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HONGOS EN NUESTRO AMBIENTE Algunas aIOYECIaClOIHS _Sobre s
métodos de estudio

JMTaesR adig ez

. , . . L 3 Los métodos  aerobiabgioos son U s paa
Grup de Recerca en Micologia Experimental i Clinica determinarh  equsdna  esporas exten

IMAS/IMIM. Facultat de Medicina, Universitat Autbnoma de 3 Sondnico sistema para demostrar esporas de
Barcelona. hongos no auebesen  medios aticeks
3 Losmétodos micobid  dgoos  sonUks  para
alver  esporas, sobre todo, nradomidianies

Aunque el impacto de los hongos ambientales en L ST s i O
dentiicar bs hongos ambientales.

algrg|a rgsplratorla t.odavia se conoce poco en Espa 3 Los m étodos Voumé  ficos evian sess
existe un interés creciente por el tema. Uno de los elemg indeseables.
tos imprescindibles a determinar es la distribucion geogr
fica y estacional de las esporas de los principales hong
transportados por el aire y conocer su concentracion de
mismas en el medio exterior. No obstante, hay que cons
derar la localizacion intradomiciliaria en muchos casos
por lo que también es interesante realizar un recuento
identificacién de los hongos que se encuentran en el ha
tat domiciliario de determinados pacientes. Siembra de la muestra
Los sistemas de estudio aerobioldgico de los hongo
con una metodologia similar a la que se emplea en los Incubacion de la placa
lenes, presentan serias limitaciones atribuibles al prop
método y sobre todo a las caracteristicas de estos orga
mos, entre ellas:
1. El ciclo biolégico, a veces muy complejo, de cier
tas especies.
2. La similitud entre algunas esporas pertenecientes

diferentes grupos de mohos y levaduras que dificulta ungs métodos palinolégicos las técnicas microbiologicas de

identificacion precisa. cultivo e identificacion microscépica y bioquimica de las
3. La presencia de fragmentos de micelio que si biegspecies.

también pueden sensibilizar al enfermo atépiCO, no permi- A su vez, los métodos micro-mic0|égicos de cultivo

ten conocer a qué hongo pertenece. también tienen sus limitaciones debido a:
Estos hechos conducen a que sea necesario asociar a « |a imposibilidad de cultivar ciertas especies en me-

Esquema de b técnica  micoldgica

Examen directo

Observacion de la colonia

Identificacion final
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Observacion  microscopica
metodica:

OBSERVACION

r Levadura r Pseudohifas
r Mioelo r Clamidoconidio
Coricics

r Microconidios r Macroconidios
r Oftras estuciuras

DIBUJO DE LAMICROSCOPIA

T
Aumentos :

Alfemaria

Hongo fuliginoso

Conidios multitabicados .
Dictiosporas (muriformes)
Dispuestos en cadena.

Género Cladosporium

Hongo fuliginoso
Conidioforo poco
ramificado.

Células conidiogénicas
producen conidios en do
0 mas puntos.

Conidios unicelulares,
irregulares.

Hongohialino y tabicado

Conidioforo terminal
acabado en vesicula
globosa.

Células conidiégenas
(fidlides) naciendo en |
vesicula.

Conidios unicelulares.

« El fendmeno de pleomorfismo que en algunas espe-
cies ocasiona la pérdida de la capacidad de esporular y ello
dificulta enormemente la identificacion.

Los métodos micolégicos de aislamiento por cultivo
e identificacion se basan en la aplicacion de las claves ta-
xonomicas, de origen botanico, que suelen ser complejas y
consumidoras de tiempo. Por ello muchas veces apenas se
alcanza a identificar un hongo al nivel del grupo o el géne-
ro, excepto los mas comunes en que se suele realizar un
“reconocimiento identificativo" basado en las caracteristi-
cas morfologicas mas sobresalientes de las especies comu-
nes.

Estos hechos condicionan la obtencién de conoci-
mientos sobre la importancia alergénica de los hongos co-
mo grupo global, que se han limitado a unas pocas espe-
cies, principalmente aquéllas en las que se ha demostrado
su relacién causa-efecto en la alergia respiratoria, y aqué-
llas de mas facil manipulacién. Entre estas especies desta-
can las siguienteglternaria alternata Cladosporium her-
barum Aspergillus fumigatusPenicillium chrysogenum
En menor proporcion también se han estudiado especies de
Helminthosporium AureobasidiumCurvularia, Fusarium
Botrytis Candiday hongos dermatofitos comfrichophy-
ton mentagrophytes

Las especies dalternaria constituyen un género fu-
liginoso con paredes y esporas pigmentadas que origina
colonias marrén oscuro y se describe como la principal
causa de alergias respiratorias en la mayor parte del mun-

dios artificiales, principalmente los basidiomicetos parasido, incluido nuestro pais. La especie mas comuiA. ed-

tos de plantas y las "setas".

ternata Sus caracteres morfoldgicos microscépicos son

« El desconocimiento de cuales son las mejores comuy caracteristicos y su identificacion suele ser relativa-
diciones de cultivo para las especies halladas con menwente facil.

frecuencia en el ambiente.
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Aspectos clinicos de la alergia al polen de olivo

lo general su identificacion a nivel de género no ofrece diasi el 60% del total de hectareas cultivadas. En algunas
ficultades, aunque si puede haberlas a nivel de especie. Esmarcas de Andalucia, como por ejemplo la provincia de
te hongo es muy prevalente en la atmésfera por el gran nieén, el olivo domina la tierra agricola en detrimento de
mero de esporas que produce; en los paises nérdicos, seotras cultivos como los cereales que antafio tenian una im-
descrito como principal hongo alergénico. portante representacion, especialmente en las zonas limitro-
Las esporas de los hifomicetos no pigmentados o hifes de la depresiéon del Guadalquivir o los cultivos de rega-
linos Aspergillusy Penicillium son similares y también in- dio en torno a los valles fluviatesSin embargo, la mayor
diferenciables de otras especies vecinas cBagtylomy- rentabilidad del olivar animada por una politica subsidiaria
cesy Verticillium, por lo que en aerobiologia, las esporagprocedente de la Comunidad Europea, ha contribuido y
observadas se suelen denominar como "aspergilaceas". $ontinda haciéndolo, al incremento espectacular de éste
lamente a través del cultivo se puede llegar a una identifrente a otros tipos de cultivos.
cacion y clasificacion adecuada al nivel del género y la es-
pecie. Aspectos clinicos de la polinosis pddlea europaea
Es imprescindible aplicar los métodos aerobioldgicos
asociados a los micoldgicos basados en cultivos para deter- La polinizaciéon del olivo se realiza a través de insec-
minar la exposicién ambiental a las esporas de hongos @s (entomdfila), pero existe una importante polinizacion
los pacientes con alergias respiratorias. secundaria al viento (anemdfila) cuando la produccion de
El paso siguiente habra de ser el disponer de antigpelen es abundante.
nos bien estandarizados, especificos, y eficaces para el En la familiaOleaceagel polen mas alergénico es el
diagnodstico de los procesos de hipersensibilidad frentepaoducido porOlea europaeajue en la zona mediterranea
los hongos. suele estar presente en el aire en los meses de mayo y ju-
nio. No obstante, la polinizacién del olivo esta influenciada
por sus variedades y por factores climaticos y geograficos
aungque para una zona determinada su duracion no va mas
I alla de un mes (Fig. 1)

ASPECTOS CLINICOS DE LA ALERGIA AL Es frecuente encontrar en la literatura una mayor pre-

POLEN DE OLIVO valencia de sintomas nasales y conjuntivales causados por
O. europaeapero este polen también es capaz de inducir

FHotblLdpez JQuicdeEnoL ez EMert in  sintomas bronquiales, incluso de intensidad moderada y en

Casafez ocasiones grave, que en zonas como Jaén llegan a pade-
cerla mas del 60% de la poblacién sensibilizada

Unidad de Alergologia. Complejo Hospitalario de Jaén. En un estudio ya clasico, Davies y Srhilmostra-

ron que concentraciones mas altas de 50 grahds/olen
El olivo (Olea europaepes un arbol originario de

Asia Menor que desde hace mas de 5.000 afios se cult
en todo el area mediterrdnea donde ha alcanzado gran
portancia econdmica por su fruto, la aceituna, y el acei

Hiveles Pelinicos oncla siudad de Jadn |Enera Junio 20003

que de ella se extra@. europaegoertenece a la familia 3

botanicaOleaceae que comprende 29 géneros de los qu % W arcmina
sélo seis tienen interés econdmico u horticdlaiatro de L 1 ::'ﬁ:f’d
ellos se cultivan con propositos ornamentales o aliment 3 ok
rios: Olea (Olivo), Ligustrum (Aligustre), Jasminum(Jaz- = ;-':1?“
min) y Syringa(Lila) y otros dos crecen de forma silvestre: 3 | Bl
Fraxinus (Fresno) yPhyllyrea(Agracejo). ._- -

El cultivo del olivo en Espafia se extiende por toda
las regiones a excepcion de la zona norte, donde su pre
cia es testimonial. Pero a pesar de su extension, el olivo
concentra sobre todo en Andalucia donde esta presente Figl.

