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RESUMEN

Introduccion: En diversos paises, los granos de polen de Amaranthus son conocidos por su alta
alergenicidad. En México, el polen de Amaranthus palmeri es una importante fuente de alérgenos,
sin embargo, no existen reportes sobre la prevalencia de este polen. La primera profilina
alergénica fue identificada en el polen del abedul (Bet v 2) en 1991. Algunos estudios han descrito
que pacientes que desarrollan alergias contra profilina de polen cominmente presentan reactividad
cruzada contra la profilina de vegetales y frutas como calabacin, apio, tomate, zanahoria, nueces,

mel6n, naranja durazno e incluso el latex

El objetivo de este estudio fue clonar la profilina del polen de A. palmeri y obtener una variante

hipoalergénica, la cual pueda ser usada como vacuna.

Meétodo: ElI cDNA de las profilinas de A. palmeri fueron amplificados y clonados dentro del
vector pJET1.2/blunting y subclonado dentro del vector de sobreexpresion pET3a. Las profilinas
fueron purificadas por cromatografia de afinidad usando como ligando poly-L-prolina acoplada a
sefarosa. Ademas, se obtuvo el espectro de dicroismo circular de cuatro isoformas. Las profilinas
recombinantes fueron usadas para realizar prueba cutanea “prick” en pacientes alérgicos de cinco
hospitales de la ciudad de México y analizadas por ELISA usando el suero de estos mismos

pacientes.

Resultados: Ocho profilinas fueron clonadas. EI cDNA secuenciado reveld que siete de estos
tienen 393 nucledtidos que codifican para 131 aminoécidos y el otro cDNA tiene 399 nucle6tidos
que codifican para una profilina de 133 aminoacidos. Estas isoformas fueron nombradas rAMPA
ISO-1 al -8. Las isoformas ISO-3, -4, -7 y -8 fueron expresadas en E. coli como proteinas solubles,
la isoforma 1SO-1 fue obtenida de los cuerpos de inclusion y las isoformas ISO-2, -5 y -6 no se
utilizaron para sobreexpresion. Las cinco profilinas fueron purificadas en un sélo paso por
cromatografia de afinidad en las mismas condiciones que las profilinas naturales. Los espectros de
dicroismo circular obtenidos para las profilinas de A. palmeri son similares a los reportados
previamente para la profilina natural de Phleum pratense. Una de las isoformas de profilina fue

menos reconocida por el suero de pacientes alérgicos.

Conclusiones: La isoforma 1 y 7 de las profilinas del polen de A. palmeri podria ser usada como

vacuna para pacientes alérgicos a profilina.
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ABSTRACT

Background: Amaranthus pollen grains are known to be highly allergenic in many countries. In
Mexico, Amaranthus palmeri pollen is an important allergenic source; however there is not
reported data about the prevalence of these pollens. The first allergenic profilin was identified
from birch pollen (Bet v 2) in 1991. Many studies have been described that patients who
developed allergies against profilin from pollen commonly presented cross-reactivity against to
profilin from vegetable and fruits like to zucchini, celery, tomatoes, carrots, nuts, melon, orange,

peach and even the latex.

The aim of the study was to clone the profilin from A. palmeri pollen and obtain a hypoallergenic

profilin variant, which could be used as a vaccine.

Methods: c¢cDNA from A. palmeri pollen profilins were amplified and cloned into the
pJET1.2/blunting vector and subcloned into pET3a overexpression vector. Profilins were purified
by affinity chromatography using as ligand poly-L-proline coupled to sepharose. In addition, we
obtained the circular dichroism spectrum of four different isoforms. Recombinant profilins were
used for made skin prick tests in allergic patients of five hospitals from Mexico city and profilins

were analyzed by ELISA using serum from these patients.

Results: Eight profilins were cloned and cDNA sequencing revealed that seven of these have 393
nucleotides encoding for 131 amino acid residues and the other cDNA has 399 nucleotides that
encodes a profilin of 133 amino acid residues. These isoforms were named rAMPA 1SO-1 to -8.
rAMPA ISO-1, -3, -4, -7 and -8 were expressed in E. coli as a soluble protein and 1SO-1 was
obtained from inclusion bodies. Five profilins were purified at one step by affinity
chromatographic in similar conditions that natural profilin. The spectrums obtained from A.
palmeri profilin are similar to Phleum pratense natural profilin previously reported. One of the

eight profilins was less recognized than the others by serum from allergenic patients.

Conclusions: rAMPA ISO-1 and -7 from A. palmeri pollen could be used as a vaccine for

allergenic patients to profilin.
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INTRODUCCION

La alergia es un padecimiento multifactorial que afecta a cerca del 25% de la poblacion mundial,
acentuandose principalmente en los paises més industrializados > impactando directamente la
economia de estos y sus habitantes, por citar un ejemplo, en Estados Unidos de Norteamérica el

costo anual para tratar el asma alérgica es cerca de 6 billones de délares **.

En la Ciudad de México un estudio reportado en 2009 mostrd que el 42.6% de la poblacion
presenta algun tipo de alergia, destacando como en otros paises, la rinitis alérgica, siendo el grupo
pediatrico el més afectado, tal como se observa para los paises de habla inglesa y algunos de
América Latina, en donde se reporta que entre el 15 y 23% de su poblacién infantil presenta
enfermedades alérgicas. Se ha estimado que las enfermedades alérgicas generan ausentismo
escolar y laboral aproximado de entre 3.37 y 6.2 dias/afio representando un gasto de entre el 10 y
20% del ingreso mensual por familia sin contemplar la falta de ingreso para algunos sectores de la

poblacién generados por este mismo ausentismo®”.

|. Hipersensibilidad de tipo | — Alergia

Las enfermedades alérgicas se inician con la exposicion a una molécula alergénica que promueve
una respuesta inmunoldgica, induciendo la diferenciacion de células T CD4" hacia el tipo Ty2,
estimulando la produccion de inmunoglobulinas de tipo E (IgE) por parte de células B
diferenciadas®. Los mecanismos por los cuales se lleva a cabo esta diferenciacion han sido motivo
de estudio de un gran nimero de grupos de investigacién. Recientemente se han logrado
identificar varias de las moléculas del sistema inmunoldgico y eventos celulares que estan
involucrados en el desarrollo de la respuesta alérgica®*. Las manifestaciones clinicas de las
reacciones alérgicas se desencadenan cuando una persona se expone por segunda ocasién a un
mismo alérgeno, para el cual dejé previamente células efectoras sensibilizadas. Este alérgeno se
une a las IgE”"s que a su vez se encuentran unidas a los receptores FceRI presentes en la superficie
de las células cebadas o en basofilos, provocando la liberacion de las moléculas proinflamatorias
almacenadas en sus granulos citoplasmaticos, promoviendo la sintesis de nuevos mediadores
como TNFa, IL-4, IL-13, IL-15 e IL-16.
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Actualmente existen estudios que han descrito con bastante precision la serie de eventos de
sefializacion que se producen una vez que una célula efectora es activada'**®. Las principales
manifestaciones clinicas de los padecimientos alérgicos van desde reacciones locales como la
dermatitis atdpica, rinitis y asma, hasta reacciones sistémicas que pueden derivar en una reaccion
anafilactica e incluso la muerte?. Después de la etapa de sensibilizacion, las personas alérgicas son
susceptibles a reaccionar contra uno o varios alérgenos a diversos niveles de severidad, quedando
expuestos a hacerlo durante periodos que pueden ser relativamente cortos o incluso durante toda

su vidal"*e,

Il. Fuentes alergénicas

Existe una amplia variedad de fuentes naturales de las cuales provienen los alérgenos.
Especificamente los alérgenos causantes de enfermedades respiratorias alérgicas son denominados
Aeroalérgenos por que se encuentran suspendidos en la atmosfera donde habitamos. Los
principales aeroalérgenos son provenientes de los granos de polen, proteinas de &caros y
cucarachas, epitelios de animales e insectos y esporas de diversos hongos®®. Diversos estudios
muestran que el polen es una fuente alergénica importante debido a la dificultad para controlar su
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expansion en el medio ambiente, ya que diversos polenes pueden ser anemofilos y de esta

manera sus alérgenos llegan a tener contacto con el sistema inmunolégico del paciente.

Algunos estudios recientes afirman que particulas mayores a 20 um son incapaces de penetrar al

tracto respiratorio bajo %%

y el tamafio del polen es en promedio de 15-40 um pero pueden llegar
a medir hasta 200 um, sin embargo una de las fuentes alergénicas mas importantes es el polen de
algunas plantas®?®. Una de las teorias que explica esta contradiccion es que los granos de polen
tienen contacto directo con la mucosa liberando rapidamente los alérgenos presentes provocando

sintomas de asma bronquial alérgica®’.

El contenido proteico en los granos de polen es bajo, sin embargo es una de las principales fuentes
de alérgenos alrededor del mundo. Estudios enfocados a determinar cuéles son los principales
alérgenos del polen de diversas plantas han mostrado que no existe relacion directa entre la
funcién bioldgica o la estructura molecular de estos alérgenos con respecto a su alergenicidad, esto
es, no se ha podido determinar qué es lo que hace que una proteina, cominmente inocua al
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organismo, sea reconocida como un alérgeno y se desencadene una respuesta inflamatoria

importante 2%,

lll. Los alérgenos

A los antigenos responsables o causantes de las alergias se les conoce propiamente como
alérgenos, que pueden ser de naturaleza proteica, glicoproteica o de substancias quimicas
hapténicas por ejemplo la penicilina; estas ultimas, al unirse a una proteina portadora se convierten
en material inmunogénico. Estas moléculas alergénicas tienen funciones biolégicas variables que
incluyen a proteasas, proteinas de unién a ligandos, proteinas estructurales, proteinas relacionadas
con la patogénesis, proteinas trasportadoras de lipidos (PTL), profilinas y proteinas de union al
calcio entre otras. Estos alérgenos pueden provenir principalmente de &caros, caspa de animales,

polen, plantas, insectos, medicamentos y alimentos.

Los alérgenos de origen proteico se pueden agrupar en mas de 120 familias de acuerdo a su
filogenia, lo cual nos da una idea de la gran diversidad antigénica de estas moléculas. Debido a
esto, en 1980 se cred el comité de nomenclatura para alérgenos dando origen a su vez al sistema
de nomenclatura de alérgenos, que consiste en usar las tres primeras letras del género seguida por
la primera letra de la especie y un nimero arabigo que indica el orden cronoldgico en el cual se ha
reportado el alérgeno®. Un ejemplo es la profilina de Betula verrucosa, Bet v 2, en donde Bet
indica el género Betula; la v proviene de la especie verrucosa y el numero 2 se refiere a que fue el

segundo alérgeno en reportarse para esta especie.

Las profilinas se han asociado ampliamente con las enfermedades alérgicas y a la reactividad
cruzada entre distintas fuentes de alérgenos provenientes del polen y alimentos considerandose

una familia de alérgenos con alta relevancia clinica.

IV. Las profilinas

Las profilinas son pequefias proteinas de entre 12-19 kDa presentes en todos los organismos

30-32

eucariontes estudiados hasta la fecha®*? incluyendo a las plantas®.
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Se ha descrito la participacién de la profilina en diversos procesos biolégicos® entre los cuales el
més estudiado es su intervencion en el re-arreglo del citoesqueleto de las células eucariontes™,
especificamente, regulando la polimerizacién-despolimerizacion de la actina involucrandose asi de
forma importante en la estructura y movilidad celular®®. Se ha demostrado que esta participacion
es trascendente en diversos procesos biolégicos como son la division celular®’, en la

embriogénesis® y la citocinesis®.

Alrededor del mundo, diversos grupos de investigacion han enfocado sus esfuerzos en describir la

40-44

contribucion de la profilina en algunas enfermedades como el cancer™ ™, enfermedad de

334647 entre otras. Sin embargo, en las Ultimas tres décadas los

Parkinson® y alergias
investigadores han mostrado interés en estudiar la participacién de la profilina como un alérgeno
de importancia clinica presente en diversas fuentes y una de las caracteristicas relevantes de estos
alérgenos es el fendmeno de reactividad cruzada con profilinas de otras fuentes*, como es en el
caso del sindrome de alergia polen-alimentos, al cual se atribuye la reactividad cruzada de
inmunoglobulina-E (IgE) a distintos epitopes que comparten algunos alérgenos presentes en el
polen y en algunos alimentos principalmente de origen vegetal***®. Se ha propuesto que estos
alérgenos que ocasionan la reactividad cruzada son principalmente proteinas que cumplen
funciones bioldgicas cruciales de gran importancia por lo cual su secuencia de aminoacidos y/o
estructura tridimensional son relativamente conservadas generando asi IgE’s que reconocen
epitopes similares presentes en las proteinas de diferente fuente. De todos los pacientes que
presentan el fenémeno de reactividad cruzada por el sindrome polen-alimento, la profilina

contribuye con la sensibilizacion de al menos un 20% de estos pacientes®’.

V. Generalidades de las profilinas.

Estas proteinas deben su nombre a su propiedad y funcion con la cual fue descrita inicialmente,
que es la de mantener a la actina en pro-filamentos de actina (PRO-FlLamentous actIN)*°!. A
pesar de su descubrimiento en células eucariontes y su funcion importante, principalmente en el
dinamismo de la actina, se han reportado profilinas provenientes de virus y se propone que su
funcién es similar a la reportada en los vertebrados sugiriéndose que los virus pueden utilizar esta

proteina como ligando del fosfatidil inositol (PIP2) para tener contacto con las células de
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mamiferos®>*°. Las profilinas juegan un papel crucial en la formacion de tejidos de mamiferos y
en algunos organismos como animales y plantas superiores pueden expresarse de manera tejido-
especifica®’. Se ha demostrado que al suprimir el gen que codifica para una isoforma de este
polipéptido, se pueden tener consecuencias desfavorables, por ejemplo el cigoto de raton después
de ser fecundado muere si no esta presente el gen de la profilina, lo cual demuestra la importancia

de esta en la division celular y por consecuencia en la embriogénesis™.

VI. Familia de genes y expresion de la profilina

El nimero de genes por organismo que codifican para profilinas correlaciona ampliamente con su
complejidad. Los eucariontes inferiores contienen uno o dos genes y ocasionalmente tres®®*°,
mientras que en eucariontes superiores, como las plantas, el nimero de genes que codifican para
profilinas es amplio, ademéas pueden ser generadas nuevas variantes del mRNA por splicing
alternativo®2®%® Por otra parte, también se han reportado, en algunos virus, la presencia de genes

que codifican para profilinas®.

En algunos mamiferos, como el humano, se han descrito solo cuatro genes que codifican para
profilinas, dandoles el nombre de Pfn1 al Pfn4®. El gen Pfn1 codifica para la isoforma | la cual es
ubicua. El gen Pfn2 produce por splicing alternativo dos variantes, la profilina 1l expresada
principalmente en células neuronales y una forma menor, profilina Ilb, expresada principalmente
en rifion®. Los genes Pnf3 y Pnf4 codifican para variantes que son tejido-especificas localizadas

en testiculo y rifion respectivamente®”®®,

La expresion de estas proteinas especificas de
espermatozoides regulan el desarrollo de la célula y del tejido, lo cual se puede correlacionar con
la expresion también especifica de proteinas relacionadas con la actina (T-actina 1 y T-actina 2)
presentes en células germinales masculinas® y de igual manera se ha visto su participacién en la

reaccion acrosomal del espermatozoide de equinodermo’.

Dentro del reino plantae, se han descrito genes putativos que codifican para profilina de diversas
especies. Las plantas monocotiledoneas y dicotileddneas contienen aproximadamente diez
diferentes genes, entre ellos algunos pseudogenes no codificantes, mientras que las secuencias de
ADN codificantes permiten la produccién de estos polipéptidos y algunas isoformas del mismo’.
En la tabla 1 se muestra el nimero de genes descrito para diversas especies incluyendo un
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miembro del reino protista, la alga Chlamydomonas reinhardtii. Las secuencias de ADN
genomico que codifican para estos polipéptidos generalmente estadn formadas por tres exones y

dos intrones de diversos tamafios "*"%. Figura 1.

1 101 223 T30 867 960 1094 1138
PRE1 (AT2619760.1) — e | ) PROFILINA 1
™
1 128 250 720 566 978 1112 1387
T — L e ) PROFILINA 2
ATG ™
1 234 602 739 806 940 137
rea_1 rsosssoo.) I sl PROFILINA 3_1
ATG e
1 234 602 805 1137
ears_z arsessooo) [ \ m))> PROFILINA 3_2
ATG TAG -
1 7z 203 464 601 687 821 1052
PUPUTTRSN N ———— > PROFILINA 4
ATG TAG .
1 74 205 462 599 nia 1308 1656
pars anzerorrony [ —— - =)y PROFILINA 5

T6A

Figura 1. Genes de A. thaliana que codifican para profilina. En esta figura se representan los modelos de los genes que codifican
para las profilinas de A. thaliana que estan estructurados principalmente por tres exones (cajas azul y gris) y uno o dos intrones
(lineas rojas). La variante PRF3_2 del gen PRF3, se genera por splicing, dando origen a dos exones y un intron. En color azul se
resalta la region codificante de cada gen.

Especie Genes Especie Genes

Eucalyptus grandis 8 Vitis vinifera 4
Glycine max 8 Citrus clementeina 3
Zea mays 8 Citrus sinensis 3
Manihot esculenta 7 Medicago truncatula 3
Arabidopsis lyrata 5 Oryza sativa 3
Arabidopsis thaliana 5 Sorghum bicolor 3
Mimulus guttatus 5 Aquilegia coerulea 2
Brachypodium distachyon 4 Carica papaya 2
Physcomitrella patens subs patens 4 Cucumis sativus 2
Populus trichocarpa 4 *Chlamydomonas reinhardtii 1
Prunus pérsica 4 Selaginella moellendorffii 1
Ricinus communis 4 Volvox carteri 1
Setaria italic 4

Tabla 1. Genes reportados en Phytozome que podrian codificar para profilina. Se muestra en la tabla el nimero de genes
reportados por organismo. Estos datos fueron obtenidos del servidor de Phytozome a partir de una blsqueda en los 25 genomas de
plantas verdes secuenciados hasta la fecha. (http://www.phytozome.net)
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Arabidopsis thaliana es la especie mas estudiada dentro del reino viridiplantae. En esta especie se
han descrito cinco genes que codifican para diferentes profilinas. Estos genes se han logrado
clasificar en dos grupos, el primer grupo esta constituido por los genes PRF1, PRF2 y PRF3
expresados en todos los 6rganos de la planta, dichas expresion esta atribuida al primer intron de
los genes PRF1 y PRF2. El grupo dos esta formado por los genes PRF4 y PRF5; y se expresan

principalmente en tejidos florales u 6rganos reproductivos como el polen71,73,74.

El gen PRF1 (AT2G19760.1), es el primer miembro de la familia de multigenes de A. thaliana y
codifica para la profilina 1. Este gen se encuentra localizado en el cromosoma 2 en el locus
AT2G19760 y es expresado en todos los tejidos de la planta durante diferentes etapas de
crecimiento y desarrollo, como etapa de cotiledon expandido, etapa de dos, cuatro, seis, ocho, diez
y doce hojas visibles, en estadio de polen germinado, la diferenciacion de pétalos y la etapa de
expansién asi como en la etapa de plantulas en desarrollo, s6lo por mencionar algunas. Ademas se
han descrito en diferentes componentes celulares como, citoesqueleto, pared celular, citoplasma,

citosol, nucléolo, ndicleo, membrana plasmaética y plasmodesmo’*"27>"8,

El gen PRF2 (AT4G29350.1), codifica para la profilina 2, se localiza en el cromosoma 4 en el
locus AT4G29350. Este gen, al igual que el PRF1, se encuentra expresado en casi todos los tejidos
de la planta y participa en las mismas etapas de desarrollo y crecimiento. Se ha descrito en

componentes celulares como citoesqueleto, cloroplastos, citoplasma y membrana plasmatica’®®!, y

a diferencia del gen PRF1, no se ha detectado en el citosol®.

El gen PRF3 esta localizado en el cromosoma 5 en el locus AT5G56600, y codifica para dos
isoformas mediante splicing (AT5G56600.1 y AT5G56600.2); dichas isoformas son de diferente
tamafio. La isoforma generada por AT5G56600.1 estad formada por 168 residuos de aminoacidos
mientras que la isoforma codificada por AT5G56600.2 es de 145 aminoacidos. Su expresion y
localizacion es similar a las dos anteriores encontrdndose en componentes celulares como
citoesqueleto, citoplasma y nucleo. Hasta el momento no se ha descrito alguna diferencia de

expresion o ubicacion tejido especifica para cada isoforma producto de este gen""#%2,

Al igual que el gen PRF2, el PRF4 (AT4G29340.1) esta localizado en el locus AT4G29340 del
cromosoma 4; y codifica para la profilina 4. El producto de este gen se considera especifico de
polen, sin embargo se ha detectado principalmente en estructuras relacionadas con la reproduccion

como flores, células del tubo polinico y estambre ademas en otros tejidos como carpelo, pedicelo,
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pétalo, raiz y sépalo. Su expresion se observa en etapas de desarrollo y crecimiento como antesis,
fase L del polen maduro, etapa M del polen germinado, diferenciacion de pétalos y en la etapa de
expansion. Se ha detectado en organulos como el ndcleo y al igual que PRF1, PRF2 y PRF3 la

profilina 4 es abundante en citoplasma’>®"%%’,

El gen PRF5 (AT2G19770.1) se localiza en el cromosoma 2 en el locus AT2G19770 y codifica
para la profilina 5. Esta isoforma se considera especifica de polen y se ha localizado en procesos
como maduracion de polen, crecimiento de tubos polinicos, antesis, diferenciacion de pétalos y en
la etapa de expansion al igual que PRF4778°8880 ga ha propuesto que las profilinas presentes en
el polen de Alnus glutinosa, Corylus avellana, Phleum pretense, Secale cereale y Artemisia

vulgaris participan en el proceso de fertilizacion de las plantas™.

VII. Caracteristicas estructurales y moleculares

Las profilinas son proteinas globulares pequefias, que en términos generales, su estructura y
composicion de aminoécidos esta altamente conservada. Tienen una masa molecular de entre 12-
19 kiloDaltons (kDa), su estructura primaria esta formada por alrededor de 124-174 residuos de
aminoacidos estructurados en tres o cuatro hélices alfa (o) y siete hebras beta (B) antiparalelas,
dependiendo del organismo del cual provienen®**?®* La estructura secundaria y terciaria de las
profilinas que se han podido definir experimentalmente nos muestra su alta similitud estructural.
La conformacién tridimensional de las profilinas provenientes del genero Acanthamoeba, algunos
mamiferos y de Betula verrucosa muestran un centro compacto formado por siete hebras beta (B)
rodeadas de tres o cuatro hélices alfa (a). Las regiones amino y carboxilo terminal conforman dos

hélices o y son adyacentes una de la otra®®" (Figura 2).

VIIl. Funcién y distribucion

En términos generales las profilinas se pueden clasificar en dos grupos basados en su secuencia o
en propiedades bioquimicas. En el grupo | se encuentran las profilinas ubicuas que se expresan
constitutivamente en todos los tejidos, por ejemplo, las profilinas expresadas a partir de los genes
PRF1, PRF2, PRF3_1y PRF3 2 de A. thaliana. En el grupo Il se encuentran las profilinas tejido
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especificas, un ejemplo son las profilinas 4 y 5 del polen de A. thaliana producto de los genes
PRF4 y PRF5™, asi como las expresadas en células germinales de plantas y animales, estando

presentes exclusivamente durante el desarrollo celular y embrionario™

v ¥

Betula verrucosa Hevea brasiliensis Acanthamoeba castellanii

"‘&r‘\j’"
AR T‘f&»

P St

%-—‘ Alineamiento estructural

Homo sapiens Arabidopsis thaliana Saccharomyces cerevisiae

Figura 2. Estructura tridimensional y alineamiento estructural. Se muestra la alta homologia estructural entre las profilinas de
Betula pendula (PDB: 1CQA)®, Hevea brasiliensis (PDB: 1G5U) (no publicado), Acanthamoeba castellanii (1PRQ)*, Homo
sapiens (PDB: 1D1J)!%, Arabidopsis thaliana (PDB: 1A0K)™™ y Saccharomyces cerevisiae (PDB: 1YPR)'%. Asi mismo, el
alineamiento estructural muestra los ligeros cambios presentes entre estas mismas estructuras.

IX. Funcion y distribucion

En términos generales las profilinas se pueden clasificar en dos grupos basados en su secuencia o
en propiedades bioquimicas. En el grupo | se encuentran las profilinas ubicuas que se expresan
constitutivamente en todos los tejidos, por ejemplo, las profilinas expresadas a partir de los genes
PRF1, PRF2, PRF3_1y PRF3_2 de A. thaliana. En el grupo Il se encuentran las profilinas tejido
especificas, un ejemplo son las profilinas 4 y 5 del polen de A. thaliana producto de los genes
PRF4 y PRF5”, asi como las expresadas en células germinales de plantas y animales, estando

presentes exclusivamente durante el desarrollo celular y embrionario™

La funcion de las profilinas estd dada por la interaccidn que tienen con diferentes ligandos, dando
cada una de las interacciones diferente funcion segun sea el ligando y la isoforma de profilina que

intervengan'®%". De estos sitios de interaccion que se han caracterizado, se conocen al detalle los
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motivos estructurales involucrados en la interaccidn destacando que las secuencias de aminoacidos
que forman estos motivos estructurales son relativamente conservadas en los diferentes
organismos’*. En general, su conformacion les permite interaccionar adecuadamente con diversos
ligandos, ya que dichos motivos estructurales estan espacialmente separados y expuestos al

solvente!®,

En la actualidad existen diversas herramientas que nos permiten simplificar las busquedas de
interacciones reportadas y/o predecir estas mismas interacciones proteina-ligando. Utilizando la
herramienta STRING del servidor de EXPASy se puede obtener informacion sobre otros ligandos
con los cuales se unen la profilina en este caso especificamente la profilina 5 de A. thaliana
(PRF5). La mayoria de estos ligandos son enzimas que participan en la embriogénesis y en
diversos procesos del polen resaltando asi la importancia de la profilina desde el inicio de la vida.

