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Hipersensibilidad a polen de Platanus acerifolia:
deteccion de las fracciones alergénicas

A.L. Valero, E. Rosell*, P. Amat, J. Sancho®, J. Roig’, J. Piulats* y A. Malet

Al.lergo Centre. Barcelona. “Laboratorio de Bioinvestigacion. Merck Farma-Quimica S.A. Barcelona. 'Division de Alergia. Merck
Farma-Quimica S.A. Barcelona

Fundamento: Aunque es conocida la poca relevancia clinica de los 4rboles en las polinosis en comparacion con otras
plantas, en Barcelona es importante el protagonismo de Platanus acerifolia, la especie de arbol mas numerosa en la
ciudad. Se ha realizado un estudio clinico e inmunologico de hipersensibilidad a polen de Platanus acerifolia (hybri-
da) en Barcelona, de su prevalencia y de las fracciones alergénicas del extracto de polen utilizado. Métodos: Se han
revisado de forma consecutiva 3.450 historias clinicas de nuestro centro. La metodologia diagnostica ha incluido la rea-
lizacidn de test cutaneos (prick test) a inhalantes habituales incluido el polen de Platanus, IgE especifica y test de pro-
vocacion nasal. Resultados: Se detectaron 24 pacientes sensibilizados clinicamente a polen de P. acerifolia, que repre-
sentan el 3,6% del total de las polinosis detectadas. Mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y en presencia
de dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE) se identificaron diferentes fracciones proteicas, entre las que fueron mayoritarias
las de 10, 14, 25 y 40 kDa. Las fracciones que con mayor frecuencia fijaban especificamente IgE fueron las de 5, 13,
23, 40, 43 y 66 kDa. Mediante isoelectroenfoque (IEF) se detectaron bandas mayoritarias entre un pl de 4,5 y 7,0;
las de 4,0 y 9,0 eran las que mas frecuentemente fijaban IgE. Conclusiones: Durante el periodo de un afo, se ha detec-
tado en Barcelona una prevalencia del 3,6% de sensibilizacion clinica a P. acerifolia respecto al total de polinosis. Des-
taca el alto porcentaje de casos monosensibilizados a este polen y la gran heterogeneidad de las fracciones alergénicas
detectadas.

PALABRAS CLAVE: Alergenos / Hipersensibilidad / Polen de Platanus.

Hypersensitivity to Platanus acerifolia pollen:
detection of allergenic fractions

Background: Although the small clinical relevance of trees in pollinosis compared to other plants is known, the role of
the Platanus acerifolia, the most numerous tree species in the city, in Barcelona is significant. A clinical and immu-
nological study of hypersensitivity to pollen of Platanus acerifolia (hybrida) in Barcelona was performed in order to
assess the prevalence and to determine the allergenic fractions of the pollen extract used in the study. Methods: A total
of 3,450 medical records from our institution were consecutively reviewed. Diagnostic work-up consisted of skin tests
(prick-test) to ordinary inhaled agents including Platanus pollen, specific IgE, and nasal challenge test. Results:
Twenty-four patients clinically sensitized to P. acerifolia pollen were found. This group accounted for 3,6% of the total
number of pollinosis detected. By means of polyacrylamide gel electrophoresis with sodium dodecyl sulfate (SDS-
PAGE), different protein fractions were identified, mostly of 10, 14, 25, and 40 kDa. Fractions that specifically fixed
IgE most frequent were those of 5, 13, 23, 40, 43, and 66kDa, whereas by isoelectric focusing (IEF) most bands were
found between pl 4,5 and 7,0. IgE was most frequently fixed to bands at pI 4.0 and 9.0. Conclusions: A prevalence of
clinical sensitization to P. acerifolia of 3,6% in respect to the total number of pollinois was documented in the city of
Barcelona over one year period. It should be noted the high percentage of cases with hypersensitivity to this pollen only
and the large heterogeneity of the allergenic fractions detected.

KEY worDSs: Allergens / Hypersensitivity / Platanus pollen.
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Es conocida la poca relevancia clinica de los arboles
en las polinosis si se compara con pdlenes de otras plan-
tas. Excepcionalmente en Europa, el polen de olivo en
los paises mediterraneos y el polen de abedul en los del
norte de Europa alcanzan una incidencia importante.

