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Las malezas también consideradas a veces malas hierbas, son especies dificiles
de clasificar dentro de un grupo o familia botanica especifica. Se trata generalmente
de especies de bajo valor comercial, alimenticio o decorativo, y son conocidas por
su capacidad invasora en entornos cultivados, interfiriendo asi en el crecimiento de
otras especies [1]. Las malezas son plantas con gran capacidad de adaptarse al me-
dio, especialmente en regiones donde la vegetacion autdéctona ha sido dafada por
la sequia, y son muy resistentes ante esta y otras condiciones climaticas adversas.
Su alta estabilidad en situaciones desfavorables, las convierte en principales fuentes
de pdlenes que causan manifestaciones alérgicas en un numero cada vez mayor de
personas [2, 3].

Las clasificaciones modernas sobre la base de analisis morfolégicos y filogenéti-
cos, tales como la Clasificacion Filogenética APG, incluyen dentro de la familia Ama-
ranthaceae, como subfamilia, a la Chenopodioideae, a las antiguas quenopodiaceas
(Chenopodiaceae) [4]. Pero realmente, son dos familias botanicas emparentadas que
desde el punto de vista Aerobioldgico comparten el mismo tipo polinico. La mayoria
de los miembros son plantas herbaceas y arbustivas anuales y perennes cuyo creci-
miento se adapta perfectamente a los suelos salados y a los ambientes aridos (plan-
tas xerofitas), de los cuales extraen altas concentraciones de nitrégeno.

En sus origenes y debido a su alto contenido en sodio, las cenizas de estas plan-
tas se han utilizado para obtener sosa y vidrios sédicos. La familia Amaranthaceae
incluye 2500 especies, 85 de las cuales se encuentran en la Peninsula Ibérica. Aunque
incluye especies de interés agricola, como la Spinacia oleracea y la popular Cheno-
podium quinoa, y ornamentales como Amaranthus caudatus, un nimero muy elevado
de especies, como la Salsola, se consideran invasivas [5]. La capacidad de estas
especies para sobrevivir en habitats hostiles se basa en su abundante produccién de
semillas (que a menudo alcanza 50 000 semillas por planta) y en un mecanismo de
dispersion del fruto que involucra a la planta entera. Ademas, la tolerancia de algunas
especies a las toxinas del suelo, como el arsénico, sin que se afecte su crecimiento,
contribuye a su uso como fijadores en suelos altamente contaminados [6].

Los miembros de la familia Amaranthaceae comparten una serie de caracteristicas
morfoloégicas en sus granos de polen que los hacen casi indistinguibles mediante
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la microscopia estandar: los granos son esféricos con una disposicién de abertura
pantoporada que es similar a la superficie de una “pelota de golf” [7]. Es un polen
anemodfilo y la produccion y liberacidon de polen tiende a ser ain menor que en otras
especies anemdfilas [8], lo que refleja la optimizacion de los recursos por las plantas
xerofitas en entornos adversos. Tal vez en un intento de contrarrestar esta baja pro-
duccién de polen, las especies Amaranthaceae florecen de junio a octubre [9], una
vez que el principal periodo de polinizacion de la mayoria de las especies de latitudes
templadas ha terminado.

De todas las especies de la familia Amaranthaceae, los pdlenes de los géneros
Chenopodium, Salsola y Amaranthus son los principales causantes de las polinosis
durante el verano de los paises con clima templado y seco, como en el oeste de Es-
tados Unidos y Australia y las areas semidesérticas de Arabia Saudita, Kuwait, India e
Iran [10, 11]. La desertificacion del suelo en extensas zonas de la cuenca mediterranea
ha aumentado la incidencia de estas malas hierbas en los paises vecinos, causando
sintomas en personas sensibilizadas, incluso a bajas concentraciones [12-14]. La ca-
pacidad de las malezas de la familia Amaranthaceae para resistir la sequia, el uso or-
namental de varias especies en setos y en cultivos de regadio, asi como su presencia
como malezas contaminantes en cultivos a expensas de especies productivas como
el olivo, han incrementado su relevancia clinica. Dado que los paises mediterraneos
constituyen una de las mayores superficies del mundo de olivares y su polen es una
de las principales causas de alergia [15], se esta produciendo un aumento del nimero
de pacientes polisensibilizados a ambos tipos de polen.

Diferentes especies taxondmicamente relacionadas de Amaranthaceae pueden ser
responsables de la sensibilizacion alérgica y podrian utilizarse en el diagnéstico y
tratamiento. Desde el punto de vista alergoldgico, el polen de Salsola kali (también
conocido como cardo ruso) y el de Chenopodium album (conocido como cenizo) se
consideran los poélenes mas representativos de la familia en términos de incidencia
alergénica en Espafa [16]. Sin embargo, otras especies de la familia Amaranthaceae,
como Salsola pestifer, Amaranthus retroflexus, Salsola oppositifolia, salsola vermicu-
lata o Atriplex canescens o A. halimus también han sido identificados como especies
alergénicas [17]. S. kali es muy abundante en el sureste de Espafia, S. vermiculata
crece en pantanos y Salsola oppositifolia se puede encontrar en los bordes de las
carreteras cerca del mar en areas secas y calientes. Hasta la fecha, se han descritos
y analizado los principales alérgenos de S. kali, C. album y A. retroflexus, existiendo
entre ellos, en general, un alto grado de reactividad cruzada [18].

