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Resumen

Objetivos: Determinar el potencial alergénico de la quitinasa de piña y proponer un 
modelo computacional de la estructura de esta proteína para la predicción de posibles sitios 
de unión a la IgE, a los Epitopes E, los que se encuentran implicados en las reacciones 
alérgicas de esta fruta. 
Métodos: A partir de una secuencia de bases de ADN de piña, previamente reportada, 
que traduce para una proteína con homología a diferentes quitinasas de otras frutas, y 
mediante el uso de herramientas bioinformáticas y bases de datos disponibles en la red, 
se obtuvo un modelo computacional de quitinasa de piña y se analizaron su estructura y 
características fisicoquímicas para la predicción de epítopes dentro de la misma.
Resultados: Se generó un modelo computacional de una proteína de 204 aminoácidos, 
que pertenece al grupo de las  quitinasas I. La predicción y posterior análisis de Epi
topes obtenidos a partir de varios servidores bioinformáticos mostró que estos tienen 
características (Área de Superficie Relativa, RSA) que los hacen aptos para pertenecer a un 
sitio de unión a IgE. 
Conclusiones: La quitinasa de piña estudiada posee homología con uno de los grupos 
de alérgenos de alimentos que está implicado en el síndrome látexfruta, y podría ser la 
responsable de reacciones alérgicas a este alimento. Por otro lado, poder predecir estos 
epítopes es de utilidad también en el diseño de alimentos transgénicos.
Palabras clave: Piña, quitinasa, heveína, alérgeno, bioinformática, epítope, reac
tividad cruzada, in silico.
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Abstract

Objectives: To determine the allergenic potential of pineapple’s chitinase and propose a 
bioinformatic model of the structure of this protein for the prediction of possible epitopes 
E, that would be related in allergic reactions to this fruit. 
Methods: From a DNA sequence of pineapple, previously reported, that translates for a 
protein similar to chitinases from other vegetable, using bioinformatic tools and databases 
available online, we obtained a computational model of pineapple’s chitinase that was 
analyzed physically and chemically for the prediction of epitopes. 
Results: The model was generated as a 204 aminoacids protein, that was classified as 
a chitinase class I. The prediction and analysis of epitopes from multiple bioinformatic 
servers showed that they have properties (Relative Surface Area, RSA) which make them 
capable to be part of antigenic site. 
Conclusions: Pineapple’s chitinase generated had similarities with a group of food aller
gens that has been related in the latexfruit syndrome, and could be responsible of allergies 
to this fruit. In addition, the ability to identify these epitopes is also useful in the design of 
Genetically Modified Foods.
Key words: Pineaple, chitinase, heveth, allergenes, bioinformatics, epitope, coss
reactivity, in silico.

participan en la defensa de las plantas. Se 
pro ducen en respuesta al estrés biótico o 
abiótico (5). Algunas de estas proteínas han 
sido caracterizadas como alérgenos pro  
venientes de los alimentos de origen ve  getal 
(6, 7). Entre estas destacamos el Bet v1, que 
pertenece al grupo de las PR10, responsable 
de la reactividad cruzada con el Mal d1 
presente en la manzana, y el Api g1 del apio 
(810). 

Las quitinasas son un grupo heterogéneo 
de proteínas con actividad hidrolítica en los 
enlaces b (1à4) de la quitina. Se encuentran 
distribuidas en los grupos 3,4 y 8 de las PRP 
(11, 12). Estas proteínas tienen actividad 
antimicrobiana, especialmente antifúngica, 
demostrada in vitro y en plantas transgéni
cas (13,15). Las quitinasas de plantas se cla
si fican en siete grupos dependiendo de su 
es tructura. Se han identificado alérgenos en 
diversos ali mentos de origen vegetal, co mo 
el bana no, el aguacate, la uva, la cas taña, 
entre otros, pertenecientes a los grupos I, II, 
III y IV (16,18). Las quitinasas clase I, con