93



F. Florido Lopez, et al

de gramineas podian considerarse altas y, por tanto, capages la confeccioén de la memoria de Tesis Doctoral de la
de desencadenar sintomas en pacientes sensibles a las Bra- Purificacion Gonzalézpudimos observar que durante
mineas. Con una metodologia similar, se investigd en JaénetlPPBE corDlea europaeaen aproximadamente la mitad
nivel umbral de la concentracién de polen de olivo necesarite los casos aparecia una respuesta dual. Ademas, la inten-
para producir sintomas nasales y/o conjuntivales en pacientaédad de la fase tardia estuvo muy relacionada con la inten-
monosensibilizados. Tras obtener una buena correlacion ensidad del asma bronquial observada durante el periodo pri-
la puntuacién media de los sintomas y el recuento diario deaveral, y fue méas intensa cuanto mas gravedad
polen de olivo en los dos afios que durd el estudio (199@resentaba el asma estacional.
r=0,8463 p<0,001; 1995: r=0,8366 p<0,001) se encontr6 que Por otro lado, también observamos que en aquellos
eran necesarios alrededor de 400 grarfodénpolen de€O.  pacientes que recibieron ITE, la PC20 pas6 de 9,20 a 50,2
europaegpara que la mayoria de los pacientes sufran, al m&U/ml tras dos afios de tratamiento. Reduciéndose casi a la
nos, sintomas naso-oculares de intensidad leve (Figs.’2 y 3jnitad la frecuencia de aparicion de reacciones tardias en la
Estas observaciones clinicas realizadas durante la eéXPBE.
posicion natural al polen de olivo son compatibles con En nuestra area, la alergia al polen de olivo es la
otras obtenidas durante la exposicion controlada en la prygrincipal causa de polinosis. La monosensibilizacion a este
ba de test provocacién bronquial especifica (PPBE). polen es rara (menos del 15% de los casos); es mas fre-
En 1996, durante la elaboracién de un estudio pamuente la sensibilizacibn concomitante al polerGadami-
evaluar la eficacia de la ITE con un extractdOleaestan- neaey de Chenopodiaceag mas del 60% de los pacientes
darizado biolégicamemente y cuyos resultados sirvierogensibilizados sufren asma bronquial.

Reactividad cruzada del polen d®lea europaeaon
st x otros pdlenes (Fig. 4)
I = El polen de olivo presenta reactividad cruzada con
e Ve otros miembros de la famili@leaceae como por ejemplo
: . g : son la lila Syringa vulgarg el aligustre I{igustrum vulga-
e re) y el fresno Fraxinus excelsigr Estos poélenes contie-
el BT nen proteinas de 20 kDa que son reconocidas por los sue-
" ':.-'J“- Wi ig D z i % i : i i
o | R @Y WL ros de los pacientes alérgicos al polen de olivo y los
; L i anticuerpos policlonales frente a Ole e 1. De hecho, se han
: i 4 5 4 aislado y secuenciado los alergenos principales del aligus-
- tre (Lig v 1) y del lilo (Syr v 1) y presentan una alta simili-
Fig2.
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Aspectos clinicos de la alergia al polen de olivo

tud con Ole e 1, lo cual puede explicar el elevado grado aeos afios, desde la observacion inicial de Lauzarica‘et al
reactividad cruzada. en la que se identificaron bandas emehunoblottingen-

También se ha demostrado la reactividad cruzada efre 17 y 62 kDa. La evaluacién de cada alergeno se esta-
tre algunos alergenos de polen de olivo y proteinas d#ece en términos de andlisis de estructura y secuencia-
otros tipos de poélenes con idéntica funcion bioldgica. Parién'* 2 estudio de la probable funcién biolégica y
ejemplo, un alergeno perteneciente a la familia de las praetividad inmunolégican vitro y, si es posiblein vivo
teinas ligadoras del calcio (polcalcinas), el Ole e 3, hgig. 5)°.
mostrado una elevada reactividad cruzada con otras protei-
nas de la misma familia d@ramineag de pino, de ciprés Ole e 1
y deArtemisa artemisiifolia

Como mas adelante tendremos oportunidad de co- El analisis electroforético del Ole e 1 purificado reve-
mentar otros alergenos del polen de olivo a presentar Esla presencia de 2 variantes principales: una glucosilada
una profilina (Ole e 2) por su homologia con otras profili-de 20 kDa y otra no glucosilada, de masa molecular apa-
nas de origen vegetal, y una elevada reactividad cruzadente de 18.5 kDa. La importancia clinica de este radical
con diferentes especies vegetales no relacionadas. Rgucidico, radica en que se comporta como un epitopo aler-
ejemplo, presenta una elevada reactividad cruzada con Igénico en aproximadamente un 60% de los pacientes.
profilinas de alguna§&ramineae comoPhleum pratense La funcién bioldgica de Ole e 1 es desconocida. No
En este sentido, recientemente hemos comunicado la ex@esenta similitud con otras proteinas alergénicas, aunque
tencia de reactividad cruzada en®&a europaegy Che-  su secuencia tiene un 36% de identidad con la de otras pro-
nopodium albumEsta observacion puede explicarse al meteinas de las anteras del tomate y del polen del maiz, que
nos parcialmente, por la existencia de bandas comunes @nhan involucrado en el crecimiento del tubo polinico; por
el immunoblottingcon una masa molecular aparente de 14sta razon, este alergeno puede estar involucrado en funcio-
kDa (compatible con la que muestra la profilina), de 17-18es reproductivas.
kDa (en las cifras de masa molecular de Ole e 1), y de 27,
33y 44 kDa. Olee?2

Alergenos de polen de olivo: aspectos basicos Se ha aislado y caracterizado la profilina del polen
del olivo, el Ole e 2, como un alergeno significativo.

La respuesta inmunitaria al extracto completo del po- Ole e 2 presenta una masa molecular aparente de 15
len de olivo es muy heterogénea, y se observan al merki3a y los pacientes con alergia al polen del olivo exhiben
20 bandas de diferente masa molecular aparente, quelgg especifica frente a Ole e 2 en un 24% de los casos,
han caracterizado parcialmente a lo largo de estos 10 Uldunque este porcentaje de sensibilizacion es posible que
pueda fluctuar de forma importante dependiendo de la
existencia de otros sindromes asociados a la polinosis, co-
mo es la alergia a las frutas.

Olee 3

Ole e 3 es una proteina de 9,2 kDa, de pl 4,2-4,3, y
que exhibe una capacidad de fijacién de IgE de aproxima-
damente un 20% en la mayoria de las poblaciones estudia-
das. El Ole e 3 es, como ya hemos dicho, una proteina li-
gadora de Ca* un mensajero intracelular importante
implicado en numerosas vias de transmision de sefales y
otros procesos bioldgicos, como es la contraccién muscu-
lar.

