldic.. de loo fI-' ,3-gfuoan"" , com~nlas 
_nolal •• de la pe,ed celu'" de I'I<>ngOS y ba"'. 
' in.=> La. fI-'.3"9".IC."" .... de pla~t.s no 0010 
doI""'poI'ian unl .. bOl impatanle en la l&tIpu .. ta 

he"'e. 10& ",ielObtcs petóg"",," y "" ... olno q"" 
eH .. tlmbi4n Hltn Implicad .. "" nUm.,CSOI plOC" 
_l<Iiológ"'" Y de "....,,0110 oemo " "",minactOn • 
or.cIl\"lI""'Q y f(Ofl ll;lIcó6n, entl' 01',,*,"-" 

ConsIderando , .. d iferonol" "" ou m ... molecu
lal . punto isoeItctl;eo, HUuelulO prlmll" . y loc.liza · 
ción ~ular . la. PA·2 f"",on .ubog,uP<ldas a s u ,",z 
d",,"o de 4 el ..... (1-1'1). La el.,.. 1 .. ,. inlGOlada 
p<JI' "" .. mas ~.ic .. con m .... . molecular ... ""Ue 
33-38 oDa, Lo. PlOIeln .. de ",'a el •••• on tIa"'po'· 
to da. a la vacuola como Ple,p,oleT"". fOlm.dos pa 
un pOplldc .. ~al en e l ex"emo N·te,mlno l V.,!.ao 
jl.'.3"9luc."" .... tIOmólCO" de cl ... 1 fNln .ido 
id""llIicada' y li.lada. de d ,_ ..... peel" doI 
ptanlas (CUedlO 11), POI' ';_¡Oo, I.lorma b.!..ica •••. 
lada de IC$ O"",POS 1\,,_ de He ..... I:)rasiJiens)S . .. 
u .. enm"a q"" p'''''''''a varIO' 1.000,m .. y lue pr~ 
me,am"",. <lKe1~a p<JI' Sundel •• an y Cotl," y"''''' 
n;UI y col .... ESla p<oI. rna llene U"" ma ... de 37 
~o.. y fl ,.conOCIda pO' ' .. IgE. de poe.nt ... een 
olero .. 01 huTe y a j'Ulal, Sunde, .. an y eotl, " le 
•• ignaron la ncm""olalura olergéniel de Hev b 2, y. 
q"" .. demoslró que er •• lto",enl' IIe,génlo., ... d .... 
m'o ... delec16 en prr:iduct"" m.nutlo'ul.d"" oon 
hulo nllu,ol, " 

La. fl-I.:¡.grue.n ..... de "la .. II Y 111 son plOlel· 
n •• 'cid .. con m •••• mol."ul., ... en"e 54_36 kO. 
y $&Cletada. denlro del fl¡)llCIO "xl,. celulal ." Enlla' 
)'0$'" vitro han m""".do que las g l""a nu ao de el.· 
,.. I PI_ntan aCtlv,dad .nll'Ongicl, m,,,,,, ras q"" 
1 .. el ..... 11 y III no "' ~ib .. ,on e l e reeim.nlO de he .... 
grx, En !aboco .. """"""O 01'0 l'PO d. gfuc.na .... 
d ... lg",,"". como 01 ... IV ; Hlo ola .. ddiere de lao 
o"' erlO, .... n la ... pocificidad del I .... trllo. 

p. ' .3.GLUC"'NAS"'S DE PLANT"'S RECONOCID ... S 
POR ANTICUERPOS IgE 

... .., ouarodo ""is,en numero.a. _u""o i •• de fI
' .3"9'uc."" .... de plant •• depoolla"". "" di,",,,,, 
bol ••• de dat"" la l .. como e,,,,,da (www_blerod._un~ 

k.,.ln.de). Swi .. P,'" (www .• xp .. y.r:hJsp'''') , NCSI 
(www.nobi.nlm.nih,OOY). 0010 un O'u,oc ,educ;"" de 
ella. Nln si"" rep<lI1ad •• como pr"'el ... c.""o .. de 
un" .nticYerpoo llpe IgE o de ser loo aler"""eo ,'''
pcnsablee 00 dKencadenar , .. ocien ... 00 hipe' ....... 
s i""lOad InmllCla .. llpo 1 {C ... _ 'J. Una pr",el"" <le 
OliO'" veget.1 1O,,, ... ""'.nte dio .... cla,.. de alergo
neo .. la p·I,3-gIuc.n ... dio H. bllO$~jen.", (Hev b 2) 
la cual NI si"" amptjamente .. "id;"da. diobido o su 
,totaci6n <:(In la 'lerg" a l IAtex. E$le .r.,g<l<lO 1"" ini
cialm..,!& d""",~o po, Sunderaoan y eoll." y "'I&ni"" 
Y ccls," como una PI"'eTna ,."onoclda _""'er". 
por la. IgEI de pac;ent ... oon alerg .. 01 hule y. fru
, ••. Po.'eriormenle .., Ellodol Un""", Ku,~p y 

eu..,. F ..... ' ..... IRI_, ... d ..... . .. -........ ("'~~ 
F ___ '(>;0&) 

~., '5-" ~-~, 

"~ AI1I~'.3~-. 
..... '.11.'. 

~, 

"~ ... ,U~. _'.I~ rv 
~. ,J.,; A~""inasu, -" . 11 
~. " .• _ ... ,""-'" 
~, • ,-
~, • E"""""""_ 
~ • au ......... 'ioooDno, _111 
~. .~ "-_, 
PR·'O 17·'8 Pr01tI ... ~.BI'''' 
~" .,~S QUI"'-'-' PR·'2 • --PR·'3 " ~-PR·I. 7-,2 _",.uaooponaaom 00 lIpoOoo 

poi'oxidn ... . ul como poiQuella. p,o'el"", """,e",n· 
, ... a del"".in • • , ,.,n,,,,," y p'oIelnn hn,po<l.<Io
,as <le "p'doI 

L .. PRP p,e.e"'.n "gunn ca,ae, . ,I.,ie •• ",e
qulmlou eomUn" ,.Ievlnlel pa, .. los .I .. geno. . 
como la Mlab1 lidld • bajos vlloo ... de pH . 11 ,.
'''' end •• l. p,oIl)Ó1i.,s. ma"" mol..,ul., ... e"". 
5-70 oD • . Y luI r"" pe"en""", • una de l •• I.mili .. 
2 (1\·1.3·gl"".n ...... ). 3 (qull i"" ..... . ell .... l. 11 Y IV) . 
4 (quilm .... .. ell ... 1 y 11), 5 (PlO1.!""" llpo I.um.'~ 
.... ), 8 (qU"i ....... · lioozlm •. ell ." 111), 10 (l"'oI"ln.-
homóloga. I B8I. 1) O ,. ¡p'olel ........ n.po"ado
'as <le llpodol), Aelualme"'e . ... conoce que .,gu ..... 
di 11, PRP ,., 0010 IOn Inducid •• de 1><>1'0 po< .. 
allQUe de pológoo",", lIe,iCoa o ... Ir" lI'lCe-qulm~ 
co .• i,., Que IOn e."' ..... da. eonlll'UI ... m",,'e en 
.10"""" rug.nos o duronte e"~o ..... 00 d" _ore-
110 di .. p"nta: de ,al lo,ma Q"" In ",m,neo "Ir,,· 
'os,., aon PRP I,no q,," h .. n .ido dllign.da. como 
"PRP·I,ke· 

FAMI LIA PR2' D·' ,3·GlUC ... N"'SAS 

La 'amllNl PR2 comprende a las e"lOm .. monom<l<~ 
cal J!-'.3~'UC:''''''''' (gluean eMo -, ,3' g'uCOlIOa' 
.... ; EC 3,2 .1,39) cUY" mo .. , molecula ' " oltil.n 
enlr. a·3/I kDa E. t .. enzimal han lido Implico"", 
en 11 11s,oma de dalon •• <le pi.", .. dobtdo. IU c.a. 
p¡ileidad par. hld,oIiza, "" unjo,," elld<> (1_.3)· p. 
glicOll~c.a. de loo ~. ,3-gluc.nos , componenl" 
...."."'1 •• de l. po,,,,, eelulO, a. ""rooos y ba"'''' 
,ilB_un Lo. ~',3~1uc:."" .... de plut •• ,., 0(lio 
<le08npet,an "na libo, impoot. nte en la ,,,,,,,,, ... ta 

Ir."", a 1011 mic,obo:>s p,o'ÓQ""oo y esl ,tIo, .1,., que 
~ .. o t.m~ "ltn Impltcad .. "" num.,,,,,,, proco-
_1'" ioIóg;co. y l1li' dnloorollO comO '" ~,m;n.eL<ln , 
C' 8(: .... ;""to y ¡ .... "ue;)n, enl,e 01.01 ... .. 

COIII,derlrKlo , .. dil. ' e"", .. en.u m ... moleeu· 
tll , ""nto ....... tct"eo, "lruetu'. p'ima'i., y loc.I; • • · 
e,On ~uI" , 11. PR·2 ,,,,,,on luba¡¡rl>Plda ••• u ..... 
denl'O de • el ..... (1-1'1) . La el"se I "'~ Inlag'."" 
poo "",'m .. ~sic .. coo m ..... moleeula ," .,,"e 
33-38 kDa. LI. poOl.IMI <le "" el ••• ocn tranopor· 
,"d • • • l. ,"cuoia como poe·p'Clel"". ' ",mad i ' poo 
un ~pi,do ... ~ .. I In el Ixlleme N·I.'mln .. 1 VI,i .. 
II-t.3~IUClln ..... I>om<j¡Og&s <le elH e t ha n .ido 
ident~".da. y .i ... da. de d ,_ ...... pec, ... di 
pi.n ... (CUadro 11), POI ejemplo, l. lo.m. ~""' • • '", 
.. da di .,. c"",,,,,$ ... ,_ di He""" t>rJlSiJlentioo." 
una en"m. que p,,,....,,ta v ..... ,0000,m .. y lue pr~ 
me,.mente <Iese,a. po< Sunde .... n y Coll,>< y AIe-
ni", y coll " EI1 .. 1"00eln. """e u .... m ••• de 37 
kDa Y" '8(:onoe,aa "'" la. IgEs <le pac""nt" eO<l 
.'ergll . , hule y • j,",OI, Sunde, ... " y eoll, " le 
asigno,on" nom""e""u,. alerg6nie. de He. b 2. y. 
q,,"" IIII'mOS"O qUI era .ltlmln,. " " ,goI",ca, ... a ... 
m~I, se delectO In produelOS manullelu,ados con 
hule nllulIl." 

