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Resumen

Objetivo: Evaluar la reactividad cruzada entre Sco m 5 vy proteinas de artrépodos mediante analisis in silico e
identificar posibles epitopes de union a IgE.

Métodos: La homologia de Sco m 5 y 15 alérgenos de artropodos (Vespula, Polistes, Polybia, Solenopsis, Bra-
chyponera, Phoneutria y Dermatophagoides) se evalué con el servidor ALLERMATCH y PRALINE para alinea-
mientos pareados y miltiples, respectivamente. Los arboles filogenéticos se realizaron a través del programa
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA). La prediccion de epitopes se efectué con el servidor Ellipro. La
visualizacién de las proteinas se llevd a cabo con Pymol.

Resultados: El alineamiento mdltiple arroj6 una identidad del 50% y los alineamientos pareados entre Sco m
5y las proteinas de artropodos mostraron homologia diversa. Dos epitopes lineales y uno conformacional
se identificaron en Sco m 5, muy conservados en las proteinas de artropodos estudiadas, como las abejas,
avispas y hormigas.

Conclusion: La alta homologia entre Sco m 5 y los alérgenos de otros artropodos facilita la posible reactividad
cruzada. La identificacién de potenciales epitopes en regiones conservadas sustenta esta idea y sugieren pun-
tos importantes para blancos terapéuticos en las alergias desencadenadas por venenos de artrépodos, espe-
cialmente Scolopendra spp. Es necesario emprender estudios in vitro e in vivo para demostrar estos hallazgos.
Palabras clave: Proteinas de artdpodos; IgE; Epitopes; Alérgenos de artrépodos; Vespula; Polistes; Polybia; So-
lenopsis; Brachyponera; Phoneutria; Dermatophagoides; Proteina de veneno con alta concentracion de cisteina;

alergia; Analisis in silico.

Abstract

Objective: To evaluate, through in silico analysis, the cross-reactivity between Sco m 5 and arthropod proteins
and to identify potential IgE-binding epitopes.

Methods: The homology between Sco m 5 and 15 arthropod allergens (Vespula, Polistes, Polybia, Solenopsis,
Brachyponera, Phoneutria, and Dermatophagoides) was assessed using the ALLERMATCH server for pairwise
alignments and PRALINE for multiple alignments. Phylogenetic trees were constructed using Molecular Evo-
lutionary Genetics Analysis (MEGA). Epitope prediction was performed with the Ellipro server. Protein visual-
ization was carried out through PyMOL.

Results: The multiple alighment showed 50% identity, and the pairwise alignments between Sco m 5 and ar-
thropod proteins revealed diverse homology. Two linear epitopes and one conformational epitope were identi-
fied in Sco m 5, which were highly conserved in the studied arthropod proteins, such as bees, wasps, and ants.
Conclusion: The high homology between Sco m 5 and allergens from other arthropods supports the potential
for cross-reactivity. The identification of potential epitopes in conserved regions reinforces this idea and could
serve as important targets for therapeutic interventions in allergies triggered by arthropod venoms, especially
Scolopendra spp. Further in vitro and in vivo studies are needed to confirm these findings.

Keywords: Arthropod proteins; IgE; Epitopes; Arthropod allergens; Vespula; Polistes; Polybia; Solenopsis;

Brachyponera; Phoneutria; Dermatophagoides; High-cysteine venom protein; Allergy; In silico analysis.
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ANTECEDENTES

La prevalencia de alergias se ha incrementado verti-
ginosamente en todo el mundo, convirtiéndose en un
problema de salud publica.* Cada afio, la descripcion
de nuevos alérgenos permite el diagnostico certero y
laimplementacion de medidas especificas, ademas de
evitar el contacto con alérgeno o el uso de tratamien-
tos moduladores, como la inmunoterapia alergeno-es-
pecifica.?

