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RESUMEN

Antecedentes. Las profilinas son proteinas del citoesqueleto de las células eu-
cariotas que se encargan de la proliferacién y diferenciacién celular. Se han ca-
racterizado como alérgenos de alimentos vegetales, con capacidad de inducir
sindromes alérgicos. Su amplia distribucién hace importante su estudio en la
reactividad cruzada.

Objetivo. Identificar in silico, potenciales regiones antigénicas involucradas en la
reactividad cruzada de profilinas en alimentos.

Materiales y métodos. Seleccionamos 32 secuencias de aminodcidos reporta-
das en la base de datos Allergome. Se determiné su grado de identidad con la
herramienta IBIVU PRALINE. Mediante el software MEGA se explord la rela-
cién filogenética. Los modelos 3D se obtuvieron por modelamiento basado en
homologfa. La prediccién de epitopes con la herramienta Ellipro o en la base
de datos IEDB. Los epitopes de reactividad cruzada se localizaron en los mo-
delos 3D con el software PyMOL.

Resultados. El andlisis filogenético mostré que las 32 profilinas fueron posicio-
nadas en seis clados monofiléticos (A, B, C, D, E y F). El clado A comparte un
nivel de identidad del 87% en sus secuencias de aminodcidos; el clado B, 86%:
el clado C, 82%; el clado D, 86%; el clado E, 83%;y el clado F, 75%. Siete protef-
nas fueron modeladas. Se predijeron un total de 25 epitopes. En los clados A
y B se encontraron tres epitopes; en el C, siete; y en los D, E'y F, cuatro epito-
pes por cada clado.

Conclusién. Las profilinas son un grupo de proteinas altamente conservadas
en estructura y aminodcidos, lo cual sugiere que el mimetismo molecular y
los epitopes predichos en este estudio indican un alto potencial de reactivi-
dad cruzada.

Palabras clave: alimentos, alergia, profilinas, bioinformatica, epftopes, reac-
tividad cruzada.

ABSTRACT

Background: Profilins are proteins of the cytoskeleton of eukaryotic cells, they
are responsible for cell proliferation and differentiation. They have been charac-
terized as plant food allergens, with the ability to induce allergic syndromes. lts
wide distribution makes its study in cross-reactivity important.

Objective: To identify in silico potential antigenic regions involved in the cross-
reactivity of profilins in food.

Materials and Methods: We selectedthirty-two amino acid sequences repor-
ted in the Allergome database. Their degree of identity was determined with
the IBIVU PRALINE tool. Using the MEGA software, the phylogenetic relation-
ship was explored. The 3D models were obtained by homology-based mode-
ling. The prediction of epitopes with the Ellipro tool or in the IEDB database.
Cross-reactivity epitopes were in 3D models with PyMOL software.

Results: Phylogenetic analysis showed that the thirty-two profilins were positio-
ned in six monophyletic clades (A, B, C, D, E, and F). Clade A shares an identi-
ty level of 87% in its amino acid sequences, clade B 86%, clade C 82%, clade D
86%, clade E 83%, clade F 75%. Seven proteins were modeled. A total of twen-
ty-five epitopes were predicted. Clades A and B were found three epitopes,
the C seven and D, E, F four epitopes for each clade.

Conclusion: They are a group of proteins highly conserved in structure and
amino acids, which suggests that the molecular mimicry and epitopes predic-
ted in this study indicate a high potential for cross-reactivity.
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INTRODUCCION

La respuesta alérgica se considera una activacién del sis-
tema inmune de manera exacerbada ante la exposicién a
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alérgenos mediante anticuerpos IgE, principalmente, y
células tales como mastocitos, baséfilos y linfocitos Th2.
Los alérgenos se encuentran en distintas fuentes biolé-
gicas como: mascotas, caros, polen y alimentos, entre
otras. Si bien los alérgenos de alimentos son resistentes
a la digestién enzimdtica por pepsina, son labiles ante
la desnaturalizacién por calor. Estas propiedades modi-
fican la capacidad de sensibilizacién a través del tracto
gastrointestinal'.

Las reacciones alérgicas a alimentos tienen una prevalen-
cia a nivel mundial del 2-8% en la poblacién infantil y del
1-3% en la poblacién adulta®. Aunque se asociec més a la
poblacién infantil, se cree que en la medida en la que es-
tos nifios se vuelven adultos aumenta la tendencia a pre-
sentar padecimientos de este tipo. De acuerdo con datos
de la WAQO en el 2013, para América del Sur (Colombia)
el 10% de los nifios de 1 a 8 afios y el 12% de 9 a 16 afios
presentan alergia alimentaria; otros estudios reportan que
aproximadamente el 40-60% de los casos de alergia al pes-
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cado o al marisco comienzan en la edad adulta®, Las aler-
gias alimentarias desencadenan manifestaciones clinicas
variables como problemas digestivos, urticaria ¢ inflama-
cién de las vias respiratorias. Los sintomas mds comunes
incluyen dolor abdominal, diarrea, flatulencias, nduseas,
vémitos, erupciones cutdneas, hormigueo, picazén o ru-
bor en labios, boca y garganta y algunas veces llegan a ser
mortales como la anafilaxia, la cual puede presentarse en
un 46,2% de los casos’.