El nimero de moléculas alergénicas identificadas en estos y otros pdlenes de ma-
lezas (por ejemplo, ambrosia, artemisa, parietaria, llantén y mercuriales) esta limitado
a unas pocas familias de proteinas presentes en vegetales (Figura 1): enzimas, espe-
cialmente aquellas involucradas en el metabolismo de pectina y por tanto en el remo-
delado de la pared vegetal y en el crecimiento del tubo polinico (pectato liasas, pectin
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Figura 1.

Los pélenes alergénicos de malezas pertenecen a varias familias botdnicas
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metilesterasas y poligalacturonasas), péptidos antimicrobianos como las defensinas,
proteinas implicadas en la activaciéon de los procesos germinativos como las de la
familia de homdlogos a Ole € 1, proteinas de transferencia de lipidos no especificas
(nsLTP) y los panalérgenos, profilina (proteinas unién a actina) y polcalcina (proteina
de unién de calcio) [2]. Estas familias incluyen los alérgenos identificados en C. album
(Chea1,Chea2yChead),S. kali (Sal k 1, Sal k 2, Sal k 3, Sal k 4, Sal k 5 y Sal k 6),
y A. retroflexus (Amar 2) [11, 19, 20].

Desde el punto de vista clinico, resulta cada vez mas importante ahondar en el
conocimiento de las caracteristicas alergénicas de estas especies vegetales debido
a que se ha producido un drastico aumento de la polinosis provocada por especies
de Amaranthaceae en los paises templados, porque cada vez son mas visibles las
diferencias intra-especie detectadas, tanto cualitativas como cuantitativas, en el con-
tenido alergénico de los extractos y porque el diagndstico de los pacientes es todavia
impreciso debido a la superposicién de la polinizacion de estas malezas [17]. Lo que
es evidente es que las especies de Amaranthaceae se estan convirtiendo en una de
las principales causas de la sensibilizacidn al polen en el area mediterranea, como ha
ocurrido en algunas zonas de la Peninsula Ibérica [21].
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En Espafia, estas malezas son especialmente abundantes en varias regiones del
sureste y el Valle del Ebro. En las zonas secas del sureste (provincias de Alicante y
Murcia), los niveles de polen oscilan entre 100 y 250 granos/m? de abril a octubre,
con un pico en agosto (www.polenes.com). Aunque estas especies vegetales liberan
un numero reducido de granos de polen durante la temporada de polinizacién, alre-
dedor del 40% de los individuos alérgicos, con sintomas al final del verano, en estas
regiones de Espana son alérgicos a estos polenes agresivos. En Espana, el polen de
Salsola, junto con el olivo y las gramineas, es una de las principales causas de poli-
nosis [16], tanto en regiones donde es una de las principales especies presentes en
sus campos (por ejemplo, Zaragoza y Murcia) como en aquellas donde crece como
especie contaminante de los campos de olivo [22].

Alérgenos de la familia Amaranthaceae

El conocimiento de los perfiles alergénicos de una fuente bioldgica es un requisito
previo para mejorar los protocolos de diagndstico y la inmunoterapia precisa que hay
que aplicar. Este conocimiento es particularmente importante en el caso de los pdlenes,
ya que la distribucion geografica de las especies vegetales esta fuertemente influida
por las condiciones geofisicas y climaticas. Asi las polinosis de los pacientes difieren
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dependiendo de la zona en la que habitan o de sus desplazamientos geograficos. El uso
de alérgenos purificados en lugar de los extractos proteicos ha facilitado la identificacion
del alérgeno sensibilizante. Los enormes esfuerzos realizados en las Ultimas décadas
para obtener los alérgenos mas significativos de las diferentes especies de polen han
sido esenciales para nuestra comprensién del historial alergénico de un paciente dado.
El nimero de alérgenos identificados ha aumentado de forma notable en los ultimos
anos gracias a la aplicacién de las técnicas protedmicas, electroforesis bidimensional y
espectrometria de masas (Figura 2). Con ellas se ha podido solventar las bajas concen-
traciones en la fuente bioldgica, las propiedades moleculares (masa y carga) solapantes
y la inestabilidad de los alérgenos. Hasta la fecha se han descrito diez alérgenos de po-
len de Amaranthaceae cuyas propiedades moleculares se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Alérgenos de Chenopodiaceae y Amaranthaceae caracterizados hasta la fecha

