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

Deyanira Fuentes-Silva,* Adela Rodriguez-Romero*

RESUMEN

Las B-1,3-glucanasas son proteinas ampliamente distribuidas en plantas implicadas en muchos
procesos metabdlicos como estrés, infeccion y 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 proteinas relacionadas a la patogénesis pertenecientes a la familia 2 (PR-2).
A la fecha se han descrito varias -1,3-glucanasas de plantas como alergénicas, las cuales han sido
reconocidas por los anticuerpos tipo IgE de personas con sindrome latex-fruta polen. Estas 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 estas proteinas se presenta una
alta homologia. Asi mismo, los epitopos lineales que han sido recientemente reportados para la -
1,3-glucanasas de platano, estan muy conservados. Estos epitopos comunes, podrian ser la causa
de la reactividad cruzada que se presenta entre muchos alergenos, lo cual tiene importancia clinica
en personas sensibilizadas contra estas estructuras. Este trabajo recopila la informacién reportada a
la fecha acerca de las -1,3-glucanasas de plantas implicadas en alergias.
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ABSTRACT

B-1,3-glucanases are widely distributed proteins in plants. They are involved in many metabolic
processes such as stress, infection and development. They are able to hydrolyze -1,3-glucans that
are essential components of the cell wall in fungi and bacteria. So, they have been designated as
pathogenesis-related proteins (Family 2: PR-2). To date, several 3-1,3-glucanases of plants have
been described, which are recognized by IgE antibodies of people with latex-fruit pollen syndrome.
They have also been recognized as allergens involved in occupational asthma. At primary sequence
level and despite they are from different species, there are high similarities among these proteins.
Besides, the linear sequences recognized by IgE (sequential epitopes that have been reported
recently for the banana [3-1,3-glucanase) are conserved. These common epitopes could be the cause
of crossed reactivity displayed among many allergens. This is relevant for people sensitized against
these B-1,3-glucanases structures. This work compiles reported to date information about 3-1,3-
glucanases from plants implicated in allergies.
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INTRODUCCION

Las f-1,3-glucanasas son proteinas ampliamente
distribuidas en plantas, varias de las cuales han

* Instituto de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de sido aisladas de tomate, platano y tabaco, entre
México. otras especies.’® Algunas de estas enzimas han
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sido clasificadas como alergenos o asociadas al
sindrome latex-fruta-polen. En términos generales,
un alergeno se ha definido como una sustancia nor-
malmente inocua, capaz de iniciar una reaccion
alérgica en personas con una predisposicidén genéti-
ca. Notablemente, muchos son proteinas de plan-
tas involucradas en el sistema de defensa o alma-
cenamiento, otros son proteinas metabdlicas vy
algunos son proteinas estructurales. La historia de
los alergenos de plantas se inicié el siglo pasado
entre los afhos cuarenta y cincuenta con los prime-
ros ensayos realizados para purificar alergenos de
polenes usando las técnicas clasicas de separacion
como extraccion con fenol, precipitacion con sales
y electroforesis. A principio de los afos sesenta,
con el desarrollo de las técnicas cromatogréficas,
se purificé el primer alergeno nombrado como “Anti-
geno E” a partir de la Ambrosia artemisiifolia el cual
reaccionaba con anticuerpos policlonales anti-A. ar-
temisiifolia.® Posteriormente, del polen de centeno,
Marsh” aislé un alergeno que denominé Ray 1. Tam-
bién describié por primera vez las propiedades mo-
leculares de los alergenos, los factores involucra-
dos en la alergenicidad, la respuesta inmune a los
alergenos y publico los primeros estudios inmuno-
génicos de la respuesta IgE frente a los alergenos
purificados de podlenes. Marsh’ establecio la prime-
ra definicion clara de un “alergeno principal”’, como
un alergeno purificado que produce una respuesta
inmediata del 90% o mayor, en individuos alérgicos
sometidos a pruebas cutaneas. En contraste, un
“alergeno secundario” es aquel que presenta una
respuesta menor al 20% en los pacientes alérgicos
sujetos a pruebas cutaneas.

Actualmente, se utiliza un estandar menos rigido,
el cual define a un alergeno principal como aquél en
donde un 50% o mas de los pacientes alérgicos re-
accionan a las pruebas cutaneas. En las ultimas dé-
cadas han sido purificados muchos alergenos cuyas
fuentes principales han sido plantas, esporas de
hongos, insectos y acaros.

ALERGENOS DE PLANTAS

A la fecha, un gran numero de proteinas de frutas,
legumbres, semillas, podlenes y productos derivados
de plantas han sido identificados y caracterizados
como alergenos. Estas proteinas han manifestado la
capacidad de inducir en humanos reacciones alérgi-
cas tipo | o inmediata, la cual es mediada por anti-
cuerpos tipo IgE.®'° Los pdlenes y esporas de las
plantas son las principales fuentes de lo que se ha
denominado aero-alergenos, los cuales pueden ser
inhalados y son una de las principales causas de la
rinitis alérgica y del asma. Este tipo de alergia tam-

bién es llamado “alergia estacional” por presentarse
en los periodos de polinizacion.!

