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ABREVIATURAS

Alergolégica: Estudio de factores epidemiologicos, clinicos y socioecondmicos de las

enfermedades alérgicas en Espana. Afios 2015, 2005 y 1992 realizado por la SEAIC.

APC: célula presentadora de antigenos

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AUC: Area under the curve. Area bajo la curva

C arizonica: Cupressus arizonica

CCD: Determinantes de carbohidratos de reactividad cruzada
CD4: Molécula de superficie del linfocito T cooperador

CPA: Célula Presentadora de Antigeno

CRD Component resolved diagnosis: diagnostico por componentes alergénicos
C sempervirens: Cupressus sempervirens

DE: Desviacion estandar

DMP: Diametro medio de papula en el prick test

EAACI: Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica
ELISA: Enzima inmuno ensayo en fase sélida

FceRI: receptor de alta afinidad de IgE

HPS: reacciones de hipersensibilidad

IgE: Inmunoglobulina E

IgG, IgM o IgA: Inmunoglobulina G, M o0 A

IL: Interleucina

ISAC: Immuno-Solid phase Allergen Chip - Chip de inmunoensayo de alérgenos en fase

solida

ITE: inmunoterapia especifica

IC: Intervalo de confianza

LTP: proteinas trasportadora de lipidos

MUXF3: N-glicano purificado de la bromelina

PR: Proteinas relacionadas con la patogénesis de las plantas

RAST (Radio Allergo Sorbent Test): Prueba de radioalergoadsorcion
RNC: rinoconjuntivitis

SEAIC Sociedad Espafiola de Alergologia e Inmunologia Clinica
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sIgE: IgE especifica
SPT: Skin prick test. Técnica de puntura en las pruebas cutaneas in vivo
Th: linfocito T helper

TLP (Thaumatin like proteins) Taumatinas
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1 INTRODUCCION
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1.1 ALERGIA AL POLEN

1.1.1 La reaccion alérgica

El término alergia es un apdocope del griego airog (allos = otro), gpyov (ergon = accion,
trabajo) y el sufijo -1a, (accion, cualidad). Su semantica se refiere a una sobreexcitacion
bioldgica del cuerpo al encontrarse con alguna sustancia que es tolerable para la gente
"normal™ (mayoria). Fue acufiado en 1906 por el Dr. Clemens VVon Pirquet para definir
un tipo especial de respuesta inmunoldgica o defensiva frente a sustancias que

normalmente no inducen reacciones en la mayoria de las personas (Pirquet C, 1906).
La alergia es una reaccion de hipersensibilidad iniciada por mecanismos inmunolégicos.
Gell y Cooms clasificaron las reacciones de hipersensibilidad (HPS) en cuatro tipos:

e HPS-I o inmediata: mediada por anticuerpos IgE
e HPS-II o citotoxica: mediada por anticuerpos 1gG, IgM o IgA
e HPS-III: mediada por complejos inmunes

e HPS-IV o retardada: mediada por células.

La alergia puede ser mediada por anticuerpos o células (HPS-I o 1V). En la mayoria de
los casos, el anticuerpo responsable caracteristico de una reaccién alérgica pertenece al

isotipo IgE, pudiendo decirse que estos pacientes padecen una alergia mediada por IgE.

Todo agente susceptible de ser reconocido por un anticuerpo o un receptor del linfocito
T y dar lugar a una respuesta inmune se denomina antigeno. Cuando el antigeno

estimula una reaccion alérgica se llama alérgeno.

Existe una predisposicion individual para ser alérgico, que frecuentemente es
hereditaria, que se llama atopia (atopos significa ‘inhabitual’ o ‘raro’), propuesto por el
Dr. Arthur Fernandez-Coca en 1922. La atopia se define como la propension de ciertos
sujetos a producir anticuerpos del isotipo IgE frente a sustancias presentes en el
ambiente y a sufrir reacciones de HPS-I o inmediata que se manifiestan en forma de
rinoconjuntivits, asma u otros sintomas de anafilaxia. La dermatitis atopica también esta

encuadrada en este grupo de patologias.
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La inmunoglobulina E (IgE) es un tipo de anticuerpo presente en todas las personas. Al
igual que otras inmunoglobulinas, interviene en la respuesta inmune especifica al
reconocer un agente extrafio potencialmente peligroso sobre el que actdan nuestras

defensas.

En las personas atopicas, la IgE reacciona contra un agente generalmente inofensivo
(alérgeno) que al unirse a la IgE induce una serie de mecanismos que desencadenan la

liberacion de mediadores inflamatorios que producen la reaccion alérgica.