Platanus acerifolia, arbol perteneciente a la familia
Platanaceae, es un hibrido de una especie euroasiatica
(P. orientalis) y americana (P. occidentalis). Los arbo-
les que se plantan actualmente son fruto de una nueva
hibridacion (P. hispanica), que resisten mejor las con-
diciones adversas urbanas. Fue introducido en la
Peninsula Ibérica por los romanos y su utilizacion se
extendid por Europa occidental. Se emplea en zonas
urbanas por ser un magnifico arbol ornamental.

Barcelona es una de las ciudades de Europa, junto
con Madrid, con mayor niimero de arboles en sus
calles, la mayoria de ellos plataneros. Segtin el Institu-
to Municipal de Parques y Jardines actualmente hay
plantados en Barcelona 144.598 arboles y los platane-
ros, con 57.471, es la especie mas numerosa. No obs-
tante, la tendencia actual es la de sustituirlo por otras
especies.

La polinizacién de este arbol se produce en los
meses de marzo y abril y en el medio urbano, princi-
palmente Barcelona y Madrid, es donde se detecta el
mayor porcentaje de polen durante estos meses.

Su polen es tricolporado, de un didmetro medio de
16-18 ym. En mediciones de polen realizadas en Bar-
celona, el polen de P. acerifolia puede representar
cifras superiores al 20% del total anual detectado; se
alcanzan concentraciones totales anuales de 150-380
pdlenes/m’ y picos de 2000-2500 granos/m’, con una
tendencia de mayor polinizacion de forma bianual.
En otros paises europeos, como Francia, Italia, Suiza,
Bélgica, Portugal y Gran Bretaha, se han detectado
altas concentraciones™

Tabla I. Frecuencia de sensibilizaciones entre los pacientes
estudiados.

N° de casos (tanto por ciento)

Pacientes estudiados 3.450
Hipersensibilidad a inhalantes 1.390 (40,3)
Acaros 893 (64,2)
Polenes 665 (47.,8)
Malezas 362 (544)
Parietaria 322 (48,4)
Gramineas 289 (434)
Arboles 86 (12,9)
Platanus 24 (3,6)
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Se detectan niveles significativos de polen atmosfé-
rico a finales de septiembre e inicio de octubre, a pesar
de no existir polinizaciéon de este arbol, hecho que se
interpreta como una reflotacion de polen que habia
quedado retenido en la superficie de hojas y tronco del
arbol.

El polen de P. acerifolia es considerado como aler-
génico por la mayoria de los autores; a pesar de ello se
ha descrito una baja sensibilizacion, 13 y 5%, a este
polen en pacientes polinicos**. En Espana se conside-
ra una polinosis con una incidencia muy baja, dato que
explicaria las pocas referencias bibliogréficas encon-
tradas?; a pesar de ello, Subiza’ detecta en Madrid un
porcentaje superior al 50% de sensibilizaciones cuti-
neas a este polen entre pacientes polinicos.

Se ha descrito un alergeno mayor de 22 kDa, con un
pl 4cido y un contenido glucidico del 6,9%, sensible a
la digestion enzimatica mediante tripsina® y con una
capacidad alergénica e inmunogénica modificada
mediante desnaturalizacion con 8 M urea y la aplica-
cidn de calor por encima de los 100°C.

Considerando su alto grado de polinizacion y las
pocas publicaciones existentes al respecto, nos propusi-
mos realizar un estudio clinico-inmunoldgico de hiper-
sensibilidad a polen de Platanus en nuestro medio, asi
como valorar su prevalencia y determinar las fracciones
alergénicas del extracto de polen utilizado.

MATERIAL Y METODOS

Se aplicd un protocolo de estudio a todos los
pacientes que acudian a nuestro centro por presentar
sintomatologia de vias respiratorias de posible origen
alérgico durante un afo, tiempo durante el cual se visi-
taron 3.450 pacientes.