Masa lAislada del
N® acceso Sistema de
Alérgeno UniProt Familia pl H?lkel;::;ar Polimorfismo | Glicosilacién polen expresién
Q175T4, i . } : : }
Ssalk1 Pa3181 Qlee 1-like 4-9.5 37 Si Si Si E. coli
Salk2 QBL3KS Proteina quinasa ND 36 ND No No E. coli
salk3 C1KEUO Metionina sintasa ND 45 ND No Ne E. coli
Salk4 CEIJWHO Profilina 4.6 14.3 Moderado No Si E. coli
salks E2D0Z0 Olee 1-like 4-4.5 16.3/18.5 Si Si Si P, pastoris
Salké WBPEQ3 Poligalacturonasa | 5.8-6.7 45/28 Si 5i No E. coli
Cheail QELGRO Qlee 1-like 4.98 16.3/18.5 Moderado 5i Si P. pastoris
Chea2 QB4V3Y Profilina 4.8-5.4 15 Moderado No Si E. coli
Chea3 QB84V36 Palcalcina 4.4 9.5 No No Si E. coli
Amar2 C3awaQ7 Profilina 5 15 Moderado No No E. coli
Chenopodium Album

El polen de cenizo, —asi es como se llama en Espafa a esta especie—, es uno de
los poélenes alergénicos mejor caracterizados de la familia Amaranthaceae. Es una
planta perenne que, aunque se puede encontrar en todo tipo de suelos, se produce
principalmente en los aridos y ricos en sal [17, 23]. La polinizacién de C. album ocurre
de junio a octubre.

Se han descrito como areas de alta incidencia clinica, el sur de Espafa, los Es-
tados Unidos de Ameérica, Iran, Kuwait y Arabia Saudita [16, 17, 23-25]. En paises
con grandes areas desérticas, como Kuwait o Iran, este polen es el principal agente
sensibilizante en pacientes con rinitis alérgica o asma, y sus indices de prevalencia
son mayores que los de acaros o mohos debido al uso de esta planta en programas
basados sobre principios ecolégicos y/o etnoagricolas [26].
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Los pacientes afectados por polinosis a C. album son frecuentemente polisensibili-
zados y varios trabajos han demostrado la existencia de una alto grado de reactividad
cruzada con otros podlenes relacionados o no relacionados filogenéticamente [18, 27].
Los 3 principales alérgenos que se han descrito hasta la fecha en el polen de C. album
son Che a 1 (Ole e 1-like), Che a 2 (profilina) y Che a 3 (polcalcina) [24, 28-30]. Los
tres se han expresado en forma recombinante en la levadura Pichia pastoris o en la
bacteria Escherichia coli [31-34] y se han utilizaron como herramientas diagndsticas
en CRD (“Component-resolved diagnosis”) [24].

Che a1

Che a 1 fue el primer alérgeno descrito de este polen y es un alérgeno principal
atendiendo al criterio de que mas del 50% de los pacientes sensibles a C. album
poseen IgE en sus sueros que unen esta proteina. Fue identificado, caracterizado, y
clonado en 2002 por Barderas y col. [29]. Fue detectado como una banda de aproxi-
madamente 20 kDa mediante inmunodeteccidn tras el PAGE-SDS de las proteinas
del utilizando sueros de pacientes alérgicos a este polen y con anticuerpos policlo-
nales y monoclonales especificos de Ole e 1. Che a 1 se aisl6 del polen y tras su
purificacion a homogeneidad, se comprobd que era una glicoproteina de 17.088 Da
y 143 aminoacidos de longitud, dos menos que Ole e 1. Se trataba de una proteina
de caracter acido con un pl de 4,98. Tras el proceso de clonacion por PCR (“Poly-
merase Chain Reaction”), su secuencia de aminoacidos alineada con la de los otros
miembros de la misma familia proteica ya descritos, presentaba una identidad del
27 al 45% con las secuencias de estas proteinas y s6lo un 30% de identidad con
la de Ole e 1, explicando asi la limitada reactividad cruzada entre ambas moléculas
[30]. Sorprendentemente, aunque cuantitativamente no se trataba de un alérgeno
relevante puesto que el nUmero de IgE dirigidas en los pacientes alérgicos a Che a
1 no era muy alto, sin embargo mas del 70% de ellos tenian IgEs contra esta mo-
lécula.

Los mismos autores llevaron a cabo la produccion de la forma recombinante de
Che a 1 en la levadura P. pastoris [30]. Aunque el patron de glicosilacién de la forma
recombinante difiere del de la proteina natural, ambas formas del alérgeno presentan
un comportamiento alergénico equivalente lo que parece indicar que, a diferencia de
lo que sucede con Ole e 1, el componente glicosidico de Che a 1 no tiene una gran re-
levancia en su actividad alergénica y por tanto ambas se pueden usar indistintamente
con fines diagnoésticos. Recientemente, un grupo irani ha publicado la expresion de
Che a 1 fusionado a una secuencia de histidinas en E. coli [31]. Aunque la proteina se
aislo en forma insoluble a partir de agregados en forma de cuerpos de inclusion, su
replegado en la propia columna cromatografica permitié obtener una proteina soluble
capaz de unir las IgE de pacientes sensibilizados.
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Che a2