En la alergia alimentaria existe algo llamado la lista de
los Ocho Primeros Alérgenos, que incluye alimentos
responsables de més del 90% de alergias alimentarias a
nivel mundial®. Aunque no estén incluidos las frutas y
los vegetales, tienen la capacidad de generar en indivi-
duos predispuestos reacciones alérgicas a los alimentos
por la absorcién de una variedad de productos de ori-
gen vegetal. En Colombia, las alergias alimentarias pre-
sentan una prevalencia general del 14,9%. Las frutas/
verduras (41,8%), mariscos (26,6%) y carnes (20,8%)
fueron las fuentes alergénicas méds comunes y los sinto-
mas mencionados con mayor frecuencia fueron en piel
(61,4%), gastrointestinales (29,1%) y reacciones respi-
ratorias (8,6%)’.

Los alimentos de origen vegetal son parte de una dieta
saludable y su consumo se recomienda para la preven-
cién de trastornos cardiovasculares y metabdlicos. En
estos alimentos encontraremos diferentes proteinas que
son indispensable para nuestro cuerpo pero que se com-
portan como alérgenos; por ejemplo, las profilinas cons-
tituyen una familia de proteinas altamente conservadas,
que estdn presentes en todas las células eucariotas, in-
cluidas las plantas, hongos, protozoos, asi como virus,
y juegan un papel crucial en la regulaciéon de la activi-
dad en el sistema de microfilamentos y los niveles de cal-
cio intracelular. Son pequefias proteinas de 12-19 kDa
caracterizadas por poseer siete hojas beta y cuatro héli-
ces alfa. Participan en la polimerizacién de actina, y son
claves como reguladores de la dindmica de la F-actina’.
Son de gran importancia dado que permiten el desarro-
llo normal de funciones como la proliferacién y diferen-
ciacién celular normal, el crecimiento, la motilidad y la
citocinesis'’.

El papel de las profilinas como alérgenos ha sido cuestio-
nado durante mucho tiempo. Estas protefnas juegan un
papel limitado como alergia alimentaria debido a su baja
estabilidad, son procesadas ficilmente por proteasas y des-
naturalizadas en condiciones 4cidas'’. Sin embargo, re-
cientemente se ha demostrado la capacidad de la profilina
para inducir sintomas respiratorios y se ha confirmado su
papel como un alérgeno importante en pacientes expues-
tos a grandes cantidades de pélenes de hierba. Ademis,
demostré que mdas del 50% de los pacientes sensibiliza-
dos a la profilina experimentaron sintomas después de la
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ingestion de alimentos derivados de plantas, lo que sugie-
re que debe considerarse como un alérgeno alimentario
relevante'.

Su distribucién es amplia por lo que se les considera como
panalérgenos, responsables de una gran cantidad de sensi-
bilizaciones alérgicas claramente relacionadas con la reac-
tividad cruzada y la sensibilizacién conjunta entre el inha-
lante, el litex y la planta®®. Se han descrito alergias a las ver-
duras como el apio, esparragos, aguacate, pimiento, repo-
llo, zanahoria, hinojo, lechuga, papa, calabaza, nabo, cala-
bacin y otras 15 especies, la mayoria de estas estdn dispo-
nibles en todo el mundo en los mercados y se ha repor-
tado que existe reactividad cruzada entre ciertas profilinas
como las del meldn, sandia y zanahoria'®. Gracias a esto
han descubierto que las reacciones alérgicas a las frutas
con frecuencia se asocian con el sindrome de alergia oral
(OEA) junto con el sindrome de polen de frutas y verdu-
ras, desencadenado por el consumo de verduras crudas o
frutas frescas.

Las profilinas pueden provocar respuestas de IgE en el
10-60% de los pacientes alérgicos al polen. Sin embargo,
la prevalencia de sensibilizacién parece aumentar, debido
a que cada vez hay mds pacientes atendidos en los depar-
tamentos de alergologia mostrando sensibilizacién a un
gran numero de plantas no relacionadas botdnicamente®.
Aun asf, no se han abordado algunas profilinas que po-
drian ser potencialmentc reactivas y tener una importan-
cia clinica al desarrollar enfermedades alérgicas. Por lo an-
terior, el objetivo de este estudio es explorar el potencial
de reactividad cruzada en profilinas poco caracterizadas,
que expliquen el aumento progresivo de las enfermedades
alérgicas por alimentos de origen vegetal.

METODOLOGIA

|. SELECCION DE PROFILINASY ALINEAMIENTO
MULTIPLE.
Se seleccionaron 32 secuencias de aminodcidos de profili-
nas de diferentes tipos de vegetales y frutas. Las secuencias
se obtuvieron de la base de datos Allergome y Uniprot.
Utilizamos las secuencias encontradas en el Subcomité de
nomenclatura de alérgenos de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) / Unién Internacional de Sociedades