La secuencia de aminoacidos de Ole e 3 es muy simi-
Fig5. lar a la de alergenos presentes en otros pélenes como son el
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aliso @Alnus glutinospAln g 4, el abedulRetula verrucosp  permitido establecer una homologia cof8da-3-glucanasa
Bet v 4, el de ciertas gramineas como la gra@mdg¢don de origen vegetal. Se ha determinado una prevalencia de
dactylor) Cyn d 7 y el déPhleum pratens@hl p 7. IgE frente a Ole e 9 del 60%.

Oleed4yOleeb Aplicacion clinica de los conocimientos actuales acerca
de los alergenos del polen de olivo

En 1998 se describieron simultaneamente 2 alergenos
de polen de olivo: uno principal, el Ole e 4 y otro secundaRespuestas IgE especificas frente a alergenos del polen
rio, el Ole e 5. El Ole e 4 revel6 una elevada capacidad die olivo en pacientes con polinosis
union a la IgE (aproximadamente el 80%).

Ole e 5 mostré una capacidad de fijacion de IgE mas  En los Gltimos afos, diferentes estudios realizados en
moderada (35%). En este alergeno se ha determinado la pacientes alérgicos al polen de olivo han demostrado una
cuencia N-terminal (29 residuos) que mostré una identidagtan diversidad de alergogramas con diferentes patrones de
de secuencia de entre 65% y 79% con diversas superoxidigacion de IgE especifica cuando los sueros se analizan de
dismutasas de origen vegetal presentes en la espinacafdema individualizada, arrojando por tanto diferentes fre-

batata, maiz y el tomate. cuencias de sensibilizacién para cada alefgeno
No obstante, estas frecuencias de sensibilizacién se
Olee6 han obtenido analizando sueros procedentes de pacientes

de diferentes areas geograficas con distinta exposicion aler-
Ole e 6 es una cadena polipeptidica Unica de 50 angénica y escasa caracterizacion clinica: por ejemplo, tipo e
noacidos con una masa molecular de 5,8 kDa. Ole e 6 egensidad del sindrome alérgico y/o la asociacion con
un alergeno principal en regiones en donde se cultiva etros trastornos atépicos. Por ello, nuestro grupo disefié un
olivo de forma intensiva, como es la provincia de Jaén, cagstudio para evaluar la actividad inmunolégica de algunos
una frecuencia de fijacion de Igi vitro superior al 60%. alergenos purificados del polen de olivo en una poblacién
de pacientes polinicos expuestos a concentraciones eleva-
Olee?7 das de este polen, con métodoyivo e in vitro.

Ole e 7 es un alérgeno de polen de olivo que presertéaterial y métodosSe incluy6 a 119 pacientes que cumplian
homologia con las proteinas transportadoras de lipidoles siguientes criterios: 1) rinitis, asma bronquial o ambas
Presenta una frecuencia de fijacion de IgE que, al igual qaeirante el periodo de finales de abril a junio. 2) prueba de
Ole e 6, es dependiente del area geografica que analizeick positiva frente al extracto completo O&a europaey
mos. Por ejemplo, el 60% de los pacientes de Jaén pres@p-que no hubiesen recibido inmunoterapia especifica con
tan IgE frente a Ole e 7, mientras que la cifra baja delxtracto de olivo.

20% cuando estudiamos a los pacientes de Madrid sensi- Prueba deprick: Se realizaron con los 5 alergenos de

bles al polen del olivo. polen de olivo Ole e 1, 2, 3, 6 y 7. También se realizaron
pruebas deprick con un grupo de alergenos comunes que
Olee8 incluia: Der pteronyssimyscucaracha germanica, epitelios

de perro y gatoAlternaria, Aspergillusy Cladosporium
Ole e 8 es junto a Ole e 3 un alergeno pertenecienteLalium, Cynodon Cupressus sempervirgridlatanus Arte-
la familia de las proteinas ligadoras de*Claa frecuencia misia ChenopodiumSalsola kaliy Parietaria judaica
de IgE frente a Ole e 8 se ha establecido en un 15% en una La determinacién de la IgE especifica se realizd me-
poblacién de pacientes alérgicos al polen de olivo. diante ELISA.

Olee9 ResultadosTanto Ole e 1 como Ole e 2 pueden ser
considerados en nuestra poblacién como alergenos
Ole e 9 es una proteina de 45 kDa de masa molecularincipales. Para Ole 6 y 7 la frecuencia de sensibilizacion
aparente que se ha descrito recientemente. La secuen@a-ambos casos se situd en el 47,9% y para Ole e 3 en el
cion de péptidos originados por la digestion proteolitica ha7,8% (Fig. 6).
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La expresion clinica de estas sensibilizaciones a nivelel 100%; es decir, que utilizando sélo 3 alergenos se ob-
respiratorio se traducia en rinitis y asma en el 78,4% de ltigne el mismo resultado que usando el extracto completo
casos Yy solo en rinitis en el 25,2%. de polen de olivo (Fig. 7).

Los pacientes con una polinosis concomitante tuvie-
ron concentraciones significativas de IgE especifica frentdn alergeno del polen de olivo (Ole e 7) est4 asociado a
aOlee 2, 3,6,y 7; en cambio Ole e 1 no se asocio signifa anafilaxia por alimentos de origen vegetal
cativamente a otras polinosis.

Otro ejemplo de la utilidad clinica de los conocimien-
Valor diagnostico de la prueba del prick con alergenos defos actuales acerca de los alergenos del polen de olivo, lo
polen de olivo tenemos en el estudio de los sindromes polen-frutas, que se
sustentan en la homologia entre las proteinas presentes en

En nuestra poblacion se describen hasta 7@mbas fuentes alergénicas.
combinaciones diferentes de positividad frente a entre uno  Nosotros hemos evaluado en pacientes alérgicos a
y cinco alergenos del polen de olivo. El 54,6% presenta urutas o frutos secos el perfil de sensibilizacion frente aler-
perfil de sensibilizacion que afecta a tres de ellos. genos del polen de olivo y ademas hemos investigado si la

En cuanto al valor diagndstico de estas combinaciexpresion clinica de la alergia alimentaria en forma de Sin-
nes, podemos observar que la combinacion de Ole e 1 ydBbme de Alergia Oral (SAO) o de anafilaxia se asocia con
con Ole e 6 6 7 alcanza una sensibilidad y especificidaalguno de estos alergenos.

Resultados: valor diagndstico

Fig6. Fig7.

Alergia a alimentos: aspectos Distribucionide [os alergenos de polen de
clinicos OlIVEIENNGSHIECIENIES GOl ETEIche!

, zllirnenios
+ Sindrome or3 « Anafilaxia N s I

* 21 pacientes « 19 pacientes

Fig9.
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Material y MétodosEstudiamos a 134 pacientes derivadosTia . Fevstacshssstadidunde O. aropaea
a la Unidad de Alergia del Hospital Ciudad de Jaén pc
presentar de forma estacional rinitis y/o asma bronqui:Gupedg  n Ceel  Cee2  Oee3  Cee6 Che7  ObeS
durante los meses de abril a junio. s

Todos tenian una prueba gack positiva frente al A0 19 @y vey w9 9 @y o9 2 @
olivo y, dependiendo de si ademéas habian presentado alc®® 19 D ) L 6 0EhH 262 B5E) 1 9
tipo de reaccion adversa con alimentos de origen vegetal o (Zlg 64(681)N;6(372) 4i1(5321) AQ(SZDN; NS MNS

de su intensidad, se les asignd a uno de los tres grupos
guientes (Fig. 8):

GRUPO A: veintitin pacientes con sintomas compaticos como el SAO y la sensibilizacion a alergenos de polen
bles con SAQ, el cual fue confirmado por al menos unee olivo, en especial a la profilina del polen de olivo, Ole e
provocacion oral a doble ciego controlada con placebd (Fig. 9).
(PODCCP) positiva con alguna fruta perteneciente a las fa-
milias de las rosaceas (melocotén o pera), cucurbitaceas

(melon) o actinidiaceas (kiwi). Referencias bibliogréficas
GRUPO B: en este grupo se incluy6é a 19 pacientes
con una anamnesis compatible con una anafilaxia desarfgenossT MoeN: ByfdFrseT e I9E8 &