La alergia alimenticia por la ingestion de frutas, le-
gumbres y semillas causan manifestaciones digesti-
vas o cutaneas en las personas, con sintomas que
pueden variar desde una hinchazén de labios, lengua
y paladar, a menudo acompahado por sintomas
como ahogo, tos y sintomas gastrointestinales, has-
ta casos de reacciones sistémicas severas como
anafilaxia. La mayoria de estas reacciones alérgicas
frente a frutas y vegetales se han asociado con la
sensibilizacién a podlenes.213

Desde el punto de vista alergénico, el latex del ar-
bol del hule (Hevea brasiliensis) y los productos ma-
nufacturados del mismo, contienen varias proteinas
capaces de unir IgE, las cuales muestran una fuerte
reactividad cruzada con diferentes proteinas proce-
dentes de frutas, vegetales y pdlenes. Los alergenos
responsables de la mayoria de los casos de reactivi-
dad cruzada en el sindrome latex-fruta-polen son:
heveina, (-1,3-glucanasas, quitinasas y profilinas,
entre otras.'*'® Estas proteinas representan los aler-
genos de contacto mas importantes hallados hasta
la fecha en plantas. Las manifestaciones clinicas de
este tipo de alergia como de las anteriores, depen-
den de la via de exposicion, la cantidad de alergeno
y la variabilidad individual.'®

CLASIFICACION DE LOS ALERGENOS
PROVENIENTES DE PLANTAS

Entre las numerosas proteinas que tienen las plan-
tas, s6lo un pequefio numero ha sido identificado
como alergenos para los humanos. La mayoria de
ellas se expresan en respuesta a la infeccidn por pa-
tégenos tales como hongos, bacterias o virus; por lo
cual fueron designadas como “Proteinas relaciona-
das a la patogénesis”, PRP.'®1":1% Estos tipos de pro-
teinas también son expresadas a consecuencias de
heridas hechas a la planta o por la aplicacion de
sustancias quimicas como el acetileno o el acido
salicilico, que mimetizan el efecto de infeccién o in-
ducen estrés.?° Originalmente las PRP fueron identi-
ficadas en tabaco y clasificadas dentro de 5 fami-
lias, basadas en la homologia de su secuencia de
aminodcidos. Estas cinco familias constituian un
grupo pequefo de proteinas acidas y basicas. Gene-
ralmente las formas acidas de estas familias se en-
contraban en el espacio extracelular y las formas ba-
sicas eran transportadas a vacuolas por un péptido
sefal, localizado en el carboxilo terminal. Este siste-
ma de clasificacion posteriormente fue revisado por
Van Loon y cols,?" el cual extendié el numero a 14
familias diferentes (Cuadro 1), entre las que se en-
cuentran: quitinasas, glucanasas, endoproteinasas,
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Cuadro I. Familias de proteinas relacionas a la
patogénesis (PRP).

Familia Masa mol (kDa) Clasificacion

PR-1 15-17 Desconocida

PR-2 25-35 Antifungica/p-1,3-glucanasas,
clase I, II, 11l

PR-3 25-35  Antifuingica/quitinasas, clase I, I, IV

PR-4 13-19 Antifungica/quitinasas, clase I, Il

PR-5 22-24 Proteinas tipo taumatina

PR-6 6 Inhibidores

PR-7 69 Endoproteasas

PR-8 28 Quitinasas/lisozima, clase IlI

PR-9 39-40 Peroxidasas

PR-10 17-18 Proteinas homdlogas a Bet v 1

PR-II 41-43 Quitinasas, clase |

PR-12 5 Defensinas

PR-13 14 Tioninas

PR-14 7-12  Proteinas transportadoras de lipidos

peroxidasas, asi como pequefas proteinas semejan-
tes a defensinas, tioninas y proteinas transportado-
ras de lipidos.

Las PRP presentan algunas caracteristicas bio-
quimicas comunes relevantes para los alergenos,
como la estabilidad a bajos valores de pH, la re-
sistencia a la protedlisis, masas moleculares entre
5-70 kDa, y suelen pertenecer a una de las familias
2 (B-1,3-glucanasas), 3 (quitinasas, clase I, Il y V),
4 (quitinasas, clase | y Il), 5 (proteinas tipo taumati-
na), 8 (quitinasa-lisozima, clase Ill), 10 (proteinas
homodlogas a Bet v 1) 6 14 (proteinas transportado-
ras de lipidos). Actualmente, se conoce que algunas
de las PRP no sélo son inducidas de novo por el
ataque de patdgenos, heridas o estrés fisico-quimi-
co, sino que son expresadas constitutivamente en
algunos 6rganos o durante cierto estado del desarro-
llo de la planta; de tal forma que en términos estric-
tos no son PRP sino que han sido designadas como
“PRP-like”

FAMILIA PR2: $-1,3-GLUCANASAS

La familia PR2 comprende a las enzimas monoméri-
cas B-1,3-glucanasas (glucan endo —1,3- glucosida-
sas; EC 3.2.1.39) cuyas masas moleculares oscilan
entre 25-38 kDa. Estas enzimas han sido implicadas
en el sistema de defensa de plantas debido a su ca-
pacidad para hidrolizar las uniones endo (1—3)- B-
glicosidicas de los f-1,3-glucanos, componentes
esenciales de la pared celular de hongos y bacte-
rias.?>2® Las f-1,3-glucanasas de plantas no soélo
desempefan una labor importante en la respuesta
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frente a los microbios patdgenos y estrés, sino que
ellas también estan implicadas en numerosos proce-
sos fisiolégicos y de desarrollo como la germinacion,
crecimiento y fertilizaciéon, entre otros.2+%