L'.II-! ,3~1"". n •• u d. el .... 11 y III.on p,otel· 
na. 'eid .. con m .... moleeul.," ."tr. 34·36 kDa 
Y MO,eI."". dentro del espoe'o e"',aClIu"" ." Enlll' 
)'01'" vitro h.n mos" . do QUO 11. g lut.". ..... dI el. · 
H I p"_ntan ''''IY,''''d anllliingico . m'ermu que 
l •• ellB" 11 y 111 no inlub ... ,oo el crecim ... ",o di hon-
go5, En tabaco .. """00110 oI,e ti"" de glue.n .... . 
d"ig"""". come el ... IV; . .... c",se dolier. dI .. . 
• mo"e," en ,. ~!lcid.d del '''''''010. 

P·1.3.GLUC ... N .... S ... S DE PLA NT"'S RECONOCID ... S 
POR ANTICUERPOS IgE 

A .... eua<ide elIilten numerosa. _ """ei •• <11 a-
1.3~1""."" .... de p",", .. depoo"'óos "" di ........ 
1>100" de ""100 '.1" como B,,,,, .... (www.b'. nda_un,. 
_In.de), SWts,P'OI (www .• xpooy.ohJop'OI), NCBI 
(_ ncbi.nlm.nOh,g<IY), sOlo un g,~ ,,,,,uc:Ido de 
•• Non lid<> ,~aa .. como prOlel"" ... poo ... de 
un~ ."''''''''poII tipo IgE ° de .... 1M "Ieogen,," ,,..
ponllbleo de _"dena, ' .. ".00 ... de h,pe,""'· 
.IIlIiOaQ ..... ""'.,. llpo , (e ... "", 11. Uno p'",. lno <le 

C<ig"" VlQtlaI , ,,,,, ... enllnt8 de 1011 e .... de '""ge
nos ... l. f!-1.3-gIuc:.n .... de H. b""¡¡lell$~ (Hev b 2) 
l. eu.1 ha 0100 ampliam...->to "'udoad&, <libido • su ..<:iOn <:on la '""gio alll'ex. Este . Iergeno tue ,ni
ei.Im",,!u """"'~o po, Sund...-aoan y colo." Y A""'ÍInI 
Y 0010," <:omo una p!0Ie1". ,eeonce"'" d4t1nm...-ne 
por ... 'OEI <11 poe,...->t ... cen .Iergll 1I hule V' I,u
, • •. PooterlOlmenll "" EII .. doI Un""", Ku,up y 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

_ .. ,. .. '"-............. --,... . po. _ ..... _---
1iIo,~. - " .... 111'"'" 

__ (lIII0') 

DIIN_(oIoo) 

0tdt<nI~~1 __ 1I>*ano1 --,...." __ If9_1 
A&do ___ (l0l00) 

C...,....,. ......... (piII .. · ~_ •• "" 
_u.-(popo) 
_M*......,,~ --F __ (IIMnO) 
F __ [Ngo1 
c _ _ (I:MtOIIa) 

orrr~ .... ~ '''ona) 

_" 
o .. 
,,~ 

".~ 
,~, 

.~ 

• • • • • • • • • • • • • • 

• 

• 
• 
• 

• 
• 

..... ",. deMotI,."", por ... ,.,. ._ ..... rro. quo 
_ b 2 ... ' ........ Ido 1 __ • por IaoIgEa""'" 

... pocienIM con e.QoRl _ ootnO'" ele loo UOI
¡.oo. .. dfI . , ..... Ia .. Ucl dllQr'IOII.ICO<IOII con .... · 
g ... , "1ft. Depend.....ao dfI ",ti""" empINdo . .. 
,M<:!McIod v.,1c) ....:,. 20-6,"" ... loo poaltnl .. <:<In 
.... g ... 1 ~,.. Eotudioo , .. __ ....... ". "" 
11.011& Y Sing.Opw can pae .... _ 'lÓ\>IC<lIO. loa CUlO'" 
l'$!.in .... "orUdO tr"'L>erU> con prO<l,ll;IOl'" "1 .. n.,,,,., COII'CI g ..... ," U 01'0 t,po de IO'~. 1&01-

bo6n .. ""n ",./UlMIado .,_ ... "',gi' por con-
.. do w.c.o O por .Io ",.1 .... "", .. __ o I'"rll. 
cu" ......... . In cuo ... CO .... O lO poIOIo¡jI. CIf""'" 

""""" ....... S .... "''''''''aonoi.· .. En IrIIndI .1ngII. 
... '. O'Corn:w Y colo .• " _''''' por pr ......... z .. 
nooio<:ión ... ~ . ....... OOUIO''''''Rll Y .. __ ión 
'lI-l.3-g1uea""" PruebO. e.d ...... , .. , .. _."",.. 
" .. "" ...... ,..ccón pooo1"' .... 11 proIe/RI ... """,*,"0<...- de I ~ • igtIIlrnonI. 1 ........ do1<1CUóoo 
''''", __ 1"", lilE _keo conIr.II-',~ ..... 
.... HaY Ir 1 "" _ ...... ~ ootnO un alor ___ 
v.", • • , doagnoeIocI' .. ''"'9' .1 .. , .... En _oca 
ICI>iI'oJIhuo. CI'Oh·1 ...."...., ,«>lo." ..... :!005 f&POf!ó 
0010 .. _lene. di la .lefgoo ., ",ex en guJIlO redu-
0d0 ele 1r.0I",,,,,, .. dfI " .. ". .......... "',¡ "'tIdO ..... 
l!genoo di "'n, 

Otr" .... _ ... or;gen _1&1 con .el_ ... 
jl-t,3i1Ueano ... __ .. Ole. D. __ ".. po

len O" .... \lO' OIH _"- & .. ~ ele ~ kO. 
.... ,.por\&dl 00fII00I 1Ie<goero> princ'l>Ol"'; poIowo ele 

.. '. j,boI. Ole. g Iu. 'econocldo por mj. dfI (115"" 
do> loa _, .. "",,1\cIooo. .",g_ o .... poIoro.'" 
Lo oxprMoOn ,,,,,,,,,,tOn.,,,.,,. .u . ... ,."", COI'-IO 
II.m'nal .... P. ¡uos/Ofio "11,,,., mis dfI 5O"Ji. ... la ea
poe"",," de ...- • Ig-E que "' ........ el _gona 
completo y f", 'econocodo por 'odoo loo .... 00 ... 

poe_reo .... 11'<.,. al _ ." _""_, Po-
10m .... 1 """-." sug; ..... lo _bihc!.d ... """ HUo 
pr~.rn. .... impI""""," .... lo , .. ctMtlod c'UZO"," ..... 

'" 1.I1 ... -h"" y~. 
Otr. gkJC.""s,o ... P¡Onlo q ... ha OIdo "".:1,0<1. 

.. la"" .. ,.,. (Otiu s,olN~. lo e"'"' .... COI'"""" ... • 
"'" bc>c¡u1rnIcoo_; ..,. embo'90. no .. _,'Ó 
,.... poI..-.:iIl corno .... geno ... R-..t""' ........ ,. 
pariÓ lo .... ""'"eión 1 _",..,aclÓn ... l. Mlru.:h ... 
11Id ............. 1 ... lo 1I-1,3..g1""",,"" plit.no (Muu 
~.¡. lo cua' r ... ~ por lo. lilE. de 
__ .... g.,.,. .1 lA .... ··,. 

011.,. . xper ........ , .. ,,- por v .... grupoo de 
..... ,'II""'Ó" . ........ ,"" lo ....,.,_ ""' ..... 1tnI,. .. 
Ifte>c Y ... ,ia. II-t ,3..g1ucoo __ • ~. de plinto • 
....... tIdO "",,&<:100'" "","'" ......... ~ ..... .. ,tar... 
1ogO. lIgUIe." J pirro_. Y eXIladO. do> ~ 
corno ._. 1,......, Y 01 ..... EIIII prwbos ,ro.Uar"" 
.... _1 ut>c.do _,e 311 Y ~ Idlo ,0<:<ltIDC0d0 por 
loo Ig& de __ .... go::oo .1 161 ... " Vo"" in-
_~~ '- """"",,acIa q ... loo ~- I ,3--gh.o> .... -

"' 10'"..",...., ..... o~ ......... f_"......., .... or .... e_. <:<In lo ,_d cru",,' .... ,. Itu! ••• 
~_ Y el Iót ... Y __ e~,"",". de , .... 

..no .. dlruca 01_1"., un dIogn6ob<o""N" 

ESTRUCTURA DE II- t .3-GLlIC.o\NASAS ce 
I'VoNTA$ y SUS OETEAM ..... NTES Al.EAGáflcc6 

t .. 11-1 .3"\11""" .......... pII"'u _ "'" .... ¡¡4oni-
COI',""""""" opItopoo ° ".. .... " ... "'" ''''ogtni<:oo 
.... '"_ "'" 11' ............. no'''' ...... y"""" ...... ,Iu 
peplltlico. loo cuoles ~ .... , """""",.dos d~ 
_tarMnlo '" .. "ruó.., • "'" ~nT_ T • • "'" onli· 
c ... ,_ lopa IgE cuc"'''''- ylo • loo ''''''''''''oc B. 
Los ""Itopoc de .... 'u,.Ie .. g'~ no "'" m.,. 
f'oct>Mll_ ""'" .dqu_ omportanc .. eu_ ..... 
(!i.n lo rftctMdod c'uUdO ent,. d~ .. ",IH .... g.e. 
...,."- L ..... yor ..... loa ...... _"'" .... ~-
COI ..,.. ... nolu ...... p&IlIlIko y pU&<I"" _la, 
101m .. """,""uta, .. m(llt,,,,,", lo c",", pu_ inIIun. 
......... cotform&ClOnOl .... "'" opllOpOC • ¡""""" ,H· 
~s .,m~ con _e<'II9$ COI'&CIl'llalCl5. 