Pero esta reaccion no sucede repentinamente sin precisa de una fase previa denominada
sensibilizacion. Como en toda respuesta inmune especifica, los anticuerpos tienen que
producirse tras una o varias exposiciones previas al alérgeno, durante las cuales se tolera
su contacto. En esta fase se generan anticuerpos IgE que reconocen al alérgeno, de

forma que en posteriores contactos se desencadena la reaccion.

La reaccion alérgica se produce por la liberacién de sustancias procedentes de células
inflamatorias. En el caso de las reacciones mediadas por IgE, las células implicadas son
los basofilos y los mastocitos. Estas células se descargan bruscamente al ser activadas
por la IgE, con la consecuente liberacidn de los mediadores responsables de todas las
manifestaciones de la reaccion. Es precisa la union simultanea del alérgeno a 2 0 mas
moléculas de IgE unidas a receptores FceRI (receptor de alta afinidad de IgE) en la

superficie celular para que se produzca esta activacion.

Figura 1.1 La reaccion de hipersensibilidad tipo I o alérgica.

Javier Fernandez 2017 Libro de Alergia Basica mra ediciones
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Los alérgenos son proteinas, glicoproteinas o lipoproteinas, con un tamafio que les
permita atravesar las mucosas y ser capaces de producir una respuesta en sujetos
sensibilizados. Segun la Union Internacional de Sociedades de Inmunologia (1UIS), la
nomenclatura de los alérgenos sigue el nombre taxondémico de genero y especie: tres
primeras letras del género, espacio, primera letra de la especie, espacio y un nimero
arébigo segun la prioridad de su descubrimiento y su actividad bioldgica. Habitualmente
se habla de alérgenos mayores y menores; los primeros son reconocidos por més del
50% de los sujetos alérgicos. Los alérgenos menores son reconocidos por menos del

50% de los pacientes.

La sensibilizacion, tiene lugar tras la exposicion al alérgeno, ya sea por inhalacion
(aeroalérgenos), ingestion (alérgenos de alimentos) o por inyeccion (alérgenos de
picaduras de insectos). Un mismo anticuerpo IgE puede reconocer distintos alérgenos
homologos en diferentes fuentes biologicas (p ej. Mal d 1 de manzana en pacientes
alérgicos a Bet v 1 del polen de abedul). Las caracteristicas moleculares que hacen de
una molécula un alérgeno no estdn muy definidas, pero aspectos como el tamafio, la
solubilidad, la compactacion molecular y la estabilidad contribuyen notablemente a su

potencia alergénica (Villalba Diez M. Tratado de Alergologia 2015).

Los aeroalérgenos son alérgenos que sensibilizan por inhalacion. En general son de
pequefio tamafio (10-60 kDa), cuya solubilidad en medios acuosos facilita su liberacion
al llegar a las mucosas conjuntival, nasal o bronquial. Estas particulas volatiles pueden
ser de origen diverso (heces, polen, esporas) (Chapman MD, 1998). Los p6lenes, junto
con los acaros, las cucarachas y los epitelios de animales, constituyen las principales

fuentes de aeroalérgenos.

Las manifestaciones clinicas de la alergia respiratoria son fundamentalmente nasales y
conjuntivales (rinoconjuntivitis), pero también puede aparecer asma en un porcentaje
variable de pacientes, dependiendo del tipo de alérgenos implicados y de la naturaleza
de la exposicion. Los sintomas de rinitis alérgica son las salvas de estornudos, el prurito
nasal, la rinorrea, que generalmente es acuosa y obstruccion nasal. Los de la
conjuntivitis son el prurito ocular, lagrimeo y eritema conjuntival; y los del asma la

disnea, la tos, los ruidos respiratorios y opresion toracica.
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Desde el siglo pasado, las enfermedades alérgicas han pasado de ser unas enfermedades
bastante raras a convertirse en una pandemia de salud. Estas se pueden manifestar con

diferentes sintomas dependiendo de los 6rganos afectados.

Las enfermedades alérgicas son las enfermedades cronicas mas frecuentes en Europa en
la actualidad, afectando a la vida cotidiana de méas de 60 millones de personas
(Papadopoulos NG, 2012).

Las enfermedades alérgicas en Espafia afectan a un 30% de la poblacién, esto es, 16
millones de personas. Segun el estudio epidemioldgico Alergoldgica 2015 un 42,2% de
los pacientes con rinoconjuntivitis estan sensibilizados exclusivamente a pdlenes
aungue se ha visto que un 23,3% esta sensibilizado a dos grupos de alérgenos y un
10,1% a tres 0 mas grupos diferentes (se entiende por grupo: “polenes”, “dcaros”,

“hongos”, “epitelios”, etc.). En Castillay Leon el 91,0 % de los pacientes con

rinoconjuntivitis alérgica estan sensibilizados a polenes.