Considerando las diferencias en su masa molecu-
lar, punto isoeléctrico, estructura primaria, y localiza-
cioén celular, las PR-2 fueron subagrupadas a su vez
dentro de 4 clases (I-1V). La clase | esta integrada
por enzimas basicas con masas moleculares entre
33-38 kDa. Las proteinas de esta clase son transpor-
tadas a la vacuola como pre-proteinas formadas por
un péptido senal en el extremo N-terminal. Varias
B-1,3-glucanasas homodlogas de clase | han sido
identificadas y aisladas de diversas especies de
plantas (Cuadro Il). Por ejemplo, la forma basica ais-
lada de los cuerpos luteos de Hevea brasiliensis, es
una enzima que presenta varias isoformas y fue pri-
meramente descrita por Sunderasan y cols.? y Ale-
nius y cols.?® Esta proteina tiene una masa de 37
kDa y es reconocida por las IgEs de pacientes con
alergia al hule y a frutas. Sunderasan y cols.® le
asignaron la nomenclatura alergénica de Hev b 2, ya
que se demostro que era altamente alergénica. Ade-
mas, se detectdé en productos manufacturados con
hule natural.'®

Las B-1,3-glucanasas de clase Il y Ill son protei-
nas acidas con masas moleculares entre 34-36 kDa
y secretadas dentro del espacio extracelular.?” Ensa-
yos in vitro han mostrado que las glucanasas de cla-
se | presentan actividad antifungica, mientras que
las clases Il y Ill no inhibieron el crecimiento de hon-
gos. En tabaco se encontré otro tipo de glucanasas
designadas como clase |V; esta clase difiere de las
anteriores en la especificidad del sustrato.

B-1,3-GLUCANASAS DE PLANTAS RECONOCIDAS
POR ANTICUERPOS IgE

Aun cuando existen numerosas secuencias de (-
1,3-glucanasas de plantas depositadas en diversas
bases de datos tales como Brenda (www.brenda.uni-
koeln.de), SwissProt (www.expasy.ch/sprot), NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov), sélo un grupo reducido de
ellas han sido reportadas como proteinas capaces de
unir anticuerpos tipo IgE o de ser los alergenos res-
ponsables de desencadenar reacciones de hipersen-
sibilidad inmediata tipo | (Cuadro ). Una proteina de
origen vegetal representante de esta clase de alerge-
nos es la 3-1,3-glucanasa de H. brasiliensis (Hev b 2)
la cual ha sido ampliamente estudiada, debido a su
relacion con la alergia al latex. Este alergeno fue ini-
cialmente descrito por Sunderasan y cols.?s y Alenius
y cols.?6 como una proteina reconocida débilmente
por las IgEs de pacientes con alergia al hule y a fru-
tas. Posteriormente en Estados Unidos Kurup y
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Cuadro Il. -1,3-glucanasas de plantas reconocidas por
anticuerpos tipo IgE de personas con sindrome
latex-fruta-polen.

Nominaciéon M. mol Unién

Especie alergénica (kDa) algE
Hevea brasiliensis (latex) Hev b 2 37-38 +
Olea europaea (olivo) Ole 9 46 +
Ordeum vulgare (cebada) Gl, Gl 36 nd
Musa acuminata (platano) 33 +
Nicotiana tabacum (tabaco) 37 nd
Persea americana (aguacate) 35 +
Actinidia deliciosa (kiwi) 35 +
Capsicum annuum (pimiento) 37 +
Solanum tuberosum (papa) 37 +
Solanum lycopersicum (tomate) 37 +
Betula (abedul) 36 +
Fraxinus excelsior (fresno) 35 +
Ficus carica (higo) 36 nd
Castanea sativa (castana) 32 +
Oryza sativa (avena) 33 nd

nd. No determinado.

cols.,?® demostraron por varios ensayos in vitro, que
Hev b 2 era reconocido fuertemente por las IgEs tanto
de pacientes con espina bifida como las de los traba-
jadores del area de la salud diagnosticados con aler-
gia al latex. Dependiendo del método empleado, la
reactividad varié entre 20-61% en los pacientes con
alergia al latex. Estudios realizados recientemente en
Italia y Singapur con pacientes atopicos, los cuales
estan en contacto frecuente con productos de latex
natural como guantes u otro tipo de productos, tam-
bién se han manifestado sintomas de alergia por con-
tacto directo o por via oral al inhalar pequenas parti-
culas de latex, las cuales causan la patologia clinica
denominada asma ocupacional.?®3° En Irlanda e Ingla-
terra O’Connor y cols.,* reportaron por primera vez la
asociacion entre el asma ocupacional y la exposicion
a B-1,3-glucanasa. Pruebas cutaneas realizadas mos-
traron una reaccion positiva a esta proteina en concen-
traciones de 1 mg/mL e igualmente fueron detectados
anticuerpos tipo IgE especificos contra -1,3-glucana-
sa. Hev b 2 ha sido sefialado como un alergeno rele-
vante al diagnosticar la alergia al latex. En México
(Chihuahua, Chih.) Moreno y cols.® en el 2005 reporté
sélo la prevalencia de la alergia al latex en grupo redu-
cido de trabajadores del area de la salud, utilizando an-
tigenos de latex.

Otro alergeno de origen vegetal con actividad de
B-1,3-glucanasa estudiado es Ole e 9, aislado del po-
len del arbol Olea europaea. Esta proteina de 46 kDa
fue reportada como el alergeno principal del polen de

este arbol. Ole e 9 fue reconocido por mas del 65%
de los pacientes espafoles alérgicos a este polen.®"
La expresidon recombinante de su extremo carboxilo
terminal en P. pastoris retuvo méas del 50% de la ca-
pacidad de unién a IgE que muestra el alergeno
completo y fue reconocido por todos los sueros de
pacientes alérgicos al mismo.% Posteriormente, Pa-
lomares y cols.?* sugieren la posibilidad de que esta
proteina esté implicada en la reactividad cruzada en-
tre latex-fruta y polenes.