. . . 712
llada tras la ingestion de frutas pertenecientes a las familias
ante.s cltadas. o de frutos secos. y cuya sensibilizacién ML PIEnEa 1906 Mok
confirmé mediante una prueba pleck. ) )
. . L. DATe0 G Licad G. P dhnvesedaagyinte Buigoeen Med-
GRUPO C: noventa y cuatro pacientes alérgicos aea ChBp/Agy 1994 24 210219
pglen de olivo, sin antecedentes de rgacmongs adversas ARl F gy — dnkdd
alimentos vegetales y una prueba jigtk negativa frente  AgersGriogiinitios Rev EgpAegd mund Ch1994.9
a frutas y frutos secos. Qpi31al
METODOS: Realizamos pruebas cutaneaspéck) 5RWEV  armehl Esubaadifyode hamisbace két
con los alergenos naturales purificados de polen de oIivﬂ’ ¢BpOTEDeIATRBLS T
9 p p T  esDtdF  anbdceCatisBpaimertks Ui-
Olee 1, 2, 3, 6, 7y la forma recombinante del Ole e 8. SeitddkXxn. Jaén200L
probaron también los extractos comerciales de almendrgpaisrr, SThP . Foemigtesratsddenbe
cacahuete, nuez, y avellana y medigmiek-prick: el me-  sesn.  ChAlgy 197332632657,
locotén, la pera, el meldn y el kiwi. TRIbF, GowzDdpbP ,SeevdeSnP  alo. QielAs
., . 2SaavedaV P Ve dHhbasdCeuqeeapdnad

' La PODCCP se r.ealllzo en aquellos pamentes que rg . SRTaTS
ferian en la anamnesis sintomas compatibles con alergs
oral provocados por al menos una de las frutas selecCiongpgiatsmiysy itdeinetndsrdiae

DF emakezEsooer DR el esHatocHAo.

das para este estudio. e Oka eurgpeea estandaizach boogcamene. P uledn Gakr
Degaco.  TessDaodF akeddeMediade Univestied de G-
nece, 196,

ResultadosTodos los pacientes estaban sensibilizados al | ) )
QlamaP  ,GubtbG MauiNGebdeB DezR, Qovdzld

extracto completo de polen de olivo y al menos a uno de SYgyj\e(omar opee)  pknabagEs L immundhenTie e
alergenos. Unicamente resulto significativa la asociacimion by mmunoboig CRE ad immunodeedion by a monodorel

entre la sensibilizacion al alergeno purificado Ole e 7'y g Moecimmn 1965, 25, 2935,

anafilaxia como expresion clinica de la alergia a frutadla@@P  MauNGireBCowzIDaR, PebmioP , ¢
d.Olive(Cmer opeea) pindageslkEnaddeata-
(Tabla I). N cfino T arigens Moec Lo 1988 25 33734
En el grupo A de pacientes, aquellos con SAO comg BRM Boreo E L e OhC Stz LM M -

manifestacion clinica de su alergia a las frutas, el resultadozzenPaaVAgd TrearipadisgeredCeel te
positivo de la prueba de provocacion coincidié con la pdtEragniomdes( Ceaar opoea) min.  ErJBadem

sitividad de la prueba derick en mas del 50% de los ca- ) .

sos independientemente de la fruta estudiada. En este g@fﬂmmimm SraMA Loz
po no encontramos ninguna asociacién significativa entréseemin.J Bid Chem 1994; 269; 15217-15222.

la presencia de sensibilizacion a frutas con sintomas clinkQigelGawizE A Sasta MV HeMFbE,
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Parietaria judaica y LTP
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PARIETARIA JUD AICA YLTP

D. BaberHenandez
Director de I+D. ALK-Abell6, S.A. Madrid.

La Parietaria es una planta perenne de la familia de

K uﬁﬂﬁmﬂ&nrniﬂ.mn: L
i . . . . - |p|'|'|:-|'l1[-_ ﬂmn,pn-m 0
las Urticaceas Se conocen varias especiesRagietaria, i cow petan 'y e 30 5100 o,
B i i~ i . i Hojas de 2 a6 om. ovaes o lanoeolatas,
entre las que dest.acan Pajudaicay la P. officinalis La i B acuminadas y con 2 8 4 erviss Lecunduies.
planta se caracteriza por su tallo erecto, poco ramificad o st Flores asilares sglemeradys.

i i Frubo & aqueinie de cole negra,
con pelos y de una longitud que oscila entre los 30 y Id

100 cm. Las hojas son ovales o lanceoladas, acuminadal
con dos o cuatro nervios secundarios. Presenta flores axi
res aglomeradas.

El polen tiene una forma ovalada esferoidal, con u
tamafio aproximado de 16 pumx13. Triporado y a veces t
traporado, con poros pequefios y opérculos bien individu
lizados. La exina es fina con pequefias espinas en dispc
cién rugulada. la reactividad alergénica del polen deP&rietaria se aso-

La planta poliniza durante un periodo amplio decia a un alergeno principal denominado Par j 1. Esta protei-
tiempo, entre marzo y septiembre. Se distribuye por el cenpa tiene un tamafio pequefio, 10,5-15 kDa. La presencia de
tro y sur de Europa y se encuentra en lugares rocosos, nodatro puentes disulfuro en la molécula le confiere una ele-
ros y baldios. vada estabilidad. En experimentos de inhibicion sobre el

Las mayores concentraciones se alcanzan en Italiextracto completo, Par j 1 es capaz de inhibir el 85% de la
donde son frecuentes recuentos de entre 100 y 200 grangson de la IgE.
por metro cubico. En Espafia, la mayor concentracion se en-  Durante varios afios, la alergia aFarietaria se ha
cuentra en el arco mediterraneo, pero las concentracionesnsiderado independiente de otros trastornos alérgicos. La
méaximas raramente superan los 50 granos por metro cubidpexistencia de otros alergenos con reactividad cruzada fren-

A pesar de su concentracion relativamente baja, k& a Par j 1 y las pruebas clinicas de monosensibilizaciones
prevalencia de sensibilizacion y sintomatologia alérgicavalaban esta hipotesis. Recientemente se ha descrito la exis-
asociada a |&arietaria es elevada. El amplio periodo de tencia de una nueva familia de alergenos denominada genéri-
polinizacion hace que en la practica se instaure un trast@amente proteinas de transferencia de lipidos (LTP). Se han
no perenne que se relaciona mas con los alergenos intrailfentificado LTP alergénicas en alimentos vegetales y en va-
miciliarios que con otros pdélenes. rias especies de pélenes (olivé\giemisig. La comparacién

El estudio y caracterizacion alergénica del polen de lde la secuencia de Par j 1 con las de distintas LTP ha permi-
Parietaria se inicia a principios de los ochenta, principal-tido establecer la relacion estructural entre ambas y la asig-
mente por grupos espaiioles e italianos. La mayor parte dacion por tanto de Par j 1 a la superfamilia de las LTP.
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Parietaria judaica y LTP

GARACTERISTICAS DEL ALERGENO
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LAS LTPs COMO PANALERGENOS VEGETALES
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Alergia a polen de salsola