)1¢17. Descartamos secuencias in-

Inmunolégicas (IUIS
completas para el andlisis. No se informaron las secuencias
alergénicas del humano, sin embargo, se eligieron para es-
tudiar las diferencias de identidad. El porcentaje de iden-
tidad de las profilinas se determiné utilizando el servidor
webibivu.nl/PRALINE®. Los pardmetros para realizar
la alineacién fueron configurados para usar BLOSUM62
como matriz de intercambio. Las interacciones utilizadas
fueron 3 con un valor E de 0,01. Posteriormente compa-

ramos las regiones conservadas identificadas con las regio-
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TABLA |.Bases de datos de los alergenos estudiados. Se describe la fuente, el nombre del alérgeno, el peso molecular; la longitud de los
aminodcidos y el cédigo de Allergome y Uniprot. Fragaria vesca no reporté secuencia en la base de datos de Uniprot y se utilizé la repor-

tada en NCBI.
PESO MOLE- LONGITUD C O D | G O CODIGO
FUENTE NI ALLERGENOS ) AR (kDa)  (AA) ALLERGOME  UNIPROT
Ananas comosus Anac | |5 kDa 131 33 Q94JN2
Capsicum annuum Capa? 14 kDa 129 689 Q93YI19
Citrus sinensis Cits 2 14 kDa 130 1173 P84177
Citrus clementina Citcl 2 14.5 kDa 130 9889 V4TV]j4
Cocos nucifera Cocnb5 15 kDa 131 3560 Al1Z292
Cucumis melo Cucm?2 14 kDa 130 981 Q84MM5
Fragaria vesca Frav 4 14 kDa 131 9892 égb?gé?’ﬁégfs !
FRUTAS Malus domestica Mal d 4 14 kDa 131 796 Q9XF40
Mangifera indica Mani 3 14 kDa 131 2856 Q2XPH2
Musa acuminata Musa | 15 kDa 131 7632 Q94JN3
Prunus pérsica Prup 4 14 kDa 130 736 Q8GT39
Prunus avium Pruav 4 15 kDa 130 600 Q9XF39
Pyrus communis Pyrc4 14 kDa 131 608 QIXF38
Solanum lycopersicum Solal | 14 kDa 133 703 Q41344
Vitis vinifera Vit v 4 14 kDa 130 2768 A5BLM8
Arachis hypogaea Arah 5 15 kDa 130 54 Q9SQI9
SEMILLAS Corylus avellana Cora?2 15 kDa 133 244 A4KA39
Juglans regia Jugr?7 13 kDa 130 1607 AO0A2I14DNN6
Phaseolus vulgaris Phav 5 14.4 kDa 130 10228 P49231
Artemisia vulgaris Artv 4 14 kDa 133 60 Q8H2C8
Betula verrucosa Bet v 2 |5 kDa 133 127 P25816
Brassica napus Bran 8 14.5 kDa 134 1073 Q9FUBS
POLEN Brassica rapa Brar8 14 kDa 134 10093 M4FD48
Cynodon dactylon Cynd 12 14.5 kDa 130 279 004725
Helianthus annuus Hela?2 14.7 kDa 132 377 081982
Zea mays Zeam |12 14 kDa 131 682 P35081
HOJAS Petroselinum crispum Petc2 14 kDa 131 1605 QS5EEP7
Brassica oleracea Brao 8 14 kDa 134 10092 AOAOD3A3H9
RAIZ Apium graveolens Api g 4 14 kDa 134 43 Q9XF37
Daucus carota Dau c 4 14 kDa 134 692 QB8SAE6
TUBERCULO  Solanum tuberosum Solat8 14 kDa 130 1473 MIBLC8
HUMANO Homo sapiens (Human) 15 kDa 377 P07737

nes antigénicas ya reportadas en Immune Epitope Database
and Analysis Resource (IEDB) con el fin de encontrar si-
militud en los parches y en las que no fueron reportadas se
realizaron de forma manual®.

2. ANALISIS FILOGENETICO

El programa Molecular Evolutionary Genetic Analysis
(MEGA) versién X se utilizé para obtener drboles filo-
genéticos, utilizando el método del 4rbol de unién de ve-
cinos con el apoyo de Bootstrap con 1000 repeticiones
como medida de fiabilidad y robustez bajo el supuesto
de una evolucién minima®. En la topologfa, este mode-
lo utiliza una matriz comparativa para encontrar la simi-
litud entre los aminoécidos de treinta y dos secuencias
para establecer la proximidad evolutiva entre las diferen-
tes especies. La matriz se construyd con las treinta y dos
secuencias de amino4cidos de las profilinas recuperadas
de la base de datos Allergome ¢ informadas a (OMS) /
(IUIS). Por lo tanto, cuanto mds valores de identidad

positivos se encuentren entre las secuencias, mayor serd
su relacidn y se ubicardn en posiciones mds cercanas en
el arbol. Todos los espacios vacios fueron eliminados. A
partir de la comparacion global y las homologtas, se pre-
senta la suma de la longitud de las ramas (SBL), que fue
de 3,7766, y se determina el niimero de nodos y la po-
sicién de estos, incluidos los “grupos” de las secuencias
evolutivamente mas cercanas. Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método de distancia p. Se rea-
lizaron subandlisis filogenéticos para identificar el gra-
do de identidad de los grupos formados. La alineacién
para el analisis filogenético se realizé a través del progra-

ma CLUSTAL W.