Vo...,. gru_ ... ¡ ...... ~">ón han d_tracla 
que lo copoeodod .~, •• r camo lo 'M<:!ovorlld 
CNndoo q ... pr_on 011]"",," 01ofgOnOoo. eod o. 
I .. m_ por ..... pact.,. .. ,"""u ...... "'~ Doo 
., .. _ ~ pr ......... , 'NeI ........ O ".uz,""," si 
compo..- coroeterlshco. ""»Cl"_. ,,_ • ni· 

_ .. ,. .. ,........ .... _,--'- ,... • ... _ 10 ... ___ _ 

1oO .. ~. 

_1IO_1$lO (Iat.) 

DIN_loloG) 
~ .... ~I __ ""'1 
__ (lIDIa» 
__ (.-1 
"'*-___ (tooo) 

~"""""II 101 
--(POPO) 
_M*_~) --F __ (IIMA» 

F_ ...... (l>\Io) 

~-or,t' ueoa ( .. tnaJ 

,,~ 

• • • , 
• • 
" , 
• • • • • , 

• 
• 

• 
• 

..... ,,, _,., ... po. ........ _ ... "1fO. que 
__ b 2 ... ,..,,,, ... ido 1_.0 po! _IgE ... "", 
ele pocHnlft con """,N _ cotIIO las ele loo UCO
¡.,o. .. dtI tI ...... II ... U:I dIlO~ _ ..... 
00II .1 "1ft.. o.p._"" dtI .,tlocIo otnpINcIo. lO 
,00000M.Iod y.,IÓ oomo 20-111'10 MI "'" ","aO<!l" oon 
.... QIO .111' ... E.",od"" , ___ "" 
ltoIio Y SirIg.o¡u' can ""e .. _ .lÓ\lICCO .... aaloo 
l'$lJn .., W"!I.C1t;> 1f"'L>e1U "'" ~O<b:lOf ele I.lt.., 
n."ul """'" g ....... U CIto t,po ele "".,,"'1<:.. 10.," -. .. ""n .,lniI_ .1nI<:JmH ele _g¡. po. COfI. 

.. <:lo direcIO O po< wlo ... aI .. Inhala! __ o 1*11. 
cut ..... 11 • • . In ........ Col .... " .. _"_ 
__ ..- ....... OCLII'IIaono! ..... En IfIondl.~· 
... ,. O'Co<w>< Y ~ .• " _'on po! 1" ...... "'"z .. 
oooc"",,oón ... ~ .......... """",coonol y ... ~ 
.I\-I~ .. .o PtUOCO.c:o.d ...... ' .. I ... da • ...,... 
UI'on ..... 'NOCaOn _ ........ proto/nI "".......".". 
IIK~ do 1 "9'ml • iguolmont. 1 ........ dlMea.cIoI 
... "'''"'_ tf!X> IgE _kco eonIr.l\-t.3-gIucano· 
U ~ b 2 ha .......... '- cotIIO"" ..... _.-
y .... al ~, ...... ¡po .1 "1 ... En _oca 
(c::t"oIuo ....... Choh.) u......., ,_." ..... 200!> "'IIO'Ió 
_ la ~Itnca do la 1\e<gIIII "lelt en orUllO ~"" 
todO elelr.~ dO! ,_ ... lO ........ ut"' .. ndO ..... 
llgo ... OI .. ..., ... 

0"0 .... 11"'0 ... "';gen _,., can 00_ ... 
1\-' .3"\1Ucon ... _"""'do .. Ole • t . o,.~ dtI¡:o
len df¡ 6rboI 0If. ~ ... E$ .. _ .... ele .., 1<0. 
1 ... ,eP<lllOdI como" 110_ IInncc>M df¡ ~ ele 

.. le "bol. 010 • , tu. _Ido P>I m •• dtI (115'10 

...... pae...,'" ..... ".,... ... ,,_ o .... poIon.' " 
U "I"MIÓn ,_bln."' .... ..., 0>:1,.."., co,_1o 
' M.,owl ... P PMI<Hi~'1II1NO 1M. dtI 50'10 do lo ca
","0"'0 ele ...- • ItE _ m_o .. _geno 
com",""" y fL>O 'OOCOfM)CocIo P>I ,ocIoo loo .... 00 ele 
poo_ .1"11"'01 .. """",,, " _ .... _ . P.· 
lomo,. , 001 ... ouglot ... 11 I>OOItahdad ele .... La 
pr~.1no ." """'ocoda ... 11 'NcI!VlIOd o,uzoóo .... 
... l.I .... -{tut., póIIIt.o. 

Otro gb:.na.o ele "",ni. o'" "" OIdo MluoIi&da 
.. lo dtI.",)~ (Onu &01""'"1 . ......... tuo cof .... 'i~&· 
da bao<IuTmica_., "'" ""bo'90. no .. _liÓ 
SU p(:fOnelol e<III>Q a'-tgtnO." A-.ti'lt1.-n1 ... ,e
P>l!Ó lo PU'~<C8co6<1 Y _""" .. WIn dO la 001,.." ... 
trlel ............. 1 dO 11 6-1.3-01..,. ...... pf6l_ (MuUJ 
~.¡. lo cuol lL>O fK<I!lOCidI p<lI' .. s I8E. dO 
indi-oo.- .... gocoo .1 1.1,"-'" 

01100 . XpoN ........ , .. _ p<lI' y., .. ~ a. 
...... ' igaaón ......... ,on la """;w:\ad "", .. da .... '. ot 
WIe. y _lo. j!.I.3-9Iuoa ....... hom6Iogo. do ¡:ola",". 
"'z.oroclo OJ<I,wc. do fruWt '" _lO, k ..... ""llalla. 
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,.. S. I\a ot>oooov.do q"" tod .. 1 .. prO, ...... """ 
,Hd,,,,>dod e,uz.odoo '-.. " "" ~""""'o """,''', 
",i."III' q"" lo conlll"O""" e ... no: PlOIell\a$ con 
pleg.",ien!O ...... 11' no _, .. ......, .. "' __ 

'Hd,,,,"d ",uz.od. 
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pr",.InM ... pI.m .. r .Ig ....... .,.~. -.p.n-
d .... -.. • .,." "~. l .. jl-l ,3"9II>C ......... 
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Abstract  

Background: Natural glycosylated Hev b 2 from Hevea brasiliensis is a relevant allergen  

that is recognized by IgEs from patients who suffer from latex allergy. Its sugar 

moieties are the major IgE-binding epitope and are responsible for its cross-reactivity.  

 

Objective: We determined two crystallographic structures of a natural isoform of Hev b 

2 

to get insight into the key structural features that make it allergenic.  

 

Methods: The structures were determined by molecular replacement methods. To 

analyze the role of carbohydrate moieties in IgE antibody binding and human basophil 

histamine release, the glycoallergen was enzimatically deglycosylated.  

 

Results: The structures of Hev b 2 in two polymorphic crystals belonging to the 

monoclinic P21 and the tetragonal P41 space groups were solved at resolutions of 2.5 Å 

and 2.8 Å, respectively. Time-lapse automated video microscopy of basophils 

stimulated with Hev b 2 not only revealed basophil degranulation, but also provided the 

first evidence for the formation of structures that are similar to the extracellular traps 

that have been recently described for neutrophils, eosinophils and mast cells.  

 

 

Conclusion: We present here the 3D-structure of the natural allergen Hev b 2 that shows  

evidence of three post-translational modifications, a pyroglutamic acid at the N-

terminus and two glycosylation sites, one at Asn 27 and the second at Asn 314. These 



 

modifications form a patch on the molecule surface that we propose to be the binding 

site for IgEs. Our immunological experiments and docking simulations confirm that 

glycan moieties on Hev b 2 are the most important allergenic IgE epitope.  

  

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

  



 

Capsule Summary  

 

The 3D-structure of the natural glycoallergen Hev b 2 is reported. Human basophil  

histamine release and the formation of structures that are similar to the extracellular  

traps described for other innate cells are also shown.  

 

Key words  

Basophils, extracellular-traps, glycoallergen, glucanase, Hev b 2, latex, 3D-structure.  
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AU: asymmetric unit  

CCD: cross-reactive carbohydrate determinant  

ETs: extracellular traps  

HWC: health care worker  

NRL: natural rubber latex  

PRP, pathogenesis-related proteins  

pGlu: pyroglutamic acid  

SB: spine bifida;  

 

 

 

 

 

INTRODUCTION  



 

Type I IgE-mediated natural rubber latex (NRL) hypersensitivity has been studied in  

detail in the US and the European community over the past two decades, and it 

continues to be an important occupational health problem.1-3 The prevalence of IgE-

mediated NRL allergy among healthcare workers (HCW) has been estimated to be 3 to 

17%, but it is higher in individuals with spina bifida (SB) and in those who have had 

multiple surgeries.4-5 These have been identified as the main risk groups. In less-

industrialized countries, NRL allergic sensitization is a serious clinical problem6, 

although for some of them its revalence is not documented in the literature. Previous 

reports have identified the β-1,3-glucanase (Hev b 2) as a relevant latex allergen that is 

recognized by IgEs in patients suffering from latex hypersensitivity type I.7-8 It has also 

been implicated in serological cross-reactivity between pollens, vegetable foods and 

insect venoms.9-10 In lutoid extracts from H. brasiliensis latex, β-1,3-glucanase exists as 

two basic isozymes that are N-glycosylated differently.11 We recently reported the 

carbohydrate content and monosaccharide composition for these two isoforms. Isoforms 