Figura 3.

109-111

Por otra parte, las interacciones mas estudiadas son con G-actina , fosfatidil inositol

(PIP2)'*2, la subunidad o de la cinasa p85 (p85a)**>. Adicionalmente, se ha descrito su unién a

66,114 |115
H

proteinas ricas en secuencias repetidas de L-prolina (pLp) , como son la dinamina

clatrina™®, sinapsina''’ entre otras'®**®. Figura 4.

Por otro lado, se ha evidenciado que las mutaciones en algunos aminoacidos modifica la
interaccion con ciertos ligandos por ejemplo, al realizar la mutante Y5A en la profilina de
Sacharomyces pombe disminuye considerablemente su afinidad a los ligandos ricos en poli-L-
prolina™®, asi como la mutacién Y6F en una profilina de humano disminuye la afinidad al mismo

120 sin embargo al realizar esta misma mutacion Y6F en la profilina 4 de maiz (ZmPRO4)

ligando
se ve el efecto contrario, aumentando la afinidad a poli-L-prolina sin afectar la afinidad a la

actina'?,
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Figura 3. Ligandos que se unen a la profilina 5 de A. thaliana (PRF5). Esta proteina presente en polen de dicha especie se une a
ligandos como: calcio ATPasa 2 (ACA2), proteinas arabinogalactanos 6 (AGP6), proteina beta cinasa relacionada a shaggy
(ASKBETA), proteina de la familia aspartil proteasas (AT4G04460), invertasa 2 de la pared celular de A. thaliana (AtcwINV?2),
proteina que contiene el dominio de tipo plastocianina (AT1G79800), arresto de embrion de efecto materno 48 (MEE48), RALF-
LIKE 15 (factor de alcalinizacion rédpida (RALF15)), SKU5 Similar 12 (sks12), VANGUARD1 (inhibidor
enzimatico/pectinesterasa VGD1).

Figura 4. Sitios de interaccion con diferentes ligandos de profilina
de Hevea brasiliensis (PDB: 1G5U). En esta imagen se representan
en puntos de diversos colores los sitios de interaccion de la
profilina con diferentes ligandos. En puntos de color naranja se
representa el posible sitio de interaccion con PIP2, de color azul se
muestra el sitio de interaccion con actina y de color rosa se muestra
el sitio de interaccion a polimeros de poli-L-prolina. Como se
puede observar los sitios estan espacialmente separados (imagen
realizada con PyMOL v1.7.4.4).

24



En raton ocurre un caso particular en donde el ARNm que codifica para esta proteina sufre
splicing alternativo dando como resultado dos tipos de profilina, de las cuales una no puede unirse
a la G-actina61. Otro caso reportado es la profilina del virus Vaccinia, la cual tiene baja afinidad
para unirse a actina y polimeros de L-prolina (pLp) potenciando su unién a PIP2 indicando la
diferenciacion en el proceso biologico que interviene65. Como nos podemos dar cuenta, las
profilinas son proteinas de gran importancia en muchos procesos celulares, lo cual puede explicar
en parte la alta conservacion de estas proteinas, ademas de la presencia de mas de una isoforma en

diversas especies. Ademas también se le ha atribuido la responsabilidad de alérgeno.
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ANTECEDENTES

Las profilinas provenientes de plantas son consideradas como alérgenos relevantes en pacientes
con alergia al polen y/o alimentos observando un alto porcentaje de unién de IgE"s del suero de

estos pacientes a profilinas de distintas fuentes®**%9192%7,

Durante las ultimas tres décadas los investigadores se han dado a la tarea de secuenciar el marco
de lectura abierto que codifica para las profilinas asi como la secuencia de aminoacidos en
organismos unicelulares y animales. Actualmente muchos grupos de investigacion enfocan sus
estudios en las profilinas de plantas debido a su importante participacion como alérgeno. La
primera identificacion de la profilina como alérgeno fue la proveniente del polen del arbol del

abedul, Betula verrucosa>4®

, posteriormente algunos investigadores han centrado sus estudios en
la busqueda de profilinas alergénicas presentes en otros pdlenes con importancia etioldgica
notable, como: Phleum pratense*”*??, Lolium perenne'?®, Artemisia vulgaris***'?*, Zea mays'?,
Triticum aestivum®®’, Ambrosia elatior'”®, Olea europea'®, Corylus avellana™, Alnus

131 131,132

glutinosa™", Castanea sativa , entre otros. Con menor capacidad alergénica o de mas reciente

descripcion, tenemos las profilinas producidas por los pélenes de Mercurialis annua 3%
Croccus sativus™®, Zygophyllum fabago™*®**", Ricinus communis'®, Brassica napus'*® entre otros.
Se han identificado hasta el momento mas de 800 secuencias de profilina y sus isoformas de
diferentes organismos (http://www.uniprot.org/) de las cuales 73 estan reportadas como alérgenos
en la base de datos de Allergome, en donde se reportan las evidencias experimentales que
demuestran la alergenicidad de estas proteinas y que estan presentes en 43 especies diferentes
(Anexo 1). Debido al gran interés de los cientificos en esta proteina se ha resuelto la estructura

tridimensionalmente de més de 40 profilinas de las 800 reportadas (http://www.pdb.org).

Las profilinas del polen de abedul, de algunas gramineas y de artemisa presentan una alta

identidad en su secuencia de aminoacidos, cercana al 80%, y tienen antigenicidad y alergenicidad

similares'“14,

Las profilinas alergénicas procedentes de plantas tienen secuencias de aminoacidos altamente

conservadas. Mientras que las profilinas no alergénicas provenientes de otros eucariontes

143,144

presentan una menor identidad, cercana al 30% . Interesantemente, la secuencia de los
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extremos amino y carboxilo terminal de las profilinas de animales inferiores, plantas y hongos
estan altamente conservadas mientras que entre los vertebrados son altamente divergentes’®. En la
figura 5 se muestra un alineamiento de la secuencia de amino&cidos de todas las profilina
reportadas como alérgenos en la base de datos Allergome donde se puede observar el alto grado de
conservacion de estas secuencias. Esta caracteristica puede ser la responsable de la reactividad
cruzada que se presenta en esta familia de panalérgenos. En la figura 6 se muestra un arbol
filogenético en donde se observa un agrupamiento cerrado entre las diferentes especies.

En el norte y el centro de Europa se ha reportado que la profilina esta dentro de los cuatro
principales alérgenos con importancia clinica debido a que los pacientes alérgicos a rosaceas
presentan reaccion cruzada con poélenes de abedul y/o gramineas, con una incidencia de
reconocimiento por IgE especifica a profilina en un poco menos del 20% de los casos****". Esta
reactividad cruzada, como se ha mencionado, se cree que se debe en gran parte a la alta

conservacion de la secuencia de aminoécidos y a su amplia homologia en su estructura terciaria.

Como se ha descrito, las profilinas son alérgenos importantes provenientes del polen de arboles,
maleza, hierba y algunos alimentos. Otros estudios realizados por diferentes investigadores han
descrito que la profilina proveniente del arbol del hule (Hevea brasiliensis), también conocida
como Hev b 8, es reconocida por las IgE"s presentes en el 100% de pacientes que padecen espina

bifida y en un 95% en personas alérgicas al latex que trabajan para el sector salud™*®*%.

En nifios con espina bifida y adultos alérgicos al latex se reporta que la profilina es un alérgeno
relevante desde el punto de vista de frecuencia de reconocimiento in vivo para ambos grupos, pero

es escasa la presencia en extractos de latex natural y posee baja afinidad de fijacién de IgE *°*°,
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Actd9 0107/1-109
Capa2 0101/1-137
Lyce1.0101/1-131
Lyce10101/1-131
Arah8 0101/7-131
Hevb8.0101/1-131
HavbB 0102/1-131
Glym3 0101/1-131
Glym3.0102/7-131
Cora2 0101/1-131
Corg2 01021-131
Maldd 0201/1-131
Mald4.0202/1-131
Prupd 0201/1-131
Fragd 0101/1-131
Mani3.02/1-131
Cucm2 010171131
Salk4 0101/1-133
Salkd 0301/1-133
Amar2 0101/1-133
Amav2 (101/1-133
Amav2 0201/1-131
Pruavd. 0701/1-131
Prupd 0101/1-131
Cits2 0101/1-131
Prudud 010171131
Prudud 0102/1-131
Maid4 0101/1-131
Malod 0202/1-131
Prupd 0201/1-131
Fraad 0101/1-131
Mam3.02/1-131
Cuem2 07101/1-131
Salkd 0101/1-133
Salk4 0301/1-133
Amar2 0101/1-133
Amav2 0101/1-133
Amav2 020171131
Prugvd 1101/1-131
Prupd 0101/1-131
Cits2.0701/1-131
Prudud 0101/1-131
Prudud 0102/1-131
Malgd 0101/1-131
Maid4 0702/1-1371
Salkd 0201/1-133
Mam3.03/1-131
Tria12.0101/1-133
Trigl2 0102/1-141
Trigi2 0103/1-140
Trig12.0104/1-131
Horvi20101/1-131
Zeam12 010441131
Zeam12 Q1051137
Anae1.0101/1-131
Chea2 0301/1-131
Musal 0701/(-131
Hevb8 0203/1-131
Hevbd 0204/1-131
Hevbd.0202/1-131
Hevbd.0201/1-131
Mealod 0301/1-131
Maldd 0302/1-131
Pyred 0101/1-131
Humy2/1-131

Lite?. 0101/1-131
Cros2.0101/1-131
Phod2 0101/1-131
Parj3 0101/1-132
Par3.0102/1-131
Sinad 0101/1-131
Apigd 0101/7-134
Daucd 0101/1-134
Belv20101/1-13%
Merai 0707/1-133
Olee? 0107/1-134
Ambag 0101/1-133
Ambag 0102/1-133
Artvd 0101/1-133
Artvd 0201/1-133
Hela2 0101/1-133
Phip12 0101/1-137
Phip12 0102/1-131
Phio120103/1-131
Orys12 0101/1-131
Zeam12 0103/1-131
Zeam12.0101/1-1371
Zeam12 Q102/1-131
Cynd 12 0101/1-131

consorvaon__ I L DL il 1w Hlm JiLA .  WE il il kaEniiln B ol |

---156+78 7°3 T9+87°66 38+79+8479669+487+3 979+77 6+8 6

oy DIEEHE. M 1 DN mBinal B ] .0 o | NS

Consensus|
MSWQAYVDDHLMCE | GEGTPGNHLTAAA I LGHDGS VWAQSANFPQFKPEE I TAIMKDFDEPGTLAPTGLFLGGTKYMY | QGEPGAV IRCGKKGSGG | TVKKTGQAL | 1G1 YDEPMTPGQCNMYYERLGDYL | EQGL - VGSHHHHHH

00000 8

N-N-1

000000 D)

XX X QIPp > > P > > >

Y VGSHHHHHH
SHHHHHH

c-

Figura 5. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos. El alineamiento mdltiple se realizd con todas las secuencias de
profilinas alergénicas reportadas hasta el momento (73 profilinas de 43 especies diferentes) utilizando el programa Clustal W. Se
puede observar la alta identidad entre los aminoacidos de las diferentes secuencias.
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Figura 6. Arbol filogenético de profilinas alergénicas. Se utilizaron las 73 secuencias de 43 especies diferentes para hacer el arbol

filogenético utilizando el programa Fig Tree v1.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/). Se destaca la presencia de al menos cuatro
grupos principales, algunos bien definidos que tienen en comin la fuente de la cual proviene la profilina; sin embargo en otros
grupos se presentan isoformas de profilinas divergentes a su especie, un ejemplo son las profilinas de Zea mays (cereal) con las
profilinas de Triticum aestivum (cereal), sin embargo podemos observar otras profilinas de Z. mays (cereal) agrupadas con Phleum
pratense (pasto), Cynodon dactylon (pasto), Betula verrucosa (arbol).

Para el género de Amaranthus se ha determinado la presencia de profilinas que son reconocidas
por las IgE"s del suero de pacientes alérgicos. En la India, se realiz6 un estudio en donde
determinaron el reconocimiento de IgE"s de sueros de pacientes alérgicos al polen del Amaranthus
spinosus observando la presencia de IgE"s que reconocian una proteina de aproximadamente 14
kDa de masa molecular'®® la cual se puede proponer que sea una profilina. Estudios similares
realizados por diferentes grupos de investigacion han descrito la importante alergenicidad de la
profilina de Amaranthus viridis™® y Amaranthus retroflexus™ teniendo como resultado la

completa identificaciébn como alérgenos y la clonacién y secuenciacion de tres profilinas, dos de

A. viridis y una de A. retroflexus.
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En nuestro grupo de investigacion, recientemente se demostro la importante participacion de estas
proteinas provenientes del polen de A. palmeri en la sensibilizacion de distintos grupos de
personas alérgicas. Describiendo de esta manera la presencia de al menos cuatro isoformas de
profilina presentes en el polen de esta fuente. Ademas proponemos que dos de estas isoformas de
profilina comparten epitopes de reconocimiento por IgE"s con algunas otras profilinas, como es el
caso de la profilina de latex (Hev b8). Con base en lo anterior proponemos que existen epitopes
compartidos responsable de la alergenicidad y el reconocimiento cruzado que se observa en el

estudio de pacientes alérgicos.

En este trabajo se presenta la identificacion, clonacion, purificacion y caracterizacion de las
profilinas del polen de A. palmeri, y se resalta la diferencia en sensibilizacion de los pacientes
juzgada mediante pruebas cuténeas, teniendo prevalencias para amaranto y fresno del 35 % y para
la isoforma 8 (21%), isoforma 4 (18%), isoforma 1 (14%) e isoforma 7 (11%), que al analizar los
datos en conjunto resulta una prevalencia del 27% para las profilinas recombinantes del polen de

A. palmeri.

Con los resultados mostrados en este trabajo podemos hacer hincapié en la importante
participacion de las profilinas de distintas fuentes en la sensibilizacidn de personas alérgicas, sobre
todo la importante participacion de las profilinas del polen de A. palmeri en la poblacién

metropolitana.
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JUSTIFICACION

A pesar de los grandes avances en este campo, aun no se ha logrado desarrollar una terapia
efectiva y dirigida que evite que una persona alérgica deje de reaccionar contra los alérgenos a los
cuales estd sensibilizada. Una de las propuestas que se han explorado durante varios afos es
desensibilizar a las personas alérgicas a través del uso de vacunas compuestas de extractos
alergénicos naturales. Se han empleado principalmente extractos proteicos conteniendo a los
alérgenos solubles, sin embargo no se han logrado estandarizar adecuadamente estos extractos, por
lo que existen variaciones en el contenido de los componentes individuales en cada preparacion,
impidiendo controlar la cantidad de cada uno de los alérgenos que se emplean en las terapias para
desensibilizar a los pacientes™. Adicionalmente, es posible que los individuos alérgicos sélo
reaccionen contra unos pocos alérgenos presentes en la fuente alergénica, por lo cual es importante
identificar, caracterizar y clonar él o los principales alérgenos provenientes de diferentes fuentes y
asi permitir la estandarizacion y optimizacion de los preparados alergénicos empleados para el
diagnostico y tratamiento de enfermedades alérgicas. Ademas en el estudio a nivel molecular de
diferentes alérgenos, proporcionara informacién que permita determinar cuéles son las
caracteristicas moleculares responsables de que una proteina sea capaz de desencadenar una
respuesta alérgica. Esto ultimo permitiria producir moléculas modificadas que tengan baja
alergenicidad y que puedan ser empleadas en los tratamientos en cantidades mayores y evitando

varios de los efectos secundarios actuales de la inmunoterapia®>®***,

La importancia de conocer las regiones a las cuales se unen las IgE"s estriba en que con este
conocimiento se podrian realizar o seleccionar modificaciones puntuales en los residuos mas
importantes para la union, con la finalidad de evitar que se unan los anticuerpos al alérgeno
modificado, esto evitaria que se desarrolle la respuesta inflamatoria alérgica. Al evitar que se
desencadene la respuesta inflamatoria, se pueden emplear estas moléculas para terapias de
desensibilizacion, evitandose muchos de los efectos negativos de esta practica asi como eliminar

los factores de riesgo en una reaccién anafilactica™" .
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OBIJETIVOS

X. Obijetivo general

Caracterizar molecularmente variantes de la profilina del polen del Amaranthus palmeri y

determinar su importancia en la sensibilizacidn de personas alérgicas a ésta planta.

Xl. Obijetivos particulares

1) Clonar, expresar y caracterizar parcialmente las profilinas del polen de Amaranthus

palmeri

2) Determinar las propiedades de union entre las profilinas recombinantes y las IgE"s de

personas alérgicas al Amaranthus palmeri

3) Identificar variantes y/o generar mutantes que reduzcan significativamente la union a las

IgE”s del suero de pacientes alérgicos
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HIPOTESIS

Las profilinas del polen de Amaranthus palmeri son alérgenos de relevancia clinica en la Ciudad

de México y sus propiedades de union a IgE’s se ven afectadas significativamente por cambios en

algunos aminoacidos de su secuencia.
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METODOLOGIA

Xll. Clonacién de profilinas

a) Obtencion de plantas de Amaranthus.

Se adquirieron semillas de distintas especies de Amaranthus las cuales fueron sembradas bajo
condiciones de invernadero usando una mezcla estéril de tierra agricola:agrolita:peatmoss (2:1:1).
En el caso especifico de las semillas de A. palmeri fueron donadas por el Dr. Eduardo Espitia
Rangel Director Regional del CIR CENTRO-INIFAP del germoplasma a su cargo. Se dejaron
crecer a diferentes estadios y se obtuvieron tejidos de estas mismas. Adicionalmente se colectaron
muestras de tres plantas de amaranto; una de amaranto cultivar Tepetitla, Amaranthus ssp
nombrada con la letra A, y dos de ellas fueron amaranto silvestre Amaranthus ssp nombradas con
las letras B y C respectivamente.

b) Recoleccion de polen y tejidos.

El polen fresco fue colectado de dos plantas de A. palmeri del 4 al 15 de enero del 2012. La
recoleccion de polen se llevd a cabo entre las 9:00 y 11:00 de la mafiana. Los granos de polen
fueron liberados de las anteras mediante golpes suaves en el tallo principal o agitacion justo
debajo de la inflorescencia. El polen fue colectado en papel filtro, se retiraron los restos
macroscopicos del material floral y se almacené a -80° C hasta su uso. Se tomaron muestras de
diferentes tejidos y etapas de crecimiento de las plantas. Ademéas se usaron varios tejidos de
Glycine max, Zea mays, Ricinus communis y Arabidopsis thaliana como controles positivos del

material genético.

c) Extraccion del RNA y RT-PCR.

Se utilizaron 50 mg de tejido vegetal y/o polen de A. palmeri y las otras especies para la
extraccion del RNA total con TRIzol® siguiendo las indicaciones del fabricante. La pureza e
integridad fue evaluada mediante electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa al 1.2 % con
formaldehido al 4% en amortiguador de acido 3-(N-morfolino) propanosulfonico (MOPs). La
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concentracion fue determinada mediante espectrofotometria a 260 nm, y la pureza se evalud a
partir del cociente de las absorbancias a 260/280 y 260/230 nm para calcular su grado de

contaminacion proteica y de carbohidratos y sales respectivamente.

Cuatro pg del RNA total fue retrotranscrito usando el kit “RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit” (Fermentas) y el oligo-dT (18) como primer (iniciador), siguiendo las indicaciones
del fabricante. Para la amplificacion del cDNA se disefiaron primers degenerados en las regiones
conservadas de genes de profilinas reportadas previamente y a partir de la secuencia de
aminoacidos reportada previamente por nuestro grupo de investigacion (Landa-Pineda C.M;
2010). Los primers usados fueron, para la amplificacion de la cadena en sentido: PROF-FW (5°-
GAGATATACATATGTCGTGGCARRCGTACGT-3") y para la cadena antisentido se utilizé el
oligonucledtido PROF-RV (5"-AGAGGATCCTTACAGGCCCTGATCAAGGAGGTAATC-3").
Los sitios de restriccion para las nucleasas Ndel y BamHI que se incorporaron a cada
oligonuclettido respectivamente se muestran en negritas. EI cDNA fue amplificado por PCR
usando 0.3 g del producto de la sintesis de la primera cadena, 75 ng de los primers degenerados,
Tag DNA polimerasa master mix (ampligon 1) y cuanto baste para 25 pL (cbp 25 pL) de agua

grado biologia molecular bajo las siguientes condiciones:

Temperatura | Tiempo | Ciclos
94° C 1 min 1
94° C 0.5 min
52°C 0.5 min 35
72°C 1 min
72°C 5 min 1

Tabla 2. Condiciones para la amplificacion por PCR de los genes que codifican para las profilinas.

El producto amplificado se analizd en geles de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio y se

almacend a -20° C hasta su uso.
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d) Clonacién del cDNA de las profilinas del polen de A. palmeri y otras especies.

Los productos de PCR de aproximadamente 400-450 pb fueron aisladas y purificadas mediante el
kit GeneJET™ Gel Extraction Kit; (Fermentas). Los productos obtenidos se ligaron en el vector
de clonacion pJET1.2/blunt (Fermentas). Se transformaron bacterias E. coli DH5a con los
plasmidos resultantes, se distribuyeron en una placa de agar con en medio LB adicionado con
ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron a 37° C durante 16 horas. Las colonias resultantes fueron
analizadas por PCR de colonia y sus plasmidos fueron extraidos y restringidos con las enzimas
Ndel y BamHI. La restriccion enzimatica se analizd en geles de agarosa al 1.8% Yy el producto
liberado de aproximadamente 400-450 pb fue purificado y ligado dentro del vector pET3a en los
sitios de clonacion Ndel y BamHI. El producto de ligacién se utiliz6 para transformar bacterias E.
coli DH5a,; las colonias crecidas se analizaron por PCR de colonia, restriccion enzimatica y por
secuenciacion de nucleotidos. Las construcciones que contenian secuencias de nucleétidos con
homologia a profilinas se utilizaron para transformar bacterias E. coli BL21(DE3)pLyss y Rosetta-

gami 2.

XIll. Expresion y obtencion de extractos proteicos

a) Expresion de las profilinas recombinantes del polen de A. palmeri.

Las profilinas recombinantes fueron expresadas en las cepas de E. coli BL21(DE3)pLyss y
Rosetta-gami 2. Una colonia fresca con la construccion pET3a-Ampa se utilizé para inocular 5 mL
de medio de cultivo LB adicionado con ampicilina (100 pg/mL) y se incubd a 37° C con agitacién
a 200 rpm durante 15 horas. Por cada 50 mL de medio de cultivo 2XYT se utilizé un mililitro del
pie de cultivo anterior adicionado con ampicilina (100 pg/mL) y se incub6 a 37° C a 200 rpm
hasta alcanzar la densidad optica (D.O.) de 0.4-0.6 a 600 nm. La sobreexpresion de las proteinas
recombinantes se indujo con Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a una concentracion
final de 0.6 mM incubando a 37° C durante toda la noche (15 horas) y 200 rpm. Las bacterias
fueron cosechadas mediante centrifugacion a 4,500 rpm durante 30 minutos a 4° C y el botdn
bacteriano fue resuspendido en amortiguador de lisis (NaH,PO4 50 mM pH 8, NaCl 300 mM,
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PMSF 0.1 mM). Para asegurarse de la completa lisis bacteriana se utilizaron 8 ciclos de sonicacion
de 10 segundos a 85% de amplitud y 15 segundos de descanso, todo el proceso de sonicacion se
realiz6 en hielo. La fraccion soluble fue separada mediante centrifugacion a 10,000 rpm durante
30 minutos a 4° C; el sobrenadante fue dializado contra amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4.
El sobrenadante y el pellet fueron analizados mediante electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida al 16 % con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE).

b) Obtencion de la fraccidon proteica no soluble (cuerpos de inclusion).

La fraccion no soluble (pellet) que se obtuvo después del clarificado, se lavd dos veces con Tris-
HCI 50 mM pH 8.0 adicionado con Triton X-100 1%, cada lavado fue de 20 minutos. Mediante
centrifugacion a 12000 rpm durante 30 min a 4° C se separ6 el sobrenadante y se elimind. El
pellet resultante se lavo con agua des-ionizada y filtrada. Se repiti6 el paso de centrifugacion vy el
sobrenadante fue descartado, el pellet se resuspendi6 en Tris-HCI 50 mM pH 8.0 adicionado con
urea 8 M, se dejo en agitacion lenta durante cuatro horas a 25° C. Se separd la pastilla del
sobrenadante y en este caso el sobrenadante fue dializado de forma lenta contra 6 litros de

amortiguador fosfatos 50 mM pH 7.4 distribuido en 3 cambios.

c) Preparacion de extractos proteicos del polen.