Otra glucanasa de planta que ha sido estudiada
es la del arroz (Oriza sativa), la cual fue caracteriza-
da bioquimicamente; sin embargo, no se demostrd
su potencial como alergeno.® Recientemente se re-
portd la purificacién y determinacion de la estructura
tridimensional de la pB-1,3-glucanasa platano (Musa
acuminata), la cual fue reconocida por las IgEs de
individuos alérgicos al latex.3¢

Otros experimentos realizados por varios grupos de
investigacién, evaluaron la reactividad cruzada entre el
latex y varias B-1,3-glucanasas homdlogas de plantas
utilizando extractos de frutas de tomate, kiwi, castana,
higo, aguacate y pimiento, y extractos de podlenes
como abedul, fresno y olivo. Estas pruebas mostraron
una sefial ubicada entre 38 y 46 kDa reconocida por
las IgEs de pacientes alérgicos al latex.3* Varias in-
vestigaciones han demostrado que las (-1,3-glucana-
sas provenientes de diferentes fuentes pueden estar
relacionadas con la reactividad cruzada entre frutas,
polenes y el latex y deben ser consideradas de rele-
vancia clinica al realizar un diagnéstico.3437:38

ESTRUCTURA DE p-1,3-GLUCANASAS DE
PLANTAS Y SUS DETERMINANTES ALERGENICOS

Las B-1,3-glucanasas de plantas que son alergéni-
cas, contienen epitopos o determinantes antigénicos
formados por grupos de naturaleza glicosidica y/o
peptidica, los cuales pueden estar involucrados di-
rectamente en la unidn a los linfocitos T, a los anti-
cuerpos tipo IgE circulante® y/o a los linfocitos B.
Los epitopos de naturaleza glicosidica no son muy
frecuentes pero adquieren importancia cuando me-
dian la reactividad cruzada entre diferentes alerge-
nos.%®4042 | a mayoria de los determinantes alergéni-
cos son de naturaleza peptidica y pueden presentar
formas moleculares multiples, lo cual puede influir a
nivel conformacional en los epitopos e inducir res-
puestas inmunes con diferentes caracteristicas.
Varios grupos de investigacion han demostrado
que la capacidad alergénica, asi como la reactividad
cruzada que presentan algunos alergenos, esta de-
terminada por sus aspectos estructurales.*®** Dos
alergenos pueden presentar reactividad cruzada si
comparten caracteristicas estructurales, tanto a ni-
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Cuadro lll. Alineamiento de secuencias de varias B-1,3-glucanasas de plantas. En negrilla se resaltan las quince secuencias de los
epitopos lineales propuestos para -1,3-glucanasa de platano.