Las alergias a artropodos son respuestas que tienden
a ser graves y van desde reacciones cutaneas locales
hasta reacciones sistémicas potencialmente morta-
les, como la anafilaxia, sobre todo las reacciones a
venenos de especies del género Hymenoptera.® Sin
embargo, otros artrépodos también poseen compo-
nentes capaces de desencadenar alergias. Un ejemplo
notable es el género Scolopendra que contiene, entre
otras especias, el popularmente conocido “ciempiés”,
que se encuentran distribuidos en zonas tropicales y
subtropicales, y cuyas picaduras pueden causar dolor
intenso y manifestaciones cutaneas locales: eritema,
vesiculas hemorragicas, ampollas, pustulas y necro-
sis.*® Sin embargo, la evidencia de alergias al género
Scolopendra es escasa, lo que plantea un desafio para
el diagnodstico y tratamiento de estas reacciones. La
identificacion de nuevas fuentes y alérgenos, ademas
de diversos factores asociados facilita la comprension
y el tratamiento en pacientes con tipo de enfermeda-
des diversas.

En el 2019 se describié un nuevo alérgeno, Sco m 5,
una proteina de veneno con alto contenido de cisteina
(CAP) en el veneno de Scolopendra subspinipes, con
capacidad de union a la IgE y reaccion cutanea de-
mostrada por pruebas intraepidérmicas.® En 2021, la
IUIS enumera 106 nuevos alérgenos de diversas fuen-
tes, incluido el Sco m 5. Se conoce que todos los es-
colopendromorfos son venenosos y los componentes
moleculares son muy parecidos entre las diferentes
especies del género.” Ademas, otras especies de artro-
podos, incluidos los himendpteros, tienen en comun
proteinas secretoras ricas en cisteinas (CAPs por su
siglas eningles) en sus venenos, por lo que la determi-
nacion de la identidad de estas moléculas es relevante
para entender su relevancia como desencadenante de
alergias. Por lo tanto, es probable que, debido al alto

grado de homologia entre las CAPs, se plantea la posi-
bilidad de reactividad cruzada a través del mimetismo
molecular. Con base en lo anterior, el objetivo de este
estudio fue: Evaluar la reactividad cruzada entre Scom
5y proteinas de artrépodos mediante analisis in silico
e identificar posibles epitopes de unién a IgE.

METODOS

La metodologia del andlisis in silico se describe en la
Figura 1.

Seleccion de proteinas y alineacion

Para la seleccién de proteinas se realizo el analisis
de comparacion de la secuencia del alérgeno Sco m
5, obtenida de Uniprot (https://www.uniprot.org/) con
secuencias de proteinas existentes con el programa de
la web Allermatch (https://allermatch.org/). Se selec-
cionaron las secuencias con valores de identidad mi-
nima del 39%. El conglomerado de secuencias se ob-
tuvo de la base de datos Uniprot (https://www.uniprot.
org/) y NCBI, por sus siglas en inglés (National Center

Figura 1. Diagrama de flujo para el andlisis in silico de mimetismo
molecular de Sco m 5 y alérgenos. La seleccion de secuencias se
efectud con UniProt; el analisis filogenético con MEGA; el alinea-
miento de secuencias con AllerMatch; y el modelado estructural 3D
se genera mediante SWISS-MODEL y AlphaFold. La prediccién de
epitopes con IEDB. El analisis de mimetismo molecular se apoya en
herramientas de modelado estructural y superposicion molecular.
Finalmente, los resultados obtenidos se interpretan para evaluar la
posible reactividad cruzada entre los alérgenos.
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for Biotechnology Information). Debido a la variedad
de origen y longitud de aminoacidos entre las molécu-
las estudiadas, se utilizaron de cobertura e identidad
para establecer el grado de relacidn entre ellas. Los
valores de identidad y cobertura entre las moléculas
se determinaron con EMBOSS Needle (https://www.
ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/), especializa-
do para realizar alineamientos pareados y el servidor
web de Praline (http://www.ibi.vu.nl/), que permite
construir alineamientos pareados y multiples. Al mo-
mento de realizar el alineamiento se considerd que
las secuencias son diferentes y provienen de fuentes
diferentes, por lo tanto, los parametros para realizar
el alineamiento se configuraron para BLOSUM62 (que
evalua principalmente la divergencia evolutiva) como
matriz de intercambio y un ajuste de la matriz de pun-
tuacion condicional.