Un gramo de polen de A. palmeri (Alergomex) fue desengrasado mediante tres cambios alternados
de etanol-acetona (1:1) y dietil éter. La extraccion se realizd6 con amortiguador de carbonatos
(Na,C0O3-NaHCO3; 50 mM, EDTA 5 mM, PMSF 0.5 mM; pH 8.0) 1:10 peso/volumen (p/v) en
agitacion suave a 4° C durante 16 horas. Los granos de polen fueron separados por centrifugacion
a 16,000 rpm durante 15 minutos y el sobrenadante se filtré a través de membranas de 0.22 um de
tamafio de poro bajo condiciones de esterilidad. Todos los pasos de la extraccion se hicieron a 4°
C. El contenido proteico del extracto se cuantific6 mediante el método del &cido bicinconinico

(BCA Protein Assay Reagent; Pierce)
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XIV. Purificacion de profilinas recombinantes (rAmpa) y naturales

(nAmpa)

a) Preparacion de la columna de afinidad sefarosa-pLp.

Las profilinas se purificaron a través de cromatografia de afinidad. Se preparé una columna de
sefarosa-pLp (poli-L-prolina) siguiendo el método modificado de Lindberg et al., 1988.
Brevemente, 1 g de sefarosa (Cyanogen bromide-activated-Sepharose® 4 Fast Flow) se lavo 10
veces con 15 mL de solucion de lavado (HClI 1 mM). Se eliminé el sobrenadante mediante
centrifugacion a 800 rpm durante 3 minutos. La sefarosa lavada se acopl6 con 55 mg de polimero
de pLp (Peso molecular 1,000-10,000, Sigma-Aldrich) previamente equilibrado con 10 mL de
amortiguador salino de acoplamiento (NaHCO3 100 mM, NaCl 0.5 M, pH 8.3) a 4° C durante 24
horas. Los grupos libres de la resina que no reaccionaron se bloguearon con amortiguador de
blogueo (Tris HCI 0.1M, NaCl 0.5M, pH 8.0) durante 4 horas. Se lavé la resina (sefarosa-pLp) 5
veces de forma alterna con amortiguador de lavado 2 (CH3COONa 0.1M, pH 4.0) y 5 veces con
amortiguador de acoplamiento sin NaCl (NaHCO3 100 mM, pH 8.3). El rendimiento aproximado
del gel es de 4.5 mL por cada gramo de sefarosa. La resina obtenida se almaceno en etanol al 20%

a 4° C hasta su uso.

b) Cromatografia de afinidad.

La columna de sefarosa-pLp se equilibr6 con 15 volimenes de columna de amortiguador de
extraccion a flujo constante de 0.5 mL/min utilizando un cromatografo de liquidos BioLogic® LP
system (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Se hizo pasar el extracto proteico por la columna a flujo de
0.2 mL/min y posteriormente se lavdé con 15 volimenes de columna con amortiguador de
extraccion para eliminar todo el material proteico no retenido de forma especifica a la columna.
Las proteinas retenidas se eluyeron con una solucion de cloruro de guanidinio 4 M vy se
recolectaron en una sola fraccion. Con la finalidad de evidenciar la presencia de proteinas en las
diferentes etapas de la separacion cromatogréafica, se registro la absorcion a 280 nm (A280)
mediante un detector de flujo acoplado al equipo. El producto eluido se dializé contra 2000
volimenes de amortiguador de extraccién utilizando una membrana de dialisis con un tamafio de

poro de 3.5 kDa. El producto del dializado se almacen0 en refrigeracién a 4° C hasta su uso.
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¢) Cromatografia de intercambio idnico.

El producto obtenido de la columna de afinidad previamente dializado se fraccioné utilizando una
columna aniénica Mono® Q 5/50 (Amersham-GE Healthcare) acoplada a un equipo FPLC
(AKTA® FPLC, GE Healthcare). Como fase de union para las proteinas se empled un
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 8.0 en agua des-ionizada grado cromatografico. La elusion de
las proteinas se realizo a través de un gradiente lineal de amortiguador de fosfatos adicionado con
NaCl 1M a un flujo de 0.5 mL/min. Para las profilinas naturales, se colectaron las fracciones de
forma manual en volimenes de 0.5 mL, para las profilinas recombinantes se colecté sélo la
fraccion principal en la cual se encuentra la profilina. Las fracciones dializadas que contenian las
isoformas de la profilina del polen de A. palmeri se almacenaron en refrigeracion a 4° C hasta su

uso.

XV. Caracterizacion molecular.

a) Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Los productos obtenidos de las diferentes etapas sobreexpresion y purificacion se analizaron
mediante SDS-PAGE utilizando geles de poliacrilamida AB-3 (49.5% T, 3% C) al 16%. Para la
reduccion de puentes disulfuro y la desnaturalizacion de las proteinas se utilizd un amortiguador
de muestra conteniendo B—mercaptoetanol y SDS 0.1% incubando en bafio maria a 95° C por 10
minutos. La separacion electroforética se realiz6 a 90 volts en una cdmara Mini-PROTEAN Tetra
Electrophoresis System de la marca BioRad conectada a una fuente de poder PowerPac Basic de la

misma marca. Los geles se tifieron con azul de Coomassie (G-250) blue silver™®.

b) Inmunodeteccion de las profilinas por Western blot.

Para la inmunodeteccion de las profilinas se realizd una separacion electroforética en geles de
poliacrilamida al 16% como se describié previamente. El gel se transfiri6 a una membrana de
PVDF (Polyvinylidene Fluoride) (Immobilon®-P Membrane, Filter Pore Size 0.45 um, Millipore)

a 120 mA durante 70 minutos en una camara de electrotransferencia Trans-Blot® Semi-Dry a 25°
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C. Los sitios libres en la membrana se bloguearon por deshidratacion de la misma siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Para evidenciar la presencia de las profilinas se incubo la
membrana a 37° C durante una hora con anticuerpo monoclonal diluido 1:3000 producido contra
la profilina de A. thaliana (SIGMA-ALDRICH). El exceso de anticuerpo fue retirado a través de 5
lavados con amortiguador de fosfatos salino adicionado con 0.1% de tween® 20 (PBS-T). Se
agregd como anticuerpo secundario un anti-IgG de raton (HRP Goat anti-mouse 1gG, BioLegend)
acoplado a peroxidasa (HRP) a una dilucion de 1:2500 durante 2 horas a temperatura ambiente
(TA) con agitacion de 50 rpm. Después de eliminar el anticuerpo no acoplado mediante tres
lavados de la membrana con PBS-T y dos lavados méas con PBS, la membrana se incubd con una
solucion de tetrametilbenzidina (TMB, Invitrogen) a TA y la reaccion se par6 lavando la
membrana con agua bidestilada.

c) Analisis por Dicroismo Circular (DC) de las proteinas purificadas.

Se adquirieron los espectros de dicroismo circular en la region del UV lejano (198-250) para cinco
isoformas de profilina utilizando un espectropolarimetro JASCO modelo J-815 equipado con un
control de temperatura (PTC) y una bafio de agua (JuLabo AWC100). Los espectros de DC se
tomaron con 20-50 pug/mL de profilina en amortiguador de Tris-HCI y/o amortiguador de fosfatos
20 mM a 25° C en celda de cuarzo de 1 cm de recorrido éptico a una velocidad de 20 nm/min,
resolucion de 1 nm, ancho de banda 1 nm, sensibilidad de 50 mdeg y respuesta de 0.5 seg. Los

resultados son expresados en elipticidad molar.

d) Anélisis de las profilinas mediante espectrometria de masas.

Se obtuvieron los espectros de masas mediante la técnica de MALDI-TOF (Matriz Assisted Laser
Desortion/lonization-Time Of Flight). Esta técnica nos permite obtener al masa molecular entre
otras caracteristicas y se emplea principalmente en el analisis de biomoléculas pequefias como

azucares (1 kDa) hasta proteinas de 300 kDa.

Las profilinas recombinantes (1 mg/mL) se mezclaron con acido sinapinico en acetonitrilo 30 %,

agua 70% y acido trifluoro acetico (TFA) 0.1 %. El equipo fue calibrado con ubiquitina (8 kDa) y
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mioglobina (16.95 kDa). La relacién masa/carga (m/z) para el ion molecular se obtuvo utilizando

un espectrometro MALDI-TOF Microflex Bruker Daltonics.

e) Ensayos de cristalizacion de las profilinas.

Las profilinas purificadas fueron dializadas contra un amortiguador de Tris-HCI 20mM apH 7.0 y
se concentraron en el sistema ULTRAFREE-0.5 (MILLIPORE) con membrana de corte de 5 kDa
mediante centrifugacién a 14,000 x g a 4° C hasta obtener tres concentraciones diferentes de 5, 7.5
y 10 mg/mL. Las proteinas concentradas se mezclaron con una solucion precipitante (1.5 pL de
c/u) contenidas en los Kits Crystal Screen y Crystal Screen 2 (Hampton, Research). Un total de 98

pruebas de cristalizacion se incubaron a 18° C con registro constante de cambios.

XVI. Caracterizacién de alergenicidad.

a) Suero de pacientes (prueba cutdnea)

Se realizaron 70 pruebas cutaneas en cinco hospitales de la Ciudad de México utilizando un panel
de 13 alérgenos, entre ellos cuatro profilinas recombinantes del polen de A. palmeri. Los criterios

que se tomaron en cuenta para incluir a los pacientes en el estudio fueron:

1. Pacientes con enfermedad alérgica (asma, rinitis, en cualquiera de sus estadios,

conjuntivitis, dermatitis atopica)
2. Edad entre 5 a 70 afios

Residentes en la zona metropolitana de la ciudad de México

> w

Cualquier género

5. Firmar la carta de consentimiento informado para ingresar al estudio y en caso de ser

menor de edad el consentimiento de su padre o tutor

Lo criterios de no inclusion fueron:
1. Embarazo confirmado
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2. Uso de terapia esteroidea topica o sistémica, antihistaminicos topicos o sistémicos dos

semanas previas al ingreso al estudio
3. Antecedente de inmunoterapia en el Gltimo afio
4. Presencia de urticaria o dermografismo
5. Residencia menor a un afio en la ciudad de México
6. Presencia de sintomas de crisis de asma en cualquiera de sus estadios
7. Tratamiento con astemizol los dos ultimos meses previos al estudio
8. Que no acepten firmar el consentimiento informado
9. Antecedentes personales de inmunodeficiencias severas
10. Lesiones dermatoldgicas patoldgicas en lugar de puntura
11. Presencia de tatuajes o cicatrices en lugar de puntura

12. Procesos infecciosos dérmicos en lugar de puntura

Los criterios de eliminacion fueron:
1. Ausencia de aparicion de eritema a la aplicacion de control positivo
2. Ausencia o habon menor de 3 mm en la aplicacion de control positivo

3. Reaccion al control negativo

El procedimiento por el cual se realizd la prueba cutanea fue mediante “skin prick test”.
Brevemente, se explico al paciente en qué consiste el estudio y se solicité firmar la carta de
consentimiento informado, se realizd una asepsia en el lugar de puntura (region anterior de
antebrazos, porcion central, iniciando a 3 cm de articulacion humero radial e igual distancia de
articulacion radio carpiana), con torunda de algodén inmersa en una solucién de alcohol al 70%,
en barridos verticales sin pasar mas de una vez cada transepto definido. Posteriormente se
realizaron marcas lineales con plumon no permanente de forma horizontal de 3 cm de longitud y
separacion entre cada linea, se aplicé una alicuota de alérgeno a investigar, después se procedio a

puncionar la piel sobre la alicuota mediante lanceta para prick test y se realizd un ligero rascado y
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siguiendo las recomendaciones dadas por el comité de pruebas cutaneas de la Academia Europea
de Alergia e Inmunologia Clinica (EAACI). Como control positivo se utilizd clorhidrato de
histamina a una concentraciéon de 10 mg/mL y como control negativo una solucion glicero-salina
al 50%. Las pruebas se leyeron después de 15 a 20 minutos, se coloco sobre la region puncionada
papel toalla para secar la zona y se midi6 de forma directa la aparicién de eritema y/o papula
(roncha) utilizando una regla graduada en milimetros. Cabe mencionar que el estudio fue doble
ciego y los alérgenos utilizados se describen en la tabla 3. Los resultados fueron registrados en el
expediente de cada paciente. Se consider6 como prueba positiva aquella con un area igual o
superior a la producida por el control de histamina (3mm), y con ausencia de respuesta al control

glicero-salino.

El protocolo siguié los Lineamientos Internacionales para Investigacion Biomédica en seres
Humanos (CIOS-WHO, 1993), los principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos de la asociacion médica mundial (declaracion de Helsinski) y los lineamientos locales
del comité de ética de cada hospital. Las pruebas se realizaron a doble ciego, teniendo solo

conocimiento de los controles positivo y negativo.

Clave (color) Alérgeno
Al (aqua) Manzana
B1 (aqua/rojo) Arboles mezcla
C1 (aqua/transparente) Gramineas
D1 (aqua/negro) Ambrosia artemisiifolia (Short ragweed)
E1 (aqua/rojo/transparente) | Control positivo (Histamina)
F1 (Negro) Dermatophagoides farinae
G1 (negro/transparente) A. palmeri
H1 (negro/rojo) Dermatophagoides pteronyssinus
A2 (rojo) Fraxinus (Fresno)
B2 (rojo/transparente) Control negativo (Glicerosalino)
C2 (rojo/negro/aqua) Ambrosia trifida (Tall ragweed)
D2 (azul) rAmpa I1SO-1
E2 (azul/transparente) rAmpa 1SO-4
F2 (azul/rojo) rAmpa ISO-7
G2 (negro/azul) rAmpa 1SO-8
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Tabla 3. Panel de alérgenos para “skin pick test”. Se muestran los 13 alérgenos probados en los diferentes hospitales, se incluyeron
cuatro profilinas recombinantes provenientes del polen de A. palmeri ademas de los controles positivo y negativo.

b) Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzima (ELISA).

Se incubaron de forma individual y por duplicado las profilinas en una placa para ELISA
(StripwellTM Microplates, Corning®) utilizando 10 pg de proteina por pozo. La placa se incub6
durante toda la noche (15 h) a 4° C. El exceso de antigeno se retiré mediante un lavado con 300
puL de PBS. Los sitios vacios se bloquearon con 100 pL de solucion bloqueadora (BLOT-
QuickBlocker®, Chemicon-Millipore) al 3% en PBS durante dos horas y media a 25° C. El exceso
de solucion bloqueadora se retird y los pozos se lavaron con 300 uL de PBS. La placa se incub6
con 100 pL de suero de paciente (1:5) diluido en amortiguador de ensayo (cat # AB-10XP,
Millipore) durante 16 horas a 4° C. Los anticuerpos no unidos se retiraron a través de cuatro
lavados de 5 min c/u con 300 pL/pozo de amortiguador de lavado (cat# EWB-HRP, Millipore).
Para evidenciar la unién del anticuerpo primario se incubaron los pozos con 100 uL del anticuerpo
anti-lIgE humana (HRP-conjugated Goat anti-Human IgE polyclonal antibody, GeneTex) acoplado
a peroxidasa (HRP) a una dilucion de 1:2500 en amortiguador de ensayo, durante 2 horas a 25° C
y 50 rpm. El exceso de anticuerpo se elimind mediante 5 lavados como se describieron
anteriormente. Finalmente, la presencia de los complejos se evidenci6 adicionando 100 pL de
3,3,5,5 tetrametil-benzidina (TMB) (TMB single solution, Novex by life techologies™) como
sustrato. Se permitié desarrollar la reaccion en ausencia de luz por 45 min. La reaccion se pard
adicionando 100 pL de una solucion de H2SO4 2N. La absorbancia de cada celda se registré en un
lector para placas de ELISA (Microplate reader M201, Shenzhen emperor electronic technology
co., Itd) a 450 nm.
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RESULTADOS DISCUSION

XVIIl. Clonacién de profilinas

a) Obtencion de plantas de Amaranthus.

Las semillas del germoplasma de A. palmeri fueron generosamente donadas por el Dr. Eduardo
Espitia Rangel; Director Regional del CIR CENTRO del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Adicionalmente se obtuvieron semillas de otras
especies de amaranto comestibles (Amaranthus hybridus, Amaranthus hypochondriacus y
Amaranthus caudatus) las cuales fueron adquiridas a través del Consejo de Administracion, de
Obleas dulce vida SPR de RL; cultivar de Huazulco, Temoac Morelos, México. El crecimiento se
dio sin dificultad bajo las condiciones descritas, utilizando como primer muestra plantulas
completas de 6 dias post-siembra, todas ellas en estadio de cotiledones expandidos (Figura 7).
Unas plantulas fueron trasplantadas al campo libre (Figura 8A) y otras se mantuvieron en
invernadero (Figura 8B) observandose el mejor crecimiento en las plantulas al aire libre, sin
embargo estas fueron atacadas por una plaga de chapulines, que como dato importante se destaca

que la especie de A. caudatus fue la més afectada.

b) Recoleccion de polen v tejidos.

Los tejidos utilizados para la extraccion del RNA se resumen en la tabla 4. La finalidad de utilizar
diferentes estadios y tejidos de las plantas fue para garantizar la clonacion de las profilinas ya que
éstas, como se ha mencionado, se expresan de manera tejido-especifica y algunas de ellas s6lo en
ciertas etapas del desarrollo en A. thaliana y esta informacidn se desconoce en amaranto. El polen
de A. palmeri fue recolectado con una pureza mayor al 95% y se uso para la extraccién del RNA
total. Todos los tejidos obtenidos se congelaron instantaneamente con nitrogeno liquido y de

manera inmediata se procesaron para la extraccion del RNA.
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Figura 7. Plantulas de Amaranthus con 6

dias post-siembra crecidas en condiciones
invernadero.

A. palmeri A. caudatus

A. hybridus A. hypochondriacus

A. caudatus
A. palmeri

Figura 8. Plantas de Amaranthus 8 semanas po:

st-siembra. (A) Campo abierto. (B) Invernadero. El crecimiento de las plantulas es
parejo en invernadero y en campo abierto es desigual para cada especie.
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Fuente

A. palmeri

Tejido

Polen, plantula completa, hojas jovenes

A. hybridus

Plantula completa, hojas jovenes

A. hypochondriacus

Plantula completa, hojas jovenes

A. caudatus

Plantula completa, hojas jovenes

Amaranthus ssp (A)

Hoja joven, hoja madura

Amaranthus ssp (B)

Hoja joven, inflorescencia,

Amaranthus ssp (C)

Hoja joven, inflorescencia

R. communis Hoja joven, flor
G. max Primeras dos hojas verdaderas, hipocétileo
Z. mays Hoja joven, inflorescencia masculina inmadura
A. thaliana Hojas caolinas, flor inmadura completa

Tabla 4. Tejidos utilizados para la extraccion del RNA total. Se muestran los diferentes tejidos utilizados, esto con la finalidad de
obtener el mayor nimero posible de isoformas independientemente del estadio.

c) Extraccion del RNA y RT-PCR.

El RNA total extraido de los diferentes tejidos fue analizado a través de electroforesis en un gel
desnaturalizante de agarosa observando una buena integridad (Figura 9A). El andlisis
espectrofotométrico mostré que la calidad del material era adecuada para la sintesis de cDNA
(Tabla 5). Es importante destacar que las diferencias en el rendimiento estan dadas por la
naturaleza de la especie y del tejido del cual se parte, destacando que la menor concentracién se
obtuvo a partir del polen. La sintesis de cDNA especifico se realiz6 mediante RT-PCR teniendo
como estrategia el uso de oligonucle6tidos degenerados disefiados con base en la conservacion de
codones de secuencias que codifican para profilinas de Hevea brasiliensis, amaranto (A.
retroflexus y A. viridis) y la secuencia parcial de aminoacidos obtenida por espectrometria de
masas para dos profilinas expresadas en el polen de A. palmeri (Figura 10). Los productos
amplificados se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% observandose el

enriquecimiento de un fragmento de aproximadamente 430 pb (Figura 9B) el cual fue purificado.
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Fuente ‘ Tejido ‘ [Mg/mL]

Polen 472
A. palmeri Plantula completa 691
Hojas jovenes 579
Plantula completa 1070
A. hybridus —
Hojas jovenes 783
) Plantula completa 1481
A. hypochondriacus —
Hojas jovenes 2151
Plantula completa 740
A. caudatus —
Hojas jovenes 1244
Hojas jovenes 4231
A. ssp (A) _
Hojas maduras 1660
Hojas maduras 735
A.ssp (B) _
Inflorescencia 1057
Hojas maduras 787
A. ssp (C) _
Inflorescencia 2508
Hojas jovenes 9572
R. communis
Flor 2551
Primeras dos hojas verdaderas 8366
G. max - -
Hipocatilo 1509
Hojas jovenes 1823
Z. mays
Flor inmadura 2298
Hojas caolinas 999
A. thaliana _
Flor inmadura completa 1714

Tabla 5. Concentracion de la extraccion del RNA total para los diferentes tejidos utilizados.

1 2 34 56 7 8

Figura 9. Integridad del RNA total y amplificacion por RT-PCR. (A). Imagen
representativa de la separacion electroforética de algunas muestras del RNA
obtenidas. En los carriles 1 y 2 se observa RNA del polen de A. palmeri, en los
carriles 3 y 4 de A. hybridus, en carriles 5y 6 de A. hypochondriacus y en los
carriles 7 y 8 de A. caudactus.

(B) Fragmentos amplificados por RT-PCR de diferentes plantas. En el carril 1
marcador de peso molecular de 100 pares de bases (Fermentas- Thermo
Scientific), en carriles 2 y 3 los fragmentos obtenidos usando como templado el
cDNA del polen de A. palmeri, en el carril 4 de A. hybridus, en carril 5 de A.
hypochondriacus, en carril 6 de A. caudactus, en carril 7 G. max y en carril 8
control negativo de amplificacion. Los productos amplificados son de alrededor
430 pb, correspondiente con lo esperado para los genes que codifican profilinas.
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A

Hevivi-396
Hevb8 10/1-396
Hevb8.2/1-396
Hevb8.8/1-396
Hevb&/1-396
Amavi.01/1-402
Amavi.02/1-396
Arnar2/1-400

AR
A
A
aA

AR

Consensus

GGTGATTACCTC+TTGA+CA+GGC+TGTAA
3'CTAATGGAGGAACTAGTCCCGGACATTCCTAGGAGAS5 RV

ATGTCGTGGCAG+CGTACGTGGATGA
FW 5 GAGATATACATATGTCGTGGCARRCGTACGT 3’

B Ndel
PROF FW 5" GAGATATACA TCGTGGCARRCGTACGTB'

BamHlI =
PROF RV 5’ AGAGGATCOT TACAGGCCCTGATCAAGGAGGTAATC

i
CGGCGAC Al

PROFRV - v sl T R S SRS S
Ricinus TGG AAASNTGA.G
Glycine GGCAGGCC CGACG (

TCGG+GA+TACCTCCTTGAACA+GGCCTGTAA

Consensus ) T GTCGTGGCAGGCGTACGTCGATG

Figura 10. Alineamiento de secuencias para el disefio de oligonucleétidos degenerados. (A) Se muestra el alineamiento realizado
para obtener la secuencia consenso a partir de la cual se baso el disefio de los oligonuclettidos degenerados. (B) Se muestran los
oligonucleotidos resultantes incluidos los sitios de restriccion. (C) Se muestra una alineamiento multiple de secuencias reportadas
para profilinas contra los oligonucleétidos disefiados observandose la conservacion para profilinas de Z. mays, R. communis y G.

max.
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d) Clonacion del cDNA de las profilinas del polen de A. palmeri v otras especies

Los fragmentos obtenidos de la RT-PCR fueron purificados y posteriormente clonados en un
vector pJET1.2/blunting. Se secuenciaron 49 plasmidos de los diferentes tejidos y plantas y el
andlisis de las secuencias indico que se clonaron de 19 profilinas (Figura 11) de siete especies
diferentes (Tabla 6) cabe mencionar que ninguna de las secuencias habia sido reportada
previamente en la literatura o bases de datos, permitiéndonos hacer una aportacion de las 19
secuencias. El analisis de secuencias de nucleotidos muestra un marco de lectura abierto de entre
393-399 nucledtidos. Se tradujeron las secuencias y se realizd un alineamiento multiple de
secuencias usando el programa Clustal-W (Figura 12). Las secuencias obtenidas presentan de 131
a 133 residuos de aminoéacidos, con una masa molecular teérica de entre 13.9 y 14.3 kDa y un
punto isoeléctrico (pl) teodrico de entre 4.50 y 4.60. Es importante destacar que cuatro profilinas

del polen de A. palmeri presentan el mismo pl tedrico a pesar de tener diferente masa molecular y

secuencia.