En 20083 fueron identificados y posteriormente caracterizados los panalérgenos Che
a 2 (profilina) y Che a 3 (polcalcina) del polen de C. album [28]. Estos dos alérgenos
son minoritarios desde el punto de vista clinico en la mayoria de polenes, especial-
mente en aquellos en los que existen alérgenos principales con una alta prevalencia
y que retienen la mayor parte de las IgE de los sueros de los pacientes. Sin embargo,
los alérgenos tienen una especial relevancia en este polen, en el que no existe ningun
marcador primario especifico de sensibilizacion ni ningun alérgeno frente al que se
dirijan la mayor parte de las IgE de los pacientes. La relevancia de la profilina y la
polcalcina estaba asociada con la polisensibilizacion en los pacientes sensibilizados
a este polen [28, 32] y fue estudiada en 2004, con 104 sueros de individuos alérgicos
a C. album. Che a 2, purificada a homogeneidad a partir del extracto de polen, era
reconocida por el 55% de los sueros en ELISA [33] mientras que en otras poblaciones
alérgicas a otros podlenes, la frecuencia de reconocimiento de este alérgeno es de
apenas un 20%. Un hallazgo similar fue observado en 2011 por Nouri y col [24], quie-
nes identificaron a Che a 2 como un alérgeno principal en poblaciones de Iran.

La comparacién de la similitud de la secuencia de aminoacidos de esta proteina
con las de otros miembros de la familia de profilinas vegetales depositadas en bases
de datos fue estudiada por Barderas y col [30]. La secuenciacion de 3 clones de
cDNA que codificaban para Che a 2 dio lugar a cadenas polipeptidicas con longi-
tudes entre 131 a 133 aminoacidos de longitud con una masa molecular de aproxi-
madamente 14 kDa y un pl acido de aproximadamente 5 [33]. Cabe destacar que
Che a 2 mostré mayor identidad de secuencia con Hev b 8 (la profilina del latex) y
con las profilinas alimentarias derivadas de plantas (Mal d 4 de manzana o Arah 5
de cacahuete) que con profilinas de polen (Ole e 2 de olivo, Bet v 2 de abedul y Phl
p 12 de gramineas). La expresion heteréloga de Che a 2 se llevé a cabo en E. coli
[33]. Che a 2 recombinante es una proteina soluble, homogénea y se caracterizo en
detalle usando un antisuero policlonal obtenido frente a la profilina natural y sueros
de pacientes alérgicos a este polen. Tanto mediante inmunodeteccion por Western
blot como por ELISA inhibicion, la forma recombinante y la natural mostraron propie-
dades inmunoldgicas similares.

Che a 2 present6 reactividad cruzada con un gran nimero de pdlenes, alimentos
derivados de plantas y latex [33]. Los niveles de inhibicién fueron superiores al 80%
con alérgenos de polen y latex y se obtuvieron valores entre el 10 y el 95% con ex-
tractos de alimentos vegetales [28, 30, 33].

Chea3

El otro panalérgeno del polen de cenizo es la polcalcina Che a 3 [28, 32]. Este
alérgeno, especifico de polen y que une calcio en dos sitios EF-hand, fue purificado
y exhibe mediante ensayos de ELISA una reactividad positiva con el 46% de los 104
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pacientes sensibilizados a C. album [28]. Este reconocimiento es de una magnitud si-
milar al obtenido por Nouri y col (41%) para una poblacion irani de 32 pacientes [24].

Tras su clonaje, la secuencia de Che a 3 posee una longitud de 86 aminodacidos con
una masa molecular de 9,5 kDa y un pl de 4,43 [28]. Cabe destacar que Che a 3 tiene
una identidad de secuencia del 90% con Bet v 4 (polcalcina de abedul) y 89% con Ole
e 3y Aln g 4, polcalcinas de olivo y polen de aliso, respectivamente [28,32].

La reactividad cruzada asociada a Che a 3 se estudi6 utilizando su forma recombi-
nante producida en E. coli [32,34]. Che a 3 fue capaz de inhibir hasta el 50% la unién
de IgE a la polcalcina de polen de gramineas, Phl p 7, mientras que este alérgeno
inhibia el 76% de la union de IgE a Che a 3 inmovilizado [34]. La estructura tridimen-
sional de Che a 3 se resolvié mediante cristalografia y difraccién de rayos X [35]. La
comparacion de la estructura de Che a 3 con la de Phl p 7 y Bet v 4 demostré que
los 3 alérgenos poseian la misma estructura terciaria pero distinto comportamiento
oligomérico, ya que mientras que Che a 3 y Phl p 7 se expresan como dimeros, Bet v
4 se encuentra como un monémero [35].

Salsola Kali

Salsola es el género de la familia Amaranthaceae, cuyas propiedades alergénicas
han sido mejor caracterizadas. Salsola reline varias especies alergénicas, incluyendo
S. kali, S. pestifer, S. vermiculata 'y S. oppositifolia [10, 36-39].

La especie de Salsola cuyos alérgenos han sido mejor identificados es S. kali [20,
36, 40-44]. El resto de los alérgenos de otras especies se han caracterizado apenas
por medio de ensayos inmunoquimicos, y su reactividad a las IgE de los pacientes
se ha determinado de acuerdo con la masa molecular de las bandas proteicas que
se habian separado por electroforesis. Al igual que con la mayoria de las malezas de
Amaranthaceae, S. kali es una planta tipica de suelos salados y se encuentra princi-
palmente en habitats donde la lluvia es escasa. De hecho cuando madura en verano
forma unos tipicos arbustos esféricos que no estan fijos al suelo (“tumbleweeds”).