3. MODELOS 3D

Las estructuras 3D de las profilinas no reportadas en el
banco de datos de proteinas (Protein Data Bank) se ob-
tuvieron por modelado basado en homologia usando

el servidor SWISS-MODEL?!. La calidad de los mo-
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Figura I. Arbol filogenético basado en las secuencias de aminoécidos de las profilinas estudiadas. Se observa la formacién de seis
clados (A-F) con el mayor grado de identidad (89%) para el clado B. La historia evolutiva se infirié usando el método de unién de ve-
cinos. Se muestra el drbol éptimo con la suma de la longitud de la rama = 3,16946727.

delos fue analizada por ProSA-web. Su calidad fue eva-
luada por varias herramientas, incluidas las cartas de
Ramachandran, WHATTEF, ¢l indice QMEAN4 y los va-
lores de energfa (campo de fuerza GROMOS96). Las se-
cuencias se alinearon para identificar residuos conser-
vados. Realizamos solapamientos de las estructuras por
grupos para observar la homologia estructural por me-
dio del programa Chimera, el Algoritmo de alinea-
miento usado fue de Needleman-Wunsch, la Matriz de
Blosum-62 y se incluyeron estructuras secundarias con
un score del 30%.

La metodologia sin-silico se ha utilizado en otros
trabajos para informar la posible reactividad cru-
zada basada en proteinas en estudios de homolo-
gla estructural o funcional, a través de herramientas
bioinformadticas.

RESULTADOS

PROFILINAS ENCONTRADASY RESULTADOS
FILOGENETICOS

Se incluyeron un total de 32 secuencias de aminoécidos de
profilinas alergénicas de origen vegetal y una profilina hu-
mana no alergénica, la cual se usé de referencia para obser-
var si pudiera existir identidad. Las secuencias se derivaron
de varias fuentes vegetales: legumbres, tubérculos, granos
y frutas (Tabla 1).

El 4rbol filogenético mostré una suma de la longitud de
la rama = 3,77 y hubo un total de 150 puestos en el con-
junto de datos final. Cuando se analizd la relacién de pro-
filinas, descubrimos que formaban seis nodos con la rela-
cién filogenética més alta entre ellos. Segun los andlisis, el
grupo A arrojé 10 profilinas, incluyendo Cap a 2, Sola t 8,
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Vitv 4, Arah 5, Jugr 7, Cuc m 2, Pha v 5, Citcl 2, Mal d
4, Pru p 4; es el grupo con el mayor niimero de profilinas y
presentd la mayor relacién entre los grupos con la distan-
cia més cercana entre las ramas. Mientras tanto, el grupo
B contiene solo 3 profilinas relacionadas filogenéticamen-
te, incluyendo Pet ¢ 2, Api g4, Dau ¢ 4; y el grupo C, al
igual que el grupo B, solo contiene 3 profilinas relaciona-
das: Anac 1, Cocn 5, Mus a 1, siendo estos dos los grupos
con la menor cantidad de profilinas, pero con una impor-
tancia reflejada en la cantidad de parches antigénicos en-
contrados. En el grupo D encontramos profilinas de fru-
tas principalmente, que incluyen: Prua v 4, Cit s 2, Pyr ¢
4, Man i 3. El grupo E tiene 6 profilinas, sus proteinas son
de frutas, granos y plantas, en donde encontramos a 3 pro-
teinas que son de la misma familia, pero de diferentes es-
pecies: Brar 8, Brar 8, Brao 8, Cora2, Solal 1, Zeam 12.
Y, por tltimo, el grupo F, que estd conformado por 5 pro-
teinas que son: Frav4, Cynd 12, Hel a2, Bet v 2, Art v 4.
Observamos que la profilina humana fue la proteina mas
con miés distancia entre las ramas, por lo tanto tuvo una
menor relacién como se muestra en la Figura 1.

Se analizaron las distancias evolutivas de las profili-
nas (Tabla 2). Observamos que las puntuaciones esta-
ran representadas por cuartiles, el color azul represen-
ta las distancias evolutivas mds cortas, las de color oro
muestran una puntuacién intermedia y las de color ana-
ranjado representan las distancias evolutivas mds largas.
Encontramos que la mayorfa de las profilinas posefan
una distancia evolutiva corta, lo que sugiere que estas
proteinas se parecen entre si; por ¢jemplo, las proteinas
con menor distancia y mayor parentesco son: Citc 12y
Arah5,Dauc4yApig4,Jugr7yArah5,Pruav4con
Cits2,Solat8 con Ararh 5, Solat 8 con Cap a2, Vitv
4 con Cap a2y por tltimo Bran 8, Brao 8, Brar 8, te-
niendo en cuenta que estas tltimas son del mismo géne-
ro. Las profilinas con mayor distancia evolutiva fueron la
profilina humana, Hel 2 2, Frav 4, Cynd 12 y Bet v 2, te-
niendo en cuenta que entre ellas la profilina humana fue
la que mostré un menor parentesco con todas las protei-
nas, dado que su distancia fue la més larga.