I and II contained 20% (w/w) and 6% (w/w) carbohydrate content, respectively. The 

first one included N-acetyl-glucosamine, N-acetyl- 

galactosamine, fucose and galactose residues as the main monosaccharides, whereas  

isoform II presented N-acetyl-glucosamine, fucose, mannose and xylose.12 Recent  

evidence has demonstrated that allergens with complex N-glycans containing α-1,2-L- 

fucose and β-1,2-D-xylose are recognized by IgEs,13-15 and are prone to extensive cross- 

reactivity against carbohydrate determinants (CCDs) from unrelated sources.16-18  

Nonetheless, the role of N-glycan-specific IgEs in allergic reactions is still a matter of 

debate. Moreover the release of histamine from basophils and mast cells that plays a  

central role in type I hypersensitivity19-21 and in parasitic infections22 is also a complex  



 

biochemical process, but little information about the histamine-releasing activity of such  

CCDs is available. Few histamine-release studies have shown that the carbohydrate 

moieties of glycoallergens could trigger basophil and mast cell degranulation, 

suggesting that these sugars might indeed be biologically active in the allergic 

response.23-25 However, there have been no reports on the 3D structures of natural 

glycoallergens from plants thus far,26-27 perhaps because they would require the 

purification of the glycosylated isoforms, whose attached oligosaccharides can 

negatively influence the solubility and crystallizability of the proteins. In this work, we 

report the molecular structure of the natural glycosylated isoform II of Hev b 2, β-1,3-

glucanase from H. brasiliensis, in two polymorphic crystals. Electron density maps 

allowed the identification of three post-translational modifications located on one side 

of the molecule. In addition, time-lapse automated video microscopy of basophils 

stimulated with Hev b 2 unexpectedly provided the first evidence for the formation of 

structures similar to the extracellular traps described for neutrophils28-29, eosinophils30 

and mast cells.31 Our results, interpreted in the light of immunological and structural 

analyses, imply that the carbohydrate moieties on the surface of Hev b 2 constitute the 

major epitope recognized by IgE in the sera of allergic patients.  

 

 

 

 

 

 

 



 

METHODS  

Structure determination  

The diffraction data of the two Hev b 2 polymorphic crystals obtained as described were 

reprocessed and scaled with MOSFLM32 and SCALE33, respectively. Initial phases for 

the P21 crystal were determined by molecular replacement methods using the atomic 

coordinates of recombinant banana β-1,3 glucanase27 (PDB code 2CYG) with which it  

shares 60% sequence identity and the program Phaser33. Structure refinement was done  

with CNS.34 At the initial stages of refinement, the non-crystallographic symmetry  

(NCS) constrains were applied. Subsequently, the constraints were substituted by NCS  

restraints. Iterative cycles of refinement and manual rebuilding in Coot35 were  

performed. At the final stages of structure refinement, NCS restraints were removed  

from the protocol. Carbohydrate and solvent molecules were located on the basis of  

electron density and suitable interactions. A Hev b 2 monomer of the P21 model was  

used for the molecular replacement of the protein crystallized in the space group P41.  

For refinement the same protocol described above was used. Final structures satisfied  

the PROCHECK36 criteria at corresponding resolutions. All molecular graphics 

representations were drawn with Pymol.37  

 

Structure analysis  

Molecular surfaces were calculated by the PISA service38 with a solvent probe radius of  

1.4 Å. A standard 2.0 Å. Stern layer was used to exclude ions from the molecular  

surface. Automatic docking studies were performed by means of Hex39 and PatchDock  

+ FireDock40 programs choosing the option antibody-antigen complex type. Linear B-

cell epitopes were predicted by ABCpred41 or LEPD42 servers. Multiple Sequence 



 

alignment of H. brasiliensis β-1,3-glucanases was created with ClustalW43 and the 

graphic representation prepared using BioEdit.44  

  

Analysis of the N-linked glycan structures  

The N-linked oligosaccharides from denatured Hev b 2 were released by digestion with  

N-glycosidase F from Chryseobacterium meningosepticum. Glycans were labeled with  

2-aminobenzamide utilizing the Signal 2AB labeling kit according to the manufacter´s  

specifications. Labeled glycans were separated by HPLC with a GlycoSep N column  

utilizing a gradient with acetonitrile and 250 mmol/L ammonium formate pH 4.4, as  

described previously.45 Separated glycans were detected in a fluorescence detector with  

an excitation wavelength of 330 nm and an emission of 420 nm.  

 

 Direct ELISA Assay  

ELISA experiments were carried out in 96-well Nunc Maxisorp microliter plates. Wells  

were coated with 100 µL of allergens in PBS (µg/mL) for 1 hour at 37 °C. After  

washing with PBS/0.1 % (v/v) Tween-20, plates were blocked with PBS/0.5% (w/v)  

gelatine during 2 hours at 37°C. Sera of allergic donors were diluted 1:10 and 100 µL  

were added to the wells, the plates were then incubated for 3 hours at 37 °C. Five sera  

from non-allergic voluntary donors were used as control. The subsequent steps included  

the addition of biotinylated anti-human IgE at a 1:1000 dilution to the well, and  

incubation for 1 hour at 37 °C. The enzyme conjugate streptavidin peroxidase (1:2000)  

was added and incubated for 1 hour at 37°C. The peroxidase reaction was developed  



 

using fresh ortho-phenylene diamine and read at 490 nm with the Elx 808 Ultra 

Microplate Reader. Each absorbance value was calculated as the mean of three 

independent determinations.  

 

Deglycosylation treatment  

Remotion of oligosaccharides without denaturation of the Hev b 2 glycoprotein was  

performed with the enzymatic deglycosylation N-DEGLY kit (Sigma, St. Louis, MO)  

according to the manufacturer´s specifications. To assess the extent of deglycosylation  

we determined the molecular mass of Hev b 2 by Bruker MALDI-TOF and the native  

state of this allergen was verified by means of the protein activity with the 

dinitrosalicylic acid (DNS) method.46  

 

Basophil histamine release assay  

We isolated human basophils from venous blood from non-atopic donors as previously  

described.47 The basophil number was assessed by counting in a Neubauer 

haemocytometer after 5 minutes of metachromatic staining with 0.5% o-toluidine blue  

in Tris-HCl pH 6.0. Basophils (1x105 cells per tube) were incubated for 2 hours at 37 

°C  

with specific IgE from allergic sera, before being challenged with glycosylated and  

deglycosylated Hev b 2, Hev b 6.02, and 5 µmol/L of calcium ionophore A23187 for 30  

minuntes at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere. The supernatant and cell pellets were  

separated by centrifugation at 3,000g for 5 minutes at 4 °C. Histamine release was  

measured in cell pellets and supernatant by an automated fluorometric method  

previously described.48 The percentage of histamine release for the different allergens  



 

was determined from the total histamine content from pellet and supernatant tubes. The  

net histamine release due to each allergen was calculated by subtracting the spontaneous  

release. Each value was calculated as the mean of three determinations.  

 

 

In vitro confocal laser-scanning microscopy  

Basophils were seeded on 35 mm glass bottom microwell dishes and subsequently  

stimulated with 75 ng/mL of Hev b 6.02, 15 µg/mL glycosylated and deglycosylate Hev  

b 2. Over 13 minuntes, time-lapse images were obtained every seven seconds with a  

Zeiss LSM510 confocal microscopy. For all the experiments, and before the stimulation  

with the allergens, we left the same period of time to verify that there was not  

spontaneous release of granules. Human albumin was used as a protein control. Images  

were acquired using a Zeiss Axiocam HR and LSM 5 Image examiner software.  

 

  

  

 

  

 

  

 

 

 

  



 

Results  

Overall structural features of Hev b 2. 

 Hev b 2 is a basic β-1,3 glucanase that belongs to the glycosyl hydrolase family 17 

(GH17). The structures of Hev b 2 in two polymorphic crystals belonging to the 

monoclinic P21 and the tetragonal P41 space groups were solved using molecular 

replacement methods at resolutions of 2.5 and 2.8 Å, respectively (see Figure 1A and 

1B). Data collection and refinement statistics are summarized in the online repository 

Table E1. The mature natural protein purified from H. brasiliensis clone GV42 consists 

of 316 residues and was identified among the twelve non-redundant sequences that have 

been deposited into Gen Bank with the accession code ABN09655.1. Primary structure 

analysis suggested one potential site for N-glycosylation at Asn 27, and our previous 

biochemical studies indicated that ~6% (w/w) of the molecular mass can be attributed to 

the carbohydrates, which matchs with ~14 monosaccharide units. Like other hydrolases, 

Hev b 2 adopts the canonical TIM-barrel structure with a central deep groove along the 

full length of the upper surface of the molecule (Figure 2A). A structural comparison 

between Hev b 2 and banana glucanase showed minor variations, with an average 

RMSD of 0.75 Å. The most notable difference was the insertion of a Ω-loop, with the 

protruding Arg 100, that connects the fourth β-strand with the fourth α-helix (residues 

96-102). There are two cis-peptides in the structure, involving residues Pro 145 and Pro 

294, which are located in solvent exposed loops. A third, non-proline cis-peptide 

between Phe 284 and Ala 285 is found at the bottom of the groove that crosses the 

structure. N-glycosylation at Asn 27 was evident from electron density maps of the P21 

crystal, but the number of sugars modeled in each of the four monomers was different. 

In monomer c, a branched ManFucGlcNAc2 tetrasaccharide could be modeled into the 



 

electron density (Fig 3, C). The oligosaccharides attached to the other three monomers 

were smaller: a single GlcNAc monosaccharide was fitted in monomer a, whereas 

GlcNAc2 disaccharide and a ManGlcNAc2 trisaccharide chains were defined in 

monomer b and d, respectively. In the P41 cell, we were able to model a single GlcNAc 

at Asn 27 of monomer b'. Surprisingly, during model building and refinement, we  

observed a clear excess of electron density at Asn 314 (Figure 3C), which is closed by  

the C-terminus. At this residue, we could fit a single GlcNAc into the electron density  

for two monomers in the P21 (c and d) and P41 (b' and d') crystals. Thus, a total of  

twelve monosaccharides were assigned in the P21 AU, and only three sugar units in the  

P41 AU. We note that Asn314 was not predicted by the NetNGlyc49 or GlyProt50 

servers  

as a N-glycosylation site. In addition, we also determined the N-linked glycan structure  

that was released by enzymatic digestion and the results indicated that the branched  

GlcNAcMan5XylFucGlcNAc2 decasaccharide is one of the oligosaccharide structures 

of  

Hev b 2, which has been detected in other plant glycoproteins51. However, we could  

only assigned a branched ManFucGlcNac2 tetrasaccharide in monomer c of the P21  

crystal. Finally, another post-transductional modification that was distinguished clearly  

in both structures was the lactamic ring of pyroglutamic acid (pGlu), positioned in the  

N-terminus (Figure 3B). All these modifications form a patch of ~250 Å2 on one side of  

the molecule that could be a region for interaction with IgE antibodies.  