Fuente Tejido Clonas ‘

A. palmeri Polen 8

A. hybridus Plantula completa 2

A. hypochondriacus Plantula completa 3

A.ssp (A) Hojas jovenes 2

R. communis Flor 1

G max Primeras dos hojas verdaderas 1

Hipocotilo 1

Z. mays Inflorescencia masculina inmadura 1

Tabla 6. Profilinas clonadas y tejido de origen. En esta tabla se muestran los diferentes tejidos de los cuales se obtuvo el cDNA
para clonar las 19 profilinas.
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Anpa-1502 ATGTCGTGEC AAGCGTACGT CCATGACCAT TTGATGTGCG ACATCGACGE C------ AAT CGCCTTTCCG CCGCTGCTAT TCTCGRCACA GATGRCAGTG TCTGRGCTCA AAGTGATTCT TTTCCTCAGT TTAAGCAAGA AGMAATAGAA
Anpa-I504 ATGTCGTGEC ARGCGTACGT CGATGACCAT TTGATGTGCG ACATCGACGG C------ AAT CGCCTTTCCG CCGCTGCTAT TCTCGRCACA GATGRCAGTG TCTGRGCTCA AAGTGATTCT TTTCCTCAGT TTAAGCAAGA AGMAATAGAA
Anpa-I501 ATGTCOTGEC ARGCGTACGT ATATGACCAT TTGATGTGCG ACATCGACGE C------ AAT CGCCTTTCCG CCGCTGCTAT TCTCGRCACA GATGRCAGTG TCTGRGCTCA AAGTGATTCT TTTCCTCAGT TTAAGCAAGA AGMAATAGAA
Ampa-I508 ATGTCGTGR AAGCGTACGT CGATGACCAT TTGATGTGCG ACATCCACGG C------AAT CGLCTTTCCG CCGCTGCTAT TCTCGGCACA GATGRCAGTG TCTGGGCTCA AAGTGATTCT TTTCCTCAGT TTAAGCAAGA AGAAATAGAY
Anpa-I505 ATCTCCTGEC ARCCTACGT CCATGACCAT TTGATETGCG ACATCGACGE C------ AAT CGCCTTTCCG CCGCTGCTAT TCTCRRCACA GATGRCAGTE TCTGRGCTCA AAGTGATTCT TTTCCTCAGT TTAAGCAAGA AGMAATAGAA
Anpa-I507 ATCTCCTGEC ARCCTACGT CCATGACCAT TTGATETGCG ACATCGACGE C------ AT CGCCTTTCCG CCGCTGCTAT TCTCGRCACA GATGRCAGTG TCTCRGCTCA AAGTGATTCT TTTCCTCAGT TTAAGCAAGA AGMATAGAA
Anpa-1506 ATGTCOTGEC ARACGTACGT CGATGACCAT TTGATGTGCG ACATCGACGG C------ AAT CGCCCTTCCG CCGCTGCTAT TCTCGGCACA GATGRCAGTG TCTGRGCTCA AAGTGATTCT TTTCCTCAGT TTAAGCAAGA AGMAATAGAA
Ab-1-11 ATGTCGTGEC ARGCGTACGT TGATAATCAT TTGATGTGCG ATATCGAAGG C------ AAT CGCCTTTCCG CCGOCGCTAT TCTCGGCATA TATGGCAGTG TCTGRGCCCA AAGTGCCTCT TTTCCTCAGT TTAAGCCAGA AGMAATAGCA
A6-2-6 ATGTCOTGEC ARACGTACGT TCATGATCAT TTGATGTGCG ATATCGAAGG C------ AAT CGCCTTTCCG CCGOCGCTAT TCTCGGCATA GATGRCAGTG TCTGRGCTCA AAGTGCCTCT TTTCCTCAGT TTAAGCCAGA AMAATAGCA
Ahybri-10-7  ATGTCGTGEC AMACGTACGT CGATGACCAT TTGATGTELG ATATCGAAGG (------AAT CGCCTTTCCG CCGCCGLTAT TCTCGRCACA GATGRCAGTG TCTGRECTCA AAGTGCCTCT TTTCCTCAGT TTAAGCCAGA AGAAATAGCA
Alhybri-10-1  ATGTCGTGEC AGGCGTACGT CGATGACCAT TTGATGTGLE ATATCGAAGE C------ AT CGCCTTTCCG CCGOCGCTAT TCTCGGCACA GATGRCAGTG TCTGRGCTCA AAGTGCCTCT TTTCCTCAGT TTAAGCCAGA AGMATAGCA
Ahypo-11-7 ATGTCGTGEC AGGCGTACGT CGATGACCAC TTGATETGTG AGATCGAGGG CTCCGAAMAC CGCCTCTCCG CCGCCGLAAT TATTGGCGTT GATGGAAGTG TTTGRECACA AAGTELTTCT TTTCCTCAGT TCAAGGAAGA TGAMTAGCT
Anpa-I503 ATGTCOTGEC ARACGTACGT TCATGATCAT TTGATGTGTG AGATTGAGGG CACTACTAAT CATCTCACTG GTGCTGCAAT TCTTGRCCTT GATGGTAGTG TTTGRGCACA GAGTGCTGAT TTCCCTCAGT TCAAGCCAGA TGAAATAGCT
@MH-3E ATGTCOTGEC AGGCGTACGT TCATGACCAC CTTCTCTGTG AGATTGAAGG T------ AAT CACCTCACTC ACGCCGCCAT CATCGGTCAA GATGGCAGTG TTTGRGCTAA GAGCGECAGC TTTCCTCGRT TCAAGCCORA GRAAATAGTC
Hzv-14 ATGTCGTGRC AAGCGTACGT CGACGACCAC CTTCTCTGCG ARATTCAAGG A------AAC CACCTAAGTC ACGCCGCTAT CATCGGOCAG GACGGCAGCG TTTGRGCTCA GAGCTCCGEC TTCCCTCAGT TAAMACCTGA GGAAGTATCT
ATFIC-6-5-RC  ATGTCGTGEC AAACGTACGT CCATGATCAT CTTATGTGCG AAATTGAAGG C------ AT CACTTAACTT CTECTGCTAT CATTGGTCAG GACGGCAGCE TTTGRGCTCA AAGCTCTACC TTTCCTCAGT TCAAGCCTCA AGMATCACT
M-1-7 ATCTCCTGEC AAGCGTACGT TCATGATCAT TTGATETGTG AAMATTGACCE C------ AAC CATCTTACCG CCGCCGCTAT TACTGRCCTC GACGRTACCE TTTGRGCTCA GAGCCCTAAT TTTCCTCAGC TCAAGCCTCA AGAGATTAAA
Ahypo-11-1 AAC CATCTTACCG CCGCCGCTAT TACTGRCCTC GACGGTACCG TTTGRGCTCA GAGCCCTAAT TTTCCTCAGC TCAAGCCTGA AGAGATTAAA
IHFI-4-1 T CQTCGRCCAC GACGRTRCCG CCTGRGCCCA GAGCGCCRCG TTCCCCGAGT TCAAGACCGA GRACATGACC
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Anpa-1502 GCTGTTGTGA AAGATTTTGA TGAGCCCGRA ACCCTTGCAC CCACCGRACT GCACCTTGRT GGAACCAAGT ATATGGTTAT TCAAGGTGAA CCCGGRACTG TTATTCGTGR GAAGAAGGRT CCCGETGGCA TTTGTGTTAA GRAGACCGGT
Anpa-I504 GCTATTGTGA AAGATTTTGA TGAGCCCGRA ACCCTTGCAC CCACCGRACT GCACCTTGOT GGAACCAAGT ATATGGTTAT TCAAGGTGAA CCCGGRECTG TTATTCGTG: GAAGAAGGRT CCCGGTGRCA TTTGTGTTAA GRAGACCGGT
Ampa-I501 GCTATTGTGA AAGATTTTGA TCAGCCCGGA ACCCTTGCAC (CACCGRACT GCACCTTGOT GRAGCCAAGT ATATGRTTAT TCAAGGTCAA CCCGRGECTG TTATTCGTGE GAAGAAGGRT CCCGOTGECA TTTGTGTTAA GAAGACCGRT
Anpa-1508 GCTATTCTGA AAGATTTTGA TCAGCCCGRA ACCCTTGCAC CCACCGRRCT GCACCTTGET GRAACCAAGT ATATGGTTAT TCAAGGTGAA CCCGGRECTG TTATTCGTC: GAAGAAGGRT CCCGETGRCA TTTETGTTAA GAAGACCGET
Anpa-I505 GCTATTGTCA AGATTTTGA TCAGCCCEGA ACCCTTGCAC CCACCGRRCT GCACCTTGET GRAACCAAGT ATATGGTTAT TCAAGGTGAA CCCGRRECTG TTATTCGTCG CAAGAAGGRT CCCGETGRCA TTTGTGTTAA GRAGACCGET
Anpa-I507 GLTATTGTGA AAGATTTTGA TCAGCCCGRA ACCCTTGCAC CCACCGRRCT GCACCTTGT GGAACCAAGT ATATGGTTAT TCAAGGTGAA CCCGRRECTG TTATTCGTGR GAAGAAGGRT CCCGRTGRCA TTTGTGTTAA GAAGACCGET
Anpa-1506 GCTATTGTGA AAGATTTTGA TGAGCCCGRA ACCCTTGCAC CCACCGRACT GCACCTTGET GGAACCAAGT ATATGGTTAT TCAAGGTGAA CCCGGRACTG TTATTCGTGR GAAGAAGGRT CCCGRTGGCA TTTGTGTTAA GAAGACCGGT
Ak-1-11 GLTATTGTGA AAGATTTTGA TCAGCCCGRA ACCCTTGCAC CCACCGRACT GCACCTTGOT GRAACCAAGT ACATGGTTAT TCAAGGTGAA (CCGGRECTG TTATTCGTGE GAAGAAGGGT CCCGRTGRCA TTTGTGITAA GRAGACCECT
AB-2-6 GCTATTGTGA AAGATTTTGA TCAGCCCGGA ACCCTTGCAC (CACCGRACT GCACCTTGOT GRAACCAAGT ACATGRTTAT TCAAGGTCAA CCCGRGECTG TTATTCGTGE GAAGAAGGRT CCCGOTGECA TTTGTGTTAA GAAGACCGCT
Alhybri-10-7  GCTATTGTCA AAGATTTTGA TEAGCCCEGA ACCCTTGCAC CCACCGRECT GCACCTTGET GGAACCAAGT ACATEGTTAT TCAAGETGAA CCCGRGELTE TTATTCGTGE GAAGAAGGET CCCGETGACA TTTETGTTAA GRAGACCGCT
Alhybri-10-1  GCTATTGTCA AAGATTTTGA TEAGCCCGEA ACCCTTGCAC CCACCGRECT GCACCTTGET GGAACCAAGT ACATEGTTAT TCAAGETGAA CCCGRRELTE TTATTCGTGE GAAGAMGGET CCCGETGACA TTTETGTTAA GRAGACCGCT
Ahypo-11-7 GCTATTGTGA AGGATTTTGA GGATCCTEGA ACCCTTGCCC CCATTGGECT GTACCTTGET GGGACTAAGT ACATGGTTAT TCAAGGTGAA CCCORRRCTE TTATCCGTGE AAMAKGGAT CCTGRTGRAA TATETGTTAA GRAGACCAAC
Anpa-I503 GCAATCGTGA AGGATTTCGA TGAACCCGRT ACCCTTGCAC CCACTGRCTT GCACCTTGOT GGAACCARAT ACATGGTTAT (CAAGGTGAA CCTGGRECTG TTATTCGTGR AAAGAAGGRC GCTGRTGRAA TCTGTGTAAY GAAAACCGGT
GHH-5E GGOATCATGA ATGACTTTAA TGAGCCCGGA ACACTTECTC CTACTGRATT ATACATTGGT GGTACTAAAT ATATGRTCAT (CAAGGTCAA CCCGRTTCTG TAATTAGAGD CAAGGAGGGT CCTGOTGGTG CTACTGTCAA GAAGACCGGR
@ZV-14 GRAATCTTGA ATGACTTTAA TCAGCCTGGA ACACTTECTC CCACTGRATT GTATATTGET GECACTAAAT ATATGGTCAT CCAAGGTGAA CCCGRRTCTG CCATTAGAGG CAAGAAGGGT CCTGETGRTG CTACTGTCAA GAAGACCGET
ATFIC-6-5-RC  GCCATTATGA ATGATTTCAA TGAACCTGRA TCACTTGCTC CAACTGGGTT GTACCTTAGT GGCACTAAAT ACATGGTCAT CCAAGRCGAG CCAGRAGCTG TCATTCCAGE GAAGRAGGGA (CGGETGETG TTACTGTTAA GAAGACCAAT
A-1-7 GECATCACCG AGGACTTTGA GRAACCTERA ACACTTECTC CTACTGECTT ACACCTTGRC GECACAAAAT ATATGGTTAT CCAAGGLGAG CCTGRAGCTG TTATAAGAGG AAAGAAGGGC CCTGRAGRTG TTACCATCAA GRAGACCAAC
Ahypo-11-1  GRCATCACCE AGGACTTTGA GGAACCTEGA GCACTTGCTC CTACTGRCTT ACACCTTGEC GGCACAAMAT ATATGGTTAT CCAAGGCGAG CCTGRAGLTG TTATAAGAGE AMAGARGGGC CCTGRAGGTE TTACCATCAA GRAGACCAAC
ZI\]'|FI-4iE AACACCATGA AGGACTTCGA CCAGCCGAG0 CACCTCGCGC CGACAGRCCT GTTCCTCGRT CCTACCAAGT ACATGGTCAT CCAAGRCGAG CCTGATGCCE TCATCCOTCG CAAGAAGGRA TCAGGAGGCA TCACCGTGAA GAAGACAGGE
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Anpa-I502 CAAGCTTTGG TTATTGETAT ATATGATEAG CCCGTTACTC CCGRTCAGTG CAACATGATT ATTGAGAGGC TGGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGGECCTET AY
Anpa-T504 CCAGCTTTGG TTATTGGTAT ATATGATCAG CCCGTTACTC CCGRTCAGTG CAACATGATT ATTGAGAGEC TGGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTET A4
Anpa-I501 CAAGCTTTGG TTATTGGTAT ATATGATGAG CCCGTTACTC CCGRTCAGTG CAACATGATT ATTGAGAGGC TGGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTET A
Anpa-I308 CAAGCTTTGG TTATTGGTAT ATATGATGAG CCCGTTACTC CTGRTCAGTG CAACATGATT ATTGAGAGGC TGGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTT A4
Ampa-I508 CAAGCTTTGG TTATTGGTAT ATATGATGGG CCCATTACTC CCGGTCAGTG CAACATGATT ATTGAGAGGC TGGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTGT AA
Anpa-I507 CAAGCTTTGG TTATTGGTAT ATATGATCAG CCCGTTACTC CCGETCAGTG CAACATGATT ATTGAGAGEC TGGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGRGCCTET AL
Anpa-I506 CAAGCTTTGG TTATTGGTAT ATATGATCAG CCCGTTACTC CCGRTCAGTG CAACATCATT ATTGAGAGEC TCGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTET A
M-1-11 CAAGCTTTGG TTATTGGTAT ATATGATGAG CCCGTTACTC CCGRTCAGTG CAACATGATT ATTGAGAGGC TGGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTET AA
A6-2-6 CAAGCTTTGG TTATTGGTAT ATATGATGAG CCCGTTACTC CCGRTCAGTG CAACATGATT ATTGAGAGGC TGGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTET A
Mhybri-10-7  CAAGCTTTGG TTATTGRTAT ATATGATGAG CCCGTTACTC CCGETCAGTG CAACATGATT ATTGAGAGEC TGGGTEATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTET A4
Mhybri-10-1  CAAGCTTTGE TTATTGGTAT ATATGATGAG CCCGTTACTC CCGETCAGTG CAACATGATT ATTGAGAGGC TGEGTGATTA CCTCCTTEAT CAGGGCCTET M
Mhypo-11-7  CTGECTTTGE TTATCGETAT ATATGATGAG CCAGTGACTC CTGETCAGTG CAACATCATT GTTGAMAGEC TGRGCGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTET A4
Anpa-1503 CAACCTTTGG TTATGRGTAT CTACGACGAG CCTGTCACTC CCGRTCAGTG CAACATGATT GTGGAAAGET TGGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTET A4
GH-3E TTGECCTTG TCATTGGCAT TTATGATGAG CCCRTRACTC CGRATCAATG CAACATGATA GTTGAAAGGC TTGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTET A4
@ZV-14 TTGECCTTG TCATTGGCAT TTATGATGAG CCCATGACTC CAGGTCAATG CAACATGATA GTTGAAAGGC TTGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTT A4
ATFIC-6-5-RC  CAGGCCTTGA TCATTGGTAT CTATCATCAG CCAATGACTC CAGGGCAGTG CAACATGATT GTTGAAAGEC TTGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTET A4
M-1-7 CAAGCTTTGA TAATAGGAAT CTATGATGAG CCCATGGCTC CTGETCAGTG CAATATGCTT GTAGAAAGEA TTGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGRGCCTET AL
Ahypo-11-1  CAAGCTTTGA TAATAGGAAT CTATGATGAG CCCATGRCTC CTGETCAGTG CAATATGCTT GTAGAAAGEA TTGGTGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTET A4
IFI-4-2 CAGGCACTCG TCQTTGGCAT CTACGACCAG CCGATGACGC CTGRCCAGTG CAACATCGTG GTGRAAAGEC TGGGLGATTA CCTCCTTGAT CAGGGCCTET A4
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Figura 11. Alineamiento multiple de nucleétidos de las profilinas clonadas. Se muestran las secuencias de nucleétidos no repetidas
de las 19 profilinas clonadas de los diferentes tejidos. En asteriscos (*) se muestran los nucledtidos conservados.
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Apapais1-131 1 G - L GS Vwa DS FFP QFKQ F PGTLAPTGLHLGGA YIQGEPGAVI
Appais081-131 1 G - L GS Vwa DS FFP QFKQ F PGTLAPTGLHLGG YIQGEPGAVI
Appais21-131 1 G - L GS Vwa DS FFP QFKQ F PGTLAPTGLHLGG YIQGEPGAVI
ApapaisOdi1-131 1 G - L GS Vwa DS FFP QF KO F PGTLAPTGLHLGG YIQGEPGAVI
AppaiS 051121 1 G - L G S Vwa DS FPQFKQ F PGTLAPTGLHLGG YIQGEPGAVI
AppaiSFA-121 1 G - L G S Vwa DS FPQFKQ F PGTLAPTGLHLGG YIQGEPGAVI
AppaiS 08 -121 1 G - P G S Vwa DS FPQFKQ F PGTLAPTGLHLGG YIQGEPGAVI
AA-1-111-1321 1 G - L GS Vwa ASFPOFKEP F PGTLAPTGLHLGG YIQGEPGAVI
AMbygo-11-501-131 1 G - L G5 Vwa ASFPOFKEP F PGTLAPTGLHL GG YIQGEPGAVI
AMbnbed0-71-131 1 G - L G S Vvwa ASFPOFKEP F PGTLAPTGLHL GG YIGGEPGAVI
AMbnbed0-11-131 1 G - L G S Vvwa ASFPOFKEP F PGTLAPTGLHL GG YIGGEPGAVI
AlMbypo-11-71-133 1 G L G S Vvwa ASFPOFKE F PGTLAPIGLYLGG YIGGEPGAVI
AmpalS051-133 1 G G S Vvwa ADFPOFKP F PGTLAPTGLHL GG YIGGEPGAVI
GMH-SE-131 1 G - G S Vvwa G.FP FEP PGTLAPTGLY I GG YIOQGEPGS YW

FHMZ1A 345157 1 G - GS vwWha SGFPOQLEKP PGTLAPTGLY I GG YIQGEPGS A

ATFICBES RCA-13T 1 G - GS vwWha S.FP FEKP PGSLAPTGLYLSG YIAGGEPGAVI
AA--F-E 1 G - GT vwha PHFPOQLEKP PGTLAPTGLHLGG YIAGGEPGAVI
Ao 31-31-1357 1 G - GT vwWha PHFPOQLEKP PGALAPTGLHLGG YIAGGEPGAVI
ZMFLE 25131 1 G - GAAWA AAFPEFRT PGHLAPTGLFLGP YIQGEPGAVI
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ArepalsOW1-131 81 RG GPGGICV ALVIGI c (| LG LL GL
Arepals081-131 81 RG GPGGICV ALVIGI c (| LG LL GL
Appais21-131 &4 RG GPGGICW ALVIGI C (| LG LL GL
ApapaisOdi1-131 &4 RG GPGGICW GRALVIGI C (| LG LL GL
Appais O3 -131 &4 RG GPGGICW ALVIGI C (| LG LL GL
AppaiS7-131 &4 RG GPGGICW ALVIGI C (| LG LL GL
AppaiS 08 -121 &4 BG GPGGICW ALVIGI C (| LG LL GL
AA-1-111-1321 &4 BG GPGGICW ALVIGI C (| LG LL GL
AMbypo-11-501-131 &4 BG GPGGICW ALVIGI C (| LG LL GL
AMbyprE10-771-121 84 BG GPGGICW ALVIGI C (| LG LL GL
AMbyprE10-11-121 84 BG GPGGICW ALVIGI C (| LG LL GL
AlMbypo-11-71-133 86 RG GPGGICVW HLALWYIGI C v LG LL GL
AmpalS051-133 86 RG GAGGICVW G.PLUMGI C v LG LL GL
GMA-SE1-151 84 BRG GPGGA GLALVYIGI C v LG LL GL
GMZIA-137 84 BRG GPGGA GLALVIGI C v LG LL GL
ATFIC-B-5-RCA1-131 84 BG GPGGY HALIIGI C v LG LL GL
AA--F-E 84 BG GPGGVWV HaaLI11GI C Lv 1G LL GL
Ao 31-31-1357 84 BG GPGGVWV HaaAaLI11GI C Lv 1G LL GL
FZMFLL 2157 84 BG G.GGI GaALVYVYGI C v LG LL GL

Figura 12. Alineamiento multiple de aminoé&cidos de profilinas clonadas. Este alineamiento nos muestra la alta conservacion de las
secuencias haciendo énfasis en los extremos amino y carboxilo terminal.

El alineamiento maltiple muestra una identidad de 85 % y una similitud del 90 %, lo cual, indica
la alta conservacion de secuencias entre las diferentes especies; sin embargo, se observan cambios
puntuales que pueden ser los responsables de las diferencias en la alergenicidad entre estas
profilinas, lo cual puede ser corroborado mediante ensayos de ELISA con sueros de pacientes
alérgicos. En el alineamiento también se puede observar que la region mas divergente esta entre
los aminodcidos 18 al 54, siendo las secuencias de A. palmeri isoforma 3 (Ampa-1SO3), G. max
(GMH-5E, GMZV-1A), R. communis (ATFIC-6-5-RC), Amaranthus ssp A (A. ssp A 1-7), A.
hypochondriacus (Amhypo 11-1) y Z. mays (ZMFI14-2) las mas divergentes.
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XVIIl. Expresidn y obtencidn de extractos

a) Expresion de las profilinas recombinantes del polen de A. palmeri

La expresion de las profilinas fue probada en dos cepas; en E. coli BL21(DE3)pLysS y E. coli
Rosetta-gami. En ambos casos se realizd una cinética de expresion usando la combinacion de tres
variantes; concentracion del IPTG, temperatura y el tiempo de expresion, modificando las
variantes una a la vez. Los resultados obtenidos nos muestran que la dptima expresion de las
profilinas se obtiene con una concentracion de 0.6-1 mM de IPTG y entre 6-15 horas de induccion
a una temperatura de 37° C, siendo esta Ultima variante la mas determinante para la Optima
expresion. La expresion de las isoformas de profilina se llevaron a cabo en E. coli Rosetta-gami
con 0.6 mM de IPTG, a 37° C durante 12-15 horas. Las fracciones soluble y no soluble de los
extractos se analizaron en geles de poliacrilamida observandose que las profilinas rAmpa 1SO-3,
rAmpa 1SO-4, rAmpa ISO-7 y rAmpa ISO-8 se localizaban en la fraccion soluble mientras la
isoforma rAmpa ISO-1 se localizaba en la fraccion no soluble, por lo cual esta fraccion fue tratada

para obtener la proteina de forma soluble a partir de cuerpos de inclusion (Figura 13).
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Figura 13. Expresion de las profilinas recombinantes. Se analizd la sobreexpresion de las profilinas recombinantes en gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 16% Yy se tifio con Azul de Comassie G-250 blue silver. En los carriles 1, 6 y 14 se muestra el
corrimiento de los marcadores de masa molecular(Fermentas-Thermo Scientific); carril 2, extracto total bacteriano de rAmpa ISO-
1; carril 3, extracto de cuerpos de inclusioén de rAmpa-1SO1 dializados contra Tris-HCI; carril 4, extracto no unido a la columna de
afinidad; carril 5, rAmpa 1SO-1 purificada; Carril 7, extracto total bacteriano de rAmpa ISO-3 antes de induccidn; carril 8,
expresion rAmpa ISO-3; carril 9, extracto no unido a la columna de afinidad de rAmpa I1SO-3; carril 10, rAmpa I1SO-3 purificada;
carril 11, expresion rAmpa 1SO-4; carril 12, expresién rAmpa 1SO-7 y carril 13, expresion rAmpa ISO-8. El recuadro rojo indica
las bandas correspondientes a las profilinas inducidas.
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XIX. Purificacién de profilinas recombinantes

Los extractos proteicos totales conteniendo a las profilinas recombinantes se aplicaron a la

columna de afinidad de Sefarosa-pLp (Figura 14). La capacidad de union de la columna es de

aproximadamente 1.5 mg por cada mililitro de resina. En cuanto a la expresion, el rendimiento es

similar; sin embargo, cuando se purifica varia dependiendo de la isoforma (Tabla 7).

Time [minutes]

T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Figura 14. Cromatografia de afinidad. Se muestra un cromatograma caracteristico del perfil de elusiéon de las profilinas
recombinantes. En este caso el cromatograma corresponde a la isoforma rAmpa 1SO-4. En azul se muestra el registro de la
absorcion a 280 nm. La elusion se inici6 con la adicion de una solucion de 4 M de cloruro de guanidina (indicado con la flecha)

generando una sola fraccion de elusién.

Tabla 7. Rendimiento en la purificacion de las profilinas recombinantes. La tabla muestra el
rendimiento de las profilinas recombinantes después de la purificacién por cromatografia de
afinidad a Sefarosa-pLp por cada litro de medio.