Analisis filogenético

La construccion del arbol filogenético se efectud
mediante el programa “Molecular Evolutionary Ge-
netic Analysis” (MEGA) versién 11, utilizando el mé-
todo de reconstruccion “Neighbor-Joining” soporta-
do por Bootstrap con 100 repeticiones como medida
de confiabilidad y robustez y las distancias evoluti-
vas se calcularon con el método de correccion de
Poisson. El modelo utiliza una matriz de compara-
cion para encontrar similitudes entre secuencias.
La matriz se construyd con todas las secuencias de
aminoacidos de las proteinas seleccionadas. Todos
los espacios vacios se eliminaron (supresiones com-
pletas). A partir de la comparacién global y de las
homologias se present6 la suma de longitud de las
ramas (SBL), que determina la cantidad y posicion
de nodos, incluidos los “clusters” de las secuencias
evolutivamente mas cercanas.®

Modelos 3D de las proteinas

Los modelos de las proteinas evaluadas se adquirie-
ron por Protein Data Bank y AlphaFold. Por su parte,
las proteinas sin estructura 3D definida se modelaron
por homologia con el servidor Swiss Model (https://
swissmodel.expasy.org/), tomando en cuenta para la
seleccién de estos parametros como: GMQE (Global
Model Quality Estimate), QMEAN score, porcentaje de
identidad y grafico de Ramachandran; y se refinaron

en ModRefiner (https://zhanggroup.org/ModRefiner/),
un algoritmo para el refinamiento de la estructura de
proteinas de alta resolucion a nivel atdomico.

Prediccion de epitopes

Los modelos se emplearon para identificar los residuos
expuestos en la superficie con Ellipro (http://tools.
iedb.org/ellipro/), con la intencion de predecir epito-
pos lineales y discontinuos en la Sco m 5 de y las mo-
léculas encontradas. Los epitopos potenciales fueron
seleccionados con el criterio de score = 7, porque este
valor evalua qué tan expuesto se encuentra el residuo
y la capacidad de union del epitopo con el paratope.

RESULTADOS

Alergenos obtenidos y analisis de los
alineamientos multiples

Un total de 180 proteinas provenientes de 16 fuentes
alergénicas tuvieron homologia con Sco m 5. De estas,
15 mostraron identidades superiores al 30%, inclui-
das las especies de abejas, avispas, hormigas, acaros
y aracnidos (Cuadro 1). Estas proteinas se reportan
como alérgenos de veneno tipo 5 (VA5) y/o Proteinas
Venenosas Ricas en Cisteina (CRVP), excepto los alér-
genos Der f 16, Sols 2 y Soli 4, que corresponden a la
actividad proteasa de serina y alérgeno de veneno tipo
1V, respectivamente, y para Sol i 4 alin no se conoce su
actividad biolodgica.

La longitud de aminoacidos de las secuencias selec-
cionadas fue heterogénea; las longitudes mas cortas
fueron las de Solenopsis saevissima (Sol s 2) y Sole-
nopsis invicta (Sol i 4) con 137 aminoacidos cada una,
y el alérgeno Der f 6 del acaro Dermatophagoides fa-
rinae tuvo la secuencia mas larga con 279 aminoéci-
dos. Las proteinas de las hormigas: Solenopsis invicta
y Solenopsis saevissima resultaron con iguales valores
de identidad y similitud de 69.2 y 84.6%, respectiva-
mente, y mostraron la conservacién mas alta de las
secuencias primarias, lo que sugiere una notable simi-
litud estructural y funcional respecto a Sco m 5.