Las LTP presentan unas caracteristicas estructuralambos grupos de LTP. En un estudio "in vivo" por prueba
comunes. Son proteinas con una masa molecular bajad@tanea utilizando cuatro LTP filogenéticamente alejadas,
kDa de media). La presencia de 4 puentes disulfuro ldemos podido establecer la existencia de distintos patrones
confiere una gran estabilidad térmica y resisten igualmentie sensibilizacion a las LTP. Alrededor del 25% de los pa-
el tratamiento con enzimas proteoliticas. Forman parte aéentes reconocen en la prueba cutanea un amplio espectro
polimeros lipidicos extracelulares en tejidos externos conue LTP, mientras que aproximadamente la mitad restringen
la piel de los frutos. Las proteinas de transferencia de lipgste reconocimiento a las LTP ResaceaEste hecho pa-
dos se han estudiado ampliamente por su participacion eecte indicar una evolucion en el perfil de sensibilizacion a
el mecanismo de defensa vegetal. Presentan propiedadsse grupo de panalergenos. Un paciente con un elevado re-
antifingicas en estudios "in vitro", hecho éste que ha petonocimiento de LTP podria presentar reacciones graves
mitido considerar la produccion de plantas transgénicgwacticamente con cualquier alimento de origen vegetal, in-
con genes de LTP. Las LTP se encuentran ampliamente ditaidos el vino o la cerveza.
tribuidas en especies y tejidos vegetales. Se han descrito La sensibilizacién a |®arietaria no se encuentra apa-
alergenos de la familia en poélenes (olidatemisia plata- rentemente asociada a la sensibilizaci®tosaceasin embar-
nero, Parietaria) y en distintos alimentos, tanto frescosgo, podria representar un factor de riesgo al extender el espec-
(Rosaceasesparragos, semillas.....) como procesados (viro de reconocimiento a estos panalergenos. Es interesante
no, cerveza). La identidad estructural de las proteinas defialar también la presencia de LTP en el polen de olivo, se-
esta familia varia del 25% al 95%. Es interesante sefialgundo alergeno junto a Rarietaria, con un perfil netamente
que normalmente niveles de identidad inferiores al 50%mediterraneo. Habra que determinar si la asociacion a los pé-
60% implican un nivel bajo de reactividad cruzada. lenes de perfil mediterraneo explica o no el distinto perfil de

El hecho mas caracteristico de la sensibilizacion a laensibilizacién norte-sur. Otras posibles causas, como distintos
LTP es su mayor prevalencia en el sur de Europa, dongatrones estacionales de consumdrdsaceapodrian expli-
las LTP son los principales alergenos asociados a las frutaar tal vez estas diferencias.

Por el contrario, en los paises del centro y norte de Europa
la sensibilizacién a las LTP es poco frecuente; alli suelen

estar implicados alergenos homdlogos a Bet v 1. La apa'——

cion tardia de la sensibilizacion a frutas en comparacion al
: , . P . 3LERGIAA POLEN DE SALSOLA
resto de alimentos, segun los datos del Estudio Alergolégi-

ca 92, sugiere que una sensibilizacion previa por via inh@€ Caas<ar
latoria a las LTP de los polenes podria ser un factor de
fiesgo de la sensibilizacién alimentaria. Servicio de Alergia. Hospital Clinico. Zaragoza.

El perfil de sensibilizacién a las LTP o Bet v 1 es ex-
traordinariamente relevante, dado que la sintomatologia cli-  Salsola kali o pestifgpertenece taxonomicamente a la
nica varia desde un sindrome de alergia oral (frecuente &milia de las Chenopodiaceas que junto a la familia de las
sensibilizacion a analogos de Bet v 1) hasta reacciones gemarantaceas pertenecen al orden Centrospermales, superor-
ves, incluida la anafilaxia, en la sensibilizacion a las LTRIenMonochaamydeaesubclaséArchichlamydeagclase Di-
Recientemente hemos demostrado la gran estabilidad de tsgiledoneas. Dentro de la familia de las Chenopodiaceas
LTP deRoséaceaDespués de 24 horas en jugo gastrico, toexisten cerca de 110 géneros de los cuales los mas impor-
davia permanece inalterado el 50% del alergeno. Esta efgntes a nivel clinico sa@henopodiuny Salsola
vada estabilidad, junto a su capacidad para interaccionar ES una maleza, denominada comunmente salsola, ca-
con fosfolipidos y, probablemente, de atravesar membranpigana (en Aragon), pincho, espinardo, rodadera, espantalo-
celulares, podrian ser el origen de la gravedad de sintonizgs (en Soria) etc., se distribuye ampliamente por las re-

asociados a la sensibilizacion a las LTP. giones templadas; su habitat son los suelos removidos, los
Diversos autores han sefialado la asociacion existerfarbechos y las areas litorales.

entre la sensibilizacion a polen Aeemisiay a Rosaceas El nombre de salsola procede del lagallere que

La caracterizacion de la LTP del polen Aldemisiay di-  significa salar en referencia a la alta tolerancia que presen-

versos analisis serologicos usando LTPRi#msaceshan ta este tipo de plantas para vivir en suelos salinos. Se ha
permitido establecer la reactividad cruzada existente ent@@scrito como causa importante de polinosis especialmente
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en ambientes con una baja pluviosidad de la mitad oeste wigestra zona y la escasez de publicaciones sobre él, se inicid
EE UU, Iran, Arabia Saudi, sur de Europa y norte de Afriun estudio en el que colaboraron tres grupos de trabajo: el
ca. departamento 1+D de CBF Leti (liderado por Dr. Fernandez-
Segun diferentes autores, en el gérsigolase in-  Caldas), el Servicio de Inmunologia de la Fundacion Jiménez
cluyen entre 100 y 200 especies con una gran variabiliddzfaz (dirigido por el Dr. Carlos Lahoz) y el Servicio de Aler-
de habitats y caracteristicas propi@s.kalies una planta gologia del Hospital Clinico de Zaragoza, en el que el autor
anual que se desarrolla durante el verano y parte del otofa@tué como investigador principal.
Morfolégicamenteson arbustos de tamafio variable y esfé- Como resultado de todo ello se identificd el alergeno
ricos y que tras florecer adquieren un tono marron gris@rincipal deS. kaliy se establecié su secuencia de amino-
ceo. A finales del verano, la planta se seca y el tallo s&idos; ahora se encuentra en fase de desarrollo una proteina
rompe a ras del suelo, convirtiéndose en una planta rodadecombinante de este polen. Paralelamente se ha realizado
ra que es empujada por el viento dispersando entre 20.08€guimiento clinico de los pacientes, durante la época de
y 50.000 semillas en su recorrido. La polinizacion se realimaxima polinizacién, con objeto de evaluar la eficacia de un
za entre los meses de junio y octubre, las mayores cotastiggamiento con inmunoterapia especifica en un disefio a do-
alcanzan durante el mes de agosto y septiembre. ble ciego controlado con placebo. Los datos se presentaron
Es practicamente una planta cosmopolita que se egn la Ultima reunion de la Asociacion Aragonesa de Alergia
tiende por la mayoria de las regiones costeras de EuropdAfergoaragon) y se publicaran proximamente. Se resumen a
de los paises del Mediterraneo y por ambas costas de lmmtinuacion algunos resultados de estos estudios.
EE UU. En Espafa esta ampliamente distribuida, sobre to- Los extractos d&. kalipresentan una gran cantidad de
do en la costa, Aragén y regiones de precipitaciones nmndas proteicas, de las cuales la mas predominante es una
muy elevadas, particularmente en el valle del Ebro y en randa de 43 kDa. Esta banda representa en torno al 25% del
giones interiores del sudeste. En estas zonas el polen puedatenido proteico (medido por densitometria) y se ha des-
representar hasta un 5% del total de pdlenes del area. crito y nombrado como un alergeno principal del poleS.de
En el area de Zaragoza las mayores concentracionkali. Sal k 1 presenta 6 isoformas con puntos isoeléctricos
de polen se registran a finales de agosto y primeros de sepmprendidos entre 5,5 y 7. Presenta una alta frecuencia de
tiembre, aunque también se observa un pequefio pico enteeonocimientan vitro (66%) en pacientes sensibilizados a
mayo y junio que produce sintomas leves o moderados &nkaliy una frecuencia de reconocimiento del 106%ivo.
los pacientes mas sensibles. El seguimiento de los pacientes alérgicos a polen de
En el Servicio de Alergologia del Hospital Clinico desalsola muestra que los pacientes presentan los sintomas
Zaragoza se tabularon todos los polinicos atendidos por pmtds intensos en los Ultimos dias de agosto y la primera
mera vez en el aflo 1993, de los cuales algo méas del 4@fincena de septiembre. Resulta sorprendente el fenémeno
eran sensibles a polen &alsola kali lo que sitia a este del desfase que se observo entre las concentraciones maxi-
polen en segundo lugar en frecuencia de sensibilizacione®s y los niveles maximos de sintomas, que se establecio
junto al polen de olivo. Si comparamos estos datos con Ientre dos y tres semanas (Fig. 2).
de Alergoldgica 92, se observa la gran diferencia en el per-
centaje de sensibilizaciones a polenS@dsola kalien toda
Espafia (algo méas del 10%) y Aragén (40%). Estos porce
tajes se corroboraron en un nuevo recuento de la frecueniieXe]YN=¥N=1:{le] \Nelo] Ao }YsY N e 1Yo]=V\R==YecTo] Nolc (o7
de sensibilizacion a pdlenes en 1.400 polinicos vistos en 92
Servicio de Alergologia del Hospital Clinico Universitario s
de Zaragoza durante el periodo 2000-01. La frecuencia
sensibilizacion al polen d8alsola kalientre los polinicos
de Zaragoza se situé de nuevo en el 40% (Fig. 1).
La importancia del polen d8alsola kalien Aragon
se refleja también en que el 32% de las vacunas admin
tradas en esta region a pacientes polinicos en el afio 2(J. = —