Isoforma Rendimiento
rAmpa 1SO-1 9 mg/L
rAmpa ISO-3 8 mg/L
rAmpa ISO-4 11 mg/L
rAmpa 1SO-7 12 mg/L
rAmpa I1SO-8 11 mg/L
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Para obtener las isoformas con un alto grado de pureza, la fraccion obtenida de la cromatografia de
afinidad fue fraccionada por cromatografia de intercambio ionico a traves de una columna Mono-
Q. La cromatografia se realizé bajo las mismas condiciones que se obtuvieron las profilinas
naturales (nAmpa). En el cromatograma de nAmpa, se observa la separacion de siete fracciones
principales (F1 al F7), de las cuales, las fracciones F2 a F5 fueron reconocidas por anticuerpos
monoclonales contra la profilina de frijol mediante ensayos de ELISA (Landa-Pineda C.M; 2010).
Las isoformas rAmpa 1SO-7 y rAmpa 1SO-8 presentaron el mismo tiempo de retencidén que la
fraccion 3, lo cual nos indica que probablemente son las mismas isoformas que se identificaron en
el extracto natural las que se clonaron como rAmpa ISO-7 y rAmpa ISO-8 (Figura 15) (Landa-
Pineda C.M; 2010).
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Figura 15. Cromatografia de intercambio idnico. Perfil cromatografico de las profilinas naturales y de dos profilinas
recombinantes. La linea en verde muestra la presencia de siete fracciones principales, la linea roja muestra el perfil de elusién de
la profilina rAmpa 1SO-7 y la linea negra el perfil de elusién de la profilina rAmpa 1SO-8. Se puede observar que la fraccion F3 de
las profilinas naturales, la fraccion principal de rAmpa ISO-7 y rAmpa ISO-8 presentan el mismo tiempo de retencion bajo las
mismas condiciones cromatograficas.

55



XX. Caracterizacion molecular

a) Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

El producto de elusion de la cromatografia de afinidad se analizd mediante geles de acrilamida
teniendo como resultado la presencia de una banda Unica de aproximadamente 14 kDa con una
pureza (> 95%), lo cual nos indica que las profilinas recombinantes de A. palmeri pueden ser
purificadas en un solo paso obteniendo alta eficiencia y rendimiento. Por otra parte, las fracciones
obtenidas de la cromatografia de intercambio idnico también se analizaron en geles de acrilamida,
observandose el mismo resultado, una banda de aproximadamente 14 kDa para cada isoforma
(Figura 16). Las isoformas rAmpa ISO-1 y rAmpa ISO-3 se muestran en la figura 13 en los

carriles 5 y 10, respectivamente.
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Figura 16. Perfil electroforético de la profilinas purificadas. Corrimiento electroforético de las fracciones obtenidas mediante
cromatografia de intercambio i6nico. En carril 1, marcador de masa molecular (Fermenta-Thermo scientific); carril 2, rAmpa ISO-
1; carril 3, rAmpa ISO-4; carril 4, rAmpa ISO-7 y carril 5 rAmpa 1SO-8. En el recuadro rojo se muestra el corrimiento
electroforéticos esperado para una proteina de 14 kDa. Gel tefiido con azul de coomassie G-250 blue silver.
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b) Western blot

Se realizé la identificacion de las proteinas purificadas mediante Western blot utilizando un
anticuerpo primario contra la profilina 4 del polen de A. thaliana que tiene reaccion cruzada con
las profilinas de A. palmeri (Landa-Pineda C.M; 2010), obteniéndose el reconocimiento de una
sola fraccion para todas las muestras ensayadas (Figura 17).
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Figura 17. Western blot. Se muestra el reconocimiento de una banda de 14 kDa en los diferentes pasos de sobreexpresion y
purificacion de las profilinas recombinantes. Carriles 1 y 6, marcador de masa molecular (Fermentas-Thermo scientific); carril 2,
expresion de rAmpa 1SO-4; carril 3, expresion de rAmpa ISO-7; carril 4, expresion de rAmpa 1SO-8; carriles 5 y 10, vacios; carril
7, cuerpos de inclusion rAmpa 1SO-1; carril 8, rAmpa I1SO-1 purificada; carril 9, rAmpa 1SO-3 purificada; carril 11, rAmpa ISO-4
purificada; carril 12, rAmpa ISO-7 purificada y carril 13, rAmpa ISO-8 purificada.

c) Dicroismo Circular (DC).

La estructura secundaria regular de las proteinas recombinantes purificadas fue analizada mediante
dicroismo circular, observandose que el espectro es similar entre ellas y caracteristico a los
espectros reportados para otras profilinas (Figura 18). Estos resultados nos indican que los
cambios en las secuencias de aminoacidos que presentan las profilinas no afectan
significativamente el contenido de estructura secundaria regular de la proteina. Es importante
resaltar que los cambios en regiones especificas de estas proteinas s6lo se podrian hacer evidentes

X98,100,101

a través de la resolucion de la estructura tridimensional por cristalografia de rayos- 0 por

espectrometria de resonancia magnética nuclear.
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Figura 18. Espectros de dicroismo circular en la region del UV lejano de las profilinas recombinantes. Las proteinas fueron dializadas y diluidas en amortiguador de fosfatos 20
mM, pH 7.4 a una concentracién de 20 pg/mL. Las lineas continuas gris, cian, azul, negro y rojo muestran el espectro obtenido para las profilinas rAmpa ISO-1, rAmpa ISO-3,
rAmpa I1SO-4, rAmpa I1SO-7 y rAmpa 1SO-8, respectivamente. Se muestran los espectros reportados por Valenta R. y colaboradores de una profilina de Phleum pratense purificada
de fuente natural (nPhl pl2, linea verde) y la misma profilina pero recombinante (rPhl pl2, linea roja)*®*
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d) Espectrometria de masas.

Se determino la masa molecular de las profilinas recombinantes mediante espectrometria de
masas (Tabla 8). Se destaca que las isoformas rAmpa ISO-1, ISO-4 e 1SO-8 coincide la
masa molecular obtenida con la tedrica cuando la proteina no tiene la metionina inicial y
solo la rAmpa ISO-7 coincide la masa molecular experimental con la masa molecular
tedrica cuando esta presente la metionina. Los espectros obtenidos para cada isoforma
muestran un claro ion correspondiente a la m/z de una sola especie que corresponde al
mondmero y con menor abundancia las especies con cargas z°* y el dimero (m/z X 2). Es
importante destacar que, aunque de forma recurrente los analisis de masas en profilinas de
diversas especies el predominio en todos los casos es de monomeros de la proteina, se ha
reportado la formacion de oligdbmeros de profilina que van desde dimeros hasta tetrameros
formados por interacciones covalentes como puentes disulfuro o por interacciones
i6nicas'®. Es importante mencionar también que la oligomerizacion de las proteinas esta
regulada por diversos factores como son, concentracion, pH, sales del amortiguador
utilizado, temperatura, entre otros factores. Estas proteinas se analizaron en diferentes
amortiguadores (Carbonatos, PBS, Tris-HCI) y pH (7-8.5), encontrando que el
amortiguador de Tris-HCI 20 mM pH 7.4 es el que promueve la presencia de mondémeros,
sin embargo no evita la oligomerizacion o agregacién, la cual se da con el tiempo de

almacenamiento.

Masa teérica Masa tedrica Masa
rAmpa #aa ] ]
con Met sin Met experimental
1SO-1 131 14071 13939.8 13936.736
1ISO-4 131 14081 13949.8 13958.557
1SO-7 131 14083 13951.8 14116.74
1ISO-8 131 14053 13921.8 13957.679

Tabla 8. Masa molecular de las profilinas recombinantes. Se calculé la masa tedrica de cada una de las isoformas con
base en la secuencia de aminoacidos para cada una, considerando la presencia 0 no de la metionina inicial. En rojo se
muestran las masas coincidentes entre el valor tedrico y el obtenido experimentalmente.
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Figura 19. Espectros de masas de las profilinas recombinantes. (A) Espectro de masas de rAmpa ISO-1 en donde la especie principal corresponde a la relacién m/z para el ion
molecular (MH*) de 13936.736 y para ion MH,*? es de 6971.050. (B) Espectro de masa de rAmpa 1SO-4 en donde la especie principal corresponde a una masa de 13958.557 y para
el ion MH,"? es de 6977.830. Se observa una especie de 27918.757 que corresponde a la masa esperada para un dimero de esta protefna. (C) Espectro de masas de rAmpa I1SO-7 en
donde se muestra una especie principal con una m/z para el ion molecular (MH") de 14116.740 y para el ion MH,"? de 7058.418. (D) Espectro de masas de rAmpa ISO-8 con una
especie principal con una relacién m/z para el ion molecular (MH") de 13957.679 y para el ion MH,"? de 6975.253. Para esta isoforma se obtiene una especie de 28216.684 que es
la masa esperada para un dimero en esta proteina.
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e) Ensayos de cristalizacion.

Con la finalidad de obtener cristales proteicos que permitan en un futuro obtener la
estructura tridimensional de las profilinas recombinantes, se probaron las condiciones de
cristalizacion de los kits de Crystal Screen y Crystal Screen 2. En total se probaron 98
condiciones con diferentes concentraciones de proteina. Se obtuvieron microcristales en las

condiciones que se muestran en la Tabla 9.

Tris-HCI 0.1M + Sulfato de amonio 1.6M
Isoforma | [mg/mL] °eC
pH 8.0 pH 8.5 pH 9.0

rAmpa ISO-4 | 6.3 - 7 7
rAmpa ISO-7 | 118 o o - 18

rAmpa I1SO-8 | 6.7 ! ] M

Tabla 9. Condiciones de cristalizacion. Se utilizé el mismo amortiguador y sal, s6lo se vari6 la concentracion de proteina
y el pH la cual se obtuvo la formacién de microcristales. En la tabla se marcan las condiciones preferentes de
cristalizacion.

Las condiciones con las cuales se obtuvieron los microcristales fueron con la misma
concentracion de amortiguador y sal variando sélo el pH 0.5 unidades. Las tres isoformas
formaron microcristales cuando se usa pH 8.5, sin embargo, para la isoforma rAmpa 1SO-7
se obtuvieron cristales de mejor calidad a pH 8.0 y para las isoformas rAmpa 1SO4 y
rAmpa 1SO8 a pH 9. Es importante destacar que no obstante que existen varias profilinas
de plantas y animales cuya estructura tridimensional se ha obtenido por cristalografia de
rayos-X*1% ' |as condiciones de cristalizacion para cada proteina es particular, por lo que
es necesario siempre realizar una gran cantidad de pruebas para obtener cristales con una

calidad adecuada para la difraccion de rayos-X.
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XXI. Caracterizacion de alergenicidad.

a) Suero de pacientes (prueba cuténea)

Los resultados de las pruebas cutaneas en pacientes alérgicos se utilizaron para contar con
un estimado que nos permitiera conocer la prevalencia de IgE para las profilinas
recombinantes en pacientes alérgicos al polen de A. palmeri. Las profilinas utilizadas
fueron rAmpa 1SO1, rAmpa 1SO-4, rAmpa ISO-7 y rAmpa 1SO-8. Se captaron 71 nuevos
pacientes de los cuales se analizaron sélo 62 que cumplian con los criterios establecidos en
el protocolo descrito en materiales y métodos.

Los alérgenos con mayor prevalencia de reconocimiento fueron los &caros

Dermatophagoides farinae (53%) y Dermatophagoides pteronyssinus (50%) seguido de

ambrosia (Short ragweed) (46%), A. palmeri y fresno, estos dos ultimos con un 35% de

pruebas positivas (Figura 20).
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Figura 20. Prevalencia de pruebas cutaneas. Se resaltan con asterisco (*) las principales fuentes alergénicas. Los &caros
D. pteronyssinus y D. farinae mostraron una prevalencia del 50 y 53 % respectivamente. Ambrosia fue la tercera especie
mas prevalente con 47 %. Amaranthus y fresno representan la cuarta fuente de alérgenos en la poblacion estudiada ambos

con una prevalencia del 36 %.
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Para el caso de las profilinas recombinantes se pudo observar que tienen una prevalencia
entre 11 y 21 % de forma individual, pero si contemplamos la prevalencia de todas las
profilinas, es decir, que los pacientes con prueba cuténea positiva a cualquiera de las cuatro
isoformas la prevalencia aumenta al 31 %. La profilina rAmpa ISO-8 es la que presenta
mayor reconocimiento in vivo de las cuatro isoformas probadas y rAmpa ISO-7 es la que
presenta el menor reconocimiento. Este resultado es relevante ya que la diferencia entre
ambas isoformas es de sélo un residuo de aminoacido en la posicion 5. Esto nos indica que
la alanina 5, presente en la isoforma identificada como rAmpa ISO-8, le confiere mayor
alergenicidad a esta proteina en comparaciéon a la isoforma que tiene una treonina en la
misma posicion.

Es importante resaltar que el 41 % de los pacientes que presentdé una prueba cutanea
positiva a la ambrosia también lo fue a cualquiera de las cuatro profilinas probadas. De
manera similar, el 45 % de los pacientes con IgE para el extracto del polen de A. palmeri
tuvieron pruebas positivas para las profilinas recombinantes y el 36% se observo para los
pacientes alérgicos al fresno (Figura 21). Estos resultados nos indican la relevancia en la
reactividad cruzada que podria presentarse entre las profilinas recombinantes aqui

reportadas y las profilinas presentes en estas fuentes.

| rAmpa ISO-1
I rAmpa ISO-4
I rAmpa ISO-7
B rAmpa 1ISO-8

35 —

30 —

25

20

15 -

10

% de pacientes positivos

Short ragweed Amaranthus Fresno

Figura 21. Pruebas cutaneas positivas para profilinas y otra fuente. Porcentaje de pacientes con pruebas cutaneas positivas
para las profilinas de A. palmeri y al menos otra fuente alergénica. Se destaca que la isoforma rAmpa ISO-8 (barras en
rojo) es la que se presenta una mayor prevalencia de reconocimiento para personas alérgicas al polen de diferentes plantas
y que la isoforma rAmpa ISO-7 (barras en negro) es la de menor prevalencia.
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Adicionalmente encontramos que el 45 % de los pacientes que tienen pruebas cutaneas
positivas al polen de A. palmeri presentan IgE para al menos una de las cuatros isoformas,
especificamente, el 27% para la isoforma rAmpa I1SO-1 y rAmpa 1SO4, el 18 % para
rAmpa 1SO-7 y el 36% con rAmpa ISO-8, lo que indica que la isoforma 8 podria ser uno de
los principales alérgenos presentes en el polen de A. palmeri y probablemente un alérgeno

relevante en la reactividad cruzada con otras fuentes.

b) Ensayos de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA).

Se realizaron ensayos de ELISA con las isoformas rAmpa 1SO-1, rAmpa 1SO-3, rAmpa
ISO-4, rAmpa ISO-7 y rAmpa I1SO-8 utilizando 83 sueros de pacientes alérgicos, 56 de
estos obtenidos de los hospitales en donde se realizé el estudio de prevalencia a profilinas
recombinantes de A. palmeri. El resto de los sueros (27) fueron obtenidos de pacientes con

prueba cutanea positiva a pastos, arboles, polen y/o malezas y negativa para A. palmeri.

Los resultados muestran que 39 sueros de pacientes (47%) tienen IgE’s que reconocen al
menos una de las cinco profilinas recombinantes (Figura 22). La isoforma 3 fue reconocida
por 26 sueros lo que representa el 31% de todos los pacientes y un 67% dentro de las
profilinas, es decir, de los 39 sueros que reconocen a cualquiera de las cinco profilinas, 26
reconocen a la isoforma 3. En segundo lugar de alergenicidad se encontré a la isoforma 8
con 24 sueros, representando un 29%. La isoforma 1 es reconocida por 18 sueros
representando un 22 %, La isoforma 4 es reconocida por 16 sueros y la isoforma 7 por 11,
lo que representa un 19 y 13 % respectivamente (Tabla 10) (Figura 23). Cabe mencionar
que pocos sueros fueron mono sensibilizados para una sola isoforma de profilina, es decir,
la mayoria de los sueros reconocieron a mas de una isoforma, esto es algo caracteristico
para las profilinas debido a la alta conservacion de la secuencia que da su alta reactividad

cruzada, de hecho nueve sueros reconocieron a las cinco isoformas.
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Figura 22. ELISA de suero de pacientes. Se muestran los resultados para los ensayos de ELISA de los 83 sueros de
pacientes (eje Y) con cada una de las profilinas recombinantes (eje X). La linea punteada, indica el corte de positividad
para el ensayo, la cual esta formada por los controles negativos mas tres desviaciones estandar. Los puntos que estan por
encima de la linea punteada fueron tomados como positivos para su profilina correspondiente.

Isoforma Sueros Positivos  Porcentaje % profilinas
ISO-1 18/83 22 18/39 46
1ISO-3 26/83 31 26/39 67
ISO-4 16/83 19 16/39 41
1ISO-7 11/83 13 11/39 28
1SO-8 24/83 29 24/39 62

1SO-1,3,4,7ylo 8 39/83 47 39/39 100

Tabla 10. Suero de pacientes analizados por ELISA. La tabla nos indica el nUmero y porcentaje de sueros positivos para
cada isoforma analizada. Las dos Ultimas columnas nos indican el nimero y porcentaje de sueros positivos que
contribuyen cada isoforma para los 39 sueros positivos.
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Figura 23. Porcentaje de sueros positivos por isoforma. Se graficé en el eje Y el porcentaje de sueros positivos contra el
eje X que representa cada isoforma. La primera barra indica el porcentaje de sueros positivo para al menos una isoforma
de profilina recombinante. La profilinas con mayor porcentaje de reconocimiento es la rAmpa 1SO-3 seguida de la
isoforma rAmpa 1SO-8. La isoforma rAmpa 1SO-7 fue la menos reconocida.

Los ensayos de ELISA nos indican que la isoforma 3 (isoforma larga de 133 aminoacidos)
es la mas alergénica con reconocimiento del 31%. La profilina menos alergénica es la
isoforma 7 y en segundo lugar la isoforma 4 con 13 y 19 % respectivamente. Estos
resultados nos sugieren que se debe realizar un analisis detallado de los cambios en la
estructura tridimensional y potencial de superficie de cada una de las isoformas para
explicar con mayor precision el fendmeno de alergenicidad y reactividad cruzada que
presentan las profilinas del polen de A. palmeri, tomando en cuenta que la divergencia entre
estas isoformas de profilinas es de no mas de 20 aminoacidos entre las isoformas mas
divergente. méas divergentes. Con lo anterior se proponen a las isoformas 3 y 8 como los
principales alérgenos presentes en el polen de A. palmeri y por otra parte a las isoformas 4
y 7 como posibles candidatos para realizar vacunacion de pacientes alérgicos a profilinas de

distintas fuentes.
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Mediante andlisis in silico se proponen algunos cambios en aminoacidos relevantes para la
alergenicidad de la proteina, como es el caso del cambio R99Q entre las isoformas 4 y 8

respectivamente (Figura 24)

A Ampa ISO4 B Ampa ISO8

Figura 24. Potencial de superficie de las Isoformas 4 y 8. En el panel A se muestra el potencial de superficie para la 1SO-
4 y en el panel B para la ISO-8. Los circulos resaltan el cambio de carga en la superficie siendo neutra para la ISO-4 y
negativa para la 1SO-8.

La isoforma 8 es més reconocida tanto por las IgE”s del suero individual de pacientes como
por el “pool” de sueros con respecto a las isoformas 4 y 7 (Figura 25A). Adicionalmente,
se realizd ensayos de ELISA de estas mismas isoformas con un anticuerpo monoclonal de
tipo 1gG contra la profilina 4 del polen de A. thaliana mostrando un reconocimiento
diferencial entre la isoforma 4 y 8, lo que hace pensar en la presencia de epitopes

diferenciales entre anticuerpos de tipo IgE e IgG (Figura 25B).
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Figura 25. Ensayo de ELISA con pool de suero y anticuerpo monoclonal. En ambos graficos se muestra en eje Y
absorcion a 450 nmy en eje X concentracion en pg/mL. A. El reconocimiento del pool de sueros de pacientes se observa
mayor para la isoforma 8. B. En términos generales se puede observar menor reconocimiento del anticuerpo IgG hacia la
isoforma 8 dando a suponer la presencia de un epitopes que puede participar en el swich para la formacion de las
inmunoglobulinas de clase cadena Epsilon (IgE) o cadena gamma (1gG).

Este resultado nos indica la contribucién de la arginina 99 en la disminucion de la
alergenicidad, permitiendo proponer la influencia de la carga positiva de dicho aminoéacido,

generando un cambio, al menos aparente, en el potencial de superficie de la proteina.
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CONCLUSIONES

El polen de A. palmeri es una importante fuente alergénica en la Ciudad de México y area
metropolitana y probablemente la profilina de este polen es uno de los principales alérgenos
presentes de esta planta. Las prevalencias reportadas hasta el dia de hoy, en donde incluyen
a A. palmeri como fuente alergénica, muestran que el polen de dicha planta presenta
prevalencias significativas, tal vez por su naturaleza de maleza, ornato o como base en la
dieta de algunas poblaciones rurales y no rurales del pais. Por otra parte, estudios de
monitoreo de aire realizados por la Red Mexicana de Aerobiologia (REMA) en el Distrito
Federal y area metropolitana indican que el polen de la familia Amaranthaceae se
encuentra en concentraciones bajas; sin embargo estd presente durante todo el afio, con
excepcion del mes de Febrero. Esto apunta a la relevancia clinica de estos alérgenos para
los pacientes alérgicos tanto por su presencia como por la reactividad cruzada entre las

familias Amaranthaceae/Chenopodiaceae.

La pruebas cutaneas se realizaron con cuatro profilinas de las ocho clonadas provenientes
del polen de A. palmeri, inclusive algunas de ellas presentes en otro estadio de la plantula
(resultados no mostrados). El analisis mediante prueba cutanea de las diferentes isoformas
nos muestra la diferencia en alergenicidad entre cada una de ellas, lo cual es reforzado con

los analisis de ELISA para los mismos sueros de pacientes.

Basado en lo anterior, este trabajo nos permite proponer a las Isoformas 3 y 8 como los
principales alérgenos presentes en el polen de A. palmeri y a las isoformas 4 y 7 como
candidatas importantes para la desensibilizacion de pacientes alérgicos a profilinas de
distintas fuentes ademas de abrir nuevas lineas de investigacion sobre epitopes presentes en
profilinas y la contribucidn de las cargas laterales de los aminoacidos que conforman estos

epitopes para evitar la interaccion con su paratope correspondiente.
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APENDICE

Profilinas de distintas fuentes reportadas como alergénicas. Tabla generada con los datos

depositados en la base de datos del allergome hasta el 25 de junio del 2014.

http://www.allergome.org

Caodigo
Nomenclatura Nombre comun de la fuente g
allergome
Act d 9.0101 Actinidia} d_eliciosa, Actinidiaceae, Chinese Gooseberry, 5741
- Green Kiwi, Plants, Yangtao
Amaranthaceae, Amaranthus retroflexus, Careless Weed,
Amar2.0101 Plants, Redroot Amaranth, Redroot Pigweed, Spiny | 8184
Amaranth
A h A h iridis, PI |
Ama v 2.0101 maranthaceae, Amaranthus viridis, ants, Slender 9449
- Amaranth
Ama v 2.0201 Amaranthaceae, Amaranthus viridis, Plants, Slender 9450
E— Amaranth
Ambrosia artemisiifolia, Ambrosia elatior, Asteraceae,
Amb a 8.0101 Mugwort/Ragweed-related  Species, Plants,  Short | 2536
Ragweed
Ambrosia artemisiifolia, Ambrosia elatior, Asteraceae,
Amb a 8.0102 Mugwort/Ragweed-related  Species, Plants,  Short | 2537
Ragweed
Anac 1.0101 Ananas comosus, Bromeliaceae, Pineapple, Plants 3075
Api g 4.0101 Apiaceae, Apium graveolens, Celeriac, Celery, Plants 5996
Arachis hypogaea, Fabaceae, Groundnut, Legumes
Ara h 5.0101 ypogaea, ! » LEUMES, | 5597
- Peanut, Plants
A isi lgari A English M
Artv 4.0101 rtemisia vulgaris, steracege, nglis ugwort, 1652
- Mugwort/Ragweed-related Species, Plants
Artv 4.0201 1653

Artemisia vulgaris, Asteraceae, English Mugwort,
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Mugwort/Ragweed-related Species, Plants

Betula pendula, Betula verrucosa, Betulaceae, Birch,

Bet v 2.0101 Birch/Hazel/Oak-related Species, Fagales, Plants, Silver | 3136
Birch
Amaranthaceae, Beetroot, Beta vulgaris, Common Beet,
Beta v 2.0101 g 5815
Plants
Bellpepper, Capsicum annuum, Paprika, Plants,
Capa2.0101 3177
Solanaceae
Amaranth hen ium Ibum f
Che 22.0101 a 5'31 thaceae, Chenopodiu album,  Goosefoot, 3189
- Lamb's-quarters, Plants
Cits2.0101 Citrus sinensis, Plants, Rutaceae, Sweet Orange 3200
Cor a2.0101 Birch/Hazel/Oak-related Species, Corylaceae, Corylus 3217
- avellana, Fagaceae, Fagales, Hazelnut, Plants
Cor a2.0102 Birch/Hazel/Oak-related Species, Corylaceae, Corylus 3218
- avellana, Fagaceae, Fagales, Hazelnut, Plants
Cros 2.0101 Crocus sativus, Iridaceae, Plants, Saffron, Saffron Crocus | 3222
Cantaloupe, Cucumis melo, Cucurbitaceae, Muskmelon,
Cuc m 2.0101 > 3230
Plants
cvn d 12,0101 Bermuda grass, Cynodon dactylon, Grasses, Panicum 3233
R dactylon, Plants, Poaceae
Dau c 4.0101 Apiaceae, Carrot, Carrots, Daucus carota, Plants 3245
Fraa4.0101 Fragaria ananassa, Plants, Rosaceae, Strawberry 3287
Fabaceae, Glycine hispida, Glycine max, Legumes,
Gly m 3.0101 373
=M S8 Plants, Soy, Soyabean
Fabaceae, Glycine hispida, Glycine max, Legumes,
Gly m 3.0102 374
=M =825 Plants, Soy, Soyabean
Ast Helianth M t/R d-
Hel & 2.0101 steraceae, Helianthus annuus, ugwort/Ragwee 3307

related Species, Plants, Sunflower
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Euphorbiaceae, Hevea brasiliensis, Latex, Plants, Rubber