El protocolo diagndstico constaba de una anamnesis
detallada, exploracion fisica, pruebas cutaneas (prick
test) a alergenos inhalantes (4caros, epitelios, mohos y
polenes de malezas, gramineas y arboles) entre los que
se incluia polen de Platanus hybrida, determinacion de
IgE especifica (Cap-System, Pharmacia, Suecia) frente
a los alergenos con resultados positivos en las pruebas
cutaneas, test de provocacion nasal frete a alergenos
sospechosos de sensibilizacion por ser positivos en las
pruebas cutaneas y/o determinacion de IgE especifica.

Extracto de polen. Se utilizo extracto de polen de
Platanus (Lab. Merck Farma-Quimica S.A.) tanto para
las pruebas cutineas (5.000 PNU/ml), como para la
prueba de provocacion nasal (162, 322, 1.610 PNU/ml).
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Para la deteccion de las fracciones alergénicas se
utilizaron viales que contenian 3.000 PNU/vial y su
contenido proteico era de 15 mg/vial. Los extractos
liofilizados se resuspendieron en 500 pl de tampdn
fosfato salino pH 7,2 (PBS). La concentracion se
midid segiin el método Bradford® utilizando un reacti-
vo comercial (Protein assay kit, Bio-rad Laboratories,
Richmond, California, EE.UU.). Para el isoelectroen-
foque la muestra, ademas, se dializ6 utilizando una
membrana de 6.000 Da de corte (Spectra/por, Spec-
trum Medical Industries INC. Los Angeles, EE.UU.),
frente a agua destilada durante una hora y frente a PBS
durante dos horas més. Los extractos crudos se distri-
buyeron en alicuotas y se guardaron a -40°C evitando
los procesos de congelacion-descongelacion, para
obviar la degradacion proteica.

SDS-PAGE y western blotting. Se realizd una sepa-
racion electroforética de las proteinas del extracto a
estudiar utilizando geles de poliacrilamida (PAGE), en
presencia de dodecilsulfato sddico (SDS) (geles de
corrida al 15% w/v de poliacrilamida; gel de concen-
tracion al 5% w/v). La separacion se realizd por el
método Laemmli’ utilizando geles de 1,5 mm de espe-
sor. Se aplicaron unos 2 ug de proteina por carril. Se
corrieron junto con las muestras marcadores de peso
molecular, algunos pretefiidos (Rainbow coloured pro-
tein low molecular weight markers, Amersham, Reino
Unido), lo que permitié un mejor seguimiento de la
electroforesis y de la posterior trasferencia. La corrida
se realizo aplicando una intensidad constante de
corriente de 40 mA.

Tabla II. Bandas obtenidas en el PAGE-SDS.
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Las proteinas se electrotransfirieron tras la electro-
foresis a membranas de nitrocelulosa (0,45 mm, Bio-
Rad o bien membranas ECL, Amersham, Reino Uni-
do) utilizando una camara Trans-Blot (Bio-Rad
Laboratories Inc.), segtin el método Towbin". La
transferencia se realizd a 4°C durante toda la noche a
bajo voltaje y alta intensidad (30 V, 400 mA).

Los carriles que contenfan los marcadores de peso
molecular se separaron y los que contenian las mues-
tras de extracto se cortaron en tiras de 0,25 cm tras
visualizar su recorrido con una tincion reversible con
rojo Ponceau - S".

IEF-Immunoblotting. Los isoelectroenfoques se rea-
lizaron sobre placas de agarosa isogel (FMC BIO Pro-
ducts, Rockland, EE.UU.) en un rango de pH de 3 a
10. Se aplico 1 pug de proteina por carril. La corrida se
realizd, basicamente, segiin las especificaciones
comerciales, a 10°C durante 45 min a una potencia
constante de 25 W (1.000 V, 20 mA iniciales).

Antes de la transferencia se cortaron los carriles
correspondientes a los marcadores de los pI que se
tiheron con una solucion de azul de Commassie. Se
realizOd un immunoprint del resto del gel de agarosa'™
sobre membranas de nitrocelulosa. Las membranas se
cortaron a tiras y se procedio a la inmunodeteccion de
las bandas especificas.