 

Potential IgE-binding epitopes in Hev b 2  

The deglycosylated and glycosylated isoforms II of Hev b 2 were analyzed by ELISA,  



 

using 19 sera from symptomatic latex-allergic patients, to determine the contributions of  

the carbohydrate moieties to the Hev b 2-IgE interactions. The cutoff value (mean OD  

value + 3 SD) of the binding of five sera from non-allergic control subjects to Hev b 2  

was 0.29 Å ± 0.02. As expected, all sera from latex-allergic patients recognized  

glycosylated protein, whereas the deglycosylated form failed to show significant  

binding to IgE compared to the control. Nevertheless, the reactivity of IgE to  

deglycosylated Hev b 2 did not decay to the control level in two sera (Figure 4). These  

results agree with other published data in which a glycoepitope and/or a combined IgE- 

binding site, composed by peptidic and carbohydrate regions, is conceivable. 52-54  

Therefore, we carried out automatic docking studies using the three-dimensional  

structures of the human IgE-derived Fab fragments specific for lactoglobulin55 and Phl p  

256 to obtain information about the particular way in which IgE antibodies may  

recognize carbohydrate on Hev b 2. The ten best-scored models, generated by Hex39 and  

PatchDock + FireDock40, gave similar solutions predicting two different putative  

binding epitopes on the allergen surface. As expected, the main putative IgE-binding  

site on Hev b 2 was located around the post-transductional modification patch (Figure  

5A). This suggested that the allergen-antibody complex could be stabilized by the  

numerous hydrogen bonds and ion pairs established between the CDRs of both the light  

and heavy chains of the antibodies and the glycan moieties, together with some protein- 

protein interactions (Figure 5C). The docking models allowed the identification of  

another potential epitope zone on the allergen that included five different, continuous,  

IgE-binding peptides to generate a potential conformational epitope (Figure 5B). These  

small sequences consist of several charged amino acid residues located in the fourth 

ïY¡- 



 

helix, the Ω-loop, and the loops containing residues Asp 35, Asn 37, Gln 38, Ser 58,  

Asn 59, Leu 60, Lys 291, and Gln 293 (Figure 5D). All these fragments overlapped with  

the linear B-cell epitopes predicted by different servers (data not shown).  

Human basophil activation triggered by glycosylated Hev b 2  

We investigated the ability of the Hev b 2 glycoallergen and its deglycosylated form to  

induce histamine release from basophil granules. To enhance the purity, we centrifuged  

the cells a second time over the appropriate discontinuous gradient of Percoll. The  

isolated human basophils were viable and appeared morphologically normal. The cells  

that were purified from non-allergic donors were passively sensitized with the sera from  

each of the latex-allergic patients (9, 12 and 16) that had been previously tested by  

ELISA (Figure 4). We calculated the mean spontaneous histamine release from the  

freshly purified peripheral blood basophils to be 12 ± 3% of the total histamine. The  

percentages of the histamine released on induction by the glycosylated and 

deglycosylated allergens and the major allergen hevein57 (Hev b 6.02) are shown in 

Table I. These values were obtained after subtraction of those caused by spontaneous 

release. Histamine was secreted more significantly with natural Hev b 2 than with its 

desglycosylated form. In contrast, the amount of histamine released by the major 

allergen Hev b 6.02 was approximately twofold higher than that released by 

glycosylated Hev b 2. In all cases, we observed that histamine secretion was dependent 

on the concentration of the allergen. These results confirm that N-glycans contribute to 

the allergenic activity of Hev b 2. We used time-lapse video microscopy with a Zeiss 

LSM 510 laser-scanning microscope to monitor the basophil degranulation process for 

13 minutes after stimulation with the allergen. The number of granules released after 

stimulation with the desglycosylated protein was slightly higher than the spontaneous 



 

release (Figure 6 B and see Movie E2 in the Online Repository). In contrast, a strong 

and explosive secretion, of the stored granules, occurred 39 seconds after stimulation 

with the glycosylated allergen or Hev b 6.02 (see Figure 6A, 6C, Movie E1 and Movie 

E3 in the Online Repository). Surprisingly, we observed the formation of extracellular-

traps like structures (ETs) as early as 23 seconds after challenge with the glycosylated 

allergen. These ETs have recently been described for neutrophils28, eosinophils30 and 

mast cells31, and have been implicated in the innate immune response to bacterial, 

fungal and parasitic infections.58  

 

 DISCUSSION  

N-linked glycan moieties of some glycoproteins from NRL, as well as those from  

vegetables, fruits, pollens and insect venoms, have been demonstrated to be involved in  

IgE-mediated allergy and cross reactivity.16-18 To our knowledge, no 3D structures of  

purified natural glycoallergens have been solved to date. Here we present the first  

crystal structures of a natural latex glycoallergen, Hev b 2, in two polymorphic crystals.  

In both the monoclinic and the tetragonal lattices, the AUs show a tetramer assembly,  

but the quaternary structures are different. The quaternary structures are composed of  

the same conserved dimer, which has a significant amount of buried surface area at the  

interface that is stabilized by more interactions when compared to the rest of the  

assembly. This dimer is a stable association, and was detected only in the crystal forms  

and without doubt; we believe that it plays an important role in the mechanical stability  

of the whole crystal packing. The overall fold of the natural form of Hev b 2 is the  

typical (β/α)8-barrel, highly conserved in the GH17 family; nonetheless, it has unique  

structural features. First, Hev b 2 contains an N-terminal pGlu, which is also found in  

numerous other pathogenesis-related proteins (PRP). 59 The function of this residue in  



 

plant PRP is not clear, but in mammals it is involved in resistance towards proteolysis  

and in protein-receptor interactions.60 Second, the structure of Hev b 2 has a prominent  

Ω-loop located at the protein surface that is important for the association of the  

monomers in the AU. It is worth noting that the side chain of Arg100 is highly exposed  

and is therefore a possible binding site for IgE. Interestingly, this position is occupied  

by Gly in most of the other glucanases from H. brasiliensis, which suggests that  

antibodies recognize them differently. Finally, we observed two N-glycosylation sites in  

Hev b 2. The second site was localized at the sequon Asn 314-Phe 315-Ser 316 at the C- 

terminus. This is not conserved in most of the H. brasiliensis glucanase sequences,  

which predominantly present the Asn 314-Phe 315-Gly 316 sequon. This additional N- 

glycosylation site may give rise to a multivalent allergen, possibly increasing the  

allergenic potency. A Lewis X-type, N-linked branch was identified at Asn 27 on Hev b  

2, containing the α-1,3-Fuc and β1,2-Xyl residues. The characteristic arrangement of  

residues found in our sugar structure differs slightly from the highly immunogenic  

epitope of the Lewis X oligosaccharide, which has the fucose residue α1,3-linked to  

Asn-GalNAc instead of the α1,3-fucosylation in Asn-GluNAc. This motif has been  

identified in tumor antigens,61 helminthes,62 insect poison proteins,15 and in several  

plant glycoallergens.17 Our modeling of the interactions between Hev b 2 and IgE  

allowed us to confirm the presence of an additional binding site located on the glycan  

moieties. This result is compatible with our immunological results from the IgE-binding  

ELISA assay and the results of the histamine release obtained with the deglycosylated  

and glycosylated forms of Hev b 2, which indicate that the carbohydrates are the  

relevant immunogenic determinants, as has been found for other, unrelated  

glycoallergens.23-25  



 

The most prominent finding of the present study is the formation of extracellular trap  

structures by basophils, similar to those described for other innate immunity cells in  

response to bacterial and parasite infections28-31, 57. In this work we report, for the first  

time, ETs-like structures that were observed only when sensitized basophils were  

stimulated with the glycosylated allergen. Recently, it was shown that Der p 2, a major  

house dust mite allergen with structural homology to the myeloid differentiation factor 2  

 (MD-2), was able to directly interact with the toll-like receptor (TLR) 4 complex,  

thereby facilitating signaling and showing an intrinsic adjuvant activity to the  

allergenicity.63 In contrast, we presume that Hev b 2 oligosaccharides interact with the  

TLR4 complex as Lewis X-type ligands.64 This can be explained by the structural  

homology that exists between the glycan moieties on Hev b 2 and the Lewis X motif,  

which may operate as a structural mimic or as a pathogen-associated molecular pattern  

 (PAMs).65 Here we suggest that the glycan moieties are likely to play a major role in 

the  

stimulation of the TLR4 complex and consequently in the formation of the ETs-like  

structures that were observed during the stimulation of the basophils with the  

glycoallergen. Nonetheless, this hypothesis has yet to be demonstrated. In this context,  

studies using extracts from Aspergillus fumigatus,66 and the Schistosoma mansoni63 egg  

antigen have also shown that carbohydrates can induce a T helper type 2 (TH2)  

response. Therefore, the glycoallergens oligosaccharides could be a predominant target,  

both in the innate immunity and the humoral immune response and should be  

considered as an important part of the structural and immunochemical characterization.  