Hev b 8.0101 : . e 398
e Tree, Siphonia brasiliensis
Euphorbi H iliensis, L Pl R
Hev b 8.0102 up or.blace.ae, e\'/e'a br.aS| iensis, Latex, Plants, Rubber 399
- Tree, Siphonia brasiliensis
Hev b 8.0201 Euphorbiace_ae, He\_/e_a br_asiliensis, Latex, Plants, Rubber 400
- Tree, Siphonia brasiliensis
Hev b 8.0202 Euphor_biace_ae, He\_/e_a br_asiliensis, Latex, Plants, Rubber 401
- Tree, Siphonia brasiliensis
Euphorbi H iliensis, L Pl R
Hev b 8.0203 up or.blace.ae, e\./e.a br.a5| iensis, Latex, Plants, Rubber 402
- Tree, Siphonia brasiliensis
Euphorbiaceae, Hevea brasiliensis, Latex, Plants, Rubber
Hev b 8.0204 St asy oo LIS, e WO 403
Tree, Siphonia brasiliensis
Hor v 12,0101 Barley, Grasses, Hordeum sativum, Hordeum vulgare, 3307
- Plants, Poaceae
. Cannabaceae, Humulus japonicus, Humulus scandens,
Hum j 2 1693
o= Japanese Hop, Plants
. Lichee, Litchi, Litchi chinensis, Lychee, Nephelium litchi,
Litc1.0101 ! I. !, et el e phetium fiteht 3353
Plants, Sapindaceae
Mal d 4.0101 Apple, Malus domestica, Plants, Rosaceae 2414
Mal d 4.0102 Apple, Malus domestica, Plants, Rosaceae 2415
Mal d 4.0201 Apple, Malus domestica, Plants, Rosaceae 2416
Mal d 4.0202 Apple, Malus domestica, Plants, Rosaceae 2417
Mal d 4.0301 Apple, Malus domestica, Plants, Rosaceae 2418
Mal d 4.0302 Apple, Malus domestica, Plants, Rosaceae 2419
Man i 3.01 Anacardiaceae, Mangifera indica, Mango, Plants 3782
Man i 3.02 Anacardiaceae, Mangifera indica, Mango, Plants 3783
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Annual Mercury, Euphorbiaceae, Mercurialis annua,

Mera 1.0101 3375
Plants
Banana, Musa acuminata, Musa cavendishii, Musaceae,

Mus a 1.0101 . 7633
Plants, Wild Banana
Olea europaea, Oleaceae, Olive Tree, Olive-related

Ole e 2.0101 By 3383
Species, Plants

Orys12.0101 Grasses, Oryza sativa, Plants, Poaceae, Rice 3395

i Parietaria, Parietaria diffusa, Parietaria judaica,

Parj 3.0101 . . 511

Pellitory, Plants, Urticaceae
i Parietaria, Parietaria diffusa, Parietaria judaica,

Par j 3.0102 . . 512
Pellitory, Plants, Urticaceae
Grasses, Phleum pratense, Plants, Poaceae, Timoth

Phl p 12.0101 y Y3416
Grass
Grasses, Phleum pratense, Plants, Poaceae, Timoth

Phl p 12.0102 P Y1 3490
Grass
Grasses, Phleum pratense, Plants, Poaceae, Timoth

Phl p 12.0103 P Y1 3417
Grass

Pho d 2.0101 Arecaceae, Date Palm, Phoenix dactylifera, Plants 3423

Pruav 4.0101 Cherry, Plants, Prunus avium, Rosaceae, Sweet Cherry 3450
Almond, Almond Tree, Amygdalus communis, Plants,

Pru du 4.0101 yg 3452
Prunus amygdalus, Prunus dulcis, Rosaceae
Almond, Almond Tree, Amygdalus communis, Plants,

Pru du 4.0102 yg_ 3453
Prunus amygdalus, Prunus dulcis, Rosaceae
Amygdalus persica, Nectarine, Peach, Persica vulgaris,

Prup 4.0101 . 737
Plants, Prunus persica, Rosaceae
Amygdalus persica, Nectarine, Peach, Persica vulgaris,

Pru p 4.0201 . 738
Plants, Prunus persica, Rosaceae

Pyr ¢ 4.0101 Pear, Plants, Pyrus communis, Rosaceae 3459
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Amaranth Plan Russian-thistl Isola kali
Sal k 4.0101 arant ac'eae, ants, Russian-thistle, Salsola Kkali, 8171
- Salsola pestifer
Amaranth Plan Russian-thistl Isola kali
Sal k 4.0201 arant ac'eae, ants, Russian-thistle, Salsola Kkali, 8201
- Salsola pestifer
Amaranthaceae, Plants, Russian-thistle, Salsola Kkali,
Sal k 4.0301 . 10365
Salsola pestifer
Bird Rape, Brassi Iba, Brassi , Plants, Sinapi
Sin 2 4.0101 ir ape_ rass_lca alba, Brassicaceae, Plants, Sinapis 2637
- alba, Turnip, White Mustard
Lycopersicon esculentum, Lycopersicon lycopersicum,
Lycopersicum esculentum, Plants, Solanaceae, Solanum
Sola | 1.0101 JEOEE _ 3358
lycopersicon, Solanum lycopersicum, Solanum
lycopersicum var. lycopersicum, Tomato
Trial2.0101 Grasses, Plants, Poaceae, Triticum aestivum, Wheat 3498
Tria12.0102 Grasses, Plants, Poaceae, Triticum aestivum, Wheat 3499
Trial12.0103 Grasses, Plants, Poaceae, Triticum aestivum, Wheat 3500
Trial12.0104 Grasses, Plants, Poaceae, Triticum aestivum, Wheat 5901
Zeam 12.0101 Corn, Grasses, Maize, Plants, Poaceae, Zea mays 3530
Zeam 12.0102 Corn, Grasses, Maize, Plants, Poaceae, Zea mays 3531
Zeam 12.0103 Corn, Grasses, Maize, Plants, Poaceae, Zea mays 3532
Zeam 12.0104 Corn, Grasses, Maize, Plants, Poaceae, Zea mays 3538
Zeam 12.0105 Corn, Grasses, Maize, Plants, Poaceae, Zea mays 3533
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN
PROYECTOS DE INVESTIGACION CLINICA

Lugar y fecha:

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado:
Prevalencia de sensibilizacion al polen de Amaranthus palmeri y profilinas
recombinantes del mismo” registrado ante el H. Comité Local de Investigacion con el
ndmero

El objetivo de esta investigacidn es conocer la prevalencia en la sensibilizacion al polen del
Amaranthus palmeri, profilinas del dicho polen y otras fuentes alergénicas en pacientes con
alergia que residen en el Distrito Federal.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en aceptar la realizacion de pruebas
cutaneas alergologicas especificas, por método de “skin prick”.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes,
molestias y beneficios derivados de mi participacion en el estudio. Los posibles efectos
adversos son: edema local, prurito local y exacerbacién de mis sintomas los cuales seran
vigilados por el investigador y ocurren en menos del 1 % de los pacientes.

El investigador principal se ha comprometido a proporcionarme los resultados de la
investigacion y aclarar cualquier duda que le planteé acerca del procedimiento que se
llevara a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier asunto relacionado con la investigacion.
Los resultados seran confidenciales

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el Instituto y sin
alterar el tratamiento que debo recibir.

INVESTIGADOR PRINCIPAL PACIENTE

TESTIGO TESTIGO
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VALVULAS DE SEGURIDAD PARA EFECTOS ADVERSOS LOCALES Y/O
SISTEMICOS

a) En caso de haber una reaccién adversa local:

v" Roncha y eritema local: Hidrocortisona en crema al 1% se colocara abarcando toda
la superficie de las ronchas mayores a 3mm y/o que causen prurito, con un
abatelenguas, justo después de la lectura.

v" Prurito intenso, Sintomas de rinitis: Se dara por via oral hidroxizina 10 mg en dosis
Unica o bien Difenhidramina 30 mg IM , dando la recomendacion de continuar con
el medicamento en casa en caso de continuar con los sintomas.

b) En caso de presentar reacciones sistémicas:

v’ Exacerbacién de sintomas bronquiales: Micronebulizacién con salbutamol 0.03-
0.05 ml diluido en 3 ml de Sol. Salina y se valorard mejoria en caso de no haberla,
se procederd a realizar una segunda a los 30 minutos checando la frecuencia
cardiaca del paciente y una tercera en caso de no haber respuesta después de otros
30 minutos, se valorara por parte del investigador la necesidad de aplicar
nebulizaciones alternas con pulmicort 1 ampula diluida en solucién salina. En caso
de una reaccion severa se aplicard metilprednisona a dosis de 2-3 mg/kg.

¢) En caso de anafilaxia:

v Contaremos con carro rojo en el que habra adrenalina y ésta se aplicara a dosis de
0.1 mg (IM) en caso necesario, tendremos preparado laringoscopio y céanulas
orotraqueales y se procedera a intubacion orotraqueal en caso de no haber respuesta
a la aplicacién de adrenalina y que presenta pérdida del estado de despierto, o datos

de insuficiencia respiratoria.
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CLASIFICACION DE RINITIS ALERGICA DE ACUERDO A ARIA 2008

Intermitente
sinfomas
® <4 dias a la semana
® o0 <4 semanas

Persistente
sinfomas
¢ >4 dias a la semana
* v >4 semanas

Leve
® suefo normal
e actividades diarias, deportes, y
de ocio normales
* trabajo y actividad escolar
normales
® no existen sintomas molestos

Moderada-grave
uno o mas puntos

® suefio anormal

* interferencia en las actividades
diarias, deportes, ocio

* interferencia en el trabajo o la
escuela

* sinfomas molestos
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CLASIFICACION DE SEVERIDAD DE ASMA DE ACUERDO A GINA 2007

PEF -
i . 3 Variabilidad
Sintomas/Diurnos Sintomas/Nocturnos 0 PEF
FEV,
< 1 vez a la semana
. Lo: >/[=
Intermitente | Asintomatico y PEF </=2 veces al mes 800 <20%
0
normal entre ataques
> 1 vez a la semana
pero < 1 vez al dia
Leve >[=
i > 2 veces al mes 20-30%
Persistente Los ataques pueden 80%
afectar la actividad
Diarios
Moderado 60% -
. Los ataques afectan la > 1 vez a la semana ° > 30%
Persistente . 80%
actividad
Continuos
Severo .. .. <[=
. Actividad fisica Frecuentes > 30%
Persistente 60%

limitada
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KEYWORDS Abstract

Allergen; Background: Pollens represent a rich source of proteins that are also potential elicitors of IgE-
Amaranthus palmeri; mediated pollen allergy. Sensitisation to panallergens could play an important role in diagnosis
Pollen; and specific immunotherapy, because these molecules are present in different plant pollens and
Profilin plant foods and have marked structural similarity in different species. Profilins are one of the

most common panallergens to be studied because they are responsible for a large number of
sensitisations and are clearly related to cross-reactivity and co-sensitisation. This study aimed
to isolate and characterise a new allergen of Amaranthus palmeri pollen and to determine its
allergenicity.

Methods: A. palmeri pollen profilin was purified using poly-L-proline-Sepharose affinity chro-
matography followed by anion exchanger chromatography. Identification of purified protein was
carried out by mass spectrometry. Specific IgE was estimated in sera of patients with positive
skin prick test to A. palmeri pollen extract, by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Principal findings: Purified protein appeared as a single band at 14kDa in SDS-PAGE gel. Mass
spectrometric analysis of the gel band identified two highly conserved peptides corresponding
to allergenic profilins from pollen of other plants. Sera from about 60% of allergic patients have
IgE that recognises the purified A. palmeri protein.

Conclusion: A 14kDa protein of A. palmeri pollen was purified and identified as allergenic
profilin, which was recognised by sera from pollen allergic patients.

© 2015 SEICAP. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.
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Introduction Materials and methods

Allergy represents the most prevalent human disorder,
affecting almost 30% of the population in developed and
developing countries.” Allergic diseases include rhinocon-
junctivitis, allergic asthma, and allergic dermatitis.’?
Allergic tissue inflammation can be mitigated by anti-
inflammatory drugs and immunosuppressive agents, how-
ever, only allergen-specific immunotherapy is considered as
an effective and efficient treatment, with long-lasting clin-
ical effects and can prevent the progression of mild forms
of allergy to severe manifestations.? Recently, genetically
engineered hypoallergenic derivatives have been incor-
porated to desensitisation immunotherapy.* This strategy
requires detailed molecular and immunological studies to
identify and design hypoallergenic molecules that can be
used in allergen-specific immunotherapy.?

Recent reports indicate that around half of aller-
gic people present reactions to pollen allergens from
different plants.> Furthermore, pollen-allergic patients
frequently exhibit allergic symptoms after the ingestion
of several kinds of plant-derived foods. This might be
simply attributed to poly-sensitisation to different aller-
genic plants.® Another explanation for this phenomenon
is the concept of IgE cross-reactivity between functional
and structural related allergens, which are known as
panallergens.

Panallergens are evolutionarily conserved, ubiquitous
components of several complex sources of allergens, which
usually act as minor allergens. However, their presence
has important clinical implications in establishing the
phenomenon of food-pollen cross-reactivity, in the inter-
pretation of diagnostic tests and in the preparation of
immunotherapy extracts.

One of the most studied pollen and plant-derived food
panallergens is profilin, a well-known ubiquitous cytoskele-
ton protein that is highly conserved among eukaryotic cells.
Binding sites and interacting motifs for different substrates
have been characterised in many profilins, including plant
proteins. In addition, secondary and tertiary structures of
all profilins so far elucidated are amazingly similar. Profilins
are involved in different molecular and cellular processes
through binding to actin monomers,’ actin-related proteins
(ARPs), poly-L-proline (pLp) stretches,® and phosphatidyl-
inositol lipids.® Profilin was recognised as an allergen for
the first time in birch pollen.” Then, it was described as
a relevant allergen in plant-derived foods, principally cel-
ery, carrot, peach, pear, apple, potato, tomato and pumpkin
seed, which suggests that profilins could be responsible, at
least in part, for cross-reactions between different allergens
sources.> !

Different clinical studies show that Amaranthus palmeri
pollen is an important allergen source in the USA, Thailand
and Mexico. """ However, little is known about the clinically
relevant allergens of this pollen.

To gain insights into the allergens of A. palmeri pollen,
in this work we performed the isolation and purification of
a profilin from pollen grains and evaluated its allergenic
proprieties. Our results allowed the identification of four
profilin isoforms in A. palmeri pollen and demonstrated
their recognition by IgE from sera of A. palmeri-allergic
people.

The study was approved by the Ethical Committee of the
National School of Medicine and Homeopathy of National
Polytechnic Institute, Mexico and was carried out in compli-
ance with the guidelines of the Helsinki Declaration of 1975.
Participants gave their written informed consent.

Pollen extract preparation

Pollen from A. palmeri (purity higher than 95%), was pur-
chased by Antigenos Allergomex Distribuidora S.A. de C.V.,
Pollen was defatted by repeated changes of ethanol-acetone
and diethyl ether. Defatted pollen (1g) was suspended in
10mL of 50mM carbonate buffer (50 mM Na,COs-NaHCOs,
5mM EDTA and 0.5 mM PMSF; pH 8.0) and shaken for 16 h
at 4°C. Pollen grains were separated by centrifugation at
10,000 x g for 15 min, the supernatant was filtered through
a 0.22 um pore size PVDF membrane (Millipore) and dial-
ysed against 50 mM carbonate buffer pH 8.0. Total proteins
in aqueous pollen extract were quantified using the BCA Pro-
tein Assay kit (Pierce, USA) and protein integrity was verified
by SDS-PAGE.

Chromatographic isolation of profilin isoforms

Profilin isoforms were purified by affinity chromatography
using a poly-L-proline-Sepharose support. Briefly, protein
extract was applied to a home-made pLp-Sepharose sup-
port at a flow rate of 0.5mL/min. Unbound proteins were
washed away with 50 mM carbonate buffer (20 column vol-
umes), and 1M guanidine hydrochloride (two volumes) in
ultrapure water. Then, retained profilins were eluted with
4M guanidine hydrochloride and dialysed against 50 mM
carbonate buffer, pH 8.0. Finally, eluted proteins were frac-
tionated through an anion exchange column (Mono Q™ GE
Healthcare) coupled to a HPLC (1220 Infinity LC, Agilent
Technologies) equilibrated with 50 mM phosphate buffer, pH
7.4. Retained proteins were eluted with the same buffer
containing 1M NaCl. Each fraction was analysed by 16%
SDS-PAGE and Coomassie Blue staining to evaluate profilin
homogeneity. Protein concentration was determined by the
bicinchoninic acid method.

Immunodetection of profilin

A. palmeri pollen extract and profilin obtained from affinity-
chromatography were separated by 16% SDS-PAGE and
electro-transferred onto polyvinylidene difluoride (PVDF)
membranes (Immobilon-P, Millipore) using standard meth-
ods. Membranes were completely dried to block unoccupied
sites and prevent nonspecific binding of antibodies. Then,
membranes were incubated at room temperature for
two hours with a monoclonal antibody against Arabidop-
sis thaliana profilin (Sigma-Aldrich®) (1:3000 dilution).
After washing with PBS-Tween 0.05%, membranes were
incubated for 1 h at room temperature with an anti-mouse-
IgG-HRP antibody (BioLegend®) (1:5000 dilution). Finally,
bound antibodies were detected using 3,3-diaminobenzidine
(Sigma-Aldrich®) as substrate.

Please cite this article in press as:

http://dx.doi.org/10.1016/j.aller.2015.05.002

Landa-Pineda CM, et al.
pollen is a profilin: Isolation, partial characterisation and IgE recognition. Allergol Immunopathol (Madr). 2015.

Major allergen from Amaranthus palmeri



dx.doi.org/10.1016/j.aller.2015.05.002

+Model

ALLER-699; No. of Pages7

Major allergen from Amaranthus palmeri pollen is a profilin

3

Profilin-specific monoclonal antibody binding

The main Mono Q fractions obtained from affinity chro-
matography fraction were analysed by ELISA. Briefly,
immunoplates (Corning Inc.) were coated with 10 g of pro-
tein per well diluted in coating buffer (0.05M carbonate
bicarbonate buffer pH 9.6). Plates were incubated overnight
at 4°C, washed with PBS-Tween 0.25% and blocked with
5% blocking agent (BLOT-QuickBlocker®, Millipore) in PBS at
25°C for 2 h. After washing with PBS-Tween solution, 100 .l
of a monoclonal antibody against A. thaliana profilin (1:5000
dilution) were added in each well and incubated for one
hour at room temperature. Plates were washed again and
incubated for 1 h at room temperature with an anti-mouse-
IgG-HRP antibody (1:5000 dilution). Chromogenic substrate
was prepared by adding 50 ul of a tetramethylbenzidine
(TMB) solution (6 mg/ml in dimethyl sulfoxide) and 1.5 pl of
3% H,0, to 2.5 ml of 0.1 M sodium acetate (pH 5.5) solution.
One hundred microlitres of the chromogenic substrate were
added to each well. After 15min of incubation in the dark,
colour development was stopped by addition of 100 wl of 2N
H,SO,4. Optical density was read at 450 nm using an ELISA
plate reader (Stat Fax 303*, Awareness Technology, Inc.).

Profilin identification by mass spectrometry

Mono Q column fractions that were detected as positive in
the ELISA experiment described above, were first analysed
by automated Edman degradation on a gas-phase protein
sequencer (LF 3000, Beckman Instruments, Irvine, CA, USA).
Because this experiment failed to identify protein (see
below), proteins were then identified by mass spectrometry.
For this, other aliquots of Mono Q fractions were submitted
to 16% SDS-PAGE and Coomassie blue staining. Bands corre-
sponding to about 14kDa, which is the expected molecular
weight for profilin, were manually excised from polyacryl-
amide gel with a sterile scalpel. Gel pieces were washed
twice with 50% (v/v) acetonitrile in 25 mM ammonium bicar-
bonate (pH 8.5) for 15 min to remove Coomassie dye. After
dehydration with 100% (v/v) acetonitrile for 10 min at room
temperature, gel pieces were vacuum-dried and rehydrated
with sequencing-grade modified trypsin (Promega, Madi-
son, WI, USA) in 25mM ammonium bicarbonate (pH 8.5)
at 37°C overnight. Then, in-gel tryptic digested samples
were separated by Capillary HPLC and analysed by Elec-
trospray tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS) using a
3200 Q TRAP hybrid tandem mass spectrometer (Applied
Biosystems/MDS Sciex, Concord, ON, Canada). Peptide mass
and sequence were established from MS data and MS/MS
fragmentation patterns of the peptides. Protein identifica-
tion was performed by searching a non-redundant protein
sequence database (NCBI) restricted to green plants using
the Mascot search engine (http://www.matrixscience.com).

Detection of IgE against A. palmeri profilin by ELISA

The presence of specific-IgE that recognise A. palmeri
profilins was evaluated by ELISA in serum of 15 aller-
gic people with pollinosis, manifested by disease history
and positive skin prick test (SPT) to A. palmeri pollen
extract and other pollens. Five subjects with negative SPT

responses were used as negative controls. Briefly, immuno-
plates were coated with purified profilin as described
above. Wells were then incubated with patients’ serum
(1:10 in PBS-Tween 0.05%) for 3h at 25°C and 15h at
4°C. After washing, biotinylated anti-human IgE (Zymed®)
was added to each well (1:4000) and incubated for 2h
at 25°C. The immunoplate was washed and incubated
for 2h with streptavidin-horseradish peroxidase conjugate
(Zymed®) at room temperature. Enzymatic reaction was
detected using tetramethylbenzidine as substrate; the reac-
tion was stopped with 2N H,SO, after 15 min incubation at
room temperature and optical density was read at 450 nm
(OD4s0). A sample was considered positive when the ODgso
value was higher than the mean value obtained for SPT neg-
ative people plus three standard deviations.

Results

A. palmeri pollen has a protein fraction that was
recognised by an anti-profilin monoclonal antibody

SDS-PAGE analysis of A. palmeri pollen extract revealed the
presence of several proteins with molecular masses ranging
from 12 to 75kDa (Fig. 1A). Interestingly, profilin-specific
monoclonal antibody immunodetected a unique band with a
molecular mass of 14kDa, which probably corresponds to
A. palmeri profilin (Fig. 1A). Because profilins have con-
served binding sites for poly-L-proline (pLp), we purified this
allergen from A. palmeri pollen by affinity chromatography
using a pLp-Sheparose column. Proteins with pLp affinity
were obtained in a single elution fraction (Fig. 1C) with a
yield of 150 ug per gram of A. palmeri pollen processed.
SDS-PAGE analysis confirmed the presence of a predominant
band of about 14kDa, which corresponds to the expected
molecular weight for profilin (Fig. 1B). Notably, this band
was immunodetected by a monoclonal antibody against pro-
filin from A. thaliana, which strongly suggests the presence
of homologous proteins in this fraction (Fig. 1B).

A. palmeri pollen has at least four profilin isoforms

Proteins retained in pLp-Sepharose column were then sub-
mitted to anionic-exchange chromatography using a Mono
Q column. Results evidenced the separation of seven main
fractions (Fig. 2A). Notably, fractions F2-F5 were recognised
by a monoclonal antibody against profilin from A. thaliana
pollen in ELISA (Fig. 2B). Altogether, these results indicate
the presence of at least four profilin isoforms in A. palmeri
pollen extract.

Only fractions F4 and F5 were submitted to mass
spectrometry analysis, because fractions F2 and F3 were
insoluble proteins. In both fractions, mass spectrome-
try analysis identified two peptides that correspond to
the sequence of profilin from other plants. Particularly,
peptide 1 (YMVIQGEPGAVIR) totally matches with amino
acids 72-84 in profilin from Hevea brasiliensis, while pep-
tide 2 (LGDYLLDQGL) corresponds to the 122-131 amino
acids region of the same protein. Moreover, regions cor-
responding to both peptides are highly conserved among
allergenic profilins obtained from the allergome database
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Figure 1

Purification of profilin of A. palmeri pollen by Affinity chromatography. (A) SDS-PAGE of pollen extracts. Total and
purified proteins were separated on 15% acrylamide gel and stained by colloidal Coomassie blue. Lane 1, molecular weight markers
(kDa); lane 2, total protein extract; lane 3, purified proteins. (B) Immunodetection of profilin. Total and purified proteins were
immunodetected by monoclonal antibody against profilin from A. thaliana. Lane 1, total protein extract; lane 2, purified proteins.
(C) Elution profile of retained proteins from p-L-p-Sheparose column (arrow indicate addition of 4 M of guanidine-HCL).