Los primeros casos de sensibilizacién al polen de S. kali fueron detectados en
Arizona, EE.UU en 1933 [45]. Desde entonces, se han descrito multiples sensibiliza-
ciones a nivel mundial, ya que la planta es muy abundante en suelos secos. En los
Estados Unidos, se puede encontrar en una franja muy amplia desde el noreste al
oeste, y en Europa, desde el mar Baltico hasta la costa mediterranea. También se
produce en el norte de Africa y en algunos paises arabes constituyendo la principal
causa de polinosis en Iran [10, 26, 37]. En Espana, S. kali es muy comun en Andalucia,
Murcia, Levante y Aragoén, siendo Zaragoza el area con la segunda tasa de sensibi-
lizacion mas alta [46]. De hecho, en algunas zonas del sureste y centro de Espana,
la sensibilizacion a S. kali es casi tan frecuente como la sensibilizacion al olivo y a
gramineas [16, 22].
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Se ha detectado un alto grado de reactividad cruzada entre el polen de S. kali y los
de otras especies de Amaranthaceae e incluso de familias no relacionadas [18, 27]. Cu-
riosamente, en contraste con los pacientes alérgicos a C. album, los cuales son en su
mayoria polisensibilizados, la monosensibilizacién a S. kali es bastante comun [46].

Los alérgenos presentes en el polen de S. kali han sido exhaustivamente estudia-
dos en los Ultimos afos. A pesar del complejo alergograma del extracto proteico de
este polen (Figura 3), sélo se han identificado y caracterizado seis de sus alérgenos y
cuatro de ellos se han producido como proteinas recombinantes [20, 40-42, 44].

Figura 3.
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Sal k 1 fue el primer alérgeno identificado en el polen de S. kali [36, 42]. Es una pro-
teina muy polimorfica, con una masa molecular de alrededor de 37 kDa de la que se
han identificado mas de 20 isoformas que difieren en su composiciéon de aminoacidos
y en su componente glicosidico, con pl que van desde 4 a 9,5. Sal k 1 pertenece a la
familia de enzimas glicosil hidrolasas, las pectin metilesterasas, y es considerado un
alérgeno principal, ya que mas del 50% de los pacientes sensibilizados son alérgicos
a esta enzima [41, 42]. Sal k 1 es responsable de aproximadamente el 80% de los
casos de sensibilizaciéon a S. kali. De hecho, Sal k 1 se ha propuesto como marcador
de sensibilizacion a S. kali, ya que es la principal diferencia entre las sensibilizaciones
a S. kali y C. album ya que este ultimo polen carece de esta proteina [42].

La expresion de Sal k 1 en E. coli fue llevada a cabo en 2010 por Assarehzadegan
y col [41]. La proteina recombinante se produjo fusionada a la proteina tiorredoxina
para aumentar su solubilidad y con una secuencia de histidinas en su extremo car-
boxilo terminal para facilitar su purificacion. Estos autores describieron también una
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variante que unia niveles menores de IgE que la variante natural. De hecho, el rSal k 1
mutante presentaba dicha union significativamente reducida a las IgE de los pacien-
tes en comparacion con el tipo salvaje tanto in vitro como in vivo. En consecuencia,
los autores propusieron el uso de esta molécula como forma hipoalergénica para la
inmunoterapia. Barderas y col [42] llevaron a cabo la produccién de este alérgeno tan-
to en E. coli como en la levadura P. pastoris demostrando la escasa contribucién del
carbohidrato en la alergenicidad a Sal k 1 ya que la proteina obtenida en bacteria y por
tanto que carecia de la porcion glicosidica, poseia un comportamiento practicamente
idéntico a la forma natural. Para seleccionar la isoforma mas adecuada se realizd un
exhaustivo estudio del polimorfismo de este alérgeno con un grupo de anticuerpos
monoclonales obtenidos en una colaboracion mantenida con la empresa ALK-Abello.
Esta forma recombinante es de especial relevancia para su uso diagndstico, ya que
una unica forma molecular es capaz de aglutinar la capacidad inmunolégica de las
isoformas mas representativas de la proteina natural aislada del polen [47].

Sal k 2

La secuencia de nucleétidos de Sal k 2 depositada en las bases de datos EMBL/
GenBank/DDBJ (numero de acceso: Q8L5K9) en 2002 e identificada como una posi-
ble proteina quinasa debido a su centro catalitico conservado, es el Unico dato que
se dispone sobre este alérgeno. La proteina estd compuesta de 320 aminoacidos y
tiene una masa molecular de aproximadamente 36 kDa. Sin embargo, aparte de la
secuencia de la proteina, no se dispone de datos adicionales sobre su relevancia
alergénica.