INTRODUCCIÓN

La piña (Ananas comosus) es una de las frutas 
tro picales más consumidas en el mundo. A 
pesar de su bajo contenido de proteínas, 
(0.4 g por cada 100 g de pulpa), la piña es una 
fuente importante de enzimas proteolíticas 
como la bromelaína y la ananaína y otras 
como las quitinasas. A las primeras se les ha 
atribuido efectos medicinales alergénicos 
y a las últimas se las responsabiliza como 
po tenciales panalérgenos en el síndrome de 
reactividad cruzada látexfruta (13). En la 
actualidad, solo se han caracterizado dos 
alér genos en la piña: Ana c1 (profilina) y 
el Ana c2 (bromelaína). En un estudio pu
blicado por Reindl J. y Cols., hallaron una alta 
tasa de sensibilización a la profi lina de piña 
y banano en individuos con alergia a frutas 
relacionada con los pólenes, sugiriendo que 
la profilina era el panalérgeno responsable 
de este fenómeno (4).

Las proteínas relacionadas con la patogé
nesis (PRP), son un grupo de proteínas que 
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tienen un dominio conservado Nterminal 
de 40 aminoácidos rico en cisteínas, tam
bién cono cido como dominio homólogo a la 
heveína, responsable del síndrome de reac
tividad cruzada látexfruta; una región de 
bisagra y un dominio catalítico (11, 19, 20). 

En la actualidad, el análisis bioinformático 
de las proteínas con potencial alergénico ha 
adquirido gran importancia. Como par te 
de la evaluación de este potencial, las herra
mientas bioinformáticas, son usadas para 
comparar la secuencia de aminoácidos de 
las proteínas candidatas, sus propiedades 
fi  si  coquímicas, sus relaciones biológicas y 
filogenéticas con las de bases de datos de 
alérgenos conocidos para predecir la po
tencial reactividad cruzada entre las nuevas 
proteínas alimentarias y las pro teí nas a las 
que la población ya se ha sensibilizado. 
Este tipo de análisis se hace necesario en el 
diseño de plantas transgénicas y productos 
farmacéuticos que utilizan la modificación 
genética de las proteínas con el fin de ob
tener algunas propiedades ventajosas (21).

De acuerdo con lo anterior, las quitinasas 
clase I son buenas candidatas para la bús
queda de posibles alérgenos de origen ve
getal. En este estudio decidimos hacer un 
análisis y caracterización bioinformática de 
la quitinasa clase I de la piña (ananas como
sus), debido a su potencial alergénico y los 
hallazgos recientes de nuestro grupo (22).

MÉTODOS

Análisis de la secuencia de 
nucleótidos y aminoácidos

La secuencia de nucleótidos de la quitinasa 
clase I de la piña (Ananas comosus) se obtuvo 
a partir de la base de datos PineappleDB, 

una base de datos de secuencias expresa
das en clonas de DNA obtenidas a partir 
de la piña, en Contig 2241 (23). El marco 
de lectura (Open Reading Frame, ORF) de 
la proteína se obtuvo utilizando el servidor 
ORF Finder del NCBI (National Center for 
Biotechnology Information). La traducción 
a la secuencia de aminoácidos, se realizó 
con el servidor de proteómica EXPASY (Ex
pert Protein Ana  lysis System), dedicado al 
análisis de se cuencias y estructuras de pro
teínas con la herramienta Translate Tool (24, 
25). El análisis de la secuencia de aminoáci
dos se realizó con el servidor InterProScan, 
que utiliza diferentes bases de datos para 
ca rac terizar la familia, dominio o sitio fun
cional de una proteína. Las secuencias de 
qui tinasas clase I alergénicas (pers a1, cas 
s5, mus a1.1) y la heveína se obtuvieron de 
la base de datos SDAP (Structural Database 
of Allergenic Proteins), que brinda infor
ma ción de proteínas alergénicas con varias 
herramientas computacionales para el estu
dio biológico de tales alérgenos (26). Los 
alinea mientos entre estas y la quitinasa cla
se I de la piña (Ananas comosus) se rea lizaron 
con el servidor ClustalW (27), en el que se 
identifican las identidades, simi litudes y di
ferencias entre las diferentes se cuencias de 
aminoácidos.