Inmunodeteccion de alergenos. Tras la separacion
proteica de PAGE o por IEF, se procedid a la inmu-
nodeteccion de los alergenos reactivos a la IgE utili-
zando los sueros de los pacientes sensibles a polen de
platano.
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Las tiras de nitrocelulosa se bloquearon con PBS
con 1% de Twenn 20 (tampo6n de bloqueo) durante 1,5
horas a temperatura ambiente y con agitacion suave.
Después de tres lavados con PBS - 0,1% Twenn 20
(tampdn de lavado), se incubaron individualmente con
los sueros de los pacientes o los controles, diluidos
seglin su actividad (normalmente, diluidos 1/5 en tam-
pon de lavado), durante un minimo de 16 horas a 4°C.
Tras cuatro lavados, las transferencias se incubaron
durante 1 hora, con agitacion y a temperatura ambien-
te, con un anticuerpo monoclonal murino anti-IgE
humana (Southern Biotechnology Associates, Inc. Bir-
mingham, Reino Unido), diluido 1: 2.000 en el tam-
pon de lavado. Después de otros cuatro lavados se
incubaron durante 60 minutos con un anticuerpo anti-
globulina murina conjugada con peroxidasa (Jackson,
Baltimore, EE.UU.), diluido 1:25.000 en tampdn de
lavado. Tras lavar de nuevo, las bandas especificas se
detectaron utilizando un sustrato quimioluminiscente.
Se utiliz6 el sistema ECL (Amersham) segin el proto-
colo del fabricante. La nitrocelulosa se expuso en peri-
odos que oscilaron entre los 15 segundos y los 30
minutos, utilizando peliculas autorradiograficas
(Hyperfilm-ECL, Amersham).

En algunas ocasiones las tiras se aprovecharon para
una segunda deteccion. Los anticuerpos que habian
reaccionado con las protefnas fijadas en la membrana
se desprendieron tratando la nitrocelulosa con una
solucion reductora (Tris HCL 62.5 mM pH6.7, 2-mer-
captoetanol 100 mM, SDS 2%) durante 30 min a 50°C
con agitacion. Tras cuatro lavados las membranas se
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Fig. 2. Perfil de reaccion de las IgE presentes en los sueros de
los pacientes con el immunobloting del extracto de Platanus
obtenido tras el SDS-PAGE. En la izquierda se sefialan los
pesos moleculares del marcador.

bloquearon nuevamente y se incubaron con nuevos
sueros siguiendo el mismo proceso descrito anterior-
mente.

RESULTADOS

De las 3.450 historias clinicas revisadas, 1.390 per-
tenecian a pacientes sensibilizados a alergenos inha-
lantes, el 64,2% de los cuales estaban sensibilizados a
acaros del polvo doméstico y el 47,8%, a pdlenes
(Tabla I). Las pruebas cutaneas frente a extracto de P.
acerifolia fueron positivas (> 3mm de diametro de
papula) en 87 casos (13,8%).

En 24 pacientes se realizo el diagndstico de sensibi-
lizacion clinica a polen de P. acerifolia basandose en el
estudio alergologico y la estacionalidad de la sintoma-
tologia referida. En todos ellos se constataron pruebas
cutineas y provocacion nasal positivas (3 casos a 162
PNU/ml., 52322y 16 a 1.610) y en 19 se detectd IgE
especifica (6 clase 2 y 13 clase 3). Estos casos detec-
tados representan el 3,6% del total de las polinosis y el
27% de los casos sensibilizados a arboles.

Estaban sensibilizados a otros alergenos 16 casos, 6
a polen de gramineas, 6 a Parietaria judaica, 2 a Olea
europaea, 4 a acaros del polvo doméstico y uno a epi-
telio de perro. Los 8 casos restantes (33%) estaban
sensibilizados solo frente a polen de P. acerifolia.

Se recogid el antecedente personal de atopia en 8
casos y familiar en 9 casos: 9 varones y 15 mujeres,
con una edad media de 32,6 + 12,8 afios y un interva-
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lo de edad de 15-58 aios. El motivo de consulta fue de
rinoconjuntivitis en todos ellos y asma bronquial en 5,
con un periodo de evolucion de sus sintomas de 6,6 +
3,8 anos.