IDENTIFICACION DE POSIBLES SITIOS
ANTIGENICOS CON REACCION CRUZADA

Se realizaron alineamientos multiples de las profilinas
pertenecientes a los diferentes grupos obtenidos a par-
tir de los andlisis filogenéticos. Para comparar los resulta-
dos de Ellipro, se eligieron los principales parches antigé-
nicos con una puntuacién superior a 0,7 y més de 3 resi-
duos, tomando como referencia epitopes de una profilina
de cada grupo: grupo A, Cuc m 2; grupo B, Api g4; grupo
C,Mus a 1; Grupo D, Man i 3; Grupo E, Cor a 2; y Grupo
F, Bet v 2 (Tabla 3). Los parches antigénicos constitucio-
nales se muestran en las Figuras 2 y 3. Estdn organizados
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Figura 2. Parches antigénicos constitucionales. El score de los
epitopes estard representado por cuartiles, el color rojo mues-
tra la mayor puntuacion (0.80-0.775), el color amarillo y verde
muestran puntuaciones intermedias de (0.775-0.750) y (0.750-
0.725), por Ultimo, el color azul representara la puntuacién mds
baja (0.725-0.70).

seguin el score de los epitopes, los cuales son representados
por cuartiles: el color rojo muestra la mayor puntuacién
(0,775-0,8), los colores amarillo y verde muestran pun-
tuaciones intermedias de (0,750-0,775) y (0,750-0,725),
y por ultimo, ¢l color azul representa la puntuacién mds
baja (0,725-0,70).

Las profilinas del grupo A tenfan una alta identidad, del
87%, entre sus secuencias de amino4cidos (Figura 4). Se
identificaron y conservaron un total de 5146 residuos en-
tre las profilinas analizadas, que forman dos parches an-
tigénicos lineales comunes y solo un parche antigénico
constitutivo Cuc m 2 con un puntaje superior a 0,7.

El grupo B comparte una identidad del 86% entre sus se-
cuencias de aminodcidos, es el segundo més alto después
del clado A. Se encontraron 341 residuos idénticos entre
las secuencias. Se encontraron e incluyeron dos parches
antigénicos lineales y un parche antigénico constitutivos
en Api g4 con una puntuacién superior a 0,7 (Figura 4).
El grupo C mostré una identidad del 82% entre sus
secuencias de aminodcidos y se encontraron 324 resi-
duos. Al ser este grupo y el grupo B los que poseen el
menor nimero de proteinas por grupo, realizamos un
alineamiento entre sus secuencies, que reporté un gra-
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Tabla 2. Distancias evolutivas de profilinas. Estas distancias se calcularon utilizando el método de la distancia p.
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TABLA 3. Epitopos lineales y discontinuos de profilinas

Numero

Grupos de profilinas Empieza Termina Parches antigénicos . Score
de residuos
TABLA 3 a
A (Cuc m 2 as reference) Lineales 55 64 ADPGTLAPTG 10 0.751
107 1 DEPMT 5 0.718
A:G52, A:A55, A:D56, A:P57,
Discontinuo 52 71 A:G58, A:T59, A:L60, A:Aé6I, 12 0.734
A:P62, A:T63,A:G64,A:K7 |
TABLA 3b
B (Apig4) Lineales 127 134 DYLIDQLG 8 0.769
13 23 CEVEGNPGQTL I 0.701
. ) A:S2, A:W3, A:Q4, A:A5, A:Y6,
Discontinuo 2 Il ADS.AHI0ALI 8 0.771
TABLA 3c
C (Musal) Lineales 124 131 DYLFDQGF 8 0.792
108 1 EPMT 4 0.777
55 64 DEPGSLAPTG 10 0.732
. ) A:S2, A:W3, A:Q4, A:A5, A:Y6,
Discontinuos 2 I ADSAHIOALII 8 0.787
A:K87, A:G88, A:S89, A:EI08,
8 4 API09,AMI10,ATII,AQII4 8 0754
A:K52, A:D55, A:E56, A:P57,
52 71 A:G58, A:S59, A:L60, A:A6I, 12 0.722
A:P62, A:T63,A:G64,A:K7 |
A:H28, A:D29, A:G30, A:S3I,
AT97, AIN98, A:L99, A:YI125,
28 131 AF127, ADI28, AQI29, 12 0.701
A:GI130,A:FI3I
TABLA 3d
D (Mani 3) Lineales 55 64 DEPGSLAPTG 10 0.762
107 1 DEPMT 5 0.723
A:D55, A:E56, A:P57, A:G58,
Discontinuos 55 71 A:S59, A:L60, A:A61, AP62, I 0.752
A:T63,A:G64,AK71,
AT97, A:IN98, A:M99, A:D 124,
97 130 A:Y125,A:VI27,AE128,A:Q129, 9 0.74
A:G130
TABLA 3e
E (Cora?2) Lineales 126 133 DYLLEQGP 8 0.755
57 66 DEPGHLAPTG 10 0.748
. . A:S2, AAW3, A:Q4, A:A5, A:Y6,
Discontinuos 2 I AESAHIOALI I 8 0.769
A:K54, A:D57, A58, A:P59,
54 73 A:G60, A:H6I, AL62, A:A63, 12 0.739
A:P64,A:T65,A:G66,A:K73
TABLA 3f
F (Betv 2) Lineales 126 133 DYLIDQGL 8 0.786
57 66 EEPGHLAPTG 10 0.745
109 13 EEPVTPGQ 8 0.722
A:K54, AE57, AE58, A:P59,
Discontinuo 54 66 A:G60, A:H6I, A:L62, A:A63, |l 0.74
A:P64,A:T65,A:G66

do de conservacién del 81% en estos dos grupos. Fue  Para el grupo D, 672 residuos presentaron una identi-
el grupo que tuvo mds parches antigénicos: tres par-  dad entre las cuatro secuencias de alérgenos. Este gru-
ches antigénicos lineales y cuatro parches antigénicos po demostré una alta conservacion del 86%, el terce-
constitutivos de Mus a 1 con un puntaje superior 2 0,7 ro més alto después del clado B. Para la identificaciéon
(Figura 4). de parches de antigenos en este grupo, utilizamos Man
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Epitopes Bet v 2