Tomate -QIGVCYGMMGNNLPSHSEVIQLYK-SRNIRRLRLYDPNHGALNALRGSNIEVILGLPNVD
Papa -QLGVCYGMMGNNLPSHSEVIQLYK-SRNIGRLRLYDPNQGALNALRGSNIEVILGLPNVD
Tabaco QOSIGVCYGMLGNNLPNHWEVIQLYK-SRNIGRLRLYDPNHGALQALKGSNIEVMLGLPNSD
Pimiento —--IGVCYGMLGNNLPPASQVVQLYK-SRNIRRMRLYDPNOAALQALRGSNIEVMLGVPNSI
Hevea -QVGVCYGMQGNNLPPVSEVIALYK-KSNITRMRIYDPNRAVLEALRGSNIELILGVPNSD
Guisante --IGICYGMMGNNLPPANEVIALYK-ANNIKRMRLYDPNQPALNALRDSGIELILGIPNSD
Platano --IGVCYGMLGNNLPPPSEVVSLYK-SNNIARMRLYDPNOAALQALRNSNIQVLLDVPRSD
Naranja -QIGVCYGMLGNNLPSKRDVIALYN-QNNIRRMRLYDPNREALEALRGSNIEVMLGLPNDD
Betabel —--IGVCFGQMGNNIPNPSEVVAMFK-QYSTIPRMRMYGPNPDALNALRGSNIEFILDVPNGD
Cebada —--IGVCYGVIGNNLPSRSDVVQLYR-SKGINGMRIYFADGQALSALRNSGIGLILDIGNDQ
Tomate VKHISSGMEHARWWVQKNVRDFWPHVKIKYIAVGNEISPVT-GTSNLAPFQVPALVNIYKA
Papa VKHIASGMEHARWWVQKNVKDFWPDVKIKYIAVGNEISPVT-GTSSLTSFQVPALVNIYKA
Tabaco VKHIASGMEHARWWVQKNVKDFWPDVKIKYIAVGNEISPVT-GTSYLTSFLTPAMVNIYKA
Pimiento FKTLLPPFNAILG--SKECQONSGHCLNYRVHCCEMKSALLT-GTSSLTRFLLPAMRNIRNA
Hevea LOSLTNPSNAKSW-VQKNVRGFWSSVLEFRYIAVGNEISPVNRGTAWLAQEFVLPAMRNIHDA
Guisante LOTLATNQDSARQWVQRNVLNFYPSVKIKYIAVGNEVSPVG-GSSWLAQYVLPATQNVYQA
Platano VQSLASNPSAAGDWIRRNVVAYWPSVSFRYIAVGNELIPGS----DLAQYILPAMRNIYNA
Naranja LRRIASNQAEANTWVONNVRNFANNVKEFKYIAVGNEAKPGD----NFAQYLVPAMRNIQNA
Betabel LKRLADSQAEANTWVRDNVQKY-NDVRFKYISVGNEVKPGE----PGAAALIQAMQONIDRA
Cebada LANIAASTSNAASWVQONNVRPYYPAVNIKYIAAGNEVQGGA-—---—--— TQSILPAMRNLNAA
Tomate IGEAGLGNDIKVSTSVDMTLIGNSYPPSQGSFRNDVRWEFTDPIVGFLRDTRAPLLVNIYPY
Papa VGEAGLGNDIKVSTSVDMTLIGNSYPPSQGSFRNDVRWFTDPIVGFLRDTRAPLLVNIYPY
Tabaco IGEAGLGNNIKVSTSVDMTLIGNSYPPSQGSFRNDARWFTDPIVGFLRDTRAPLLVNIYPY
Pimiento ISSAGLGNNIKVSTSIDMTLIGNSFPPSQGSFRNDVRSFIDPIIVFLRGINSPLLVNIYPY
Hevea IRSAGLQDQIKVSTAIDLTLVGNSYPPSAGAFRDDVRSYLDPIIGFLSSIRSPLLANIYPY
Guisante IRAQGLHDQIKVTTAIDMTLIGNSFPPSKGSFRSDVRSYLDPFIGYLVYAGAPLLVNVYPY
Platano LSSAGLONQIKVSTAVDTGVLGTSYPPSAGAFSSAAQAYLSPIVQFLASNGAPLLVNVYPY
Naranja INRAGLGNQIKVSTAIETGALGESFPPSRGSFKQDYRPILDPLIRFLNEﬁEEPLLVNLYPY
Betabel LSAAGLSN-IKVSTTTFMGPSRNTYPPSRGRFKDEYRNFLOPVIGFLVNKRSPLLVNIYPY
Cebada LSAAGLGA-IKVSTSIRFDEVANSFPPSAGVEFKN---AYMTDVARLLASTGAPLLANVYPY
Tomate FSYSGNPGQISLPYALEFT-APNVVVQD--GSRQYRNLFDAMLDSVYAAMDRT-GGGSVGIV
Papa FSYSGNPGQISLPYALFT-APNVVVQD--GSRQYRNLFDAMLDSVYAAMERT-GGGSVGIV
Tabaco FSYSGNPGQISLPYSLET-APNVVVQOD--GSRQYRNLFDAMLDSVYAALERS-GGASVGIV
Pimiento FSYAGNPRDISLSYALFT-APNVVVQD--GSLGYRNLSDERLDSVTAALSQA-RGGSVEIV
Hevea FTYAYNPRDISLPYALFT-SPSVVVWD--GQRGYKNLFDATLDALYSALERA-SGGSLEVV
Guisante FSHIGNPRDISLPYALFT-SPGVMVQD--GPNGYQNLFDAMLDSVHAALDNT-GIGWVNVV
Platano FSYTGNPGQISLPYALFT-ASGVVVQD--GRFSYQNLFDAIVDAVFAALERV-GGANVAVV
Naranja FAIAG-NRQISLDYALFR-SQQTVVSD--GSLSYRSLFDAILDAVYAALEKT-GGGSLDIV
Betabel FGYM--NRDVSLQFALLQPNSNNEFTDPNNQLRYLNEFFDANLDSVYAALEKS-GGGSLDVV
Cebada FAYRDNPGSISLNYATEFQ--PGTTVRDONNGLTYTSLFDAMVDAVYAALEKA-GAPAVKVV
Tomate VSESGWPSAGA---FGATHENAQTYLRNLIQHAKE--GSPRKPG-PIETYIFAMFDENN--
Papa VSECGWPSAGA---FGATODNAATYLRNLIQHAKE--GSPRKPG-PIETYIFAMFDENN--
Tabaco VSESGWPSAGA---FGATYDNAATYLRNLIQHAKE--GSPRKPG-PIETYIFAMFDENN--
Pimiento VSESGWPSAGA---FATTTNDAAAYYKNLIQHVKR--GSPRRPNKVIETYLFAMFDENN--
Hevea VSESGWPSAGA---FAATFDNGRTYLSNLIQHVKG--GTPKRPNRAIETYLFAMFDENK--
Guisante VSESGWPSDGG---SATSYDNARIYLDNLIRHVGK--GTPRRPW-ATEAYLFAMFDENQ--
Platano VSESGWPSAGGG--AEASTSNAQTYNONLIRHVGG--GTPRRPGKEIEAYIFEMFNENQ--
Naranja ISESGWPTAGGDG-ALTNVDNARTYNNNLIQHVKR--GSPKKPGRPIETYIFAMFDENG-K
Betabel VSESGWPTQGGPG---ASVPNAEAYVNNLRLHVNKN-GSPKRQ-EAIETYIFAMFDEAPRQ
Cebada VSESGWPSAGG---FAASAGNARTYNQGLINHVGG--GTPKKRE-ALETYIFAMFNENQ--
Tomate KNP--ELEKHFGMFSP-NKQPKYNLNFGV---—-— SERVWDI----TNSTASSLTSEI----
Papa KNP--ELEKHFGLFSP-NKQPKYNLNFGV---—-— SERVWDISAE-TNSTASSLISEM----
Tabaco KNP--ELEKHFGLFSP-NKQPKYNLNFGV----~ SGGVWDSSVE-TNATAS-LISEM----
Pimiento KNP--ELEKHFGGFSP-NKQPKFPLNFGEF---—-— SDRFLDIFAENNNATSTFFKSDI-—---
Hevea KQP--EVEKHFGLFFP-DKRPKYNLNFG----—-— AEKNWDISTE-HNATILFLKSDM-—---
Guisante KSP--ELEKHFGVFYP-NKQKKYPFGFGG-—-——— ERRDGEIVEGDEFNGTVS-LKSDM----—
Platano KAG--GIEQNFGLFYP-NKQPVYQISF-—————————————————————————————————
Naranja TGP--EIERHWGLFAP-TRQPRYQINFN-——--———————————————m——————— ——————
Betabel TSPNDEYEKYWGMFSPTTRQLKYGVKFN-———-———————————————m——————— ——————