Gramine as

SENSIBILIZACIONAPOL ENES

80
60
40

20

Atem. Pl antago Paish o s .
< Chi2

llevaban en su composicion polen $&lsola kali Senvico de Aaga. Hogid  Clii co. Zaragoza p<0.001
A consecuencia de la importancia de este polen €rig1.
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Otros pdlenes alérgicos en el sudeste espafiol

gia del Hospital Clinico "Lozano Blesa" de Zaragoza, asi
12,00 20 como del resto del personal del mismo, Lara S., Reichelt
10.00] 2 m=  T18/  C. Dominguez M.A., Fraj J., Duce F., Abadia C., Sobrino
' gl 16 N
8,001 e - T L., Bretos A., Roche V. y Saldafia J.
L} r T12
6,001 . ‘_'_ !;h " o 1o
400 el Ll R i Referencias bibliograficas
2,00 T4
' +2 1PdP  daJZaeaJrénezC Sae T UNEP dusendaea
0,00 T T T T T T T 0 e Zaragoza. Rev Esp Alergal inmund Cin 1998, 13: 135139,
03-jul 13-yl 234ul 02-ago 12-ago 22-ago 01l-sep 11-sep 21-sep ; . .
2LlboceR esimenesde P creesceBMR eutnAnLeElde Alr-
|=—RAcE0 POLENES | goaragn.  Famigel 38 defebrern de 2002, P imeaP  aeta'’Po  i-
rospo Sl Degésioyteene ' @npesa)

Fig 2. Lasconcentracones maximas de pdenes precedenenmés de
dosssmanes abs exacatednes ce s shiomes end gupopace -
bo. Reauenios de poen propardonedios parel Comié de Aerdhiobogia

dela SEAC (Esedtnde Zaegra, Ds P chyZaee) |
OTROS POLENES ALERGENICOS EN EL
12 SUDESTE ESRNOL
L] n- -
1003 shme o, m JGacaSds MMUnueaGrer
8, 00 u ll!.- -
60 w ot 4wl -:'.‘ e eaer Servicio de Alergia. Hospital Virgen de la Arrixaca. Murcia.
4,001 ',;'ll;‘.‘ ﬁ. ¢ se “‘
2,07 Aproximadamente el 20% de la poblacién murciana
0,00 ' ' ' ' ; ' ' sufre de polinosis, que en nuestra regidén presenta tres pa-
12-ago 17-ago 22-ago 27-ago 1-sep 6-sep 1l-sep 16-sep 21-wp ;- . - . .,
trones clinicos bien definidos: primaveral, de estacion pro-
—*ACTIVO—#~PLACEBO longada e invernal.

Las dificultades encontradas para llegar a un diagnds-
tico etiologico en la primera etapa de nuestra unidad, nos

El tratamiento con un extracto despigmentado y polimeitevaron a plantearnos la necesidad de realizar un calenda-
rizado deSalsola kali(CBF Leti) durante 10 meses ha produ-rio polinico que abarcara todo el afio y durante un periodo
cido una reduccion significativa en los recuentos de sintomage seis afios, con la finalidad de identificar todos los pole-
y en los cuestionarios de calidad de vida, a falta de ultimar ks que aparecen en la atmoésfera de Murcia y asi poder es-
analisis de otras variables. En la figura 3 se representa la migblecer una bateria diagnéstica de pdlenes, adecuada a la
dia diaria de sintomas en los dos grupos, se observa comorealidad aerobioldgica de nuestro medio (Figs. 1-4).
la época de maxima polinizacion el grupo placebo duplica en Muchos de los 93 tipos de pdlenes aerotransportables

Fig3.

la cuantia de los sintomas del grupo tratado (p<0,05). gue se encuentran en el area de Murcia aparecen con patro-
nes aerobiolégicos notablemente distintos a los descritos en
Colaboraciones otros lugares de Espafia y en los calendarios polinicos eu-
ropeos.
Departamento de 1+D de los Laboratorios C.B.F. LE- El clima particular en el area de Murcia (temperatura

Tl S.A., doctores Fernandez-Caldas E. y Carnés Sanchgwdia de 16,8° C) permite florecer a muchas especies de
J., y con la colaboracion de los doctores Alonso C., y Mananera repetida durante el afio. Esta es la razon por la que
rina C; del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoaalgunas especies de pdlenes (Fig.5) muestran estaciones
CSIC-Universidad Auténoma de Madrid, de los doctorepolinicas especialmente largas que raramente se han descri-
Lahoz C., Civantos E., del Pozo V., Cardaba B., Vivanc@ o, en el caso dehoenix y Artemisia no se han descrito
F., Mas S. y Duran C., del Dpto. de Inmunologia de launca fuera del sudeste de Espafia alta incidencia de
Fundacion Jiménez Diaz de Madrid, y de los doctores Le&henopodiaceae-Amaranthaceae Murcia (49,5%) se de-
zaun A., Venturini M. y Monzon S., del Servicio de Aler-be probablemente a estas concentraciones altas de polen.
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Brassicaceagaramente es considerado un polen aerotransaas altos en Murcia que en zonas de Italia y cuatro veces
portado y normalmente aparece durante periodos que m@s altos que los recogidos en otras localidades espafiolas.
superan un mes, pero en Murcia este polen aparece conti- Si tenemos en cuenta la bateria de pruebas cutaneas
nuamente durante cinco meses. en prick-test con pélenes que realizabamos en nuestra con-
Otras especies (Fig. 6) son inusuales porque floreceulta hasta 1995 (Fig.8 ), nos encontramos que no se inclu-
fuera de las épocas "clasicas". El polen de Casuarina ap@n de forma habitual méas de siete tipos de pdlenes, princi-
rece en febrero y junio (no descrito hasta ahora en Europaglmente Artemisia (incidencia del 23,5%),
y Artemisia muestra una estacion polinica otofial y otr&€henopodiaceaé49,5%),0Olea (68,4%), Parietaria
muy importante invernal que no ocurre fuera del sudeste ¢&1,0%), Plantago(17,9%), Poaceae(55,1%), yRumex
Espafia, causada por un endemismo, la Artemisia barrelig3,7%), y que se puede ignorar de forma sistematica hasta
riz; éstas son las especies de pélenes "fuera de la estacidt"especies de poélenes que aparecen en concentraciones hi-
mas interesantes y destacables. potéticamente lo suficientemente altas como para provocar
Finalmente, deben considerarse algunos tipos de polenfermedades alérgicas locales o regionales. Nueve de ellas
Unicos (Fig. 7), que raramente se consideran aerotransporsa- han identificado como alergenos que afectan a la pobla-
dos como efobinia pseudoacacia que estan totalmente cidon de Murcia:Acer (incidencia del 10,2%)Cupressus
ausentes en otras localidades. Entre estos egy@ophy- (2,5%), Mercurialis (9,7%), Morus (8,7%), Pinus (1,0%),
llum que solo se ha descrito en la regiébn de Murcia y quelatanus(11,2%), Quercus(2,5%), Robinia(7,6%), y re-
recientemente se ha identificado como alergebos re- cientementeZygophyllum(15,3%). Todavia se desconoce
cuentos de pélenes @aryophylliaceaeson unas 37 veces la incidencia de otras 12 especi@piaceae, Brassicaceae,
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Otros pdlenes alérgicos en el sudeste espafiol
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Caryophylliacae, Casuarina, Cyperaceae, Eucalyptus, Frate si consideramos no solo las concentraciones de sus pole-
xinus, Ligustrum, Phoenix, Pistacia, Popuju¥hymelaea  nes en la atmdsfera, sino también los largos periodos de
En la figura 9 se propone una nueva bateria de péléempo en los que pueden encontrarse contenidos en el aire
nes a considerar para el diagndstico de la polinosis éte respiramos.
nuestro medio, el sudeste espafiol, en la que ademas de los
pélenes considerados principalégtémisia, Chenopodia- Referencias bibliograficas
cae-Amaranthaceae, Olea, Poaceae y Pariedanr su
incidencia y por las monosensibilizaciones existentes, dgMneaGrerMP dorescwarinpoica enbiamse-
. . rade Muaa. Tess Dodoal Unversided ce Murca
incluyen otros taxones. Algunos de ell@upresus, Pinus;
Plat q i lérq-2 MM Caitn J5, Gaca Seks ). Aetiony A e
atanus y Quercyspue en_ participar en procesos alergi- e i GE Ser) amiisebrepwihwhe-
cos de caracter general, mientras que otros menos abundaswaitsan eadiedrehasosrhesdiat
tes @rassicaceae, Casuarina, Eucalyptus, Mercurialis, 3% W nhedsasatddaniig mn ogn. IJ
. . . Biometeordl 1999; 43: 51-63.
Morus, Ligustrum, Phoenix, Populus, Robinia y Zygophy-
I dri i d bl imid Belchi Heméndez J, Moreno Grau S; Sénchez Gasoon F. Sad-
um) podrian estar provocando problemas por proximidad, . 0 Zygophykum fBbego polen. A dircal and mmunobogy
mas localizados pero no menos importantes, particularmessy.  Aley 2001;56: 24148,
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I | cimiento ocular y lagrimeo e incluso inflamacion de los
CUP A 3: UN NUEVO ALERGENO DE LA parpados, estornudos, prurito nasal y rinorrea con sensa-