Reportados

1. AZUL: IYEEPVTPGQCNMVVERLGDYLIDQGL
2. VERDE: GIKYMVIQGEAGAVI

:\\.W)AAIC

3. Amarillo:
MSWQTYVDEHLMCDIDGQGEELAASAIVGHDG

4. ROJO:
AQSSSFPQFKPQEITGI

Figura 3. Epitopes de Bet v 2 reportados; se hallaron 20 estudios con descripcién de epitopes, pero observamos que la secuencia
de aminodcidos se repetia en muchos por lo que al final encontramos solo 4 epitopes.

i 3 para encontrar dos epitopes lineales y dos epitopes
constitutivos con una puntuacién valida (Figura 4).

El grupo E reporto una identidad del 83% entre sus se-
cuencias, constituido por 1639 residuos que presentaban
la identidad de seis proteinas (Figura 4). La profilina de
referencia tomada para hallar los parches fue Cor a 2, mos-
trando dos epitopos lineales y dos epitopos constitutivos
con puntuacion superior a 0,7%.

Por tltimo, en el grupo F se analizaron 5 secuencias de
alérgenos que constituyeron 992 residuos. Observamos
que este es el grupo con la menor identidad, con un 75%,
y encontramos tres parches antigénicos lineales y solo un
parche antigénico constitutivo con puntuaciones vali-
das, segun Ellipro (Figura 4). Aun asi, la base de datos de
Immune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB)
mostro que esta profilina tenfa descritos varios epitopes, se
encontraron 20 estudios con descripcidn de los epitopes;
sin embargo, en los diferentes estudios repetian los epito-
pes y al final descubrimos que solo se habfan reportado 4
epitopes (Figura 3).

En el 4rbol filogenético se observa que la profilina huma-
na es la mds distante. A pesar de ello, realizamos un alinea-
miento de la secuencia de aminodcidos de esta proteina
con las secuencias de las profilinas pertenecientes al gru-
po F: se analizaron 1198 residuos mostrando una identi-
dad del 62%, y es de considerar que, aunque es menor que
las reportadas por los otros grupos, es superior al 50% del
grado de conservacion.
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Al superponer las estructuras se observé un alto grado de
coincidencia a nivel de las cintas o 7ibbons, lo cual nos in-
dica que son muy similares a nivel apoproteico y que tie-
nen un alto grado de cercanfa evolutiva (Figura 5). En
cada grupo se observaron porcentajes de identidad hasta
del 96% y no menos del 50% incluyendo las profilinas hu-
manas PROFH]1, lo que indica un alto grado de regiones
de aminodcidos homdlogas conservadas.

Esto sugiere existe una alta probabilidad de que estas pro-
teinas, a pesar de ser originarias de diferentes especies de
frutas, verduras y semillas, sean fuentes importantes de
sensibilizacidn, y que se desencadenen respuestas de hiper-
sensibilidad debido al mecanismo de reactividad cruzada.

DISCUSION

Las profilinas son alérgenos de alimentos que se encuen-
tran principalmente en frutas y vegetales, y proporcionan
un beneficio diagndstico para la diferenciacion de la sen-
sibilizacién genuina de reactividad cruzada en alimentos.
Sin embargo, la reactividad cruzada de este grupo de alér-
genos ha sido poco explorada. En este estudio, se logré
predecir regiones antigénicas que explican la reactividad
cruzada de las profilinas de alimentos de origen vegetal.

Se alinearon 32 secuencias de aminodcidos de los alérge-
nos y se llevé a cabo un andlisis filogenético que produjo
la formacién de seis clados monofilogenéticos (A, B, C, D,
E, F). El grupo A (Cap a2, Solat 8, Vit v 4, Arah 5, Jug



Reactividad cruzada de profilinas de origen vegetal | Emiliani Y y cols.