En relacién al asma alérgico, en Alergolédgica 2015 se registra que un 65,6 % de los
pacientes alérgicos esta sensibilizado a polenes, a diferencia de Alergoldgica 2005 que
era de un 43,8 50 %.

El incremento en la prevalencia de sensibilizacion a los pdlenes parece confirmar la
impresion generalizada de que existe un aumento de las enfermedades atopicas causadas

por estos aeroalérgenos.

1.1.2 Polinosis

Se piensa que la primera descripcion en la historia de la Medicina de la rinitis alérgica
estacional por sensibilizacion al polen fue realizada por el médico arabe de origen persa
Rhazes (865-932), cuando titulé una de sus publicaciones “Una disertacion sobre la

causa de la coriza que ocurre en la primavera, cuando las rosas liberan su perfume ”.

Siglos mas tarde, en Inglaterra en 1819, John Bostock en un trabajo titulado “Case of a
periodical affection of the eyes and chest “(Un caso de afeccion periddica de los ojos y
del pecho) diferencia la rinoconjuntivitis alérgica del catarro coman por infeccién
respiratoria, acufiando el nombre de “fiebre del heno”. Este es un término equivocado,
que el mismo acabo rechazando, pero que ha perdurado durante bastante tiempo.

Posteriormente en 1828 y también en Inglaterra, Charles Blackley describio los
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sintomas alérgicos, mediante pruebas cutaneas que se realizé a si mismo en el antebrazo
y efectud los primeros estudios aerobioldgicos relacionando estos sintomas con el polen
(Blackley, 1873).

La polinosis se define como la alergia respiratoria causada por los alérgenos
contenidos en los granos de polen de las plantas siendo originario en la mayoria de los
casos de plantas anemdfilas, que realizan su polinizacion a traves del lanzamiento y
posterior dispersion del polen en el aire. La incidencia de la polinosis estd muy influida
por factores ambientales, la flora local y por las caracteristicas del polen al cual se esta

sensibilizado.

El grano de polen es el vehiculo de aeroalérgenos de exterior mas importante, y debe

reunir ciertos requisitos para llevara cabo un transporte eficaz:

a) Tener un didmetro comprendido entre 15 y 60 um.
b) Proceder de plantas anemdfilas, es decir, polinizadas por el viento, que incluyen
arboles, malezas y gramineas.

c) Liberar facilmente los alérgenos al llegar a las mucosas del individuo alérgico.

La presencia de polen en la atmdsfera varia en cuanto a aéreas geograficas, especies,

épocas de polinizacion y concentraciones que se alcanzan.

El polen, al igual que las semillas, esta sometido a la deshidratacion una vez secretado.
Si bien este proceso resultaria letal para otras partes de la planta, ciertos mecanismos
moleculares protegen el citoplasma y las membranas de las células y permiten su
rehidratacion una vez alcanzado el estigma de la flor que polinizan o las mucosas del
individuo. Con la rehidratacion del polen se desencadenan una serie de procesos
celulares que conducen a la profusion del tubo polinico en el estigma o a la liberacion
de los alérgenos en el interior del individuo. Pero no solo el grano de polen intacto es el
unico vehiculo de alérgenos, sino que otras particulas influyen de manera clara y directa
en la sensibilizacion y pueden llegar a transportar alérgenos de forma mas eficaz,

Ilegando con mayor facilidad a las vias respiratorias.(Villalba Diaz M. 2015)

Las especies vegetales cuyos pblenes son alergénicos son las gramineas, los
arboles y las malezas. Las gramineas son las mas extendidas y abundantes estando
presentes en casi todo el mundo, siendo la causa mas frecuente de alergia al polen. En

cambio, la distribucion de las especies pertenecientes a las malezas y a los arboles
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depende del &mbito geogréafico en el que se encuentren estas plantas. Asi, por ejemplo,
en los paises del norte y centro de Europa predomina la alergia al abedul, en
Norteamérica a la ambrosia, en las costas mediterraneas a la Parietaria, Cupresaceas y

el olivo y en Japodn al cedro japonés (Cryptomeria japonica).

Una caracteristica importante de la polinosis es su periodicidad anual, con sintomas que
normalmente suceden durante el mismo periodo cada afio, durante la polinizacion. La
repeticion de los sintomas clésicos de rinoconjuntivitis asociados 0 no con asma

bronquial en dos 0 més estaciones polinicas es un fuerte indicador de polinosis.