Cebada KTG-DATERSFGLENP-DKSPAYNTQF — === === === === mmm oo
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vel de estructura primaria como de estructura tercia-
ria. Se ha observado que todas las proteinas con
reactividad cruzada tienen un plegamiento similar,
mientras que lo contrario no es cierto; proteinas con
plegamiento similar no necesariamente presentan
reactividad cruzada.

A la fecha, existen depositadas aproximadamente
setenta secuencias homdlogas de 3-1,3-glucanasas
en la base de datos del Swiss-prot (www.expasy.ch/
sprot) entre las que se encuentran principalmente
proteinas de plantas y algunas de hongos. Indepen-
dientemente de la especie, las -1,3-glucanasas de
plantas son proteinas filogenéticamente conserva-
das (Cuadro Ill). Dentro de esta familia s6lo dos es-
tructuras tridimensionales han sido resueltas. La pri-
mera de ellas fue la §-1,3-glucanasa de H. vulgare,*
la cual no ha sido reportada como proteina alergéni-
ca. La segunda y mas reciente, es la -1,3-glucana-
sa de platano.®® Ambas proteinas presentan alto con-
tenido de estructuras secundarias hélice-o. y hoja-p,
adoptando la topologia de un barril (B/a), tipo TIM,
inicialmente descrito para la triosa fosfato isomera-
sa.*® Para la B-1,3-glucanasa de platano se determi-
naron quince epitopos lineales de union a IgE a lo
largo de toda la secuencia de aminoacidos, teniendo
en cuenta su hidrofilicidad, flexibilidad y exposicion
al solvente (Figura 1). Cuando se comparan las se-
cuencias de varias f-1,3-glucanasas de plantas,
como por ejemplo las de H. brasiliensis (latex),
Musa acuminata (platano), Nicotiniana plumbagini-
folia (tabaco), H. vulgare (cebada), entre otras (Cua-
dro Ill), se observa un alto grado en la identidad en-
tre las secuencias, aunado a la conservacién de la
mayoria de los aminoacidos ubicados en las regio-
nes propuestas como epitopos lineales para la (-
1,3-glucanasas de platano. Esta similitud que existe
entre las glucanasas a nivel de epitopos, podria ser
la causa de la reactividad cruzada observada entre
personas con alergia a podlenes y/o frutas frente al
latex, y viceversa. La similitud de epitopos también
conlleva a suponer que es la razén por la cual algu-
nas pacientes presentan sensibilizaciéon a determina-
da clase de alergeno sin haber estado en previo con-
tacto con él.

CONCLUSION

Las 3-1,3-glucanasas de plantas son proteinas homolo-
gas y filogenéticamente conservadas que se encuen-
tran presentes en frutas, vegetales y semillas. Aun
cuando existe escasa informacion de sus propiedades
alergénicas, varios grupos de investigacion han de-
mostrado que algunas -1,3-glucanasas de plantas tie-
nen la particularidad de unirse a IgE y provocar alergia.
En México no existe ninguna investigacion que relacio-

Figura 1. Estructura 3D de la -1,3-glucanasa de pldtano
(Musa acuminata). El esquema en cintas muestra las
estructuras secundarias de las hojas-f (interior)
rodeadas de hélices-f (periferia) formando el barril (5/
a), tipo TIM. En negro y enumeradas, se muestran las
zonas correspondientes a los epitopos lineales, los
cuales se encuentran ubicados en zonas expuestas al
disolvente.

ne esta proteina presente en plantas y en otros orga-
nismos, con la alergia tipo |. Futuras investigaciones
podrian brindar informacion sobre la relevancia de esta
proteina en la alergia en nuestra poblacion.

Los epitopos lineales propuestos para la (-1,3-
glucanasa de Musa acuminata (platano) son alta-
mente conservados para proteinas de otras espe-
cies como H. brasiliensis (latex) y Capsicum anuum
(pimiento) (Cuadro Ill). La conservacion de estos
determinantes antigénicos podrian mediar la reacti-
vidad cruzada registrada entre el latex, frutas y po6-
lenes. La reactividad cruzada entre alergenos se
presenta cuando éstos contienen epitopos idénti-
cos o similares y tiene algunas consecuencias des-
de el punto de vista clinico; por ejemplo, muchos
pacientes presentan sensibilizacion a determinada
clase de alergeno sin haber estado en contacto pre-
vio con él.

Futuras investigaciones sobre la determinacion
estructural de otras -1,3-glucanasas alergénicas o
no, ayudarian a discernir, desde el punto de vista del
alergeno, la razén del por qué algunas de estas enzi-
mas, con igual topologia, poseen la caracteristica de
provocar alergia y otras no.



Fuentes-Silva D y col. Glucanasas reconocidas en el sindrome latex-fruta-polen gia FPediql IS 1

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

17.

18.

19.