unconserved [ 885 ¢ 7 BH M conserved

b
Consistency

E F
Unconserved [NNBEEE  FHEM covserved Unconserved [NBHEE & 7 HEIN Conservec

Figura 4. Andlisis de profilinas de los grupos A, B, C, D, E, F. Las secuencias no conservadas se muestran con color azul y las secuen-
cias altamente conservadas con color rojo. La secuencia de conservacién media se muestra con color verde y naranja. Grupo A: se estu-
diaron 6 secuencias con un total de 786 residuos; la puntuacion de alineacién fue 34660 con un total de 1711 residuos de identidad; el
porcentaje de identidad de secuencia fue del 87%. Grupo B: se estudiaron 5 secuencias con un total de 655 residuos; la puntuacién de
alineacién fue 23024 con un total de | 167 residuos de identidad; el porcentaje de identidad de secuencia fue del 89%. Grupo C: se es-
tudiaron 6 secuencias con un total de 793 residuos; la puntuacion de alineacién fue 33580 con un total de 1593 residuos de identidad; el
porcentaje de identidad de secuencia fue del 81%. Grupo D: se estudiaron 4 secuencias con un total de 524 residuos; la puntuacién de
alineacion fue 13526 con un total de 672 residuos de identidad; el porcentaje de identidad de secuencia fue del 86%. Grupo E: se estu-
diaron 6 secuencias con un total de 794 residuos; la puntuacién de alineacion fue 33190 con un total de 1557 de residuos de identidad;
el porcentaje de identidad de secuencia fue del 79%. Grupo F: se estudiaron 6 secuencias con un total de 802 residuos; la puntuacién de
alineacion fue de 34316 con un total de 1695 residuos de identidad; el porcentaje de identidad de secuencia fue del 85%.
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Profilinas Grupo F

Profilinas Grupo E

Grupos VS. PROFH1

Figura 5. Solapamientos de las estructuras por grupo con el fin de hallar homologfa estructural, observamos porcentajes de identi-
dad hasta del 96% y no menos del 50% incluyendo las profilina humana PROFH .

r 7, Cuc m 2, Pha v 5, Citcl 2, Mal d 4, Pru p 4,) obtuvo
el mayor grado de identidad entre sus secuencias de ami-
noécidos (87%). En el grupo B (Pet ¢ 2, Api g 4, Dau c 4)
encontramos un grado de identidad del 86%. El grupo C
(Ana cl, Coc n 5, Mus a 1) muestra un grado de identi-
dad del 82%; este grupo es destacado por tener la mayor
cantidad de parches antigénicos predichos, para un total
de 7 parches antigénicos. Ademds, se realizé un andlisis de
estos dos grupos B y C al considerar que solo se agrupa-
ron 3 profilinas por cada grupo, obteniendo una identidad
del 81% y mostrdndonos que, aunque en el drbol filogéni-
€O se encuentre en grupos diferentes, siguen mantenien-
do un alto grado de conservacién. En el grupo D (Prua v
4, Cits 2, Pyr c 4, Man i 3) encontramos una identidad del
86%. El grupo E (Brar 8, Brar 8, Brao 8, Cora 2, Solal
1, Zea m 12) mostré un grado de identidad del 83% y, por
tltimo, el grupo F (Frav4, Cynd 12, Hel a2, Bet v 2, Art
v 4) reporté una identidad del 75%, y es el grupo con me-
nor identidad, pero sigue siendo superior al 50%. La profi-
lina humana es una proteina con alta capacidad alergénica
y varios epitopes reportados, decidimos realizar un alinea-
miento con el grupo F, el més cercano, mostrando un gra-
do de identidad del 62%.

Las profilinas se conocen hoy en dia como pan-alérgenos,
proteinas responsables de la reactividad cruzada de IgE a
una amplia variedad de fuentes alergénicas relacionadas
y no relacionadas. La familia de estas proteinas compar-
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te secuencias de aminodcidos altamente conservadas que,
en algunos casos, tienen mds del 75% de identidad, inclu-
so entre fuentes lejanas. Las profilinas vegetales se pueden
dividir en pdlenes, alimentos y productos. Los pélenes in-
cluyen drboles, pastos y malezas; los alimentos incluyen
frutas, legumbres, nueces / semillas y vegetales, y la subcla-
sificacién de productos incluye litex?>?.

Los sindromes alérgicos a los alimentos caracterizan la ca-
pacidad alergénica de muchas proteinas, y se han reporta-
do aproximadamente ocho sindromes hasta el momento®.
Las profilinas son causantes de varios de estos sindromes y
hasta el momento se han demostrado las asociaciones en-
tre alimentos y prevalencias descritas en distintos paises.
Por ejemplo, las asociaciones polen-alimento son alergias
alimentarias que afectan a personas sensibilizadas al polen,
y se han convertido en los tipos de alergia alimentaria mas
prevalentes en adolescentes y adultos europeos, afectando
a aproximadamente ¢l 5% de la poblacién de Europa cen-
tral y en el Reino Unido. La prevalencia general del sin-
drome del polen-alimento es de aproximadamente el 2%,
y en la prictica urbana del sudeste de Inglaterra es ligera-
mente superior al 4%?°. Los sintomas de los sindromes de
alergia polen-alimentos pueden cursar desde el sindrome
de alergia oral hasta la anafilaxia severa, y los alimentos in-
volucrados son de origen vegetal, en su mayorfa frutas y
verduras, consumidas crudas®. Uno de los ¢jemplos mds
claros es ¢l sindrome de abedul-fruta-verdura: aproxima-



NP aaic

damente el 70% de los pacientes alérgicos al polen de abe-
dul desarrollan sintomas de alergia a los alimentos vege-
tales, frutas (principalmente manzana), nueces (especial-
mente avellana) y verduras de la familia Apiaceae (princi-
palmente apio y zanahoria), que con mayor frecuencia im-
plican del desarrollo de rosdceas®.

