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RESUMEN

La alergia al latex del arbol de Hevea brasiliensis ha sido muy estudiada en las Gltimas décadas y, por lo tanto,
se han realizado numerosos intentos para explicar el aumento en la incidencia de esta enfermedad.
Recientemente se han logrado avances muy importantes en la expresion, purificacion y caracterizacion
molecular de varios alérgenos de hule natural; no obstante, la informacion estructural es ain muy limitada. El
conocimiento de la estructura tridimensional, usando técnicas experimentales, facilita la identificacion e
incrementa la posibilidad de modificar epitopos conformacionales, que son importantes para el disefio de
herramientas de diagnéstico y de agentes inmunoterapéuticos. Nuestro grupo de trabajo ha determinado dos
epitopos conformacionales del alérgeno Hev b 2 (heveina) y un glicoepitopo del alérgeno Hev b 2 (B-1,3-
glucanasa).
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ABSTRACT

Latex allergy has received worldwide attention during the last decade; therefore, there have been many attempts
to explain the increase in the incidence of allergy caused by latex proteins. Recently, substantial progress has
been made in the expression, purification and molecular characterization of several rubber latex allergens;
nevertheless, information on their tertiary structure is limited. The knowledge of their three-dimensional
structure, from experimental methods, will simplify their identification and enhance the possibility to modify
conformational epitopes, thus making them important tools in diagnosis of latex allergy as well as potential
immunotherapy agents. We have determined two conformational epitopes in Hev b 6.02 and a glycoepitope
in Hev b 2.
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INTRODUCCION

as enfermedades alérgicas o reacciones decuales se clasifican de acuerdo a la fuente de donde provienen

hipersensibilidad mediadas por inmunoglobulinas y el orden en el cual fueron descubiertos siendo relevantes si al

tipo E (IgEsY son un importante problema de salud menos un50% de los pacientes sensibilizados reaccionan aellos.

publica, tanto en paises industrializados como enEstos alérgenos desencadenan la liberacion de mediadores

paises en desarrollo, por lo que se les considera como laselulares, los cuales producen la manifestacién de los sintomas

epidemias del siglo XXI. Las enfermedades alérgicas tales comale la alergia.

el asma, la dermatitis atdpica, la rinitis y la conjuntivitis estan

asociadas a factores ambientales y a la predisposicién genétidaas reacciones alérgicas consisten en una serie de eventos que

de cadaindividuo, manifestandose como unarespuesta exageragdcian con el reconocimiento de la estructura del alérgeno nativo

a sustancias normalmente inocuas denominadas alérgenos. Lg®r las células presentadoras del antigeno, como las células

alérgenos proteicos son una clase especial de antigenos, laendriticas, y finalizan con la produccion de las IgEs y la
sensibilizacion de mastocitos y basdfilos.

Nota: Articulo recibido el 24 de mayo de 2010 y aceptado el 18 de junio ) ) » 5
de 2010. Dependiendo del mecanismo de accion que provoca dafio al
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organismo se han descrito cuatro tipos de hipersensibilidad (Ifucosilados, también se encuentran en parasitos como los
IV)@, Enelcaso de lahipersensibilidad de tipo | o inmediata, éstanelmintos ejerciendo efectos inmunomoduladores importantes.
se encuentra mediada por IgEs, las cuales estan acopladas a loss proteinas de plantas contienen ambos epitopos y las
receptores de alta afinidad tipo | éRt) localizados en la  glicoproteinas de insectos sélo contienen fucosa. Es importante
membrana de los mastocitos o basdfiloka activacion de  mencionar que recientemente se le ha dado mayor importancia
estos receptores provoca la degranulacion y liberacion dea este tipo de determinantes, ya que muchos pacientes alérgicos
mediadores de lainflamacion, como la histamina, leucotrienos ydesarrollan IgEs contra glicanos unidos covalentemente a
prostaglandinas, desencadenando las reacciones alérgicas. lpaoteinas. Algunos de los mas importantes son aquéllos que
hipersensibilidad de tipo Il se caracteriza por la activacion decontienen trisacaridos de tipo Lewis-x que consisten de
células mediada por anticuerpos tipo IgG o IgM. Estos se unerGalFucGIcNA. En el caso particular de glicoalérgenos, para que
a antigenos fijados en la superficie de células blanco y activarexista degranulaciony liberacion de mediadores de lainflamacion
el sistemadel complemento. La hipersensibilidad de tipo lll estade mastocitos y baséfilos se requiere que las moléculas de IgEs
mediada porinmunocomplejos antigeno-anticuerpo circulantesunidas a los receptoresdRi se entrecrucen, por lo que los
que inducen la activacion del sistema del complemento.glicoalérgenos deben ser al menos divalentes; esto es, deben
Finalmente, la hipersensibilidad de tipo IV o tardia es unacontener un epitopo glicosidico y uno peptitdico

respuesta mediada por linfocitos T, macréfagos y monocitos.