Salk 3

Este alérgeno fue identificado por primera vez en 2011 por Assarehzadegan y col
[48] mediante su deteccidn tras la separacion electroforética del extracto de S. kali
y posterior inmunodetecciéon con una mezcla de sueros pertenecientes a pacientes
alérgicos y la determinacién de su secuencia parcial mediante espectrometria de ma-
sas. La banda de 45 kDa se identific6 como un fragmento de una metionina sinta-
sa independiente de la coenzima cobalamina de aproximadamente 85 kDa. Los dos
fragmentos, uno de 45 (identificado previamente) y otro de 40 kDa se han producido
como proteinas de fusidon recombinantes. Sal k 3 recombinante ha sido caracterizada
mediante IgE-inmunodeteccién, ELISA inhibicion, y pruebas cuténeas (SPT). Ambos
fragmentos recombinantes de Sal k 3 eran capaces de unir IgE y de inhibir la unién de
éstas a la proteina natural.

Sal k 4

Se trata de la profilina del polen de S. kali que se caracterizdé por primera vez en
2010 por Assarehzadegan y col [40]. Se expresaron en forma recombinante dos iso-
formas como proteinas de fusion. Este alérgeno presenta reactividad cruzada con
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las profilinas de cenizo y de olivo. Se trata de una proteina polimorfica y en 2011,
Mas y col [44] produjeron y caracterizaron dos nuevas isoformas recombinantes en
E. coli, una de ellas hipoalergénica, que fueron identificadas mediante electroforesis
bidimensional y posterior inmunodeteccion. Mediante el modelado de la estructura
tridimensional de ambas isoformas, su diferente capacidad de unién a IgE y los ha-
llazgos sobre la topologia de sus epitopos IgE, se pudo proponer aquellos residuos
de aminodcidos implicados en dicha pérdida de capacidad de unién a IgE que corres-
pondian al denominado Epitopo 1. Dicha profilina hipoalergénica podria ser un buen
candidato en protocolos de desensibilizacién utilizando cocteles de alérgenos.

Salk 5

En 2009, Castro y col identificaron en el polen de S. kali una proteina de la familia
que recibe su nombre del principal alérgeno del polen de olivo, Ole e 1. Este alérgeno
recibié el nombre de Sal k 5 segun las reglas que rigen la nomenclatura oficial de
alérgenos. Presentaba reactividad cruzada cuando se utilizaban sueros de pacientes
alérgicos a S. kali o C. album con su homologo en el polen de C. album, Che a 1. Sin
embargo, la reactividad cruzada con Ole e 1 fue practicamente nula, lo que vuelve a
apoyar el hecho de que la reactividad cruzada de esta y otras familias de alérgenos
esta restringida a los miembros pertenecientes a la familia botanica. La identificacion
y caracterizacion de Sal k 5 del polen de S. kali fueron publicadas por Castro y col
[43] a finales de 2013, junto con la produccién recombinante en la levadura P. pasto-
ris. La proteina que se obtuvo exhibia propiedades fisicas, quimicas e inmunolégicas
equivalentes a las de la proteina natural. Este alérgeno es una glicoproteina con 151
residuos aminoacidicos de longitud y una masa molecular de aproximadamente 17
kDa. Presenta un cierto polimorfismo con varias isoformas detectadas. Su secuencia
de aminoacidos exhibe una identidad del 68% y 32% con Che a 1y Ole e 1, respec-
tivamente. La frecuencia de sensibilizacion a Sal k 5 se situ6 entre el 30% y el 40%,
teniendo en cuenta las dos poblaciones de pacientes sensibilizados a S. kali, en el
centro (Zaragoza) y en la costa este de Espafa (Murcia) [43].

Salk 6

En 2014 se identificé una banda de 28 kDa que era reconocida por un nimero con-
siderable (aproximadamente el 35%) de los sueros de pacientes alérgicos a S. kali.
Dicha banda se desdoblaba en multiples manchas proteicas cuando se visualizaba
mediante técnicas protedmicas en una electroforesis bidimensional tefiida con azul
de Coomassie o con nitrato de plata. Dichas proteinas poseian distintos pls (5.8-6.7)
y distintas masas moleculares (25-28 kDa) de las que las de mayor masa unian con-
canavalina A, indicando que estaban glicosiladas. Sobre algunas de esas manchas se
realizé la huella peptidica de los péptidos obtenidos tras su digestidon con proteasas
los cuales presentaron homologia con las enzimas poligalacturonasas [49]. Estas en-
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zimas son importantes en su funciéon de remodelar la pared vegetal durante la germi-
nacion y el crecimiento del tubo polinico. La secuencia de cDNA que codificaba esta
proteina y la deducida de aminoacidos dieron como resultado una proteina con masa
molecular de 40.064 Day un pl de 6.7. Se denomind Sal k 6. Un anticuerpo policlonal
obtenido frente a esta enzima reconocia proteinas homdélogas en Poaceas, Platana-
ceas, donde se habian descrito estas enzimas alergénicas, pero también en otras no
descritas como en otras Amarantaceas, Oledceas y Betulaceas.