Modelamiento por homología

La búsqueda de los moldes para el mode
lamiento por homología se realizó con la 
herramienta BLAST (Basic Local Aligment 
Search Tool) del NCBI, a través de una com
paración de la secuencia de aminoácidos de 
la proteína con las disponibles en las ba ses 
de datos y calculando la significancia es 
tadística de dichas comparaciones. El mo  
delamiento por homología se realizó en el 
servidor SwissModel, que utiliza mol   des 



4 Salud Uninorte. Barranquilla (Col.) 2011; 27 (1): 1-10

César Muñoz Mejía, Jefferson Méndez, Ricardo Vivas Reyes, Javier Marrugo Cano

tridimensionales de proteínas ya descritas 
para la generación automática de modelos 
(28). Los modelos obtenidos fue ron eval
uados con el diagrama de Rama chandran 
utilizando el servidor iMoltalk (29). La op
timización de los modelos se realizó con el 
programa Sybyl7.00R y la eva  luación se efec
tuó con los servidores PROCHECK, WHA
TIF, PROSA y ERRAT del La bo ratorio para 
Genómica Estructural y Pro teómica del NIH. 

Predicción de epítopes

La predicción de los epítopes se realizó de 
dos formas: linear o continua, y conforma 
cional o discontinua. La primera es rea  li 
zada con múltiple servidores: ABCpred (30), 
Bepipred (31) y BcePred (32). La presencia 
de Epitopes conformacionales, se rea liza 
con el servidor CEP a partir de los modelos 
obtenidos por homología de la qui tinasa de 
piña. To das estas he rramientas bioinformáti
cas ela  bo ran pre dic ciones epitópicas a partir 
de bases de datos de epítopes comparan do 
los pa tro nes repetitivos de las se cuen cias de 
ami  no ácidos, su perfil bio químico (hidro
filicidad, flexibilidad, ac ce si bilidad, expo
sición a la superficie y pro pensión an tigé
nica) y su or ganización tridimen sio nal (33). 

Análisis de superficie

Las áreas de superficie expuestas al solven
te de los epítopes fueron obtenidas con los 
servidores VADAR (http://redpoll.pharma 
cy.ualberta.ca/vadar/34) y NetSurfP, los cua
les a través de múltiples algoritmos y pro
gramas analizan y evalúan las estructuras 
de las proteínas a partir de secuencias de 
aminoácidos o con información PDB (35).

Sitios de glicosilación

La predicción de los posibles sitios de Ogli
co silación se llevó a cabo con el servi dor 

YinOYang (36) (http://www.cbs.dtu.dk/ser
vices/YinOYang/ y los de Nglicosilación con 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetN Glyc/
NetNGlyc) (37), que emplean redes neu rales 
para la predicción de sitios de gli co silación 
en secuencias de proteínas euca rióticas.

RESULTADOS

Análisis de la secuencia de 
nucleótidos y aminoácidos

De acuerdo con la descripción base de datos 
PinneappleDB, la secuencia de nucleótidos 
corresponde, por similaridad, a una quiti
nasa putativa de Arabidopsis thaliana. El 
ORM resultó en una región desde la posi
ción 240 a la 854 en la secuencia de nu
cleótidos. La traducción a la secuencia de 
aminoácidos permitió obtener una proteína 
de 204 aminoácidos. El análisis de dicha se
cuencia mostró que pertenece al grupo de 
quitinasas clase I (familia glicosilhidrola sa 
19), caracterizado por catalizar la hidró lisis 
de los enlaces Beta1,4NactilD gluco sa
mina en los polímeros de quitina, al cual 
per tenecen otras quitinasas homólogas ca
rac terizadas como alérgenos, entre las que 
se encuentran la del aguacate (prs a1) y la de 
la castaña (cas s5), y se encontró cierta iden
tidad en la secuencua de la quitinasa de piña 
obtenida y las alergénicas (ver Figura 1).