The structure of Hev b 2 presented here is the first of a natural glycosylated allergen that  

has clinical relevance to latex-allergy and to the cross-reactivity with other plant  



 

glycoallergens and insect venoms. Our data also confirmed glycan moieties on Hev b 2  

to be the most important allergenic IgE epitope and a possible elicitor of TLR4  

stimulation.  
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

        (No incluidos en los artículos) 

 

6.1. Purificación y caracterización de las isoformas de Hev b 2 

Las dos isoformas básicas y glicosiladas de la β-1,3-glucanasa (Hev b 2) 

analizadas en este trabajo se purificaron a homogeneidad mediante el 

protocolo descrito en el segundo artículo de la sección de publicaciones 

contenida en esta tesis. Para la purificación de las isoformas se inició, en 

promedio, con 20 g de la fracción de lutoides. Los criterios empleados para 

evaluar su grado de pureza fueron su comportamiento electroforético en PAGE-

SDS, así como sus espectros de masas (Fig. 6). 

El rendimiento obtenido para ambas isoformas se mejoró con respecto al 

protocolo previamente descrito por Churngchow et al. (1995); no obstante fue 

bajo, probablemente debido a que esta enzima es sólo sobreexpresada en 

condiciones de estrés, infección o en la etapa de desarrollo de la planta. La 

cantidad promedio total obtenida de las isoformas I y II fue de 0.7 y 2.5 mg, 

respectivamente. La tabla III muestra el rendimiento en cada una de las etapas 

de purificación. Las unidades de actividad se definieron como los micromoles 

de substrato liberados en un minuto y la actividad específica de β-1,3-

glucanasa, como las unidades por miligramo de proteína. 

 

 

 
 
 

 PROTEÍNA ENZIMA 
Etapa de purificación  mg totales  A. Esp (U/mg)  Rendimiento (%)  FP 
Extracto lutoides 2600 2.1x102 100 1 
Sobrenadante 1 1627.5 2.8x102 62.6 1.3 
Precipitado G 102.8 4.6x103 4.0 21 
Exclusión molecular 19.1 3.0x103 0.73 14 
Afinidad a ConA 4.4 2.6x103 0.17 12 
Mono S (isoforma-I) 0.7 13.6x104 0.027 647 
Mono S (isoforma-II) 2.5 3.5 x104 0.096 166 

 

 

 

Tabla I II. Análisis de recuperación de los pasos de purificación de 
las isoformas I y II de la ββββ-1,3-glucanasa de H. brasiliensis   

FP, Factor de purificación 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El bajo rendimiento obtenido de la isoforma I limitó la realización de los análisis 

cinéticos y se enfocó principalmente a la caracterización de la proteína y la 

obtención de los cristales de la misma. Curiosamente, en algunas ocasiones 

cuando la purificación de esta isoforma no se realizó de manera inmediata,  y 

no obstante de obtener una sola banda que migró con un peso molecular 

aparente alrededor de 42 kDa en el perfil electroforético en geles de 

poliacrilamida-SDS, esta muestra resultó ser un complejo compacto y 

fuertemente unido, formado por la proteína de unión a citrato (CBP) y la 

isoforma I de la β-1,3-glucanasa de H. brasiliensis. Este complejo pudo ser 

observado por espectrometría de masas (Fig. 7) y la identidad de la CBP fue 

corroborada posteriormente por el Dr. Guillermo Mendoza de la Facultad de 

Medicina mediante secuenciación. La proteína de unión a citrato pertenece a 

las alginato liasas, enzimas que degradan el alginato, un polisacárido lineal de 

monosacáridos del ácido β-1,4-D-manurónico y su epímero, el ácido α-1,4-L-

gulurónico. Por tanto, es muy probable que el complejo formado por la 

asociación de la isoforma I y la proteína de unión a citrato, se establezca a 

través de la interacción entre los carbohidratos de esta isoforma y el sitio de 

reconocimiento a azúcares de la CBP, sin hidrolizar a los glicanos de la 

(A) (B) 

  

Figura 6. Espectros de masas MALDI -TOF de las isoformas de Hev b 2 . (A) Espectro de 
la Isoforma I con una señal a 38.367 Da correspondiente al pico del ión molecular. También 
se distingue otra señal con una relación masa/carga (m/z) a 29.036 Da de la anhidrasa 
carbónica, utilizada como estándar interno (29.036 Da). (B) Espectro de la isoforma II con una  
señal (m/z) en 38.093 Da perteneciente al pico del ión molecular. Asimismo se observa otra 
señal a 76.919.5 Da debida a la dimerización de la molécula. 
 

(A) (B) 



 

isoforma I. La caracterización de los azúcares de las isoformas analizadas en 

este trabajo se reportan en la publicación 2, adjunta en esta tesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2 Análisis estructural por DC 

La figura 7 muestra los espectros de dicroísmo circular en la región del 

UV lejano de las dos isoformas de Hev b 2. Ambos espectros de absorción 

presentan perfiles similares, con las señales características exhibidas por 

estructuras secundarias tipo hélice α (Woody, 1995). Éstos presentan dos 

señales negativas, de magnitud similar, alrededor de 208 ±1 y 222 ±1 nm y un 

máximo positivo alrededor de los 195 ±1 nm. La estructura tridimensional de 

Hev b 2, determinada en este trabajo (ver publicación 3), correspondió a la de 

un barril (β/α)8 tipo TIM. Este resultado confirma lo observado en los espectros 

DC obtenidos en ambas isoformas, los cuales se encuentran dominados por las 

señales de las estructuras secundarias tipo hélice α. 

 

Los resultados del análisis de los espectros DC, para estimar el 

contenido de estructura secundaria, por los tres procedimientos mencionados 

en las sección de métodos se muestran en la Tabla IV. Estos indicaron que las 

Figura 7. Espectros  de masas MALDI -TOF del complejo formado 
por la isoforma I de Hev b 2 y la CBP. El espectro muestra una 
señal con m/z de 20.059 Da., el cual correspondió al ión molecular de 
la CBP de H. brasiliensis. 

 38.367 

 20.059 



 

isoformas de Hev b 2 corresponden a proteínas de estructura tipo alfa-beta, 

con un contenido medio del 35% de hélices α y 10% de hojas β para la 

isoforma I, mientras que la isoforma II presentó un contenido de estructura 

secundaria tipo hélice α y hoja β, del 29% y 13% respectivamente (Tabla IV). 

Estos resultados son cercanos a los obtenidos de la estructura tridimensional 

determinada en este trabajo (ver publicación 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Un aspecto a considerar de los análisis por DC fue el hecho que éstos no 

mostraron diferencias significativas en las señales de absorción debido al grado 

de N-glicosilación presentado por las isoformas (ver publicación 2), lo que 

sugiere que modificaciones como la N-glicosilación, no provocan grandes 

cambios en la estructura secundaria de las isoformas de Hev b 2 y, en 

consecuencia, los espectros DC no presentan diferencias significativas en sus 

señales de absorción.  

 

 

Figura 8. Espectros de dicroísmo circular en el UV -lejano.  
(□) Isoforma I y (▲) Isoforma II de Hev b 2. Ambos espectros presentan 
señales de absorción características de proteínas dominadas por 
estructuras tipo hélice α. 
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 ISOFORMA I ISOFORMA II 
 %Hélice αααα %Hoja ββββ %Hélice αααα %Hoja ββββ 

DCNN 30.2 13 32 16 

SELCON3 43.7 10 23 17 
CONTIN 43 8.0 33 7 
Media 39±7.6 10.3±2.5 29.3±7.5 13.3±5.5 

Estructura 3D    38 16 
 
 
 
 

 
6.3. Desnaturalización térmica de las isoformas de Hev b 2 

Debido a que Hev b 2 es un alérgeno que se encuentra presente en los 

productos manufacturados de látex (Yeang et al., 2000), se realizaron curvas 

de desnaturalización térmica de ambas isoformas a partir de mediciones de DC 

con el fin de obtener información acerca su estabilidad. La desnaturalización 

térmica de las isoformas I y II de Hev b 2 a pH 5.0 siguió un proceso 

irreversible, que para efectos de cálculos, supusimos un modelo sencillo de una 

etapa: 

N → D 

 

Del análisis de las curvas de desnaturalización térmica, sólo pudimos deducir el 

valor de la temperatura media aparente de desnaturalización (Tm) de ambas 

isoformas transformando el valor de las elipticidad observadas a 222 nm por su 

equivalente fracción desnaturalizada FD, utilizando la siguiente fórmula:  

 

  

 

 

θT es la elipticidad a una temperatura particular, θN y θD corresponden a los 

valores de dicha variable en el estado nativo y desnaturalizado, 

respectivamente. 

Tabla IV . Comparación del contenido de estructura secundaria 
entre las isoformas de Hev b 2 a partir de los espectros de DC  

            

θT - θN 
θD - θN 

FD= 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figura 9 muestra la gráfica de la fracción de proteína desnaturalizada en 

función de la temperatura obtenida para las isoformas de Hev b 2, a partir de 

los espectros DC en el UV lejano al variar la temperatura de 20 a 90 °C a pH 

5.0. Como se puede observar en la figura, ambas proteínas presentan 

transiciones térmicas únicas entre 62 y 75 °C, con temperaturas aparentes de 

desnaturalización de 69.8 y 68.4 °C para las isofor mas I y II, respectivamente. 

El valor más alto obtenido en la temperatura media de desnaturalización fue 

para la isoforma I, con 1.4 ºC superior a la Tm de la isoforma II, lo cual refleja 

un aumento en la estabilidad cinética  

frente a la temperatura de la primera. Asimismo, los valores obtenidos de Tms 

correlacionan con el grado de glicosilación entre las isoformas, el cual es mayor 

para la isoforma I. No obstante esta diferencia, ambas isoformas presentas 

altos valores de Tms comparados con el valor obtenido para la proteína 

homóloga recombinante de Olea europaea (Palomares et al., 2005). 
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Figura 9 Curvas de transición térmica de Hev b 2 . Espectro de la 
isoforma I (□) e isoforma II (▲). Los valores de elipticidad fueron 
registrados de forma continua a 222 nm y una velocidad de 
calentamiento de 1°C/min.  