En cuanto a las especies del género Vespula (V. fla-

vopilosa, V. vulgaris, V. maculifrons, V. germanica, V.
pensylvanica y V. vidua), el grado de conservacion fue
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—
Cuadro 1. Secuencias de proteinas seleccionadas por Allermatch comparadas con Sco m 5
. Nombre del  Uniprot o NCBI Uniprot, Alphafold, s g . . s
Organismos alérgeno entrada PDB (estructura 3D) Aminoacidos Identidad Similitud
1 Scolopendra Scom5 AOA5BSTWS0  AF-AOA5BSTWS0-F1 210 N/A N/A
subspinipes
2 Vespula flavopilosa Ves f5 P35783 AF-P35783-F1 204 41.3% 62.5%
. 10NX X-ray o o
3 Vespula vulgaris YJ Vesv 5 Q05110 AF-Q05110-F1 227 41.8% 63%
4 Vespula maculifrons Vesm 5 P35760 AF-P35760-F1 204 42% 63.8%
5 Vespula germanica Ves g5 P35784 AF-P35784-F1 204 42% 63.8%
6 Vespula pensylvanica Vesp 5 P35785 AF-P35785-F1 204 39.9% 61.2%
7 Vespula vidua Vesvi 5 P35787 AF-P35787-F1 206 39% 61%
8 Polybia scutellaris Pols 5 Q72156 AF-Q7Z156-F1 207 39.2% 65.9%
9 Polybia paulista Polyp 5 D4P2Y4 AF-D4P2Y4-F1 206 39.4% 64.6%
10 Polistes gallicus Polg5 P83377 AF-P83377-F1 206 39.8% 65.2%
11 Polistes dominula Pold 5 P81656 AF-P81656-F1 227 39.8% 65.7%
12 Brachyponera Pacc3 COITL3 AF-COITL3-F1 199 39.7% 64.4%
chinensis

13 Solenopsis invicta Soli4 P35777 AF-P35777-F1 137 69.2% 84.6%
14 Solenopsis saevissima Noh/?:rirege” D4PSF3 AF-D4P8F3-F1 137 69.2% 84.6%
15 De"”‘}g’r’f:;fo’des Derf6 P49276 AF-P49276-F1 279 48.1% 63%
16 Phoneutria keyserlingi VA_PHOKE P85860 AF-P85860-F1 147 40.2% 56.1%

Alérgenos con identidad mayor del 30% en relacion con Scolopendra subspinipes. Los alergenos con identidad mayor del 50% se resaltan en color morado. N/A:

no aplica, porque es la secuencia de referencia.

mas moderado, cuya identidad varié del 39 al 42% vy las
similitudes del 61 al 64%. Dentro de este grupo, Ves-
pula maculifrons y Vespula germanica tuvieron mayores
similitudes, con un 63,8%, lo que indica que aunque sus
secuencias primarias no muestran una alta identidad,
con Sco m 5, alin mantienen una estructura funcional
considerablemente conservada. Respecto de las es-
pecies de Polybia y Polistes, se observé una tendencia
similar a la de las especies pertenecientes al género
Vespula, con valores de identidad en torno al 39% vy si-
militudes un poco mas elevadas, del 64 al 66%.

El alérgeno de Dermatophagoides farinae (Der f 6), con
una identidad del 48.1% vy similitud del 63%, y el alér-
geno de la arafa Phoneutria keyserlingi con una identi-
dad del 40.2% y similitud del 56.1%, reporto el menor
grado de conservacion con Sco m 5. Esto refleja una
mayor divergencia evolutiva, por lo que, aunque pue-
da compartir ciertos elementos funcionales basicos, la
estructura general del alérgeno es significativamente
diferente comparada con Sco m 5.

Resultados de arbol filogenético

El arbol filogenético de las secuencias proteicas aler-
génicas de cada especie se realiz6 teniendo en cuenta
el vecino mas cercano y no en relacion con el ances-
tro comun. La distancia de las ramas del arbol filoge-
nético fue de 0.2 (divergencia baja) y se utilizé como
referencia para agrupar las especies mas cercanas en
tres clados: A, By C. Por su cercania en el clado A (6
secuencias) se agruparon todas las especies de Ves-
pulas, en el clado B (5 secuencias) todas las especies
de Polistes, Polybia, y Brachyponera, y en el clado C (3
secuencias) las especies de Solenopsis y Dermatopha-
goides. La secuencia de la especie Phoneutria Keyser-
lingi y Sco m 5 fueron las mas distantes y no se agrupa-
ron en ninguno de los tres clados. Figura 2

Se realizaron siete alineamientos multiples, un primer
alineamiento de las 15 secuencias alergénicas selec-
cionadas con Sco m 5, los otros seis de los clados, 3 de
ellos para las secuencias de cada clado y los otros tres
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Figura 2. Arbol filogenético de las secuencias alergénicas, llevado
a cabo con el método del vecino mas cercano. Se obtuvieron tres
clados designados con las letras A, By C.