BIBLIOGRAFIA

Peumans WJ, Barre A, Derycke V, Rouge P, Wenling Z, May
GD, Delcour JA, Van Leuven F, Van Damme EJM. Purifica-
tion, characterization and structure analysis of an abundant
B-1,3-glucanase from banana fruit. Eur J Biochem 2000;
267: 1188-1195.

Akiyama T, Shibuya N, Hrmova M, Fincher GB. Purification
and characterization of a (1-3)-f-D-glucan endohydrolase
from rice (Oryza sativa) bran. Carbohydrate Research
1997; 297: 365-374.

Huecas S, Villalba M, Rodriguez R. Ole e 9 a major olive po-
llen allergen is a 1,3-p-glucanase. J Biol Chem 2001; 276:
27656-27966.

Churngchow N, Suntaro A, Wititsuwannnakul R. -1,3-gluca-
nase isozymes the latex of Hevea brasiliensis. Phytochemis-
try 1995; 39: 505-509.

Subroto T, Van Koningsveld GA, Schreuder HA, Soedjanaat-
madja UMS, Beintema JJ. Chitinase and -1,3-glucanase in
the lutoid-body fraction of Hevea latex. Phytochemistry
1996; 43: 29-37.

King TP, Norman PS. Isolation of allergens from ragweed po-
llen. Biochemistry 1962; 1: 709-720.

Marsh DG, Johnson P. The isolation and characterization of
allergens from the pollen of rye grass (Lolium perenne). Eur
Polymer J 1965; 1: 63-77.

Beezhold DH, Kostyal DA, Tomazic-Jezic VJ. Measurement
of latex proteins and assessment of latex protein exposure.
Methods 2002; 27: 46-51.

Bredehorst R, David K. What establishes a protein as an
allergen? J Chromatography B 2001; 756: 33-40.

Aalberse RC, Akkerdaas JH, Van Ree R. Cross reactivity of
IgE antibodies to allergens. Allergy 2001; 56: 478-490.
Rodriguez R, Villalba M, Batanero E, Gonzélez EM, Monsal-
ves RI, Huecas S, Tejera ML, Ledesma A. Allergenic diversi-
ty of the olive pollen. Allergy 2002; 57(Suppl. 71): 6-16.
Bircher AJ, Van Melle G, Haller E, Curty B, Frei PC. IgE to
food allergens are highly prevalent in patients allergic to po-
llens, with and without symptoms of food allergy. Clin Exp
Allergy 1994; 24: 367-374.

Wuthrich B, Stager J, Johansson SG. Celery allergy asso-
ciated with birch and mugwort pollinosis. Allergy 1990; 45:
566-571.

Sussman G, Beezhold DH, Kurup VP. Allergens and natural
rubber proteins. J Allergy Clin Immunol 2002; 110: 33-39.
Rihs-Hans P, Raulf-Heimsoth M. Natural Rubber latex aller-
gens: Characterization and evaluation of their allergenic ca-
pacity. New Horizons Allergy 2003; 3: 2-8.

Van Loon LC, Pierpoint WS, Boller T, Conejero V. Recom-
mendations of naming plant pathogenesis-related proteins.
Plant Mol Biol Rep 1994; 12: 245-264.

Woolhiser MR, Munson AE, Meade BJ. Immunological res-
ponses of mice following administration of natural rubber la-
tex proteins by different routes of exposure. Toxicological
Science 2000; 55: 343-351.

Thanseem [, Joseph A, Thulaseedharan A. Induction and di-
fferential expression of 3-1,3-glucanase mRNAs in tolerant
and susceptible Hevea clones in response to infection by
Phytophthora meadii. Tree Physiology 2005; 25: 1361-1368.
Hoffmann-Sommergruber K. Pathogenesis-related (PR)-pro-
teins identified as allergens. Biochemical Society Transactio-
ns 2002; 30: 930-935.

Zhao H, Zhao H, Wang J, Wang B, Wang Y. Stress stimula-
tion induced resistance of plant. Colloids and Surfaces B
2005; 43: 174-178.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Vol. 15, Nim. 1 ¢ Enero-Abril 2006

Van Loon LC, Van Strien EA. The families of pathogene-
sis-related proteins, their activities, and comparative
analysis of PR-1 types proteins. Physiol Mol Plant Pathol
1999; 55: 85-97.

Van den Bulcke M, Bauw G, Castresana C, van Montagu M,
Vandekerckhove J. Characterization of vacuolar and extra-
cellular B(1,3)-glucanases of tobacco: evidence for a strictly
compartmentalized plant defense system. Proc Natl Acad
Sci USA 1989; 86: 2673-2677.

Van Kan JAL, Joosten MHAJ, Wagemakers CAM, Van den
Berg-Velthuis GCM, de Wit PJGM. Differential accumulation
of mMRNAs encoding extracellular and intracellular PR-pro-
teins in tomato induced by virulent and avirulent races of
Cladosporium fulvum. Plant Mol Biol 1992; 20: 513-527.
Vogeli-Lange R, Frindt C, Hart CM, Beffa R, Nagy F, Meins
F Jr. Evidence for a role of p-1,3-glucanase in dicot seed
germination. Plant J 1994; 5: 273-278.

Leubner-Metzger O, Frindt C, Végeli-Lange R, Meins F Jr.
Class | B-1,3-glucanase in the endosperm of tobacco during
germination. Plant Physiol 1995; 109: 751-759.

Sunderasan E, Samsidar H, Sharifah H, Ward MA, Yeang
HY, Cardosa MJ. Latex B serum f-1,3-glucanase (Hev b 2)
and a component of the microhelix (Hev b 4) are major latex
allergens. J Nat Rubb Res 1995; 10: 82-99.