La proteina se produjo en forma recombinante utilizando el vector pET41b y la
estirpe celular de E. coli BL21(DE3) que origind una proteina bien plegada como se
determin6é mediante estudios espectroscépicos utilizando dicroismo circular. La in-
munodeteccion del extracto de S. kali mediante el anticuerpo policlonal obtenido ori-
gin6 dos bandas de 47 y 28 kDa confirmando la masa molecular de esta enzima como
perteneciente a las poligalacturonasas y confirmando la coexistencia de la proteina
integra y un producto de degradacién que se produce espontaneamente en el extrac-
to. El porqué se habia identificado en la inmunodeteccioén con sueros individuales la
banda de 28 kDa se podia explicar por el hecho de que la masa molecular del alér-
genos intacto solapa con la del alérgeno principal Sal k 1. La unién de las IgE de una
mezcla de varios sueros de pacientes alérgicos a S. kali a ambas bandas fue inhibida
por la proteina recombinante (rSal k 6) de forma analoga.

La prevalencia de rSal k 6 en las tres poblaciones analizadas (Zaragoza, Murcia y
Alicante) fue de 39% en las dos primeras y 18% en la ultima, valores que se correla-
cionan bien con los niveles relativos de granos de polen de Amarantaceas en las tres
poblaciones. Sal k 6 comparte epitopos IgE con miembros de Oleaceas [fresno (Fraxi-
nus excelsior), olivo (Olea europaea) y lila (Syringa vulgaris)], con grados de inhibicion
del 20%, 65% y 70%, respectivamente. No se ha detectado inhibicion con extractos
derivados de alimentos vegetales.

Amaranthus

El género Amaranthus se encuentra ampliamente extendido por todo el mundo
como malezas perennes pero de vida corta. Amaranthus comprende cerca de 60
especies con inflorescencias y follaje que van desde el purpura y rojo al verde u oro.
Amaranthus esta compuesto principalmente de arbustos, algunos de los cuales se
utilizan como plantas ornamentales. Otros son altamente valorados como hortalizas
de hoja o cereales. Varios grupos de investigacion han presentado datos acerca del
potencial alergénico de estos polenes [18, 27, 46, 50], y concretamente la especie
Amaranthus paniculatus, cuyas hojas y semillas se consumen en zonas de la India y
producen alergia alimentaria [51]. Los pdlenes de A. retroflexus, A. viridis y A. spinosis
han sido descrito como alergénicos en regiones de Arabia saudi [50], aunque el Unico
polen del que se han caracterizado proteinas alergénicas es A. retroflexus [52]. De he-
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cho, esta maleza es uno de los principales desencadenantes de reacciones alérgicas
en Iran, donde alrededor del 69% de los pacientes alérgicos estan sensibilizados a
este polen. Se ha determinado también reactividad cruzada con varias especies de la
familia Amaranthaceae utilizando diferentes técnicas inmunolégicas [27, 46].

Amar?2

El perfil del extracto proteico de A. retroflexus muestra al menos 9 bandas reactivas
a IgE que oscilan entre 10 y 70 kDa, con valores de masa molecular aparente de 10,
15, 18, 25, 39, 45, 50, 66 y 85 kDa [52].

La profilina Ama r 2 es el Unico alérgeno de polen de A. retroflexus identificado. Ha
sido clonado y expresado en E. coli como proteina de fusion unido a una secuencia
de His y su prevalencia es del 33% en una poblacion de Iran.

Produccién de derivados recombinantes para el diagnéstico y la terapia de la
alergia a Amaranthaceae

Las enfermedades mediadas por IgE son actualmente uno de los problemas de sa-
lud mas comunes en todo el mundo. Alrededor del 25% de la poblacién mundial tiene
algun tipo de alergia [53], y los nifios son el segmento de la poblacién mas afectado
[54]. En las ultimas décadas, la prevalencia ha aumentado y es notablemente mayor
en los paises desarrollados [55].

El polen de Amaranthaceae se ha convertido en uno de los desencadenantes alér-
gicos mas frecuentes porque los cambios climaticos y ambientales han producido ex-
tensas areas desérticas que son rapidamente colonizadas por esta familia de malezas
[12-14, 16, 22], aumentando asi el riesgo de sensibilizacion a estos poélenes.