La sensibilizacion a los alérgenos de polen puede ocurrir aislada o asociada con
sensibilizacion a otros alérgenos perennes, tales como alérgenos de los &caros del polvo,
hongos y epitelios de animales. Los sintomas pueden ocurrir solo en la estacion
polinica, o a lo largo del afio (en cuyo caso los sintomas se recrudecen durante la

polinizacién) (Taketomi, 2006).

En general, los sintomas derivados de la sensibilizacion a los polenes de los arboles
aparecen durante el invierno y a principios de la primavera, a los p6lenes de las
gramineas durante la primavera y verano y a los de las malezas en verano y otofio;
aunque los perfiles de sensibilizacion varian considerablemente dependiendo de la

ubicacién geogréfica de la poblacién de estudio (Bousquet J, Khaltaev N 2008).

Es muy importante valorar la relacién entre la polinosis y la patologia alérgica que
presentan los pacientes. Por ello, el especialista debera conocer bien la aerobiologia
particular de la zona en que vive la poblacion a la que atiende, para la realizacién de un

diagnostico correcto y un tratamiento adecuado (Subiza E 1989) (Subiza J, 2001).

Entre los factores que incrementan el riesgo de sensibilizarse estan los antecedentes de
atopia, predisposicidn genética, grado de exposicion o factores meteoroldgicos como el
cambio climético que origina el aumento de las temperaturas, de los niveles de CO2y la
sequia. Las ciudades crean un ambiente hostil a las plantas y éstas, para defenderse,
producen proteinas de estrés que hacen mas agresivos a los pdlenes de zonas
contaminadas de las ciudades que a los de zonas rurales no contaminadas, ocasionando
una mayor alergenicidad. Los altos niveles de contaminacion de las ciudades impulsan
el fendmeno de inversion térmica que impide a los pélenes abandonar la atmosfera

sobre las ciudades y aumenta el tiempo que nos exponemos a ellos (Moral A, 2017).
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1.1.3 Polinosis en Burgos

Burgos se encuentra situado en la parte norte de la meseta central con clima
mediterraneo con rasgos de continentalidad: inviernos largos y frios y veranos cortos y
calidos y ademas un fuerte contraste entre la temperatura durante el dia y la noche.
Burgos presenta unas temperaturas de unos grados mas bajas que en el resto de las
zonas con este clima, motivado principalmente por la gran altura en la que se
encuentran. Tiene un piso bioclimatico (relacion entre el clima y la vegetacion)

supramediterraneo (Rivas-Martinez S, 1983)

Figura 1.2 Localizacion de la provincia de Burgos en la Peninsula Ibérica

En el estudio previo (Carretero P, 2005) valoramos cuales eran los pdlenes que con mas
probabilidad producian polinosis en nuestra aérea de Burgos. Para ello se analizaron los
recuentos de pdlenes de los taxones cuya media fuera superior al 1% del total de los
afios 1997, 1998 y del 2001 al 2004. Dentro de un estudio multicentrico del comité de
Aerobiologia de la SEAIC para el estudio de la polinosis, se seleccionaron 147
pacientes de ambos sexos, con clinica de rinitis y/o asma estacional, residentes en
nuestra area y con pruebas positivas para polenes. Segun la metodologia del estudio se
realizaron pruebas cutaneas por la técnica del prick con una bateria de 25 p6lenes. Los
resultados de las pruebas cutaneas en orden de prevalencia fue de: gramineas (91%),
Plantago lanceolata (42.86%), Olea europaea (36.05%), Chenopodium album
(26.53%), Urtica dioica (24.49%), Platanus hispanica (21.77%), Cupressus arizonica
(19.05%) y Quercus ilex (18.37%) principalmente.
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En relacion a los recuentos de polenes anuales identificados en este estudio, las
cupresaceas, con el 39,87%, fue el taxon que alcanzo los niveles mas altos en nuestra
ciudad. Es el que mas pronto poliniza, realizandose esta, dependiendo de cada afio, entre
los meses de enero y abril. Los niveles en el afio 2004 fueron muy altos llegando a los
18,434 granos/m?, no siendo lo habitual en otros afios, cuando la media suele ser sobre
los 4000 granos/m>. Burgos, al igual que otras ciudades con recuentos altos de estos
polenes, presenta una alta prevalencia de pacientes sensibilizados

En los meses de mayo y sobre todo junio los tres taxones mas frecuentemente recogidos
en el captador con respecto al total de pdélenes fueron Poaceae (gramineas), Quercus y
Pinnus. El pico de pdlenes de gramineas se suele producir a en la mitad de junio. Casi
un 92% de los polinicos del area de la ciudad de Burgos mostraban pruebas cutaneas
positivas a gramineas, mientras que en el caso de Quercus y Pinnus solo son sensibles
un 18,37% y un 3.40% respectivamente. El polen de Quercus, a pesar de ser uno de los
mas abundantes recogidos en el captador (14,51%) presentaba una frecuencia de
pruebas cutaneas positivas muy inferior a las gramineas y sin pacientes
monosensibilizados. Entre nuestros pacientes menos del 4% tiene pruebas cutaneas

positivas al polen de Pinus, siendo el polen con la prevalencia mas baja encontrada.