Modelamiento por homología y 
caracterización del modelo de 
quitinasa de piña

Al realizar la búsqueda de las secuencias 
de proteínas disponibles en la base de da
tos PDB similares a la secuencia de la quiti
nasa de piña con la herramienta BLAST del 
NCBI se obtuvieron los moldes que fueron 
considerados como candidatos si tenían 
una identidad mayor al 30%. Los moldes 
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1DKV, 1CNS, 2BAA, 1DXJ, y 2CJL, mostraron 
un 41, 40, 40, 38 y 30% de identidad res pec
tivamente. 2CJL, es una quitinasa se cre tada 
por el Steptomyces coelicolor, y mos tró dife
rencias estructurales con los otros moldes 
(proteínas vegetales) y fue des car tado; el 
resto de moldes fueron aceptados para us
arlos en el modelamiento de la qui tinasa 
de piña. El análisis geométrico de los mod
elos teóricos que se obtuvieron con el Swiss 
Modeller, mostró que el 97% de los resid
uos se encontraba dentro del área permi
tida para los modelos de quitinasa de piña 
donde se utilizaron como moldes 1DKV y 
1CNS. Para los modelos creados a partir de 
los moldes de 2BAA y 1DXJ, el porcentaje de 
residuos en el área permitida fue del 96.3 
y 94.5% respectivamente. Tam  bién se gen
eraron modelos a partir de com  binaciones 
con varios moldes, y el mo delo generado 
con 1CNS, 2BAA y 1DXJ fue el que arrojó el 
mayor porcentaje de un 97% de residuos en 
el área permitida. Con estos datos se con
sideró seguir la eva luación posterior solo 
con tres modelos: los generados a partir de 
1CNS, 1DKV y el ge nerado a partir de 1CNS
2BAA1DXJ. 

Des pués de haber realizado la optimización, 
la evaluación de estos tres modelos arrojó 
mejores resultados en el modelo generado a 
partir de 1CNS. El servidor VERIFY3D mos
tró un porcentaje del 83.76% de los residuos 
con un puntaje promedio 3D1D >0.2, lo que 
indica un modelo satisfactorio. En el ser
vidor PROCHECK, se obtuvo un factor G 
de  0.14, lo que sugiere que el modelo es 
este roquímicamente correcto. ERRAT mos
tró un porcentaje del 86.705% de la proteína 
en la que los valores de errores calculados 
están por debajo del 95% del índice de con
fiabilidad de rechazo. Con PROVE, se ha lló 
un porcentaje de átomos extremos “ente
rrados” de la proteína de un 7%.

La estructura secundaria del modelo de 
qui tinasa de piña generado a partir de 1CNS 
está formada por 7 hélices α y 9 asas. Las 
αhélices estaban compuestas por los si
guientes residuos: α1, 2 al 17; α2, 71 al 81; 
α3, 89 al 94; α4, 96 al 108; α5, 118 al 123; α6, 
130 al 135; α7, 141 al 148 y α8, 160 al 176 (ver 
Figura 1A).

Fuente: Larkin MA, Blackshields G, Brown NP, Chenna R, McGettigan PA, McWilliam H et al. 
Clustal W and Clustal X version 2.0. Bioinformatics 2007; 23:29478.

Figura 1. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los dominios catalíticos 
de las quitinasas alergénicas de aguacate (prs a1) y castaña (cas s5) con la secuencia del 

dominio catalítico de la quitinasa de piña propuesta. Obtenido mediante el servidor ClustalW.
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Predicción de epítopes

Se realizaron dos tipos de predicciones de 
epítopes, los lineales y conformacionales. La 
primera se realizó en diferentes servidores. 
En el servidor ABCpred, se predijeron dos 
regiones de la secuencia de aminoácidos 
correspondientes del V23 al G62 y la H119 
a la S199. Con el servidor Bcepred, basados 
en las características de hidrofilicidad, fle
xi bilidad, accesibilidad, exposición a la su
perficie y propensión antigénica en un mé
todo combinado, se predijeron epítopes en 
los siguientes segmentos de la secuencia: 13 
al 20, 34 al 57, 80 al 97, 105 al 137, 148 al 157 
y 164 al 204. El servidor BepiPred, mostró 
algunas diferencias cuando el umbral de 
especificidad para la predicción era alto; sin 
embargo, siempre se mostraba constante 
una región de aminoácidos en el segmento 
carboxiloterminal de la quitinasa de piña, 
espe cíficamente entre los aminoácidos 
Q115 al T129 y el G181 al S204.