El diagndstico rapido y efectivo mediante el cual se identifican las diferentes fuen-
tes a las que se sensibiliza un paciente es esencial si se quiere reducir la exposiciéon
a moléculas alergénicas, los sintomas y las visitas de urgencias por reacciones gra-
ves e inesperadas, y sobre todo, optimizar el tratamiento del paciente. También se
estara en mejor posicion para evaluar el pronéstico. El desencadenamiento de los
sintomas de la alergia se puede evitar con medicamentos como corticosteroides,
antihistaminicos y epinefrina. Otros farmacos que se pueden administrar para aliviar
los sintomas después del inicio incluyen anticolinérgicos y descongestionantes. Sin
embargo, estos medicamentos son meros abordajes paliativos para tratar la alergia.
El Unico tratamiento actualmente disponible que modula el curso de la enfermedad y
tiene un efecto terapéutico duradero es la inmunoterapia con alérgenos especificos
(SIT) [56], que consiste en la administracion subcutanea o sublingual de dosis cre-
cientes de los extractos proteicos de la fuente natural hasta que llegue un momento
en el que el paciente sea capaz de tolerar el alérgeno. El tratamiento puede durar 2 o
3 afos o incluso mas tiempo [57] y en muchos casos revierte una vez se haya retirado
la administracién de la vacuna.
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Los extractos biolégicos contienen pocos alérgenos y muchas moléculas no aler-
génicas. Las cantidades de los alérgenos mas relevantes varian dependiendo del
material de origen, y se han observado grandes variaciones en la cantidad de estas
moléculas entre distintos lotes de dichos extractos [58]. Los extractos naturales tam-
bién acusan los bajos niveles de determinados alérgenos y con poca frecuencia, la
contaminacioén con otras sustancias o componentes bacterianos. La utilizaciéon de
los alérgenos purificados, sobre todo recombinantes, ha resuelto muchos de estos
problemas [59, 60].

Durante las ultimas 3 décadas, se han identificado y caracterizado en profundidad
cientos de moléculas alergénicas, y muchas se han producido como proteinas recom-
binantes. La produccién recombinante de alérgenos hace posible obtener grandes
cantidades de proteina, facilitando asi la caracterizacion de la molécula y su utiliza-
cion en la practica clinica. En la mayoria de los estudios se ha realizado una caracteri-
zacion fisica, quimica e inmunolégica a fondo de los alérgenos para evaluar la calidad
de la proteina recombinante y determinar su alergenicidad, permitiendo asi distinguir
entre los alérgenos relevantes y aquellos que unen IgE pero que poseen menor impor-
tancia clinica [61, 62]. Por otra parte, la comparacion del alérgeno recombinante con
el natural ha facilitado la investigacion no solo de las propiedades que hacen que una
molécula sea un alérgeno, sino también de su uso en el diagndstico clinico de alergia,
por componentes purificados en disolucion mediante el Advia Centauro o fijados a
microarrays mediante el ImmunoCap ISAC [63, 64]. En cualquier caso, el diagnostico
clinico mediante la identificacion de los componentes de un alérgeno a los que se
sensibiliza a un paciente utilizando alérgenos naturales o validados puede optimizar
los protocolos de desensibilizacién basados en SIT [65]. En este sentido, el CRD se ha
vuelto esencial en pacientes cuyo diagnéstico rutinario no esta claro y que por lo tanto
no pueden recibir un tratamiento que asegure un éxito completo. En cuanto a la aler-
gia a la familia Amaranthaceae, Sal k 1 es el Unico alérgeno utilizado hasta la fecha en
el diagndstico ImmunoCap ISAC, ya que es el marcador de sensibilizacién del polen
de S. kali. Sin embargo, la inclusién de otros alérgenos como Che a 1 o Sal k 5, ambos
marcadores de la alergia a Amaranthaceae, permitira diagnésticos mas precisos.

El conocimiento del gran nimero de alérgenos recombinantes validados ha faci-
litado en los ultimos 10 afos, el disefio de moléculas con propiedades alergénicas
alteradas. Derivados hipoalergénicos o péptidos utilizados en lugar de los alérgenos
no modificados se han obtenido para mitigar los riesgos a reacciones adversas du-
rante el proceso de desensibilizaciéon [61]. Estos derivados se han propuesto como un
medio para mejorar la SIT al asegurar regimenes mas cortos de actuacion y perfiles
de seguridad mejorados. En los ultimos afios, varios trabajos han demostrado la via-
bilidad de estas moléculas como sustitutos de alérgenos en SIT [62, 66]. Ademas, los
estudios basados en ensayos clinicos han demostrado la viabilidad y la seguridad de
los alérgenos recombinantes y variantes hipoalergénicas en la desensibilizacion por
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SIT [62, 67-69]. Se han obtenido varios derivados hipoalergénicos recombinantes de
Amaranthaceae [44, 70], y un céctel de tres alérgenos recombinantes de C. album ha
demostrado dar lugar a un diagndstico clinico mas seguro y preciso [24]. Ademas,
en ensayos clinicos se esta probando un derivado hipoalergénico basado en la una
proteina de fusién compuesto por 3 alérgenos recombinantes (Che a 1, Che a2 y Che
a 3) para la desensibilizacién especifica en pacientes alérgicos [53]. Esta proteina de
fusion se expreso en bacterias como una proteina marcada con His soluble. Se de-
mostré que la molécula alergénica trimérica recombinante tenia propiedades de union
a IgE mucho mas reducidas (probablemente como consecuencia de alteraciones es-
tructurales secundarias) en comparacion con las de la mezcla de los 3 alérgenos
recombinantes independientes, cuya baja tendencia a agregar condujo a conservar
las propiedades de activacion de las células T.

Cada vez mas derivados hipoalergénicos estan listos para estudios preclinicos y
clinicos, lo que indica que en un futuro préximo tanto el diagndstico clinico de los
componentes como la inmunoterapia personalizada podria basarse en alérgenos re-
combinantes.
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