Después de las gramineas, la sensibilizacion frente a plantaginaceas fue la mas
frecuente. El Plantago, con una presencia ambiental del 2,32%, llega a sensibilizar a
cerca de la mitad de los pacientes (43 %). Poliniza en la misma época que las gramineas
con valores medios bastante inferiores y hay escasos pacientes monosensibilizados por
lo que para algunos autores sea dificil establecer su significado clinico (Feo Brito F,
1998) (M. Ferreiro Arias, 1998) (Subiza J, 1998). La presencia de Plal en la atmdsfera
depende no solo del polen de Plantago sino también del polen de otras especies de la

familia Oleaceae (Gonzalez-Parrado Z, Fernandez-Gonzalez D, 2014).

Destaca el alto numero de pacientes sensibilizados a polenes de la familia de las
Oleaceae (Olea europaea, y Fraxinus excelsior), que en nuestra area tiene una alta
asocicion a sensibilizacion frente a gramineas. No consideramos estos pélenes como
alérgenos a tener en cuenta para el desarrollo de la clinica de nuestros pacientes, como
sucede en otras regiones, ya que se obtienen valores insignificantes en los recuentos

(2,20% del total de Olea y habitualmente menos del 1% del total de Fraxinus).
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Las Chenopodiaceae-Amaranthaceae son el 4° grupo de taxones en frecuencia de
sensibilizaciones (26,53%), aunque solo representan el 1,26% del total de pdlenes
recolectados. Estos pacientes son también alérgicos a las gramineas. Pensamos que solo
tiene relevancia clinica en aquellos pacientes que presenten sintomas de polinosis en
julio y agosto, ya que segun algunos autores, es un polen bastante “agresivo”,

ocasionando sfntomas a partir de los 10-15 granos/m* ( Pola J, 2003).

El polen de Platanus (Platano de sombra) aparece en los meses de marzo, abril y mayo
(3.39% del total). A pesar de la relevancia clinica de este polen en otras ciudades, los

niveles atmosféricos en Burgos son bajos.

1.1.4 Alérgenos de los polenes

1.1.4.1 Localizacion de los alérgenos

El grano de polen es el gametofito masculino que germina en contacto con el estigma.
Los pdlenes anemofilos con relevancia alergénica son los provenientes de
gimnospermas, diseminados por el viento y distribuidos en forma abundante en la
naturaleza. Las plantas anemofilas producen una cantidad tan grande de polen que,
probablemente, cada estigma atrapara granos de distintas especies, pero sélo los de las
especies correctas germinaran para fertilizar el 6vulo. Para iniciar el crecimiento del
tubo polinico, las caracteristicas quimicas del grano de polen y el estigma deben ser

compatibles.

Los granos de polen estan recubiertos por dos capas. La exina es la capa mas externa
que le da la extremada resistencia al grano de polen. Su componente quimico
fundamental es la esporopolenina, también hay un componente polisacarido y otro
lipidico, asi como proteinas, fundamentalmente glucoproteinas. A pesar de su gran
resistencia, presenta una cierta elasticidad y plasticidad, permitiendo al grano de polen

adaptarse a las condiciones ambientales.

La cubierta mas interna, intina, rodea al citoplasma donde estan las organelas: nucleo
germinativo y vegetativo, granulos de almidon y particulas de polisacaridos. Sus

componentes principales son celulosa, pectinas y glucoproteinas.
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El grano de polen es el vehiculo de aeroalérgenos de exterior mas importante. La
mayoria de los alérgenos que se encuentran en los granos de polen estan situados en las
paredes o dentro de ellas. Los alérgenos mas importantes son proteinas o polipéptidos,
aunque los polisacaridos, las glucoproteinas y las lipoproteinas también pueden actuar
como alérgenos. Normalmente, los antigenos de los granos de polen situados en las
paredes estan asociados a tres lugares, a saber: la intina, especialmente las aberturas o
poros; las cavidades de la exina, ligeramente selladas por una capa de grasa; y el

material superficial derivado del revestimiento de la antera.