 

 

6.4 Actividad en función del pH. 

La actividad de β-1,3-glucanasa se midió por triplicado a valores de pH 

entre 4 y 6 con amortiguador de citrato de sodio y a pHs entre 6.5 y 8 con 

fosfato de sodio. Se probaron otros tipos de reguladores como MES (pH entre 

4.5 y 6.5), bis-tris-propano (pH entre 7 y 8). Con el fin de comparar, se midió la 

actividad usando amortiguador acetato de sodio a pH 5.0, tal como se reporta 

para la β-1,3-glucanasa de ésta y otras fuentes. La figura 9(A) muestra la 

actividad específica en función del pH. El máximo valor de la actividad 

específica se obtuvo a pH 5.0 utilizando como amortiguador citrato de sodio. 

Por encima de 5.5 la actividad decae rápidamente y a valores de pH entre 6.5 y 

8.0 utilizando fosfato de sodio, ésta se pierde. Con MES y bis-tris-propano no 

se detectó la actividad en todo el intervalo de pH evaluado. Lo anterior implica 

que MES y bis-tris-propano no son buenos amortiguadores para el desempeño 

catalítico de la enzima. Curiosamente, la actividad con acetato de sodio a pH 

5.0 fue mucho menor que con citrato de sodio a este mismo valor de pH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta diferencia sugería la posibilidad de un efecto inhibidor por cationes 

divalentes como Hg+2, Fe2+ y Cu2+ (Shu et al., 2006; Witek et al., 2008), los 
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Figura 10. Efecto del pH (A) y temperatura (B) sobre la actividad de la isoforma II de la  
ββββ-1,3-glucanasa de H. brasiliensis . La determinación de la actividad a los diferentes pHs se 
realizó a 37 °C y el efecto de temperatura se evalu ó a pH 5.0 utilizando amortiguador de 
citrato de sodio. La figura insertada en (A), muestra la comparación de la actividad entre 
citrato, acetato de sodio y este último en presencia de EDTA a pH 5.0. 
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cuales en presencia de citrato pudieran ser secuestrados por el efecto quelante 

de este último. Sin embargo, al utilizar EDTA 1 mM en amortiguador de acetato 

de sodio la actividad de la enzima no se incrementó (ver inserto en la figura 

10A). Por lo tanto, sugerimos que el incremento de la actividad de esta proteína 

por efecto del citrato se podría deber a cambios conformacionales sutiles que 

favorecen la afinidad y/o hidrólisis del sustrato por la enzima (Benitez Cardoza 

CG, 2009). 

 

6.5 Actividad en función de la temperatura. 

La actividad de la β-1,3-glucanasa se midió sobre laminarin por triplicado 

variando la temperatura desde 30 °C hasta 70 °C. El  pH de la reacción fue de 5 

y se usó como amortiguador citrato de sodio. La figura 10(B) muestra la 

actividad específica en función de la temperatura, en ella se observa un suave 

incremento de la actividad desde los 30 °C hasta lo s 60 °C. A temperaturas 

mayores de 60 °C la actividad empieza a decaer. Est os resultados son 

coherentes con lo citado por Churngchow et al., (1995), quienes inicialmente 

reportaron que la enzima mantenía la actividad hasta los 60 °C. En 70 °C la 

actividad fue de sólo el 3% mientras que a 80 °C la  enzima se inactivó. 

 

6.6 Determinación de los parámetros cinéticos. 

Previo a la determinación de los parámetros cinéticos de la isoforma II, se 

determinó la masa molecular del substrato para poder expresar los parámetros 

cinéticos en valores de molaridad.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Espectro de masas 
MALDI-TOF del laminarin. Este β-1,3,  
β-1,6-glucano presentó una amplia 
distribución de su peso molecular, 
desde los 3600 Da hasta los 6000 Da. 
Para nuestros cálculos cinéticos, se 
tomó el peso molecular de 4777.4 Da 
con cual  se estimó el grado de 
polimerización en 27. En la figura se 
muestra la estructura de la unidad que 
se repite en el laminarin 



 

La figura 11 muestra el espectro de masas obtenido para el laminarin, en 

donde se observa un pico mayoritario ubicado en 4777.4 Da. Igualmente, para 

determinar la cantidad de enzima a utilizar en los ensayos cinéticos se 

determinó la velocidad de hidrólisis del laminarin en función de la concentración 

de enzima a 37 °C. Con base en los resultados se de cidió trabajar con una 

cantidad total de enzima de 7.7 µg (velocidad de hidrólisis de 1.22 µmoles de 

substrato por minuto) para continuar con la determinación de las constantes 

cinéticas debido a que es la menor cantidad de proteína necesaria para obtener 

una velocidad cercana a la velocidad máxima de la enzima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figura 12 revela un comportamiento sigmoidal de la velocidad de hidrólisis 

de la enzima en función de concentración laminarin. La mayoría de las enzimas 

alostéricas presentan este tipo de curvas como consecuencia de la existencia 

de cooperatividad en la unión del substrato. Sin embargo, estas cinéticas no 

sólo son producidas por este tipo de enzimas, existen otros mecanismos que 

originan cinéticas sigmoides (Laidler & Bunting, 1973), que se citan a 

continuación: 

• Cuando la enzima contiene impurezas, las cuales se pueden unir 

irreversiblemente al substrato.  

Figura 12. Cinética de saturación de la isoforma 
II  de la ββββ-1,3-glucanasa de Hevea brasiliensis .  
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• Por la existencia de dos formas de la enzima con diferente actividad. 

• Por la unión de dos moléculas de substrato a una molécula de enzima. 

• Por la presencia de dos o más vías alternativas de reacción.  

• Cuando el substrato actúa como un modificador de la enzima.   

• Por la enzima contiene varias subunidades que interaccionan entre sí. 

• Por la presencia de sistemas complejos de dos substratos.  

 

 

 

Enzima Vmax  Km kcat (s
-1) 1/kcat (s)  kcat/Km (s

-1
M

-1) 
Isoforma II  13 µµµµkat ‡ 0.13 mg/ml ‡  

(26.7 µM)  
6.5x104 ‡ 1.5x10-5 ‡ 2.4x109 ‡ 

Isoforma II a 2.65 nkat 1.33 mg/ml ND ND ND 
 
G-I H.vulgare b 

  
0.7 mg/ml 

 
155 

 
6.5x10

-3
 

 
9x10

-5
 

 
G-II H.vulgare b 

 (172 µM) 
0.8 mg/ml  

 
130 

 
7.6x10

-3
 

 
6x10

-5
 

 
G-III H.vulgare b 

 (208 µM) 
0.7 mg/ml 
(180 µM) 

 
36 

 
2.7x10

-3
 

 
2x10

-5
 

 

 

 

 

 

La cinética sigmoidal obtenida en este trabajo la atribuimos a la presencia de 

un sistema complejo de dos substratos, ya que el laminarin es un β-glucano 

lineal con enlaces β-1,3 y β-1,6-glicosídicos en una relación 1:3. Estos enlaces 

son hidrolizados por las β-1,3-glucanasas a diferentes velocidades, lo cual 

podría explicar el comportamiento sigmoidal en la cinética de reacción 

(Atkinson & Walton, 1965; Giese et al., 2006). Curiosamente, ninguna de las 

caracterizaciones enzimáticas publicadas para las β-1,3-glucanasas ha 

reportado este tipo de comportamiento, no obstante de usar el laminarin como 

substrato. Por todo lo anterior, para calcular los parámetros Vmax y Km se 

consideraron sólo los puntos experimentales a las concentraciones de 

laminarin de 0.4 a 1 mg/ml, es decir cuando la enzima se encuentra cerca de la 

Tabla VI. Constates cinéticas  

‡  Parámetros cinéticos de la isoforma II obtenidos en este trabajo de tesis. 
a, dato reportado por Churngchow et al.,(1995). 
b, dato reportado por Hrmova & Fincher. 
G-I, -II, -III, isoformas de la β-1,3-glucanasa de cebada (Hordeum vulgare). 
ND, valor no determinado. 
Katal (kat): unidad derivada del Sistema Internacional de Unidades para medir la actividad catalítica. 
Se define como la actividad catalítica responsable de transformar un mol de substrato por segundo. 



 

saturación, y con estos puntos se realizó la transformación lineal de la 

velocidad/concentración de sustrato vs concentración de sustrato (Dowd & 

Riggs, 1965; Laider & Bunting, 1973). La Km obtenida para la isoforma II en 

este trabajo fue de 0.132 mgּml-1(26.7 µM), un orden de magnitud menor a la 

constante aparente estimada por Churngchow et al., (1995). Igualmente, la 

velocidad máxima Vm de la enzima, bajo las condiciones de reacción 

establecidas en este trabajo fue de 13 microkatal tres órdenes de magnitud 

mayor a la reportada el mismo grupo a 35°C (Tabla V I). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La comparación de los valores de los parámetros cinéticos obtenidos para la 

isoforma II, con respecto a lo reportado para tres β-1,3-glucanasas de cebada 

(Hordeum vulgare) muestra valores igualmente superiores. Por otra parte y a 

nivel estructural, los aminoácidos catalíticos identificados en la proteína de 

cebada, se encuentran muy conservados entre las glucanasas de eucariotes, 

cuya masa molecular oscila entre los 30 y 38 kDa. En la glucanasa de H. 

brasileinsis, estos aminoácidos se encuentran en posiciones equivalentes 

Figura 13. Superposición de  las 
estructuras  3D de la ββββ-1,3-
glucanasa de cebada (gris) y la 
del látex de H. brasiliensis
(verde).  Los cuatro residuos  
catalíticos del sitio activo 
identificado primeramente en la 
glucanasa de cebada, E231, E279, 
K282 y E288, se encuentran 
altamente conservados en  todas 
las glucanasas. En la proteína de 
H. brasiliensis  éstos ocupan las 
posiciones E240, E289, K292 y 
E297, respectivamente. En ambas 
estructuras estos residuos se 
encuentran en un extremo del 
surco que atraviesa  el barril (β/α)8

con sus cadenas laterales 
orientadas hacia el interior del 
surco. En la figura también se 
muestra el alineamiento de 
secuencias en la región donde se 
ubican estos residuos catalíticos. 
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dentro de la estructura del barril tipo TIM (Fig. 13). Éstos corresponden a los 

ácidos glutámicos 240, 289 y 297, así como la lisina 292, los cuales se 

encuentran cercanos en la estructura tridimensional para poder llevar a cabo el 

mecanismo catalítico, con retención en la configuración del carbono anómerico. 