La respuesta de las IgEs contra una proteina alergénica es Ja
suma de las respuestas especificas contra cada uno de Ips
determinantes antigénicos o epitopos, las cuales varian
intensidad. En la actualidad es un tema controversial el tratar d
definir la capacidad que tienen ciertas proteinas para inducir un
respuesta alérgica en individuos con una predisposicio
genética. Debido a que este tipo de respuestas requieren de
interacciones complejas entre la proteina alergénicay el siste
inmune, son dificiles de predecir. No obstante, es bien conocid
gue algunas proteinas producen reacciones de hipersensibilid

enmenor o mayor grado, mientras que otras no. Hipotéticamentg, WManosg.
un alérgeno debe contener epitopos de células B para unirsela : Ei;szj“glmhm"m
las IgEs y epitopos de linfocitos T capaces de inducir un ﬂB & Fitcoss

respuesta tipo Il en linfocitos T y estas caracteristicas por s
solas no son suficientes para dotar a una proteina con ut
potencial alergénico. Los epitopos son sitios discretos en un&igura 1. Epitopo glicosidico. Oligosacarido determinado en
] . . ... _nuestro grupo de trabajo para Hev b 2.
macromolécula que son reconocidos por anticuerpos especificos
o bien por receptores de células T; los de tipo B son lineales o
conformacionales y se encuentran expuestos en la superficie del latex del arbol de hule (NRLjevea brasiliensiscontiene
las proteinas. varias proteinas involucradas en hipersensibilidad de tipo I. En
general, estas proteinas estan implicadas en mecanismos de
Las proteinas alergénicas cumplen funciones bioldgicasdefensa de la planta y también en reacciones de reactividad
especificas en los organismos que las originan. En plantassruzada con frutas, polen y venenos de insectos. Existe muy
algunas de ellas son producidas en respuesta al ataque g®ca informacién estructural acerca de estas proteinas'y, por lo
insectos, hongos, virus o bacterias. Recientemente se htanto, de los determinantes antigénicos que dan lugar a los
establecido que los carbohidratos presentes en algunas proteingitomas de la alergia. Entre los alérgenos presentes en el hule
son fuente de reactividad cruzada inmunoldgica importante,natural existef-1,3-glucanasas (Hev b 2), lectinas (Hev b 6.02),
aunque su papel en la alergia es todavia controversial. Laguitinasas de clase | (Hev b 11) y profilinas (Hev b 8).
estructuras oligosacaridicas unidas a residuos de asparagina &ecientemente nuestro grupo de trabajo determiné la estructura
glicoproteinas de plantas e insectos son los determinantesidimensional de dos cristales polimérficos de una isoforma
ambientales mas abundantes y constituyen la base estructurglicosilada natural de Hev 5222 2.5 Ay 2.8 A de resolucion,
de lo que se conoce como determinantes glicosidicos deespectivamente. La estructuramuestratres sitios de modificacion
reactividad cruzada (CCDs, por su siglas en inglés, crosspostraduccional, dos de glicosilacién y la ciclizacién del &cido
reactive carbohydrate determinants). Existen dos motivosglutamico paraformar un anillo de lactama conocido como acido
principales que forman parte esencial de epitopos independientgsiroglutamico. La isoforma | presenta un contenido de
gue sonlaxilosay un médulo central unido en posicion 3 afucosa&arbohidratos cercano al 20%, con azlcares unidos a residuos
(Figura 1). Estos N-glicanos, asi como varios determinantesle asparagina del tipo N-acetil-glucosamina, N-acetil-
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galactosamina, fucosa y galactosa, mientras que la isoforma |
presenta un contenido de carbohidratos del 6% consistiendo d
N-acetil-glucosamina, fucosa, manosay xilosa cuya estructur
correspondio al decasacarido GIcNAcM&ylFucGIcNAC,?!

(Figura 1). Es interesante mencionar que a la fecha no existe Hev b B.02
reportes sobre la cristalizacion fel,3-glucanasas nativas
glicosiladas. Las autoras de esta nota hemos demostrado que Ips =
patrones de glicosilacion son importantes en el reconocimient !
por las IgEs de sueros de pacientes. i,
W .

Por otra parte, también hemos determinado la estructur
tridimensional de dos isoformas naturales de Hev b 6.02
(heveindy, la cual es una lectina que une oligosacaridos de N-
acetil-glucosamina presentes en quitina y tenemos avances gn
los estudios estructurales del alérgeno recombinante Hev b 11.

-

Ademas hemos obtenido dos anticuerpos monoclonales murin ‘}

y varios fragmentos variables de cadena sencilla (scFv), a parti L A

de unalibreriahumana de despliegue enfagos contraHev b 6.0p, L
o

gue nos han ayudado aidentificar epitopos conformacionales ¢
la superficie de este alérgéhqFigura 2). Los residuos )
involucrados es?é‘n ubicados e_n _dOS zonas de_l Hev b 6'02’ quﬁgura 2. Modelo de acoplamiento molecular entre el alérgeno
comprenden el sitio de reconocimiento a carbohidratos y residuOfeveina (Hev b 6.02) y un fragmento variable de cadena
cercanos a las regiones amino y carboxilo terminal. Estasencilla anti-heveina.
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