Cuando el grano de polen entra en contacto con la superficie hiumeda del estigma, las
proteinas que se encuentran en los cuellos diminutos de la exina son liberadas en pocos
segundos y actlan como contrasefia quimica. Si la contrasefia es correcta, las enzimas
producidas en niveles mas profundos de la célula polinica reaccionan con el estigma y
agujerean el estilo para permitir el crecimiento del tubo polinico. Por el tubo polinico

pasan los gametos masculinos hasta fusionarse con el

ovulo. Figura 1.3 Grano de polen
maduro

Cuando los granos de polen se posan en la mucosa
respiratoria, tiene lugar la misma secuencia. Debido a que
los alérgenos de pélenes son altamente hidrosolubles
pueden ser liberados en segundos en condiciones de

humedad. Las proteinas de reconocimiento se liberan

rapidamente cuando el grano de polen entra en contacto
con la superficie himeda de las mucosas, mientras que las enzimas del interior de los

granos se liberan lentamente a traves de las aberturas. Estos compuestos, ademas de los
gue se encuentran en los microporos de la exina, son los alérgenos del polen que pueden

sensibilizar y provocar la produccion de IgE. (Emberlin JC, 2005).

La liberacion del alérgeno especifico es esencial para que ocurra la sensibilizacion
alérgica. En una atmdsfera seca, los polenes son muy estables y pueden albergar a sus

alérgenos durante afios.

La elevada humedad, las tormentas con truenos y lluvia copiosa y la polucion ambiental
son los tres factores mas importantes para la liberacion de alérgenos de los granos de

polen. Si el grano de polen se expone bruscamente a una humedad ambiental elevada,
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puede ocurrir una expulsion vigorosa del contenido . .
Figura 1.4 formacion del

citoplasmatico. En algunas situaciones, como en las tormentas, tubo polinico

el polen puede romperse por shock osmético, liberando su (> Grano dopolen
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resistencia a la sequia (Helander ML, 1997)

En condiciones optimas de humedad, pH y temperatura los

alérgenos se liberan en el proceso fisioldgico de la polinizacién. La liberacion de
alérgenos tiene lugar en la superficie de las mucosas del huésped y en el ambiente
externo. La importancia de esta segunda forma de liberacién ha sido ampliamente
evaluada y se ha observado que la presencia de aerosoles alergénicos en el aire puede

ser clinicamente relevante.

La forma en que los alérgenos transportados por polen contribuyen al desarrollo de la
inflamacion en las vias respiratorias inferiores de los pulmones ha sido desde afios un
rompecabezas, porque s6lo un pequefio porcentaje de granos de polen se depositan en
las vias respiratorias periféricas. EI grano de polen intacto no es el Unico vehiculo de
alérgenos. Se ha demostrado que la hidratacién en el agua de lluvia y la humedad
pueden provocar la expulsion de granos de polen de las gramineas y arboles, lo que
conduce a la liberacién de particulas micronicas y submicrénicas (o subpolinicas) con
tamafio de 0,12-5 um que contienen alérgenos (Schappi GF, 1999) (Grote M, 2000)
(Burge HA, 2002) (Taylor PE, 2004). Hay trabajos que describen la exposicién a
alérgenos polinicos en ausencia de granos de polen identificables en el aire con la
posibilidad de que estas particulas pudieran encontrarse en el ambiente fuera de la época
de polinizacion, lo que también explicar la discordancia temporal que a veces existe
entre sintomas y polinizacion o recuentos de polenes (Barnes C, 2000). Igualmente, los
niveles de alérgenos aumentan en el ambiente durante la temporada de floracion,
especialmente después de fuertes precipitaciones, que se correlacionan con el
incremento de la frecuencia de visitas a centros sanitarios de los pacientes polinicos
(Wark PA, 2002).

30



Las particulas submicronicas pueden encontrarse en dos lugares: en el citoplasma del
polen (por ejemplo, los granulos de almidon), o en otras estructuras de la planta que se
relacionen (contacten) con el polen. Su tamafio varia entre 0,5 y 2 um, lo cual es
bastante menos que el tamafio de un grano de polen (10 a 200 um). La exposicion a

estas particulas depende del grado de hidratacion del polen.
Las fuentes de las particulas submicronicas pueden ser:

e Fragmentos de las plantas producidos por la degradacion fisica ambiental.

e Orbiculas o cuerpos de Ubisch que pueden ser definidos como corpusculos de
tamario variable (0,14 um -20 um) que son restos de las anteras de la planta o
del interior de los granos de polen que se han fragmentado por la hidratacion.
Alérgenos principales de cupresaceas y abedul han sido localizados en el interior
de dichos orbiculos.

e Aerosoles que contienen alérgenos que estan fijados a particulas que se
encuentran el ambiente (por ej. Particulas de Escape Diesel).

e Granos de polen que se rompen por choque osmotico provocado por la lluvia 'y
que liberan al ambiente aproximadamente 700 granulos de almidon
(leucoplastos) contenidos en el citoplasma (didametro inferior a 3 um).

e Polensomas, vesiculas similares a los exosomas

El empaquetamiento de los alérgenos con granulos de almidon en amiloplastos
presentes en el citosol celular y la asociacion de los polenes o las moléculas alergénicas
con materiales externos no proteicos, como las particulas derivadas de la combustion de
los motores diesel, pueden facilitar el acceso de las moléculas alergénicas a las vias

respiratorias y su permanencia en el aire.