Todos ellos presentaban sintomas claramente rela-
cionados con el periodo de polinizacion de P. acerifo-
lia; 12 pacientes afectos de rinoconjuntivitis y 4 de
asma referfan sintomas en otros meses del afio.

El 70% de los pacientes residian en la ciudad de
Barcelona y sus domicilios estaban situados en zonas
con plataneros; el resto, vivian en ciudades limitrofes y
referfan, de igual forma, la cercania de este arbol.

Los geles de SDS-PAGE con el extracto de platano
utilizado para el diagnostico contenian maltiples ban-
das proteicas en un rango de 4-80 kDa; las mayorita-
rias eran de 10, 14, 25 y 40 kDa (Figura 1). Por immu-
noblotting se detectaron un total de 16 bandas
especificas cuyos pesos moleculares fueron calculados
teniendo en cuenta la corrida de las proteinas patron.
Las bandas reactivas con las IgE que presentd el
extracto tenian un peso molecular de 4,5, 5,3, 8,2,
124, 13,5, 15,8, 23,0, 35,8, 40.0, 43,0, 54,0, 58,5, 61,
66 y 84,5 kDa; las bandas més frecuentemente impli-
cadas fueron las de 4,5, 5,3, 8,2, 13,5, 23,0, 35,8, 40,0,
43,0, y 66 kDa (Fig. 2, Tabla II). Algunos pacientes,
como los casos 7, 16, 17, 23, 28 y 29, presentaron ban-
das reactivas de bajo peso molecular, por debajo de los
10.000 Da. Los sueros de los pacientes 20 y 24 pre-
sentaron una Unica banda reactiva a 12,4 kDa. En el
resto de pacientes pudieron identificarse bandas aler-
génicas tanto a bajo como a alto peso molecular. Las
dos bandas reactivas frente a las IgE de diversos
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Fig. 4. Inmunodeteccion de las IgE unidas a las bandas alergé-
nicas tras el IEF. En la izquierda se sehalan los pl del marcador.

pacientes y de bajo peso molecular, 4,5 y 5,3 kDa, fue-
ron las que aparecieron con mas frecuencia (55 y 50%
de los casos, respectivamente).

Las bandas correspondientes a pesos moleculares
entre 40-44 y 66.000 Da aparecieron en el 45% de los
sueros estudiados. Con el suero del paciente 22 no se
pudo detectar bandas especificas en la SDS-PAGE,
mientras que si aparecid una banda especifica en el IEF

Mediante IEF del extracto, en un gradiente de pH
de 3 a 10, se obtuvieron multiples bandas; las mayori-
tarias se situaron en un rango acido, entre puntos isoe-
léctricos de 4,5 y 5,5 (Fig. 3). Destac6 una banda
mayoritaria en el extracto con un pl alrededor de 7. Por
immunoprint, tras la incubacion con los sueros de los
pacientes, se detectaron 14 bandas alergénicas de pl
9,26, 9,04, 8,28, 7,6, 6,32, 5,72, 5,04, 4,14, 4,06, 3,99,
3,84, 3,76, 3,54, 3,46. Las mas reactivas frente a las
inmunoglobulinas IgE séricas fueron las de pI de 4-5,5
y alrededor de 9 (Fig. 4, Tabla III). Dentro de las ban-
das reactivas fueron las de pI 4,06 y 9,04 las que con
mayor frecuencia fijaron las IgE (60% de los casos
estudiados). En el caso del immunoprint, los sueros de
los pacientes 4, 16 y 19 no reaccionaron de manera
especifica con las proteinas del extracto de platano
separado por isoelectroenfoque.

DISCUSION

En Barcelona, se detectan grandes cantidades de
polen de P. acerifolia en los meses de marzo y abril,
cifras que llegan a representar en ocasiones valores
superiores al 20% del total anual detectado. A pesar de
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ello, no se ha considerado un polen muy alergénico en
nuestra area, donde predomina la sensibilizacion a
polen de Parietaria de forma mayoritaria.

El 13,8% de los polinicos estudiados tienen pruebas
cutaneas positivas a polen de P. acerifolia, porcentaje
que oscila entre el 5 y el 52 % en distintas ciudades
espanolas (Tabla IV).