(http://www.allergome.org/) and aligned with clustal-W
software (Fig. 3).

prevalence of sensitisation to Fraxinus excelsior, Ligustrum
vulgare, Chenopodium album and Atriplex stocksii pollen

were reported in patients with positive SPT to A. palmeri

pollen.
A. palmeri profilin is a relevant allergen

In order to evaluate the allergenicity of A. palmeri pollen
profilin, we analysed serum from 15 individual patients’ with

Patients’ characteristics and sensitisation profiles are summ-  Positive SPT to A. palmeri pollen extract by ELISA, using

arised in Table 1. Respiratory symptoms of rhinitis were

reported in 12 of 15 patients (80%) and rhinitis and asthma
symptoms were reported in three of 15 (20%) patients. No
food allergy symptoms were reported in any patient. High

the profilins contained in the fraction obtained from affinity
chromatography as antigen. Result showed that 9 out of 15
sera contain specific IgE antibodies that recognised profilins

coated in wells, representing 60% of the sera tested (Fig. 4).
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Figure 2

Anion-exchange chromatography on Mono Q and ELISA assay. (A) lon-exchange chromatography of profilin retained from
affinity column. Solid line represents A;g; segmented line represents salt gradient up to 1M NaCl. Major fractions are labelled

F1-F7. (B) Fractions recognised by a monoclonal A. thaliana profilin antibody in ELISA. Antibody against A. thaliana profilin binding
with no protein in wells was used as negative control (Ctrl—).
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Table 1

Sensitisation profiles as estimated by skin prick testing or specific immunoglobulin E determination.

Allergen source Rhinitis (n/%)

Rhinitis and
asthma (n/%)

Amaranthus palmeri 12/80 3/20
Fraxinus excelsior 11/73 2/13
Ligustrum vulgare 10/66 3/20
Chenopodium album 6/40 3/20
Atriplex stocksii 7/47 2/13

SPT (+) (n/%) Specific IgE to A.
palmeri profilin (n/%)

15/100 9/60

12/80 8/53

13/87 7/47

8/53 5/33

9/60 7/47

Abbreviations: SPT (+), positive skin prick test.

A Amaranthus_palmeri_1 ---YMVIQGEPGAVIR=-==~-
Hevea_brasiliensis 71 GTKYMVIQGEPGAVIRGKKGS 91
Amaranthus_retroflexus 71 GTKYMVIQGEPGAVIRGKKGA 91
Amaranthus_viridis 71 GTKYMVIQGEPGAVIRGKKGP 91
Phleum_pratense 71 GAKYMVIQGEPGRVIRGKKGA 91
Betula_verrucosa 71 GIKYMVIQGEAGAVIRGKKGS 91

kKKAKFK K KKK

B Amaranthus_palmeri_2 -—-LGDYLLDQGL
Hevea_brasiliensis 121 VERLGDYLLEQGM 131
Amaranthus_retroflexus 121 VERLGDYLIEQGY 133
Amaranthus_viridis 121 VERLGDYLIEQGL 133
Phleum_pratense 121 VERLGDYLVEQGM 131
Betula_verrucosa 121 VERLGDYLIDQGL 133

skekokskok 3 koK

Figure 3  Comparison of identified A. palmeri peptide amino
acid sequences with profilins from other allergenic sources.
(A) Peptide 1 (internal peptide) and (B) peptide 2 (C-terminal
peptide). Sequence identity (*) and amino acid changes with
conserved physicochemical properties (:) of peptides identified
in A. palmeri pollen profilin were identified through compared
with sequences of profilins from highly allergenic sources from
H. brasiliensis (CAA75312), A. retroflexus (ACP43298), A. viridis
(ABW37744), P. pratense (Y09457) and B. verrucosa (P25816).

Discussion

Because of the high amino acid sequence identity between
profilins from different organisms and consequently their
comparable immunogenicity, profilins have been described
as pan-allergens of various plant species.” In this study,
the identification of profilin from A. palmeri pollen and
the presence of profilin-specific IgE antibodies in serum
of patients is reported. In A. palmeri, at least four pro-
filin isoforms are expressed in pollen, as demonstrated by
anion-exchange chromatography and ELISA using a mono-
clonal antibody against A. thaliana pollen profilin. Similarly,
several isoforms have been reported for allergenic profilin
from pollen of Ambrosia artemisiifolia (isoforms Amb a 8.01
and Amb a 8.02),'® Amaranthus viridis (Ama v 2.0101 and
Ama v 2.0201)," Phleum pratense (Phl p 12.0101, Phl p
12.0102, Phl p 12.0103),"® Salsola kali (Sal k 4.0101, Sal k
4.0201, Sal k 4.0301)," among other pollens. Purification
yield of profilin by affinity chromatography was 150 ug/g of
pollen, slightly higher than previously reported for other pol-
lens using similar purification protocols, such as sunflower,
olive and lambsquarters, which showed yields between 30
and 100 pg/g of pollen.?°-2> Moreover, purity of profilin after
anion-exchange chromatography was more than 95% accord-
ing to SDS-PAGE and colloidal Coomassie Blue staining.
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Figure 4 IgE recognition of profilin by individual sera from

patients hypersensitive to A. palmeri pollen. ELISA assay
responses for sera of 15 patients. A pool of five non-allergic
subject serum was used as controls (Ctrls—). A sample was
considered positive when the OD4so value was higher than the
mean value obtained for skin prick test negative people plus
three standard deviations. The error bars indicate the standard
deviation between ELISA replicates.

Fractions (F4 and F5) from anion-exchange chromatog-
raphy containing profilin isoforms were initially subjected
to automated Edman sequencing; however assays failed
to release a NH,-terminal residue from these fractions
(data not shown). These results suggested the presence of
a possible post-translational modification of profilin from
A. palmeri pollen. NH,-terminal blockage typically occurs
when the «-amino groups are acylated or when the N-
terminal residue is a pyrrolidone carboxylic acid formed by
cyclisation of glutamine.?® Proteins with serine and alanine
termini are the most frequently acetylated, plant profil-
ins display a very high degree of amino acid sequence
homology in N-terminal segment (residues 1-15).232%26
Importantly, serine 2 is present in all reported sequences
of allergenic profilins from pollen, which reinforced the
idea that a post-translational modification is present in A.
palmeri pollen profilin isoforms, most likely, an acetylation
of the N-terminal serine. Allergenic profilins with blocked
N-terminal amino acid have also been reported in melon?
and olive pollen.?” This N-terminal modification has also
been identified in other plant allergens, such as lipid trans-
fer protein from peach?® and isoflavone reductase from
birch pollen.? Because it was not possible to obtain the
N-terminal sequence of amino acids from isolated profilin
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isoforms through Edman degradation method, we performed
their identification by mass spectrometry. The detection
of two peptides that showed highly conserved amino acid
sequence found in profilins from allergenic pollen of a large
number of plants, confirmed the identification of profilin iso-
forms in A. palmeri. ldentified peptides are contained in a
region that has been previously reported as part of a major
IgE binding-site in profilins from H. brasiliensis, Betula pen-
dula, and A. thaliana.*® Preliminary results obtained by our
group show that profilin isoforms identified in this work have
a molecular mass of 13,950 Da for isoform present in F4 and
of 13,958 Da for profilin in F5, as judged by MALDI-TOF mass
spectrometry analysis (data no shown), which is consistent
with the expected molecular mass for these proteins. This
result reinforces earlier evidence that identified allergen
belongs to profilin family.

On the other hand, ELISA analysis revealed that 60% of
serum from patients with positive SPT to A. palmeri pollen
showed specific IgE to pooled profilin isoforms. Similar sen-
sitisation rates were observed in patients with positive SPT
to £ excelsior pollen (53%). Slightly lower rates of sen-
sitisation were observed in patients with positive SPT to
L. vulgare and A. stocksii pollen (47%), suggesting a pos-
sible role of A. plameri profilin in cross-reactivity among
these pollens. Interestingly, patients with positive SPT to C.
album pollen, a plant of Amaranthaceae/Chenopodiaceae
family, only 33% showed IgE to A. palmeri profilin. In con-
trary to our finding, previous reports showed sensitisation
rates of 55% to profilin from C. album pollen in Spanish
patients.? It is to note that profilin has been found to be
a minor but important allergen in pollen from birch (20%),
timothy (20%)," mugwort (20-36%),">! olive (24-47%)*"2
and sunflower (30%).3* Nonetheless, it has been found to
be a major allergen in other pollens, such as annual mer-
cury (51%),%* saffron (53%),%°> lambsquarters (55%),2° date
palm (56-64%),%° and soybean (69%).%” Similar observations
have been reported for profilin of some plant food extract
such as muskmelon (71-100%),2%*® orange (78-87%)* or
watermelon, with a rate of profilin-sensitised patients
of 56%.%

In conclusion, we have demonstrated that profilin from
A. palmeri pollen is an important allergen for Mexican aller-
gic subjects, which suggests that it can be considered as
a panallergen allergen in this allergenic source. Further
studies are required to determine whether profilin iso-
forms represent interesting candidates to be included in
desensitisation protocols for people allergic to A. palmeri
pollen.
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Background
Amaranthus pollen grains are known to be highly aller-
genic and a potential cause of respiratory allergic diseases
in many countries. Amaranthus palmeri pollen is an
important allergenic source in Mexico; however in our
country, there is not reported data about the prevalence
of these pollens. The first allergenic profilin was identi-
fied from birch pollen allergen (Bet v 2) in 1991. Many
studies have been described that patients who developed
allergies against profilin from pollen commonly pre-
sented cross-reactivity against to vegetable food profilin,
in particular to different fruits as nuts, melon, orange,
and peach, or to vegetables as zucchini, celery, tomatoes
and carrots or also latex.

The aim of the study is to clone the profilin from
A. palmeri pollen and obtain hypoallergenic profilin
variant, this variant could be used as a therapeutic.

Methods

cDNA from A. palmeri pollen profilins were amplified
and cloned into the pJET1.2/blunting vector and sub-
cloned into over expression vector. Profilins were purified
by affinity chromatography using as ligand poly-L-proline
coupled to sepharose. Profilins purified for natural source
from A. palmeri pollen were named as naturals profilin
(nAmpa) and recombinant proteins were named as
rAmpa. In addition, we obtained the circular dichroism
spectrum of four different isoforms. Profilins were ana-
lyzed by ELISA using serum allergenic patients from two
groups. The first group was formed by patients with

Escuela Nacional de Médicina y Homeopatia, Instituto Politecnico Nacional,
México Distrito Federal, Mexico

positive Skin prick tests (SPT) for A. palmeripollen
and second group was formed by allergic volunteers
without SPT.

Results

Eight profilins were cloned and cDNA sequencing
revealed that seven of these are 393 bp encoding for 131
amino acid residues and the other cDNA is 399 bp
encoding for 133 amino acid residues. These isoforms
were named rAmpa ISO-1 to -8. rAmpa ISO-1, -4, -7
and -8 were expressed in E. coli as a soluble protein and
purified at one step for affinity chromatographic in similar
conditions that naturals profilin (nAmpa). The spectrums
obtained from A. palmeri profilin (rAmpa) are similar to
Phleum pratense natural profilin previously reported. One
of the eight profilins was less recognized than others by
serum from patients allergenic, this profilin could be used
as a vaccine for allergenic patients to profilin.

Conclusions

Profilin from Amaranthus palmeri pollen could be used
as a treatment.
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Profilinas: alergenos con relevancia clinica

César Manuel Landa-Pineda," Guillermo Guidos-Fogelbach,' Laurence Marchat-Marchau,' Marisol
Lépez-Hidalgo,? Analilia Arroyo-Becerra,? César Augusto Sandino Reyes-Lépez'

RESUMEN

Introduccion: las profilinas son proteinas ubicuas y pequefas
de entre 12-19 kDa que participan en el dinamismo de la actina.
Estas proteinas se han encontrado en todos los organismos
eucariontes estudiados hasta la fecha. Las profilinas tienen se-
cuencia de aminoacidos y estructura tridimensional altamente
conservada. Los pacientes alérgicos a polenes frecuentemente
tienen sintomas de alergia cuando ingieren alimentos deriva-
dos de plantas como frutas, vegetales, semillas, entre otros.
Este fendomeno es conocido como alergia latex-polen-fruta y
es la principal causa del sindrome de alergia oral (SAO) que
es atribuido a la reactividad cruzada. Los alergenos que son
compartidos entre diferentes fuentes son llamados panalerge-
nos, un ejemplo son las profilinas, que representa al menos
el 20% de los pacientes alérgicos al polen. Esta reactividad
cruzada es el resultado de la alta identidad en la secuencia de
aminoacidos de las profilinas de plantas que esta entre el 70%
y 85%, lo cual puede explicar la exacerbacion de los sintomas
en pacientes alérgicos a profilinas de plantas.

Objetivo: describir algunas caracteristicas y la importancia de
las profilinas principalmente en la sensibilizaciéon a plantas,
frutas y polenes.

Métodos: realizamos la busqueda de las secuencias de
aminoacidos de todas las profilinas alergénicas reportadas
hasta la fecha. Reportamos el analisis de las secuencias de
las profilinas analizadas.

Conclusiones: las profilinas son alergenos importantes que
estan subestimados en la practica clinica, y que contribuyen
a la reactividad cruzada en individuos sensibilizados por pro-
filinas de otras fuentes.

Palabras clave: alergeno, panalergenos, reactividad cruzada,
sindrome de alergia oral, profilina.

ABSTRACT

Introduction: Profilins are small ubiquitous proteins of 12—-19
kDa involved in actin dynamics. These proteins are found in all
eukaryotic organisms studied to date. Profilins have aminoacid
sequences and tridimensional structure highly conserved.
Allergic patients to pollen frequently have symptoms of allergy
when ingestion of plant-derived foods like fruits, vegetables,
seeds, among others. This phenomenon is known as latex-
pollen-fruit allergy and it’s the main cause of oral allergy
syndrome (OAS) which is attributed to the cross-reactivity.
Allergens shared between different sources theses are called
panallergens for example are profilins which representing at
least 20% of all pollen allergic patients. This cross-reactivity is
results from the high amino acid sequence identity of profilin
from plants, which is between 70% and 85%, this may explain
the exacerbation symptoms of allergic patients to profilins
from plants.

Objectives: We described some characteristics which show us
the important participation of the profilins in the sensitization of
people allergic, especially to plants, fruits and pollen.
Methods: We looked research aminoacid sequences of all
allergenic profilins reported to date and these were analyzed.
Conclusions: Profilins are important allergens that are unde-
rrated in clinical practice and contribute to cross-reactivity in
sensitized individuals by profilins from other sources.

Key words: allergen, panallergen, cross-reactivity, oral allergy
syndrome, profilin.
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as profilinas son pequefias proteinas de entre
12-19 kDa presentes en todos los organismos
eucariontes,*® incluyendo plantas.*

Se ha descrito la participacion de la pro-
filina en diversos procesos biologicos® entre los cuales
el mas estudiado es su intervencién en el re-arreglo del
citoesqueleto de las células eucariontes,® especificamen-
te, regulando la polimerizacién-despolimerizacién de
la actina, involucrandose asi de forma importante en la
estructura y movilidad celular.” Se ha demostrado que
esta participacion es trascendente en diversos procesos
bioldgicos como son la division celular,® la embriogé-
nesis® y la citocinesis.*

Alrededor del mundo, diversos grupos de inves-
tigacion han enfocado sus esfuerzos en describir la
contribucion de la profilina en algunas enfermedades
como el cancer,’* enfermedad de Parkinson'® y aler-
gias*'718 entre otras. En las Gltimas tres décadas los
investigadores han mostrado interés en estudiar la parti-
cipacion de la profilina como un alergeno de importancia
clinica presente en diversas fuentes. En esta revision nos
enfocamos principalmente a la descripcion de las profi-
linas alergénicas presentes en plantas, frutos y polenes.

Estudios realizados alrededor del mundo nos mues-
tran la importante contribucion de las profilinas como
alergenos de interés clinico, y una de sus caracteristicas
relevantes es el fendmeno de reactividad cruzada con
profilinas de otras fuentes,'® como en el sindrome de
alergia polen-alimentos, al cual se atribuye la reacti-
vidad cruzada de inmunoglobulina-E (IgE) a distintos
epitopes que comparten algunos alergenos presentes
en el polen y en algunos alimentos, principalmente de
origen vegetal.?>?! Se ha propuesto que estos alergenos
que ocasionan la reactividad cruzada son principalmente
proteinas con funciones biol6gicas de gran importancia,
por lo cual su secuencia de aminoécidos y/o estructura
tridimensional son relativamente conservadas e indu-
cen anticuerpos IgE que reconocen epitopes similares
presentes en las proteinas de diferente fuente. De todos
los pacientes que presentan el fendmeno de reactividad
cruzada por el sindrome polen-alimento, la profilina
contribuye con la sensibilizacion de al menos 20% de
estos pacientes.'®

Recientemente en nuestro grupo de trabajo hemos
descrito la importancia de las profilinas del polen de

Amaranthus palmeri en la sensibilizacion de personas
alérgicas. Teniendo como resultado la posible partici-
pacion de estas profilinas en la reactividad cruzada con
proteinas homdlogas de otras especies.

El objetivo de este trabajo es presentar una revision
de las profilinas de distintas fuentes como alergenos con
relevancia clinica, que deben considerarse en la atencion
de pacientes alérgicos, principalmente a alergenos que
contienen profilinas.

Generalidades

La primer profilina descrita hace un poco mas de tres
décadas, fue una proteina pequefia de 15 kDa que se
unia a los monomeros de actina e inhibia su polimeriza-
cion. Estas proteinas deben su nombre a su propiedad y
funcion descrita en esa fecha, que es la de mantener a la
actina en pro-filamentos de actina (PRO-FILamentous
actIN).1? A pesar de su descubrimiento en células
eucariontes y su funcién importante, principalmente
en el dinamismo de la actina, se han reportado pro-
filinas provenientes de virus, y se propone que su
funcion es similar a la reportada en los vertebrados,
sugiriéndose que los virus pueden utilizar esta pro-
teina como ligando del fosfatidil inositol (PIP2) para
tener contacto con las células de mamiferos.??” Las
profilinas juegan un papel crucial en la formacion de
tejidos de mamiferos y en algunos organismos, como
animales y plantas superiores, pueden expresarse de
manera tejido-especifica.?® Se ha demostrado que al
suprimir el gen que codifica para este polipéptido,
se pueden tener consecuencias desfavorables, por
ejemplo el cigoto de raton después de ser fecundado
muere si no esta presente el gen de la profilina, lo
cual demuestra su importancia en la divisién celular
y por consecuencia en la embriogénesis.®

Familia de genes y expresion de la profilina

El ntimero de genes por organismo que codifican para
profilinas correlaciona ampliamente con su complejidad.
Los eucariontes inferiores contienen uno o dos genes
y ocasionalmente tres,?=* mientras que en eucariontes
superiores, como las plantas, el nimero de genes que
codifican para profilinas es amplio, ademas pueden ser
generadas nuevas variantes de RNAm por splicing alter-
nativo.3®-% Por otra parte, también se han reportado, en
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algunos virus, la presencia de genes que codifican para
profilinas® lo cual es todo un paradigma.

En algunos mamiferos, como el humano, se han
descrito solo cuatro genes que codifican para profilinas,
dandoles el nombre de Pfnl al Pfn4.*” EI gen Pfnl co-
difica para la isoforma I la cual es ubicua. El gen Pfn2
produce por splicing alternativo dos variantes, la profi-
lina Il expresada principalmente en células neuronales y
una forma menor, profilina I1Ib, expresada principalmente
en rifion.®2 Los genes Pnf3y Pnf4 codifican para varian-
tes que son tejido-especificas localizadas en testiculo y
rifidn.®83° La expresion de estas proteinas especificas
de espermatozoides regulan el desarrollo de la célula'y
del tejido, lo cual se puede correlacionar con la expre-
sion también especifica de proteinas relacionadas con
la actina (T-actina 1 y T-actina 2) presentes en células
germinales masculinas® y de igual manera se ha visto
su participacion en la reaccién acrosomal del esperma-
tozoide de equinodermo.*

Dentro del reino plantae, se han descrito genes puta-
tivos que codifican para profilina de diversas especies.
Las plantas monocotileddneas y dicotiledoneas contie-
nen aproximadamente diez diferentes genes, entre ellos
algunos pseudogenes no codificantes, mientras que las
secuencias de ADN codificantes permiten la produccion
de estos polipéptidos y algunas isoformas del mismo.*
En la Tabla 1 se muestra el nimero de genes descrito
para diversas especies incluyendo un miembro del
reino protista, la alga Chlamydomonas reinhardtii. Las
secuencias de ADN gendmico que codifican para estos
polipéptidos generalmente estan formadas por tres exo-
nesy dos intrones de diversos tamafios 42-43. Figura 1.

Arabidopsis thaliana es la especie mas estudiada
dentro del reino viridiplantae. En esta especie se han
descrito cinco genes que codifican para diferentes
profilinas. Estos genes se han logrado clasificar en dos
grupos, el primer grupo esta constituido por los genes
PRF1, PRF2 y PRF3 expresados en todos los 6rganos
de la planta. Este patron de expresion es atribuido al
primer intrén de los genes PRF1y PRF2. El grupo dos
esta formado por los genes (PRF4 y PRF5) y se expresan
principalmente en tejidos florales u 6rganos reproducti-
vos como el polen. #4445

El gen PRF1 (AT2G19760.1), es el primer miembro
de la familia de multigenes de Arabidopsis thaliana

y codifica para la profilina 1. Este gen se encuentra
localizado en el cromosoma 2 en el locus AT2G19760.
Este gen es expresado en todos los 6rganos de la planta,
durante diferentes etapas de crecimiento y desarrollo
como etapa de cotiledén expandido, etapa de dos, cua-
tro, seis, ocho, diez y doce hojas visibles, en estadio
de polen germinado, la diferenciacion de pétalos y la
etapa de expansion asi como en la etapa de plantulas en
desarrollo solo por mencionar algunas. Ademas, se han
descrito en diferentes componentes celulares como, ci-
toesqueleto, pared celular, citoplasma, citosol, nucléolo,
nacleo, membrana plasmatica y plasmodesma,+?-4346-49

El gen PRF2 (AT4G29350.1), codifica para la
profilina 2, se localiza en el cromosoma 4 en el locus
AT4G29350. Este gen al igual que el PRF1 se encuentra
expresado en casi todos los componentes celulares y
participa en las mismas etapas de desarrollo y creci-
miento. Se ha descrito en componentes celulares como
citoesqueleto, cloroplastos, citoplasma y membrana
plasmética.**? Y a diferencia del gen PRF1 no se ha
detectado en el citosol .

El gen PRF3 estéa localizado en el cromosoma 5 en el
locus AT5G56600 y posee dos variantes generadas por
splicing (AT5G56600.1 y AT5G56600.2) generando asi
dos isoformas de diferente tamafio un mismo gen. La
isoforma generada por AT5G56600.1 esta formada por
168 residuos de aminoacidos mientras que la isoforma
codificada por AT5G56600.2 es de 145 aminoacidos. Su
expresion y localizacion es similar a las dos anteriores
encontrandose en componentes celulares como citoes-
queleto, citoplasma y nucleo. Hasta el momento no se
ha descrito alguna diferencia de expresion o ubicacion
tejido especifica para cada isoforma producto de este
gen.42-4354

Al igual que el gen PRF2, el PRF4 (AT4G29340.1)
esta localizado en el cromosoma 4 y se alberga en el
locus AT4G29340 y codifica para la profilina 4. El pro-
ducto de este gen se considera especifico de polen, sin
embargo se ha detectado principalmente en estructuras
relacionadas con la reproduccion como flores, células del
tubo polinico y estambre ademas en otros tejidos como
carpelo, pedicelo, pétalo, raiz y sépalo. Su expresion
se observa en etapas de desarrollo y crecimiento como
antesis, fase L del polen maduro, etapa M del polen
germinado, diferenciacion de pétalos y en la etapa de
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Tabla 1. Genes putativos reportados en Phytozome que codifican para profilina

Especie Genes Especie Genes
Eucalyptus grandis 8 Vitis vinifera 4
Glycine max 8 Citrus clementeina &
Zea mays 8 Citrus sinensis 3
Manihot esculenta 7 Medicago truncatula 3
Arabidopsis lyrata ® Oryza sativa 3
Arabidopsis thaliana 5 Sorghum bicolor )
Mimulus guttatus 5 Aquilegia coerulea 2
Brachypodium distachyon 4 Carica papaya 2
Physcomitrella patens subs patens 4 Cucumis sativus 2
Populus trichocarpa 4 Chlamydomonas reinhardtii 1
Prunus persica 4 Selaginella moellendorffii 1
Ricinus communis 4 Volvox carteri 1
Setaria italic 4

2G19760.1)

Se muestra la especie y el nimero de genes putativos reportados para la especie. Estos datos son obtenidos del servidor de
Phytozome al cual realiza busquedas en los 25 genomas de plantas verdes secuenciados hasta la fecha.
(http://www.phytozome.net//results.php?method=0&search=1&sbut=Submit+keyword+search&searchText=peptidename:AT
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Figura 1. Genes de Arabidopsis thaliana que codifican para profilina. En esta figura se representan los modelos de los genes que
codifican para las profilinas de Arabidopsis thaliana que estan estructurados principalmente por tres exones (cajas azul y gris) y uno
o dos intrones (lineas rojas). La variante PRF3_2 del gen PRF3, se genera por splicing, dando origen a dos exones y un intrén. En

color azul se resalta la region codificante de cada gen.

expansion. Se ha detectado en organelos como el nucleo
y al igual que PRF1, PRF2 y PRF3 la profilina 4 es
abundante en citoplasma.*3525558

El gen PRF5 (AT2G19770.1) se localiza en el cro-
mosoma 2 en el locus AT2G19770 y codifica para la
profilina 5. Esta isoforma también se considera espe-
cifica de polen y se ha localizado en procesos como

maduracion de polen, crecimiento de tubos polinicos,
antesis, diferenciacion de pétalos y en la etapa de ex-
pansion al igual que PRF4.4856575961 Se ha propuesto que
las profilinas presentes en el polen de Alnus glutinosa,
Corylus avellana, Phleum pretense, Secale cereale y
Artemisia vulgaris participan en el proceso de fertiliza-
cion de las plantas.®?
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Caracteristicas estructurales y moleculares

Las profilinas son proteinas pequeiias globulares, cuya
estructuray composicion de aminoacidos esta altamente
conservada. Tienen una masa molecular entre 12 y 19
kDa, su estructura primaria esta formada por alrededor
de 124 a 174 residuos de aminodacidos en cuatro hélices
alfa y siete hebras beta antiparalelas, dependiendo del
organismo del cual proviene.®¢3¢% |_a estructura secunda-
ria y terciaria de la profilinas que se han podido definir
tridimensionalmente nos muestra su alta similitud. La
conformacion estructural de las profilinas provenientes
del genero Acanthamoeba, algunos mamiferos y de
Betula verrucosa muestran un centro compacto formado
por siete hebras beta rodeadas de cuatro hélices alfa. Las
regiones amino y carboxilo terminal inician en parte
las hélices alfa y son adyacentes una de la otra.®®®” Sin
embargo pueden presentar entre tres a cuatro hélices
alfa® (PDB: 1G5U) (Figura 2).