EAMILAPRS DEL POLENDE CUPRESSUS cion de. obstruccién nasal y. ,raras veces afe.ctacién d.e los
bronquios con tos y sensacion de falta de aire). Debido a

ARIZONICA la aparicion de estos sintomas durante los meses de invier-

|. Cartegao E QertsELGeV. HPaD. no, a veces es dificil distinguir la de un catarro comun.

) ) Para confirmar si un paciente es alérgico a los polenes de
B Cackba, S Galac, R Pdomio, A.dd las Cupresaceas, ademas de presentar los sintomas referi-

Mot C.Lahaz dos antes en los meses de invierno, es necesario la confir-

Departamento de Inmunologia. Fundacion Jiménez Die{garlo mediante pruebas -cutarf’eas )
Madrid. *Departamento de Alergia. Hospital Virgen del Valle Los extractos obtenidos a partir del polenGigpre-
Toledo. ssus arizonicgposeen dos caracteristicas fundamentales,

su bajo contenido proteico y su alto porcentaje de carbohi-

Las plantas de la familia de las Cupresaceas se e@ratod. Numerosos grupos han trabajado para obtener un
cuentran presentes en toda la geografia espafiola. Es fegtracto en optimas condiciones con el fin de identificar
cuente su utilizacion como plantas ornamentales, en jardius componentes alergénicos. Se ha descrito la presencia
nes y en los margenes de las carreteras. Las még un alergeno principal predominante en cuanto a intensi-
conocidas son los cipreses, arizénicas y tuyas. El génedlad y frecuencia de reconocimiento por la IgE de los pa-
Cupressus tiene 20 especies, entre las que dest@can:cientes alérgicos que es una glucoproteina de 41-45 kDa
sempervirengciprés comin)C. arizonica(arizénica),C. de masa molecularEste alergeno principal ha sido clona-
funebris(ciprés llorén) yC. lusitanica(ciprés de Portu- do en nuestro laboratorio, siendo denominado Cup a 1
gal). Estas especies causan importantes alergias en difesta proteina se ha expresado en bact&iali como
rentes areas geograficas (Norteamérica, Sur de Africaroteina de fusion GST-Cup a 1 utilizando el plasmido
Austria y otros paises mediterraneos como Francia, Itali@GEX-5X-1. En la molécula de Cup a 1 se encuentran
Espafia e Israel En el caso de Espafia, se ha descrito urgresentes posibles sitios de glucosilacion, y ademas la pro-
alergenicidad significativa en la ciudad de Cérdoba (13%]Jgeina tiene actividad pectato-liasa, caracteristica esta ulti-
donde existen concentraciones elevadas de polen de @ua que comparte con proteinas muy homdlogas (Jun a 1,
presaceas en los meses de enero &.aBefin los datos Cha o 1y Cry j 1). Todas estas proteinas pertenecen a po-
del Comité de Aerobiologia de la Sociedad Espafiola denes de especies de la misma familia.

Alergologia e Inmunologia Clinica, entre todas las ciuda-  En el patrén proteico del extracto del polenGle

des espafiolas que tienen instalados captadores de pélei@$sus arizonicaparecen otras proteinas que no se han
las concentraciones mas elevadas de Cupresaceas duragatificado todavia y que podrian ser importantes por su
los dltimos 5 afios se han recogido en Madrid, Barcelorglergenicidad, ya que algunos pacientes no reconocen Cup
y Toledo. a 1, pero si el extracto completo del polen.

Las razones por las cuales se supone que ha aumen- EXxiste una elevada homologia entre las proteinas de
tado la alergia al polen de las Cupresaceas son varias:@$ polenes dduniperus ashey Cupressus arizonicg,
aumento de la exposicién a estas plantassubestima- por lo tanto, el patrén proteico de ambos extractos es muy
cion de su prevalencia real por confundirse con los catgimilar. En los dos polenes aparece una banda de 25-30
rros invernalesy el efecto adyuvante de la contaminacionkDa que reacciona con el suero de los pacientes. Esta pro-
ambientél. teina (en el caso driniperus ashgiya se ha clonado y se

Las Cupresaceas carecen de verdaderas flores yha denominado Jun a 3. Debido a la gran homologia exis-
polinizacion se realiza generalmente a través del aire, ménte entre los dos pdlenes pensamos que la banda del ex-
todo poco especializado que conlleva un gran gasto de peacto deCupressus arizonicpodria ser muy similar a Jun
len. Los polenes de la familia de las Cupresaceas son esfe3’. La proteina del extracto deupressus arizonicae-
roidales sin aperturas y con un tamafio de 20-40 um.  acciona con un porcentaje importante de los sueros de los

Los pacientes con alergia a los polenes de las Cupreacientes (30%), motivo por el que nos planteamos como
saceas presentan diferentes sintomas en los meses deokjetivo su clonacion y expresion.
vierno, dependiendo del érgano afectado (prurito y enroje-  Para la clonacion de esta proteina seguimos el proto-
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Cup a 3: un nuevo alergeno de la familia PR-5 del polen de Cupressus arizonica

colo que se describe a continuacién. En primer lugar, pd
tiendo del ARN del polen dE€upressus arizonigase sin-
tetizd el ADNc y se realiz6 una PCR con unos cebadorg
obtenidos en funcion de la secuencia de Jun a 3. Se ob
vo una banda de aproximadamente 597 pb que se inse
en el plasmido pBluescript con el que se transformarg
bacteriask. coli. Se seleccionaron las colonias positivas
mediante un cribado con PCR y se mandaron a secuenc B
De una de estas colonias se obtuvo una secuencia que |

tenecia a una proteina completa y que se denominé Cuj Proteina % Homologia
3 (nimero de acceso al Genbank: AJ294411). La ma Jmpons. ashel alergen e 96%
uniperus  virginiana  pollen allergen  3-1 MRNA 95%
i Juniperus virginiana  pollen allergen  3-2 MRNA 95%
molecular aproximada es de unos 23 kDa y el pl de 4.8 e B avi-e
. . L o aumat 539
E’sta protelha no tiene zonas tedricas de glucosilacion pe i _ I ¢/ —
si de fosforilacion. A ummata - osoimde poen
. . o °
En la figura 1 se muestra la secuencia de nucleotid Pyrus pyrfoia  mRNA thaumatinke  protein  89%

de Cup a 3, debajo de ésta aparece la secuencia de amrig2,
acidos. Los aminoacidos marcados en rojo forman par

de la secuencia susceptible de fosforilacion Yy el aminoéoppuZaA y las levaduras se transformaron mediante la
do marcado en azul es el que se fosforila. electroporacién (pulso eléctrico que permite la entrada del