(Villalba Diaz M, 2015) (Behrendt H, 2001) (D'amato G, 2001) (Vincicer S, 2001)
(Grote M, 2001) (Suarez-Cervera M, 2003) (Currie AJ, 2000) (Bacsi A, 2006) (Prado
N, 2014) (Serrano C, 2005)

1.1.4.2 Contaminacion y cambio climatico.

Las ultimas décadas han revelado una tendencia hacia el aumento de las
concentraciones de polen en el aire en Europa, atribuyendo estas tendencias a un
aumento de las emisiones antropogénicas de CO2 y la temperatura. Sin embargo, la
falta de disponibilidad de agua en el sur de Europa puede provocar una tendencia hacia
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una menor intensidad de floracion, especialmente en plantas herbaceas. Los cambios en
las precipitaciones en la region mediterranea, atribuidos al cambio climético, tienen un

impacto importante en la fenologia de las plantas (Galan C, 2016)

La mayor parte de la contaminacion urbana, procede de la combustion de carburantes
del trafico rodado de vehiculos, fundamentalmente de los motores diesel, generandose
productos nocivos para la salud como son el monéxido de carbono, éxidos de nitrégeno,
benceno y particulas de escape diésel (PED). Las PED producen un aumento de la
respuesta inflamatoria en las vias respiratorias y en individuos atépicos aumentan la
sintesis de IgE, por otro lado se ha observado una gran afinidad para unirse a alérgenos
polinicos, favoreciendo a nivel atmosférico la formacion de aerosoles de particulas

contaminantes-particulas polinicas.

1.1.4.3 Funciones bioquimicas de los alérgenos de los polenes
La actividad enzimatica que poseen algunos alérgenos de los pélenes es muy importante
para el adecuado funcionamiento de la planta, pudiendo tener una gran relevancia en el

desarrollo de enfermedad en los seres humanos.

La capacida gue tiene los alérgenos de los pdlenes para mantenerse en el ambiente
durante largos periodos de tiempo y desencadenar reacciones alérgicas en segundos a
través del contacto con las mucosas del individuo alérgico hace que estos se pueden
encuadrar en un patron molecular comun, muy general, similar al que poseen otros
aeroalérgenos: son moléculas muy solubles en medios acuosos y facilmente extraibles
de la fuente natural, con tamarios relativamente pequefios. Sin embargo, sus actividades
bioguimicas son muy diversas (enzimatica, de defensa, estructural, transportadora,

reguladora, etc.).

En la Gltima década, con la implementacion del uso de técnicas de biologia molecular
para la caracterizacién de alérgenos, se ha conseguido determinar la secuencia de
aminoacidos y la estructura tridimensional de una gran parte de los polenesmas

relevantes.

Los poélenes de especies que pertenecen a la misma familia presentan alérgenos
similares. Son varios los alérgenos identificados como marcadores especificos de

sensibilizacion a cada grupo.
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1.1.4.3.1 Alérgenos de polen de gramineas

Las gramineas (Poaceae) son las plantas mas ubicuas en la mayoria de las partes del
planeta, habiéndose identificado méas de 12.000 especies, con una amplia distribucion.
Las Pooideae (Lolium perenne, Phleum pratense, Poa pratensis) son las mas ubicuas en

climas templados.

Los alérgenos identificados se clasifican en funcién de su estructura y funcion, los
grupos 1y 5 de gramineas se consideran los alérgenos mayores del polen de gramineas.
Phl p 1 se considera marcador de diagndstico a gramineas y de sensibilizacion precoz.
Los marcadores de diagndstico son los alérgenos principales especificos para una fuente
alergénica determinada. Permiten diferenciar a aquéllos pacientes sensibilizados de
forma primaria a un alérgeno (sensibilidad genuina), de aquéllos sensibilizados de

forma secundaria por fendmenos de reactividad cruzada.

El grupo 1 de alérgenos (expansinas) es comun en todas las Poaceae, en cambio el

grupo 5 (ribonucleasas) pertenece en exclusiva a la subfamilia de Pooideae.

Por el contrario los alérgenos del grupo 12 de las gramineas (profilinas) y los del grupo

7 (polcalcinas) contribuyen a la reaccion cruzada entre gramineas, arboles, y malezas.