para las secuencias de cada clado con Sco m 5. El ali-
neamiento multiple de la comparacion de Sco m 5 con
los 15 homologos alergénicos arroj6 una identidad de
50%, con regiones que mostraron un grado mediano de
conservacion entre las proteinas estudiadas. Figura 3

Los alineamientos de los clados A, B, y C arrojo valores
de identidad del 88, 72 y 50% respectivamente, con
un alto grado de identidad entre las secuencias de los
clados Ay B. Figura4, A, B, C

El alineamiento multiple de Sco m 5 con los alérgenos
de los clados A, By C reporto valores de identidad del
77, 64 y 33%, respectivamente. Se observaron regio-
nes conservadas (en rojo y naranja) entre las proteinas
comparadas, predominando estas regiones en los cla-
dos Ay B, donde se encontré mayor similitud con Sco
m 5. Figura5A, B, C

Prediccion de epitopes

En la prediccién de epitopes se identificaron un total
de 16 posibles epitopes de unién a IgE en el alérgeno
Sco m 5, de los que siete fueron lineales y nueve con-
formacionales. De acuerdo con el puntaje, la ubicacion
y exposicion de estos epitopes, solo 2 lineales y 1 con-
formacional cumplieron con los criterios para incluirse
en el estudio. Figura6 Ay B

103

De los tres epitopes obtenidos, dos se encontraron en
regiones conservadas entre los alérgenos estudiados
de los clados Ay B. Esto refuerza la hipdtesis de reacti-
vidad cruzada por mimetismo molecular, en particular
con los componentes proteicos del veneno de Vespula,
Polistes, Polybia y Brachyponera.

Figura 3. Alineamiento multiple de secuencias alergénicas. El ali-
neamiento de las secuencias alergénicas se realizd con el programa
Praliné (http://www.ibi.vu.nl/). Los colores representan el grado de
conservacion: el azul indica el menos conservado y el rojo el de ma-

yor conservacion.

Rev Alerg Mex. 2025:72 (2):99-106
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Clado B

Figura 4. Alineamientos multiples de los clados A, B, Cy el alérgeno
Sco m 5. Identidad entre el alérgeno rico en cisteina Sco m 5 de
Scolopendra subspinipes y proteinas alergénicas de distintos grupos
de artrépodos, incluidas abejas (72%), avispas (88%), hormigas y
acaros (50%), y aranas (40.2%).

Clado A

Clado C

Figura 5. Alineamientos multiples de los clados A, By C, incluido Sco m 5. Alineamientos segun los clados. El color azul representa menor

conservacion y el rojo conservados.
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Epitopes lineales Epitope conformacional
Figura 6. Epitopes lineales y conformacionales en la superficie de
Sco m 5. Los modelos de superficie representan la posicion por los
epitopes predichos en Sco m 5. Todos los epitopes se indican en
color, segun el nivel de confianza (de mayor a menor; rojo, verde y
azul) en los patrones de la superficie.

DISCUSION

Las picaduras de insectos contienen una compleja
mezcla de proteinas y péptidos téxicos que pueden
reconocerse por la IgE y desencadenar una respuesta
alérgica. Dentro de las principales fuentes de sensi-
bilizacidon se encuentran las especies pertenecientes
al género Hymenoptera, y su principal componente de
sensibilizacion son las fosfolipasas.® Otros artropodos,
como los miriapodos, también contienen venenos con
componentes capaces de desencadenar alergia, como
es el caso del ciempiés del género Scolopendra sp.°

El veneno del ciempiés esta compuesto por diversas
sustancias bioactivas que afectan a diferentes siste-
mas en el humano.® Algunos componentes del veneno
tienen capacidad antimicrobiana, toxicidad hematolo-
gicay enzimas (metalopeptidasas, serinas peptidasas,
y-glutamil transpeptidasa, fosfolipasa A2, hidrolasas
glucosidicas, quitinasa, lisozima y hialuronidasa). Los
componentes moleculares son similares entre el ve-
neno de las diferentes especies del género. Por lo tan-
to, es probable que, debido al alto grado de identidad
con componentes del veneno de otras especies exista
reactividad cruzada por mimetismo molecular. Esta hi-
potesis se respalda por los resultados de nuestro estu-
dio, en donde describimos por primera vez un total de
16 alérgenos que mostraron identidades superiores al
30% con Sco m 5.