Se ha obtenido un modelo tedrico de la posible esaDN en el interior de la levadura). Gracias al disefio del
tructura secundaria de la proteina Cup a 3 (Fig. 2). Sf4smido, nuestro gen se ha insertado detras del promotor
muestra una tabla de homologia de Cup a 3 con otras p#e |a enzima alcohol oxidasa 1, lo que impide la expresién
teinas clonadas. del gen de esta enzima. Cuando en el medio de cultivo es-

El siguiente paso de nuestro estudio fue la subclongg presente el metanol, éste inducira positivamente al pro-
cion de la secuencia de Cup a 3 en un plasmido pGEXnotor de la enzima y como consecuencia se expresara la
5X-1 para expresarla como proteina de fusion GST-Cup goteina clonada Cup a 3. Como se muestra en la figura
tres en bacteriag coli. Con este sistema obtuvimos la4A, se obtuvo la proteina recombinante Cup a B.qyas-
proteina GST-Cup a 3, pero el rendimiento en la produgoris, que se purificé del sobrenadante utilizando una co-
cion de proteina fue bajo (Fig. 3). Por este motivo, pensgamna de afinidad con iones divalentes. Debido a la pre-
mos utilizar un nuevo sistema de expresion, la cepa de lgencia teérica de sitios fosforilables en la molécula de Cup
vadurasP. pastoris.Para ello se utilizé el plasmido a 3, se realiz6 una immunodeteccién con un anticuerpo
anti-fosfo-tirosina. Como se puede observar en la figura
4B, la proteina recombinante Cup a 3 presenta posibles si-
tios de fosforilacion.

gig aag ttt gat ata aag aac cag tgc ggg tac act gtc tgg gca

VKFDIKNQCGYTVWA 1 i i

55 051935 o 5 o s g s Con. esta proFelna rgcomblnante gbtenlda en nuestro

o260 g5 0 5 g3 05 g 9 laboratorio se realizaron inmunodetecciones con sueros de

ggacgaacgggclgcacmcgatgcg agcgggaaaggaagctch s o pacientes sensibilizados al polen Bpressus arizonica

cgg agcggtgactgcggcgggcaacrg ac o acagiotcc gga n=154). Estos experimentos mostraron que el 63% de la

S D GQLSCTV G

glgagﬂgccﬁgciaigiggcagagtagacgcagagcgacCag ® b oD poblacion sensibilizada al polen Geipressus arizonicas

fag tac gacgic e cte gle gat ggc oanc attcet et oce, 4 positiva por inmmunodeteccion a la proteina Cup a 3 re-

atc aac cca acc aat aca aaa tgc act gec cct gee tge aag get . . . .z

I NPTN TKCTA PACKA combinante producida en el sistema de expresion de leva-

gac att aat gca gtg tge cct tcc gag ttg aag git gat ggc gga

DINAVCPSELKVDGSG duras.

tgc aac agt gcc tgc aat gtc tta caa act gat cag tat tgc tgc i .

CNSACNYL QTD Q v.cc Un dato importante de la proteina Cup a 3 es su per-

aga a,l\‘at gcg tat gt‘tyaa\t/ aa,\\j: tg'\(‘: c(c:t gccacg a}\)at }s\c %(_:c ,\allagY s K . . . ,

amcaagaaccagtgccctcaggmtatagm[gctaag et tenencia a la familia denominada PR-5, que son proteinas

IFKNQCPQAYSYAKD . .

gac act gec act e gettge gec tet ggt ac gac tac agt at relacionadas con la patogenia en las plantas y cuya expre-

DTAT FACA SGTD Y S| ., . . . Z

ga togecec sion se induce en situaciones de estrés como pueden ser

los rayos ultravioletas, las infecciones fungicas y las parti-

Figl. culas de diesel y ozoh& La proteina Jun a 3 también
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pertenece a esta familia y se ha descrito que su expres

varia dependiendo de la zona y epoca de recagida ta de Cup a 3 utilizamos el suero del conejo inmunizado

En los ultim f ha vi incremen la alef: .
os ultimos afios se ha visto incrementada la ACfrente a rCup a 3. Como muestra el carril 3 en el extracto

gia a los pdélenes sobre todo en las zonas industrializad?gmgido en la autovia, la banda es reconocida por el

Una teoria que explica estg'fenom.eno es el hecho dflljero, y por lo tanto es Cup a 3. En el caso del extracto
efecto adyuvante de la poluciéon ambiental. Los Comamrecogido en el campo (carril 4) no aparece ninguna ban-
nantes presentes en la atmésfera podrian tener un efeaté)

inductor sobre la sintesis de proteinas del tipo PR-5 y la '

presencia de estas proteinas en los extractos proteicos de Las conclusiones obtenidas de este trabajo son las si-
los pélenes seria responsable del aumento de los proceaa§entes_

alérgicos en la poblacion urbana. Por este motivo nos pa-

recio mpc;rt:imtel detjémmar Si Cup a 3 estabj presecglte €N 1 Se ha clonado un nNuevo alergeno del poleGude
extractos del polen deupressus arizonicprocedentes de pressus arizonical que se le ha denominado Cup a 3

diferentes zonas. En nuestro caso contdbamos con un %&3294411) masa molecular 21-23 kDa y pl 4.82
tracto recogido en el borde de una autovia y con otro ex- ’

tracto recogido en el campo.
Para realizar este estudio inmunizamos a 2 conejo
uno con extracto completo del polen de Cupreasasni- I 4
cay otro con la proteina recombinante Cup a 3 producid -
en P. pastoris con el fin de obtener antisueros. Se realiz(
un PAGE-SDS en el que se cargaron las muestras de !
r

|

extractos de ambas procedencias (autovia y campo), _é« -
transfirieron a membrana y se sometieron a inmunodete
cion con el antisuero del conejo inmunizado frente al ex o=
tracto completo y con el antisuero del conejo inmunizad
frente a Cup a 3 recombinante.

Como se observa en la figura 5, el suero del conej
inmunizado frente al extracto completo @epressus ari-
zonicareconoce una banda en el extracto recogido €N g 5. pmunodeteoion con anisuercs de arep. Bies el
autovia (carril 1) que no aparece en el recogido en aba(®)yddcamp @ rvebds ond anuen dd coned
campo (carril 2). Esta banda podria corresponder a Cup‘"m’mbie"a""e‘"’mO|B Cupr esasaiia, Beetech

) aunvia (3) y ddl campo (@) reveldos aon d anisuero inmurnizado
3 debido a su masa molecular. Para demostrar que se tigieaQpaic- Cortdreggio.

= Cupal

e
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2. Es importante describir los alergenos de la famili& Bousouet kel Hgeou A F eradbR,  CuP  ChatH,
_ . | Heogenely detpy. L Cincd and mnundogic drerede -
PR 5, ya que la pro_ced(_-:-’nma del extracto puede ser. det@mmbmm_ Py 108,48 183
minante para la realizacion de las pruebas a los pacientess.
3. La expresion en levadur®s pastorises adecuada - BTG bmeP BABROFEGT fioR,  MHA
para la obtencion de una cantidad importante de proteiadR  dedabdydaemosesnbEithyoaegercam-
recombinante. Por lo tanto es un buen método para la %ﬂﬁmmmmmwm
tandarizacion de alergenos para su uso en el diagnéstico y '
- . 8Feke G, CHaVF, BatbGABriCDP ahR, MaiAd
la inmunoterapia. 4 e ( Cupr esssaizria) . )
! Egaﬁs ‘ml Bopes! frtndtestrartam. b Creec
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