Del grupo A tenemos a Cuc m 2 una profilina ampliamen-
te estudiada, esta proteina tiene, respectivamente, 77,9%,
82,4% y 74,8% de identidad de secuencia con la profilina
de melén, tomate y sandfa. Los sueros de 11 de 17 (64%)
pacientes mostraron un aumento de la reactividad de IgE
a Cuc m 2 proteina recombinante. Por lo tanto, la profi-
lina de mel6n, rCuc m 2, se identific6 como un alérgeno
principal. Las personas alérgicas al melén también mos-
traron caractersticas clinicas de reaccién alérgica a fru-
tas de varias familias botdnicas como la uva (58%) y el to-
mate (35%). En el experimento también indicaron que la
IgE humana solo reacciona con la profilina de melén com-
pleta, pero en nuestro estudio se observd que la profilina
humana se aislé y mostré identidades inferiores al 70%¢%.
Ademds, los presentes hallazgos evidenciaron que esta
profilina fue segregada en el grupo con mayor nimero de
proteinas mostrando identidades altas, pero en la literatu-
ra no se encontrd asociacion entre estas proteinas.
Aunque no se encontraron identidades en las proteinas en
los mismos grupos, un estudio indic6 que al realizar una
alineacién entre la proteina Citc | 2 y el alérgeno Cit s 2
de naranja dulce mostré 82% de identidad de aminodci-
dos®. Otros estudios sugieren que la profilina de polen de
Bermuda Cynodon dactylon (Cyn d 12) tiene una reactivi-
dad cruzada sustancial con profilinas de tomate Solanum
bycopersicum (Solal 1) y melén Cucumis melo (Cuc m 2) y
en nuestro estudio cada una de estas profilinas se encuen-
tra en grupos diferentes sin ninguna relacion, lo que su-
giere que casi todas las proteinas puedan guardar cierto
parentesco®.

Investigadores han logrado demostrar las reactividades
cruzadas entre las profilinas Ole e 2, Pru p 4, Pyr ¢ 4, Cuc
m?2,Actd9yLTP Olee7, Prup 3, Pyrc 3, Cuc m LTP,
Act d 10, proponiendo que estédn involucradas en el sin-
drome del polen del olivo-fruto. En el grupo B no se ob-
tuvo informacidn sobre Pet ¢ 2; sin embargo, encontramos
que la reactividad cruzada entre profilinas de polen de ar-
temisa (Art v 4) y Apidceas, alimentos como el apio (Api
g 4), la zanahoria (Dau c 4), y algunas especias, estd impli-
cada en la patogenia de este sindrome apio-artemisa-espe-
cia, demostrando que Api g4 y Dau c 4 tienen una reac-
tividad cruzada descrita con produccién de sintomatolo-
gla alérgica®.

En el grupo C se tienen alérgenos poco relevantes, sin em-
bargo se encuentra Coc n 5 que ha tomado importancia
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debido a la descripcién de sintomas orales reportados tras
sus ingestién en pacientes alérgicos a los frutos secos®. Los
cocos no son frutos secos, pero guardan una relacion le-
jana al ser plantas monocotiledéneas de la familia de las
palmeras Arecaceae, debido a que los 4rboles que produ-
cen frutos secos son dicotileddneas y solo estdn relaciona-
dos lejanamente con las especies de palmeras. En un estu-
dio que trataba de identificar la asociacién de sensibiliza-
cién a nueces de 4rbol y coco, encontraron una tasa de co-
sensibilizacién entre la avellana y el coco del 55%, demos-
trando una posible reactividad cruzada entre estos alérge-
nos. Sin embargo, en nuestro estudio se observa que no
hay una asociacién directa entre estas proteinas y no hay
estudios que comenten reactividad cruzada.

En el grupo D tenemos a Man i 3, la profilina del man-
go reportando posible co-sencibilizacién con profilina
de otras plantas, como frutas (Prua v 4 de cereza, Pyr ¢
4 de pera, Pru p 4 de melocotén y Mal d 4 de manzana),
semillas (Ara h 5 de manfi), hortalizas (Dau c 4 de zana-
horia) y polen (Bet v 2 de abedul), y con identidades al-
tas de profilinas cercanas como; pera (80%), melocotén
(90%) y manzana (80%). También revelaron una alta
reactividad cruzada de la profilina de mango con la pro-
filina de polen de abedul Bet v 2 (78%)*! y 44% de los
sueros de pacientes alérgicos a frutas de mango tuvie-
ron unién de IgE al perfil de banano (44%) y al perfil
de pina (42%)*. Algunos de estos datos coinciden con
lo encontrado en nuestro estudio debido a que se hallé
conservacién con Prua v 4, Pyr ¢ 4. Aun asi, vemos que
esta profilina tiene reactividad cruzada con otras pro-
teinas, lo que la convierte en una proteina con alta tasa
de co-sencibilizacién.

CONCLUSION

Se identificaron sitios antigénicos potenciales para la ge-
neracién de reactividad cruzada entre las profilinas anali-
zadas en este estudio. La identidad entre estas proteinas de
diferentes especies es alta, lo que muestra que la reactivi-
dad cruzada entre ellas es muy probable, incrementando la
frecuencia de sensibilizacién. Estos estudios respaldan las
pruebas de diagnéstico mediante estudios de componen-
tes para la alergia a alimentos y la multisenSibilizacién a
diversas fuentes del trépico.
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