105

Las proteinas de veneno ricas en cisteinas (CAPs) son
un componente importante del veneno de diversas es-
pecies, por ejemplo: el alérgeno principal de Scolopen-
dra sp (Sco m 5), que representa una proteina altamen-
te conservada. A diferencia de la fosfolipasa, no se han
realizado evaluaciones extensivas de una posible reac-
tividad cruzada con otras proteinas de la misma familia,
perteneciente a otras fuentes alérgicas. A la fecha, este
es el primer trabajo que evalla a través de diversas he-
rramientas bioinformaticas la posible reactividad cruza-
da entre Sco m 5y proteinas de diversas fuentes alérgi-
casy laidentificacién de posibles epitopes de unién con
IgE. Los accidentes de inoculacion de venenos por Sco-
lopendra sp reportan efectos menores: dolor moderado
a grave, asociado con inflamacion local,*® incluso se han
reportado casos esporadicos de anafilaxia,* confun-
diendo la posible reaccion alérgica con las reacciones
adversas por envenenamiento. El género Scolopendra
es cosmopolita y de acuerdo con nuestros resultados,
los individuos expuestos al veneno pueden desenca-
denar respuestas alérgicas con diferentes fuentes de
veneno provenientes de otras especies, como abejas y
avispas, por reactividad cruzada.®

Los analisis filogenéticos mostraron distancias evolu-
tivas muy cortas, con alta conservacion entre las dife-
rentes secuencias y apoyan la posibilidad de reactivi-
dad cruzada por mimetismo molecular. El mimetismo
molecular juega un papel fundamental en la reactivi-
dad cruzada entre alérgenos de artrépodos, debido a
la alta similitud estructural y secuencial que muestran
ciertas proteinas en diferentes especies. Este fenome-
no se origina cuando los epitopes de alérgenos en una
especie, como los acaros del polvo o ciertos insectos,
comparten estructuras similares con alérgenos de
otras especies de artrépodos, lo que provoca respues-
tas inmunoldgicas cruzadas en individuos sensibiliza-
dos. En estudios previos se ha informado el alto grado
de conservacién entre las fosfolipasas de diferentes
especies uno de los componentes mas representati-
vos en el veneno de los artropodos (incluidas las es-
pecies de abejas, avispas, hormigas, aranas y escor-
piones), con identidades en las secuencias superiores
al 79% vy, ademas, caracterizando posibles epitopes
que explican la reactividad cruzada.®'! Respecto a las
CAPs, la identidad entre la Sco m 5 y los 15 alergénos
fue menor a lo reportado con las fosfolipasas, pero al
formar los clados, el A mostré identidades del 77%,
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lo que sugiere una mayor identidad entre las CAPs de
vespulas y Scolopendra, y evidencia que estas protei-
nas pueden tener regiones funcionales comunes vy,
en consecuencia, reactividad cruzada. En el clado C,
las fuentes alergénicas del acaro Dermatophagoides
y hormigas no reportaron alta identidad (33%). Esto
coincide con los resultados de las fosfolipasas, donde
la proteina de la hormiga tiene identidades cercanas al
37% con las avispas y abejas, y baja probabilidad de
reactividad cruzada.??

Dentro de las limitantes de este estudio se encuen-
tran: existe poca informacién acerca de este alérgeno,
y la evaluacion del papel de este alergeno en pacien-
tes alergénicos a los artropodos, a la fecha, es limitada.
También, es importante considerar que las aproxima-
ciones de los resultados in silico deben evaluarse con
estudios in vivo e in vitro para confirmar los hallazgos
obtenidos. Sin embargo, los anlisis in silico son herra-
mientas robustas que permiten establecer el curso de
investigaciones futuras para disminuir costos y tiempo.

CONCLUSION

Existe elevada probabilidad de reactividad cruzada en-
tre Sco m 5y proteinas de otros artropodos, especial-
mente himendpteros. La identificacion de potenciales
epitopes en regiones conservadas sustenta esta idea
y pueden ser puntos importantes para blancos tera-
péuticos en las alergias desencadenadas por venenos
de artropodos, especialmente en los poco estudiados
(especies del género Scolopendra spp).
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