Funcioén y distribucion

Las profilinas se pueden clasificar en dos grupos ba-
sados en su secuencia y propiedades bioquimicas. En
el grupo I se encuentran las profilinas ubicuas que se
expresan constitutivamente en todos los tejidos, por

% T

Betula verrucosa Hevea brasiliensis

&“ NP

B
%‘—1 .,

Homo sapiens Arabidopsis thaliana

¥

Acanthamoeba castellanii

G

Saccharomyces cerevisiae

ejemplo, las profilinas expresadas a partir de los genes
PRF1, PRF2, PRF3_1 y PRF3_2 de Arabidopsis tha-
liana. En el grupo II se encuentran las profilinas tejido
especificas, un ejemplo son las profilinas 4 y 5 del polen
de Arabidopsis thaliana producto de los genes PRF4 y
PRF5 para la misma especie,* asi como las expresadas
en células germinales de plantas y animales, estando
presentes exclusivamente durante el desarrollo celular
y embrionario.*?

La funcion de las profilinas esta dada por la interac-
cion que tiene con diferentes ligandos, con diferente
funcion segun sea el ligando y la isoforma de profilina
que intervengan.®®73

De estos sitios de interaccion que se han caracteri-
zado, se conocen al detalle los motivos estructurales
involucrados, se destaca que las secuencias de ami-
noacidos que forman estos motivos estructurales son
relativamente conservadas en los diferentes orga-
nismos.*? En general, su conformacién les permite
interaccionar adecuadamente con diversos ligandos, ya
que dichos motivos estructurales estdn espacialmente
separados y expuestos al solvente.™

En la actualidad existen diversas herramientas que
nos permiten simplificar las busquedas de interaccio-

Alineamiento estructural

Figura 2. Estructura tridimensional y alineamiento estructural. Se muestra la alta homologia estructural entre las profilinas de Betula
pendula (PDB: 1CQA)'%, Hevea brasiliensis (PDB: 1G5U) (no publicado), Acanthamoeba castellanii (1PRQ)'?*, Homo sapiens (PDB:
1D1J)'?4, Arabidopsis thaliana (PDB: 1A0K)'?® y Saccharomyces cerevisiae (PDB: 1YPR)'%. Asi mismo, el alineamiento estructural
muestra los ligeros cambios presentes entre estas mismas estructuras.
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nes reportadas y/o predecir estas mismas interacciones
proteina-ligando. Utilizando la herramienta STRING
del servidor de ExPASy se puede obtener informacion
sobre otros ligandos con los cuales se unen la profilina
en este caso especificamente la profilina 5 de Arabidopsis
thaliana (PRF5). La mayoria de estos ligandos son en-
zimas que participan en la embriogénesis y en diversos
procesos del polen resaltando asi la importancia de la
profilina desde el inicio de la vida. Figura 3.

Por otra parte, las interacciones mas estudiadas
son con, G-actina,”>" fosfatidil inositol (PIP2),7 la
subunidad a de la cinasa p85 (p850)’ y ademas union
a proteinas ricas en secuencias repetidas de L-prolina
(pLp),*"® como son la dinamina 1,2 clatrina,® sinapsina®
entre otras.”®® Figura 4.

Se ha evidenciado que las mutaciones en algunos
aminoacidos modifica la interaccion con ciertos ligando
por ejemplo en S. pombe al realizar la mutante Y5A esta
disminuye considerablemente su afinidad a los ligandos
ricos en poli-L- prolina® asi como la mutacion Y6F en

AGPS

ACA2 E’ ATAG04460
® @

E AlcwINYZ E sks12

PRFS

®

AT1G79800 VGD1

S @

MEE43 ASKBETA

e i O

Figura 3. Ligandos que se unen a la profilina 5 de Arabidopsis
thaliana (PRF5). Esta proteina presente en polen de dicha espe-
cie se une a ligando como: Calcium ATPase 2 (ACA2), Arabino-
galactan proteins 6 (AGP6), shaggy-related protein kinase beta
(ASKBETA), aspartyl protease family protein (AT4G04460), Arabi-
dopsis thaliana cell wall invertase 2 (AtcwINV2), plastocyanin-like
domain-containing protein (AT1G79800), Maternal Effect Embryo
arrest 48 (MEE48), RALF-LIKE 15 (Rapid Alkalinization Factor
(RALF15)), SKU5 Similar 12 (sks12), VANGUARD1 (enzyme
inhibitor/ pectinesterase VGD1).

Figura 4. Sitios de interaccion de profilina de Hevea brasilien-
sis (PDB: 1G5U). En esta imagen se representan en puntos
de diversos colores los sitios de interaccion de la profilina con
diferentes ligandos. En puntos de color naranja se representa el
sitio de interaccion putativo con PIP2, de color azul se muestra
el sitio de interaccién con actina y de color rosa se muestra el
sitio de interaccion a polimeros de poli-L-prolina. Como se puede
observar los sitios estan espacialmente separados.

una profilina de humano disminuye la afinidad al mismo
ligando;¥” sin embargo al realizar esta misma mutante
Y6F en la profilina 4 de maiz (ZmPRO4) se ve el efecto
contrario, se aumenta la afinidad a poli-L-prolina sin
afectar la afinidad a la actina.®

En ratones ocurre un caso muy particular, en donde el
ARNmMm que codifica para esta proteina sufre una forma
de splicing dando como resultado una profilina que no
puede unirse a la G-actina.®? Otro caso reportado es la
profilina del virus Vaccinia la cual no se une a polimeros
de L-prolina (pLp).* Como podemos ver, las profilinas
son proteinas de gran importancia en muchos procesos
celulares. Lo cual puede explicar un poco la alta conser-
vacion de estas proteinas y ademas la presencia de mas
de una isoforma en diversas especies. Ademas también
se les han atribuido propiedades alergénicas.

Profilina como alergeno

Las enfermedades alérgicas son un problema de salud
publica a nivel mundial, afectando alrededor del 15% de
la poblacién principalmente en paises industrializados.
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Los alergenos pueden provenir de diversas fuentes
como son acaros, caspa y pelo de animales, medica-
mentos, alimentos y de plantas principalmente de su
polen, entre otros.

Las profilinas provenientes de plantas son conside-
radas como potentes alergenos en pacientes con alergia
al polen y/o alimentos, con un alto porcentaje de unién
de anticuerpos IgE del suero de pacientes a profilinas
de distintas fuentes,*21.626368

Durante las Gltimas tres décadas, los investigadores
se han dado a la tarea de secuenciar el marco de lectura
abierto que codifica para las profilinas, asi como la se-
cuencia de aminoacidos en organismos unicelulares y
animales. Actualmente muchos grupos de investigacion
enfocan sus estudios en las profilinas de plantas debido
a su importante participacion como alergeno. La pri-
mera identificacion de la profilina como alergeno, fue
en el polen del arbol del abedul, Betula verrucosa,**’
posteriormente algunos investigadores han centrado
sus estudios en la busqueda de profilinas alergénicas
presentes en otros polenes con importancia etiologica
notable, como: Phleum pratense,'®% Lolium perenne,®

Artemisia vulgaris,®®®! Zea mays,® Triticum aestivum,
Ambrosia elatior, Olea europaea, Corylus avellana, Al-
nus glutinosa, Castanea sativa. Y con menor capacidad
sensibilizante, o de més reciente descripcién, tenemos:
Mercurialis annua, Croccus sativus, Zygophyllum
fabago, Ricinus communis, Brassica napus, entre
otros.1718.6288.93-%8 [dentificandose hasta ahora profilinas
en una gran variedad de alimentos de origen vegetal
incluyendo las frutas rosaceas, siendo reportadas has-
ta el momento mas de 800 secuencias de profilina y
sus isoformas de diferentes organismos (http://www.
uniprot.org/) de las cuales 73 estan reportadas como
alergenos en la pagina de http://www.allergome.org/
debido a que se tienen experimentos que demuestran
la alergenicidad de estas proteinas presentes en 43
especies diferentes (Tabla 2). Ademas se han resuelto
tridimensionalmente mas de 40 profilinas de las 800
reportadas (http://www.pdb.org).

Las profilinas de abedul, gramineas y Artemisa pre-
sentan alta identidad en su secuencia de aminoacidos,
cercana al 80%, y tienen una antigenicidad y alergeni-
cidad similares.%-1%

Tabla 2. Profilinas de distintas fuentes reportadas como alergénicas, de acuerdo a la base de datos de Allergome.org. (http://

www.allergome.org) (Contintia en la siguiente pagina)

Nomenclatura Nombre comun de la fuente Cadigo allergome

Act d 9.0101 Actinidia deliciosa, Actinidiaceae, Chinese Gooseberry, Green Kiwi, Plants, Yangtao 5741

Amar 2.0101 Amaranthaceae, Amaranthus retroflexus, Careless Weed, Plants, Redroot Amaranth, 8184
Redroot Pigweed, Spiny Amaranth

Amav 2.0101 Amaranthaceae, Amaranthus viridis, Plants, Slender Amaranth 9449

Ama v 2.0201 Amaranthaceae, Amaranthus viridis, Plants, Slender Amaranth 9450

Amb a 8.0101 Ambrosia artemisiifolia, Ambrosia elatior, Asteraceae, Mugwort/Ragweed-related 2536
Species, Plants, Short Ragweed

Amb a 8.0102 Ambrosia artemisiifolia, Ambrosia elatior, Asteraceae, Mugwort/Ragweed-related 2537
Species, Plants, Short Ragweed

Ana c 1.0101 Ananas comosus, Bromeliaceae, Pineapple, Plants 3075

Api g 4.0101 Apiaceae, Apium graveolens, Celeriac, Celery, Plants 5996

Ara h 5.0101 Arachis hypogaea, Fabaceae, Groundnut, Legumes, Peanut, Plants 3097

Art v 4.0101 Artemisia vulgaris, Asteraceae, English Mugwort, Mugwort/Ragweed-related Spe- 1652
cies, Plants

Art v 4.0201 Artemisia vulgaris, Asteraceae, English Mugwort, Mugwort/Ragweed-related Spe- 1653
cies, Plants

Bet v 2.0101 Betula pendula, Betula verrucosa, Betulaceae, Birch, Birch/Hazel/Oak-related Spe- 3136
cies, Fagales, Plants, Silver Birch

Beta v 2.0101 Amaranthaceae, Beetroot, Beta vulgaris, Common Beet, Plants 5815

Cap a 2.0101 Bellpepper, Capsicum annuum, Paprika, Plants, Solanaceae 3177

Che a2.0101 Amaranthaceae, Chenopodium album, Goosefoot, Lamb's-quarters, Plants 3189
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Tabla 2. Profilinas de distintas fuentes reportadas como alergénicas, de acuerdo a la base de datos de Allergome.org. (http://
www.allergome.org) (Continta en la siguiente pagina)

Nomenclatura Nombre comin de la fuente Cadigo allergome
Cits 2.0101 Citrus sinensis, Plants, Rutaceae, Sweet Orange 3200
Cor a 2.0101 Birch/Hazel/Oak-related Species, Corylaceae, Corylus avellana, Fagaceae, Fagales, 3217
Hazelnut, Plants
Cor a 2.0102 Birch/Hazel/Oak-related Species, Corylaceae, Corylus avellana, Fagaceae, Fagales, 3218
Hazelnut, Plants
Cro s 2.0101 Crocus sativus, Iridaceae, Plants, Saffron, Saffron Crocus 3222
Cuc m 2.0101 Cantaloupe, Cucumis melo, Cucurbitaceae, Muskmelon, Plants 3230
Cynd 12.0101 Bermuda grass, Cynodon dactylon, Grasses, Panicum dactylon, Plants, Poaceae 3233
Dau c 4.0101 Apiaceae, Carrot, Carrots, Daucus carota, Plants 3245
Fra a 4.0101 Fragaria ananassa, Plants, Rosaceae, Strawberry 3287
Gly m 3.0101 Fabaceae, Glycine hispida, Glycine max, Legumes, Plants, Soy, Soyabean 373
Gly m 3.0102 Fabaceae, Glycine hispida, Glycine max, Legumes, Plants, Soy, Soyabean 374
Hel 2 2.0101 Asteraceae, Helianthus annuus, Mugwort/Ragweed-related Species, Plants, Sun- 3307
flower
Hev b 8.0101 Euphorbiaceae, Hevea brasiliensis, Latex, Plants, Rubber Tree, Siphonia brasiliensis 398
Hev b 8.0102 Euphorbiaceae, Hevea brasiliensis, Latex, Plants, Rubber Tree, Siphonia brasiliensis 399
Hev b 8.0201 Euphorbiaceae, Hevea brasiliensis, Latex, Plants, Rubber Tree, Siphonia brasiliensis 400
Hev b 8.0202 Euphorbiaceae, Hevea brasiliensis, Latex, Plants, Rubber Tree, Siphonia brasiliensis 401
Hev b 8.0203 Euphorbiaceae, Hevea brasiliensis, Latex, Plants, Rubber Tree, Siphonia brasiliensis 402
Hev b 8.0204 Euphorbiaceae, Hevea brasiliensis, Latex, Plants, Rubber Tree, Siphonia brasiliensis 403
Hor v 12.0101 Barley, Grasses, Hordeum sativum, Hordeum vulgare, Plants, Poaceae 3327
Hum j 2 Cannabaceae, Humulus japonicus, Humulus scandens, Japanese Hop, Plants 1693
Litc 1.0101 Lichee, Litchi, Litchi chinensis, Lychee, Nephelium litchi, Plants, Sapindaceae 3353
Mal d 4.0101 Apple, Malus domestica, Plants, Rosaceae 2414
Mal d 4.0102 Apple, Malus domestica, Plants, Rosaceae 2415
Mal d 4.0201 Apple, Malus domestica, Plants, Rosaceae 2416
Mal d 4.0202 Apple, Malus domestica, Plants, Rosaceae 2417
Mal d 4.0301 Apple, Malus domestica, Plants, Rosaceae 2418
Mal d 4.0302 Apple, Malus domestica, Plants, Rosaceae 2419
Man i 3.01 Anacardiaceae, Mangifera indica, Mango, Plants 3782
Man i 3.02 Anacardiaceae, Mangifera indica, Mango, Plants 3783
Mer a 1.0101 Annual Mercury, Euphorbiaceae, Mercurialis annua, Plants B8IS
Mus a 1.0101 Banana, Musa acuminata, Musa cavendishii, Musaceae, Plants, Wild Banana 7633
Ole e 2.0101 Olea europaea, Oleaceae, Olive Tree, Olive-related Species, Plants 3383
Ory s 12.0101 Grasses, Oryza sativa, Plants, Poaceae, Rice 3395
Parj 3.0101 Parietaria, Parietaria diffusa, Parietaria judaica, Pellitory, Plants, Urticaceae 511
Par j 3.0102 Parietaria, Parietaria diffusa, Parietaria judaica, Pellitory, Plants, Urticaceae 512
Phl p 12.0101 Grasses, Phleum pratense, Plants, Poaceae, Timothy Grass 3416
Phl p 12.0102 Grasses, Phleum pratense, Plants, Poaceae, Timothy Grass 3490
Phl p 12.0103 Grasses, Phleum pratense, Plants, Poaceae, Timothy Grass 3417
Pho d 2.0101 Arecaceae, Date Palm, Phoenix dactylifera, Plants 3423
Pru av 4.0101 Cherry, Plants, Prunus avium, Rosaceae, Sweet Cherry 3450
Pru du 4.0101 Almond, Alimond Tree, Amygdalus communis, Plants, Prunus amygdalus, Prunus 3452
dulcis, Rosaceae
Pru du 4.0102 Almond, Almond Tree, Amygdalus communis, Plants, Prunus amygdalus, Prunus 3453

dulcis, Rosaceae
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Tabla 2. Profilinas de distintas fuentes reportadas como alergénicas, de acuerdo a la base de datos de Allergome.org. (http://
www.allergome.org) (Continuacion)
Nomenclatura Nombre comin de la fuente Cadigo allergome
Pru p 4.0101 Amygdalus persica, Nectarine, Peach, Persica vulgaris, Plants, Prunus persica, 737
Rosaceae
Pru p 4.0201 Amygdalus persica, Nectarine, Peach, Persica vulgaris, Plants, Prunus persica, 738
Rosaceae
Pyrc 4.0101 Pear, Plants, Pyrus communis, Rosaceae 3459
Sal k 4.0101 Amaranthaceae, Plants, Russian-thistle, Salsola kali, Salsola pestifer 8171
Sal k 4.0201 Amaranthaceae, Plants, Russian-thistle, Salsola kali, Salsola pestifer 8201
Sal k 4.0301 Amaranthaceae, Plants, Russian-thistle, Salsola kali, Salsola pestifer 10365
Sina 4.0101 Bird Rape, Brassica alba, Brassicaceae, Plants, Sinapis alba, Turnip, White Mustard 7637
Solal1.0101 Lycopersicon esculentum, Lycopersicon lycopersicum, Lycopersicum esculentum, 3358
Plants, Solanaceae, Solanum lycopersicon, Solanum lycopersicum, Solanum lyco-
persicum var. lycopersicum, Tomato
Tria 12.0101 Grasses, Plants, Poaceae, Triticum aestivum, Wheat 3498
Tria 12.0102 Grasses, Plants, Poaceae, Triticum aestivum, Wheat 3499
Tria 12.0103 Grasses, Plants, Poaceae, Triticum aestivum, Wheat 3500
Tria 12.0104 Grasses, Plants, Poaceae, Triticum aestivum, Wheat 5901
Zeam 12.0101 Corn, Grasses, Maize, Plants, Poaceae, Zea mays 3530
Zeam 12.0102 Corn, Grasses, Maize, Plants, Poaceae, Zea mays 3531
Zeam 12.0103 Corn, Grasses, Maize, Plants, Poaceae, Zea mays 3532
Zeam 12.0104 Corn, Grasses, Maize, Plants, Poaceae, Zea mays 3538
Zeam 12.0105 Corn, Grasses, Maize, Plants, Poaceae, Zea mays 3533

Las profilinas alergénicas de plantas tienen secuen-
cias de aminodacidos altamente conservadas. Mientras
que las profilinas no alergénicas provenientes de otros
eucariontes presentan una menor identidad, cercana al
30%.%0%108 Un dato interesante es que la secuencia de los
extremos amino y carboxilo terminal de las profilinas
de animales inferiores, plantas y hongos estan altamente
conservadas, mientras que entre los vertebrados son
altamente divergentes.*? Se puede observar el alto grado
de conservacion de estas secuencias. Esta caracteristica
es laresponsable de la actividad cruzada que se presenta
en esta familia de panalergenos. Figura 5

En el norte y el centro de Europa se ha reportado
que las profilinas estan dentro de los cuatro principales
alergenos en importancia, debido a que los pacientes
alérgicos a rosaceas presentan reaccion cruzada por
polinosis de abedul y/o gramineas, con reconocimiento
de anticuerpos IgE a la profilina en menos de 20% de
los casos.1%41% Esta reactividad cruzada, se debe en gran
parte a la alta conservacion de la secuencia de aminoa-
cidos y a su amplia homologia de estructura terciaria.

Como se ha descrito las profilinas son importantes
alergenos, provenientes del polen de arboles, malezas,
hierbas y algunos alimentos. Otros estudios han descrito
que la profilina proveniente del arbol del hule (Hevea
brasiliensis), también conocida como Hev b 8, es reco-
nocida por anticuerpos IgE en 100% de pacientes con
espina bifida y en 95% en personas alérgicas al latex
que trabajan para el sector salud.'1% En nifios con es-
pina bifida y adultos alérgicos al latex la profilina es un
alergeno relevante desde el punto de vista de frecuencia
de reconocimiento in vivo para ambos grupos, pero es
escasa la presencia en extractos de latex natural y posee
baja afinidad de fijacion de IgE.10°-110

Se han determinado anticuerpos IgE especificos de
profilinas de Amaranthus en pacientes alérgicos. En la
India, se realiz6 un estudio en donde determinaron el re-
conocimiento de IgE de sueros de pacientes alérgicos al
polen del Amaranthus spinosus observando la presencia
de IgE que reconocian una proteina de aproximadamente
14 kDa de masa molecular'™ la cual se puede proponer
que sea una profilina. Estudios similares realizados por
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diferentes grupos de investigacion han observado la
importante alergenicidad de la profilina de otras espe-
cies de Amaranthus como son Amaranthus viridis'? y
Amaranthus retroflexus'™® teniendo como resultado la
completa identificacion de las profilinas como alergenos
y la secuenciacion de tres profilinas, dos de Amaranthus
viridis y una de Amaranthus retroflexus asi como su
clonacion.

Recientemente demostramos la participacion impor-
tante de profilinas del polen de Amaranthus palmeri en
la sensibilizacion de personas alérgicas. Encontramos
cuatro isoformas de profilina en el polen de esta fuente.
Ademas, proponemos que dos de estas isoformas de
profilina comparten epitopes de reconocimiento por
IgE con otras profilinas, como la profilina de latex (Hev
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Figura 5. Arbol filogenético de profilinas alergénicas. Se utiliza-
ron las mismas 73 secuencias de 43 especies diferentes para
hacer el arobl filogenético utilizamdo el programa Fig Tree v1.4.0
(http://tree.bio.ed.ac.uk/). Se puede observar la formacion de
almenos cuatro grupos principales algunos bien definidos por
las caracteristicas de la fuente de donde proviene la profinina
y otros grupos en donde se observa isoformas de profilinas di-
vergentes a su especie, un exemplo es (izquierda) se agrupan
las profilinas de Zea mays (cereal) con las profilinas de Triticum
aestivum (cereal), sin embgago podemos observa otras profilinas
de Zea mays (cereal) agrupadas con Phleum pratense (pasto),
Cynodon dactylon (pasto), Betula verrucosa (arbol), esto nos
permite sugerir que estos agrupamientos pueden ser otro indicio
de la reactividad cruzada que presentan los pacientes alérgico.

b8). En base a esto proponemos que existen epitopes
compartidos responsable de la alergenicidad y el re-
conocimiento cruzado que se observa en el estudio de
pacientes alérgicos.

Impacto socioeconémico de las enfermedades alér-
gicas

En las Gltimas décadas se ha observado un incremento
global en la prevalencia de enfermedades alérgicas,
principalmente en los paises desarrollados. Esto repre-
senta un gasto importante en los cuidados de salud. Por
ejemplo, en EEUU el costo anual para tratar el asma
alérgica es cercano a 6 billones de ddlares.'**!> Se es-
tima que entre el 15y 30% de la poblacion mundial es
afectada por enfermedades alérgicas, siendo el asma,
la rinitis y la dermatitis atopica las mas frecuentes. Se
ha reportado que 21.6% de los adultos espaiioles tienen
sintomas de alergia, principalmente de rinoconjuntivitis;
las tres principales fuentes alergénicas fueron, en primer
lugar pélenes (31.5%), en segundo lugar medicamentos
(29.4%) y en tercer lugar los acaros de polvo doméstico
(25.3%), con los aeroalergenos como la primeray tercera
causa alérgica.'

Aunque los alergenos ambientales y alimentarios
estan ampliamente distribuidos, se ha observado que
menos de un tercio de la poblacién, desarrolla enferme-
dad alérgica por el mecanismo de hipersensibilidad de
tipo 1.1 En Venezuela, trabajos recientes reportan que
el asma, la rinitis y la dermatitis atopica afectan a casi
dos tercios de la poblacion de riesgo.!®

En México hay pocos estudios de la prevalencia de
las enfermedades alérgicas en la poblacion abierta. En la
Ciudad de México un estudio de 2009 reportd que 42.6%
de la poblacidn presenta algun tipo de alergia, predomi-
nantemente rinitis alérgica en la infancia, como ocurre en
los paises de habla inglesa y algunos de América Latina.
Ahi también se comunica que hay ausentismo escolar
y laboral en 3.37 y 6.2 dias/afio, que causa un gasto de
10 a 20% del ingreso mensual familiar, sin considerar la
falta de ingresos derivada del ausentismo.¢-121

CONCLUSIONES

Las profilinas son alergenos importantes, presentes en
muchas especies de diferente reino, principalmente el reino
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Plantae. Las profilinas participan frecuentemente en la acti-
vidad cruzada en pacientes sensibilizados con alergenos de
diferentes fuentes, lo cual aumenta el interés para el estudio
clinico y béasico de estas proteinas. Nuestro trabajo experi-
mental, acerca de la identificacion de profilinas en pdlenes
y su vinculo clinico en pacientes alérgicos, es pionero en
Meéxico. Nuestras figuras muestran una alta homologia en
la secuencia de aminodcidos y en la estructura tridimen-
sional de las profilinas, que sugiere similitud de epitopes
con importancia clinica. La homologia antigénica de las
profilinas favorece la oportunidad de sintetizar proteinas
recombinantes, que pueden utilizarse como una modalidad
de inmunoterapia Optima a futuro.
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