La predicción de epítopes conformacionales 
fue completada con el servidor CEP. Los de
terminantes antigénicos obtenidos se mues
tran en la tabla 1 y en la figura 2C.

Tabla 1
Epítopes B conformacionales presentes en el 

dominio catalítico de la quitinasa clase I de piña. 
Los residuos con una exposición menor del 25% 

son mostrados en minúscula. Obtenido mediante 
el servidor CEP33

Determinante 
antigénico Secuencia

E1 19CGYGVaTGGpLAWgLCYNHEMSPSQIyCDSDSIyRcVEGaE59

E2 79EALNID84

E3 87HHpEYlEQNAT97

E4 108MNPIKKkQ115

E5 123VGNwKpTKNdTLaKrLP139

E6 174DLMGvGREQsGDNlD188

Fuente: Datos tabulados por los autores. 

Análisis de superficie

A partir del modelo 3D generado y la se
cuen cia del dominio catalítico de quitinasa 
se obtuvieron, dentro de los aminoácidos 
que están conservados en las quitinasas 
aler      génicas (prs a1 y cas s5) y la quitinasa de 
piña propuesta, la serie de los mismos que 
es tán más expuestos (tabla 2 y figura 2B). 
Para ser considerado como expuesto de bía 
te ner un RSA > 20%. Se encontró que muchos 
de ellos estaban dentro de los de terminantes 
antigénicos predichos an te  rior mente; solo 
dos (G157, D160) no se en  contraban den
tro de los epítopes. A pe sar de que el Zfit 
score arro jado por el ser vidor NetSurfP solo 
fue po sitivo para dos aminoácidos (D174 y 
D188), se tiene en cuen ta el resto debido a que 
están dentro de la predicción de epíto pes. 

Fuente: Willard L, Ranjan A, Zhang H, Monzavi H, Boyko 
RF, Sykes BD et al. VADAR: a web server for quantitative 
evaluation of protein structure quality. Nucleic Acids Res 
2003; 31:33169.

Figura 2. A. Modelo de cinta del dominio catalítico de 
la quitinasa de piña. B. Porcentajes de exposición al 
solvente de los distintos aminoácidos (Amarillo: E1; 
azul claro: E2; azul rey: E3; fucsia: E4; rojo: E5; gris: 
E6) fueron obtenidos por el servidor VADARhttp://
redpoll.pharmacy.ualberta.ca/vadar/34 C. Superficie 

molecular de los epítopes del dominio catalítico de la 
quitinasa de piña. A y C fueron construidos mediante 

el visualizador molecular PyMOL (The PyMOL 
Molecular Graphics System, Version 1.3, Schrödinger, 

LLC, http://www.pymol.org)
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Tabla 2
Área de Superficie Relativa (Relative Surface 

Area, RSA) para los aminoácidos conservados 
en las secuencias de los dominios catalíticos 

de quitinasas alergénicas (prs a1 y cas s5) y la 
quitinasa de piña propuesta. El Zfit score es un 
indicador de confiabilidad para el RSA, dado por 
el servidor NetSurfP, cuyos valores por encima de 
0 son considerados como una predicción confiable. 

Se especifica además si el aminoácido hace parte 
o no de algunos de los determinantes antigénicos 

predichos en este trabajo.

Aminoácido Posición RSA Z-fit score Epítope en el que 
se ubica

A 24 30% -2 E1

P 28 41% -1 E1

E 38 32% -1 E1

G 57 49% -2 E1

D 84 38% -0,818 E2

P 110 42% -0,426 E4

K 114 49% -2 E4

G 124 38% -2 E5

D 132 37% -2 E5

A 135 33% -2 E5

R 137 40% -0,924 E5

P 139 44% -1 E5

G 157 54% -2 --

D 160 57% -2 --

D 174 61% 0,877 E6

G 177 59% -0,14 E6

G 184 40% -2 E6

D 188 30% 0,019 E6

Fuente: Datos tabulados por los autores. 