El 3,6% de los pacientes polinicos diagnosticados
sufrian sintomas durante la época estacional de P. ace-
rifolia, frecuencia similar a la de otros estudios reali-
zados en Barcelona (6%), Napoles (5%) e inferior a las
de Montpellier (13%) y Madrid (28%)**"**.

La mayor parte de los pacientes de la presente serie
residen en la ciudad de Barcelona, lugar donde se detec-
tan mayores niveles de polinizacion; en todos ellos des-
tacaba la cercanfa a zonas donde abundan los platane-
ros como arbol ornamental. Todos ellos referian
sintomas de aparicion brusca e intensa a los pocos dias
del inicio de la polinizacion®, los cuales eran de mayor
intensidad en el transcurso de las primeras 4-6 horas de
la mafnana®. En algunos casos destaca la aparicion de
sintomas mas leves y puntuales a finales de septiembre
e inicio de octubre, hecho explicado por la posible reflo-
tacion del polen adherido en la hoja verde del arbol.

A pesar de que se han descrito pocos casos de
monosensibilizacion'>1*?'25 " en la presente serie
representan un porcentaje inusualmente elevado
(33%). En la mayoria de los casos descritos coexisten
sensibilizaciones frente a polen de gramineas, Olea
europaea, Parietaria judaica, Plantago ovata y cheno-
podiaceas. En estudios in vitro se ha detectado una sig-
nificativa reactividad cruzada con polen de gramineas,
hecho que justificaria la abundancia de sensibilizacio-

Tabla III. Sintesis bandas obtenidas en el IEF.
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nes cutaneas detectadas en zonas donde abunda esta
polinosis y la menor prevalencia de sensibilizacion en
zonas donde es menos frecuente, como en Barcelona,
y ello a pesar de las altas concentraciones atmosféricas
detectadas”. Bartolomé et al?, mediante RAST-inhibi-
cion, detectaron una cierta reactividad cruzada con
polen de Parietaria, Olea y Artemisia y obtuvieron,
asimismo, una baja inhibicidén con los pdlenes de
Dactylis glomerata, Lolium perenne, Betula verrucosa,
Mercurialis annua y Chenopodium album.

Se ha detectado una gran heterogeneidad en las
fracciones alergénicas de polen de P. acerifolia. Las
fracciones mas frecuentemente implicadas tenian un
peso molecular de 5, 13, 23, 40, 43 y 66 kDa, no des-
tacando sobremanera ninguna de ellas ya que la fre-
cuencia de implicacion oscilaba entre el 40 y 55% de
los casos estudiados.

Anfosso® describi6o un alergeno mayor de 22 kDa
que podria corresponder a la fraccion de 23 kDa detec-
tada por nosotros en el 40% de los casos. Bartolomé et
al* describieron como alergenos principales a las frac-
ciones de 48, 28 19 y 17 kDa, la mayor parte de ellas
descritas en el presente estudio. La fraccion de 17 kDa
descrita por Varela et al® como el alergeno mayor en
un conjunto de sueros, podria corresponder a la banda
comprendida entre 14 y 16 kDa descrita por nosotros.

Asf pues, se ha detectado una prevalencia del 3,6%
de sensibilizaciones clinicas a polen de Platanus
durante el periodo de un aho en nuestro medio respec-
to al total de polinosis diagnosticadas; destaca el alto
porcentaje de casos sensibilizados solo frente a este
polen y la gran heterogeneidad de las fracciones aler-
génicas detectadas.
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Tabla IV. Porcentajes de pruebas cutdneas positivas y recuento
de polen de Platanus con respecto al total.

Ciudad TCP: Polen®
Madrid" 52 17
Toledo' 52 1,2
Badajoz"” 28 4,1
Zaragoza'® 25 38
Logrofio"” 25 -
Ciudad Real™ 19 1,3
La Coruna® 13 -
Malaga® 8 53
Jaén” 5 0,8
Barcelona 13 22

“Porcentaje de casos con test cutaneos postivos a polen de
Platanus. "Porcentaje de polen de Platanus detectado con res-
pecto al total de polenes.
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