Alenius H, Kalkkinen N, Lukka M, Reunala T, Turjanmaa K,
M€aakinen-Kiljunen S, Yip E, Palosuo T. Prohevein from the
rubber tree (Hevea brasiliensis) is a major latex allergen.
Clin Exp Allergy 1995; 25: 659-665.

Hgj PB, Fincher GB. Molecular evolution of plant B-glucan
endohydrolases. Plan J 1995; 7: 367-379.

Kurup VP, Yeang HY, Sussman GL, Bansal NK, Beezhold
DH, Kelly KJ, Hoffman DR, Williams B, Fink JN. Detection of
immunoglobulin antibodies in the sera of patients using puri-
fied latex allergens. Clin Exp Allergy 2000; 30: 359-369.
Asero R, Mistrello G, Roncarolo D, Amato S, Falagiani P. De-
tection of novel latex allergen associated with clinically rele-
vant allergy to plant-derived foods. J Allergy Clin Immunol
2005; 115: 1312-1314.

Koh D, Ng V, Leow Y-H, Goh CL. A study of natural rubber
latex allergens in gloves used by health care workers in Sin-
gapure. British Journal of Dermatology 2005; 153: 954-959.
O’connor TM, Bourke JF, Jones M, Brennan N. Report of
occupational asthma due to phytase and [-glucanase.
Occup Enviro Med 2001; 58: 417-419.

Moreno HL, Avila E, Angulo Y, Portillo J, Moreno L, Reza G, Her-
nandez V, Levario M. Frequency in allergy to proteins of latex in
health care workers. Allergol et Immunopathol 2005; 33: 210-213.
Palomares O, Villalba M, Rodriguez R. The C-terminal seg-
ment of the 1,3-B- glucanase Ole e 9 from olive (Olea euro-
paea) pollen is an independent domain with allergenic
activity: expression in Pichia pastoris and characterization.
Biochem J 2003; 369: 593-601.

Palomares O, Villalba M, Quiralte J, Polo F, Rodriguez R.
1,3-B-glucanase as candidates in latex-pollen-vegetable food
cross-reactivity. Clin Exp Allergy 2005; 35: 345-351.
Akiyama T, Shibuya N, Hrmova M, Fincher GB. Purification
and characterization of a (1-3)-f-D-glucan endohydrolase
from rice (Oryza sativa) bran. Carbohydrate Research
1997; 297: 365-374.

Receveur V, Czjzek M, Barre A, Roussel A, Peumans WJ.
Crystal structure at 1.45-A Resolution of Major Allergen
Endo-B-1,3-glucanase of Banana as a Molecular basis for
the Latex-Fruit Syndrome. Proteins: Structure, Function and
Bioinformatics 2006; 63: 235-242.



42 oloala Pedidiricas  Fuentes-Silva D y col. Glucanasas reconocidas en el sindrome latex-fruta-polen

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Vol. 15, Nim. 1 ¢« Enero-Abril 2006

Yagami T, Sato M, Nakamura A, Komiyama T, Kitagawa K,
Akasawa A, lkezawa Z. Plant defense-related enzymes as
latex antigens. J Allergy Clin Immunol 1998; 101: 379-385.
Nieto GA, Mazén RA, Pamies ER, Caballero GL, Oliver
JF, Colomer HN. Implicacion clinica de la reactividad cru-
zada entre alergenos. Allergol et Immunopathol 2004; 32:
124-129.

Kurup VP, Sussman GL, Yeang HY, Eims N, Breiteneder H,
Arif SAM, Kelly KJ, Bansal NK, Fink JN. Specific IgE respon-
se to purified and recombinant allergens in latex allergy. Clin
Mol Allergy 2005; 3: 1-9.

Yagami T, Osuna H, Kouno M, Haishima Y, Nakamura A,
lkezawa Z. Significance of carbohydrate epitopes in a latex
allergen with p-1,3-glucanase activity. Int Arch Allergy Immu-
nol 2002; 129: 27-37.

Thomas WR. How good are carbohydrates as allergens?
Clin Exp Allergy 2002; 32: 658-661.

Calabozo B, Barber D, Plo F. Studies on the carbohydrate
moiety of Pla | 1 allergen. Identification of a major N-glycan
and significance for immunoglobulin E-binding activity. Clin
Exp Allergy 2002; 32: 1628-1634.

43.

44,

45.

46.

Aalaberse RC. Structural biology of allergens. J Allergy Clin
Immunol 2000; 106: 228-238.

Aalaberse RC. Structural features of allergenic molecules.
Chem Immunol Allergy 2006; 91: 134-146.

Varghese JN, Garrett TPJ, Colma PM, Chen L, Hgj PB, Fin-
cher GB. Three- dimensional structure of two plant $-glucan
endohydrolases with distinct substrate specificities. Proc
Natl Acad Sci 1994; 91: 2785-2789.

Banner DW, Bloomer Ac, Petsko GA, Phillips DC, Pogson
Cl, Wilson IA, Corran PH, Furth AJ, Milman JD, Offord RE,
Priddle JD, Waley SG. Structure of chicken muscle triose
phosphate isomerase determined crystallographically at 2.5
angstrom resolution using aminoacid sequence data. Nature
1975; 255: 609-614.

Direccién para correspondencia:

Deyanira Fuentes-Silva

Circuito Exterior, Cd. Universitaria, México,
D.F. 04510, México.

Teléfono: (52 5) 55-224568 Fax: (52 555)
6162217