Este mismo mecanismo es el que presenta la enzima de cebada (Chen et al., 

1993). 

 

6.7 Reconocimiento de las isoformas I y II de Hev b 2 por IgEs. 

La capacidad antigénica de la glicosilación de la isoforma II de Hev b 2 se 

comprobó con 19 sueros de pacientes alérgicos al látex, como se reporta en la 

Figura 4 de la publicación 3 anexa en esta tesis. En este mismo sentido y 

teniendo en cuenta la disponibilidad de material suficiente, se realizó la 

caracterización de la isoforma I en estado nativo glicosilado y desglicosilado, 

así como en su estado desplegado y utilizando tres sueros de pacientes 

alérgicos (Fig. 14A). El mismo ensayo se repitió para la isoforma II (Fig. 14B). 

Como control se utilizaron dos sueros de personas no alérgicas y se 

promediaron los valores obtenidos.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Como se aprecia, ambas isoformas en su estado nativo y glicosilado 

cuentan con el mayor reconocimiento por parte de las IgEs de los sueros 
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Figura 14. Evaluación del reconocimiento de Hev b 2 por anticuerpos tipo IgE. 
Tres sueros P1, P2 y P3 de individuos diagnosticados con alergia al látex fueron 
seleccionados para evaluar la unión de las IgEs hacia las isoformas I (A) y II (B) 
glicosilada (barras negras), desglicosilada (barras blancas) y en estado desplegado 
(barras a rayas). C representa el control. 
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utilizados, y entre ellas, la isoforma I fue la más antigénica. Por otra parte, el 

reconocimiento de las formas nativas y desglicosiladas, decayó hasta un nivel 

ligeramente superior del obtenido por el control. Esto implica que además de la 

existencia de un sitio antigénico glicosídico, como previamente fue sugerido por 

Yagami et al., (2002), la molécula contiene un sitio antigénico de origen 

peptídico. A la luz de los resultados de este trabajo (publicación 3), nosotros 

proponemos que la región del asa gamma, altamente expuesta al disolvente y 

conteniendo a la Arg100, podría ser la otra región antigénica importante sobre 

Hev b 2. Por último, se observó que las formas desnaturalizadas y 

desglicosiladas de ambas isoformas tienen mayor reconocimiento que la 

formas nativas y desglicosiladas. Este resultado se puede explicar por la 

exposición de regiones antigénicas en la proteína desplegada que en la 

proteína nativa encuentran internas y poco accesibles. 
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CONCLUSIONES 

• Las 2 isoformas básicas de la β-1,3-glucanasa presente en el látex de 

Hevea brasiliensis se purificaron con un alto grado de homogeneidad, lo que 

permitió su cristalización. Sin embargo, sólo fue posible colectar datos de 

difracción de rayos X de la isoforma II para su elucidación estructural, debido 

a la mayor estabilidad de sus cristales. Cabe mencionar que esta isoforma 

cristalizó en presencia de citrato de sodio en dos redes diferentes o cristales 

polimorfos, uno monoclínico y otro tetragonal. 

 

• Cristales de la isoforma I se obtuvieron en diferentes condiciones. Sin 

embargo, éstos difractaron a 4.5 Å de resolución probablemente debido a su 

alto contenido de azúcares, lo que influencia negativamente su cristalización. 

Esta baja resolución puede deberse posiblemente a un exceso de entropía 

conformacional exhibida por las cadenas glicosídicas o a un alto contenido 

de disolvente en el cristal. 

 

• Los cristales monoclínico y tetragonal de la isoforma II difractaron a una 

resolución 2.5 y 2.8 Å respectivamente, lo cual permitió determinar la 

estructura 3D de ambos polimorfos. Al igual que otras β-1,3-glucanasas de 

plantas, la de H. brasiliensis se pliega adoptando la topología de un barril 

(β/α)8. Las diferencias más significativas entre ésta y sus homólogas de 

plátano y cebada radican en la presencia de una asa tipo Ω, que en H. 

brasiliensis se encuentra muy expuesta en la superficie. Además se 

determinó la presencia del anillo lactámico del residuo de ácido 

piroglutámico en el amino terminal. Asimismo, los mapas de densidad 

electrónica permitieron identificar claramente, además, dos sitios de 

glicosilación, uno de ellos no reportado en la literatura. 

 

• El alineamiento estructural de la cadena principal, sin incluir las cadenas 

laterales, de los monómeros presentes en la celda monoclínica produjo un 

RMSD 0.32 Å. Para lo monómeros de la celda tetragonal este valor fue de 

0.23 Å. Al comparar los correspondientes monómeros de la celda 



 

monoclínica con los de la celda tetragonal este valor fue de 0.33 Å. Esto nos 

indica que la estructura molecular es esencialmente idéntica en ambos 

polimorfos.  

 

• Las diferencias más sobresalientes entre las isoformas I y II de la β-1,3-

glucanasa fueron su patrón de glicosilación y contenido de azúcares, el cual 

correlacionó con la mayor termoestabilidad de la proteína. Esta característica 

podría explicar la presencia de este 

 

•  alérgeno en los productos manufacturados con látex natural. 

 

• Se comprobó que el reconocimiento de la isoforma II por IgEs de sueros 

de pacientes alérgicos al látex de H. brasiliensis está dirigido esencialmente 

hacia los carbohidratos contenidos en la estructura. Éstos pueden estar 

constituyendo un glicótopo por sí mismo, o ser parte fundamental de un 

epítopo compartido entre una parte glicosídica y otra proteica.  

 

• La cuantificación de los niveles de histamina liberada al estimular 

basófilos humanos sensibilizados al alergeno y los ensayos in vitro de 

desgranulación de estás células, por microscopía confocal en tiempo real, 

confirmaron la capacidad de la isoforma II glicosilada para inducir la 

desgranulación de los basófilos y por ende, la liberación de los mediadores 

de la respuesta alérgica como histamina, entre muchos otros. 

 

• Por primera vez se observó la liberación de estructuras tipo NETs 

(Neutrophil extracelullar traps), al estimular los basófilos humanos con la 

forma glicosilada de la isoforma II. Estas estructuras resultaron ser de similar 

naturaleza a las producidas tanto por neutrófilos, como por otras células de 

la inmunidad innata en respuesta a patógenos. Hasta este trabajo, este tipo 

de respuesta sólo se había reportado como un mecanismo de defensa 

contra parásitos y bacterias y no se había relacionado a una respuesta 

alérgica. 



 

 

• La actividad enzimática de la isoforma II sobre laminarin mostró un 

incremento significativo al utilizar el amortiguador de citrato de sodio. Este 

efecto se debe posiblemente a los cambios sutiles inducidos por el anión 

citrato, el cual estaría favoreciendo la interacción de la proteína con el 

sustrato. Esto se ve reflejado en la disminución de Km y el incremento en kcat, 

al comparar con los valores reportados para la misma enzima cuando se usa 

regulador de acetato de sodio al mismo pH. 

 

• La cinética enzimática mostró un comportamiento sigmoidal, que podría 

atribuirse a la complejidad del substrato utilizado, ya que se ha reportado 

que este tipo de enzimas también hidroliza las uniones β-1,6-glicosídicas. 
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PERSPECTIVAS 

 

1. Caracterizar la interacción anticuerpo-Hev b 2. 

En este trabajo se demostró el papel importante que tiene la región de los 

carbohidratos en el reconocimiento a anticuerpos humanos tipo IgE, también se 

propuso un modelo de esta interacción (artículo 3). Sin embargo, la forma 

contundente de demostrar que los oligosacáridos contenidos en la estructura 

de Hev b 2 conforman el principal sitio de reconocimiento a anticuerpos, es 

cristalizando el complejo alérgeno-IgE como en los casos de la lactoglobulina 

(Niemi et al., 2007) y del alérgeno del polen Phleum pratense Phl p 2 

(Padavattan et al., 2008). 

 

2. Determinar la estructura tridimensional de la isofo rma I y del complejo 

formado por ésta y la CBP. 

Es de gran interés determinar la estructura de la isoforma I debido a su patrón 

de glicosilación, el cual no interacciona con la concanavalina A. Esto sugiere la 

existencia de un arreglo en la estructura de los azúcares verdaderamente 

nuevo y desconocido. Por otra parte, sería interesante cristalizar el complejo 

constituido entre la isoforma I y la CBP, debido a la naturaleza de la interacción 

carbohidrato-proteína, que se establece para esta asociación. 

 

3. Corroborar si la formación de estructuras tipo- traps, observadas al 

estimular basófilos con la isoforma II, también se producen al estimular 

con la isoforma I. 

De manera inesperada, en este trabajo se encontró que al estimular células 

basófilos de humanos con la isoforma II glicosilada, éstos producían además 

de la desgranulación, la formación de estructuras extracelulares similares a las 

producidas por neutrófilos, mastocitos y eosinófilos al contactar algún 

patógeno. Es de gran interés demostrar si la glicosilación, un tanto diferente de 

la isoforma I, también produce estas estructuras.  

 

 



 

4. Caracterizar los parámetros cinéticos de ambas isof ormas con algún 

otro substrato  

La caracterización de los parámetros cinéticos realizados en este trabajo, se 

limitó al uso del substrato laminarin, el cual es el único utilizado a la fecha para 

determinar la actividad de este tipo de enzimas. Seria interesante determinar 

los parámetros cinéticos de ambas isoformas utilizando un substrato sintético 

constituido sólo de uniones β-1,3-glicosídicas o β-1,6-glicosídicas, con el fin de 

discriminar la velocidad de hidrólisis para cada tipo de enlace. Además, 

podríamos determinar si existen diferencias en la actividad de cada isoforma, 

que se podrían correlacionar con el ambiente estructural del sitio catalítico. 
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