Potenciales sitios de glicosilación

El análisis con el servidor YingOYang arrojó 
como sitios probables de Oglicosilación las 
serinas ubicadas en las posiciones 199 y 204. 
Los potenciales sitios de Nglicosilación se 

ubicaron en las asparaginas 73, 95 y 186; 
sin embargo, solo la asparigina 95 se encon
traba dentro de la secuencia AsnXaaSer/
Thr (siendo Xaa cualquier aminoácido, ex
cepto prolina) (ver Figura 3). 

Fuente: datos propios del autor.

Figura 3. Sitios probables de glicosilación en la 
secuencia del dominio catalítico de quitinasa. Los 
potenciales sitios de Nglicosilación (azul) fueron 
obtenidos por el servidor NetNGlyc 1.037 y los de 
Oglicosilación (rojo) por el servidor YinOYang36.

 
DISCUSIÓN

Las quitinasas son enzimas que pertenecen a 
las familias 18 y 19 de las glicosil hidrolasas; 
además de su papel en el sistema de defensa 
de las plantas, en especial la resistencia a 
infecciones por hongos y algunos insectos, 
también se les ha podido demostrar propie
dades alergénicas. Recientemente, se han 
identificado algunos alérgenos de este tipo 
en alimentos como el aguacate, la casta ña 
y el banano. A algunas quitinasas se las ha 
responsabilizado del síndrome de reac ti
vidad cruzada látexfruta y se ha podido 
establecer que el dominio de unión a quitina 
homólogo al de heveína presente en el látex 
es el responsable del mismo (3, 7). 

El papel del dominio catalítico de las quiti
nasas como alérgeno no ha sido establecido, 
por lo tanto, se hace necesario evaluarlo in 
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silico y posteriormente confirmarlo experi
men talmente. Nuestro grupo recientemente 
ha detectado la presencia de un componente 
de alrededor de 30 kD reconocido por la 
IgE de los sueros de pacientes alérgicos a 
piña, que nos sugeriría que podría tratar
se de una quitinasa (22). De otra parte, 
Moyle y cols. publicaron una base de da
tos con secuencias de cDNA de piña. Al 
bus  car homólogos a quitinasas en esta ba
se de datos encontramos una secuencia que 
alineaba con la sonda utilizada. Esta plan
tilla sirvió de base para las predicciones y 
pro puesta de un modelo computacional del 
dominio catalítico de la piña. Este mode lo 
nos permiti ó, mediante el uso de las dis
tintas herramientas bioinformáti cas descri 
tas en los métodos, predecir los posi bles 
sitios accesibles a los anticuerpos, in clu
yendo la IgE (epítopes), y determinar otras 
propiedades importantes de este po tencial 
alérgeno, como sus superficies ex puestas y 
sus potenciales sitios de N y O gli co sila ción. 

La importancia de estos análisis in sili co ra
dica en que las predicciones de potencia les 
alérgenos tienen gran utilidad en la bio tec
nología (38), especialmente en el di se ño de 
or ganismos modificados gené ticamen te. 
Es   te tipo de análisis hace parte de los al go
rit   mos propuestos por la FAOWHO (ALI
NORM 03/34, 2002) para el diseño y comer
cialización de alimentos transgénicos, con 
lo que se evitaría la introducción de poten
ciales alérgenos en estos alimentos, que pu
dieran desencadenar reacciones alér gi cas 
en la población que los consuma. De otra 
parte, mediante el uso de estos algorit mos 
se pueden hacer predicciones sobre po si
bles o potenciales reacciones cruzadas, que 
tienen gran relevancia clínica, ya que nos 
permitiría anticiparnos a eventos ad  versos 
mediados por IgE que podrían de sen  cade
nar síntomas en los pacientes (38,39).
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