La asociacién con de la sensibilizacion a Phl p 1con varias sensibilizaciones a Phl p 5, 7
y 12 puede ser un marcador pronostico de progresion de la alergia.

La determinacion de IgE especifica a los alérgenos mayoritarios de gramineas (Phlp 1y
5) aumenta la especificidad del diagndstico, especialmente en aquellos pacientes
sensibilizados a otros pdlenes por reactividad cruzada (Casquete-Roman E. 2009)
(Villalba Diaz M, 2015) (Popescu FD, 2014) (Pablos I, 2016) (Matricardi PM, 2016).

1.1.4.3.2 Alérgenos de polenes de darboles

Las especies de arboles con mas relevancia alergolégica se limitan a 4 familias:

e Fagales: Betulaceae (abedul, aliso, avellano) y Fagaceae (castafio, roble)
e Oleéceas: olivo, fresno, lilo, aligustre.
e Cupreséceas: Cupressus, enebro, sabinas,...

e Plataniceas: Platano de sombra
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Tabla 1.1 Principales moléculas alergénicas de los arboles (Adatado de Villalba Diaz M, 2015y
Matricardi PM, 2016)

Cupreséaceas
Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4
Cupa8

Betula verrucosa
Betv 1

Betv 2/

Betv 3

Bet v 4/

Betv 6

Betv 7

Betv 8

Corylus avellana/ Carpinus
betulus/Alnus
CoralCarblAlng1l
Cora2Carb2Alng2
Carb4 Alng4

Corab

Coral0

Fagaceas: Castanea sativa,
Fagus sylvatica, Quercus
alba

Cassl, Fagsl, Queal
Cassb5

Cass8

Cass9

Pectato liasa
Poligalacturonasa
Homologa a taumatina
Polcalcina

Profilina

Union lipidos/Ribonucleasa
Profilina

3EF

Pocalcina (2EF)

Isoflavona reductasa
Ciclofilina

Pectin metilesterasa

Homologa a Bet v 1
Profilina

Polcalcina
Isoflavona reductasa
nsLTP

PR-10, Homologo Bet v 1
Quitinasa

Non-specific lipid transfer
protein type 1

Cytosolic class | small heat
shock protein

Olea europea/Fraxinus
excelsior
Oleel/Frael

Olee 2/Frae2

Ole e 3/Frae 3

Olee5

Ole e 6/Frae 6

Olee7

Olee8

Ole e 4/0lee 9/Frae9
Ole e 10/Frae 10
Olee11/Frae 1l
Olee 12/Frae 12
Olee 13

Ligustrum
vulgare/Syringa vulgaris
Ligv1/Syrv1

Syrv3

Platanus
acerifolia/orientalis
Plaal/Plaor1
Plaa 2/Plaor 2
Plaa3/Plaor3
Plaa8/Plaor8

Reguladora/ Homologa a Ole e 1
Profilina

Polcalcina (2EF)

Superoxido dismutasa

Proteina rica en Cys

nsLTP

4 EF

®-1,3-gucanasa

Union carbohidratos (CBM-43)
Pectin metilesterasa

Isoflavona reductasa
Homologa a taumatina

HomologaaOlee 1
Polcalcina

Inhibidor invertasa
Poligalacturonasa
nsLTP

Profilina

En arboles los marcadores de diagndstico alergénico son las pectatoliasas en

cupresaceas (Cup a 1, Cry j 1), las proteinas relacionadas con la patogénesis PR 10, Bet

v 1y homologos en betulaceas, Ole e 1 y sus homologos en las oleaceas y Plaa 1y Pla

a 2 en las platanaceas. Se han determinado como alérgenos de reactividad cruzada las

Profilinas (Bet v 2), Proteinas de union al Calcio (Polcalcinas) (Ole e 3). Recomiendan

analizar la bromelina (Ana ¢ 2 0 MUXF3) en el caos de mdltiple reactividad IgE por si

es debida a una sensibilizacion a Carbohidratos (Matricardi PM, 2016)

1.1.4.3.2 Alérgenos de pdlenes de malezas

La mayoria de estas plantas pertenecen a los géneros.

e Asteraceae: las mas representativas son ambrosia, artemisia, girasol

e Amaranthaceae: que incluye chenopodium y salsola.

e Urticaeae, la mas representativa es parietaria.
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e Plantaginaceae, familia a la que pertenece el plantago.

En general crecen en climas calidos y suelos secos, aunque la ambrosia se puede
localizar en el centro de Europa. La época de polinizacion suele ocurrir en los meses de
agosto y septiembre, la parietaria y chenopodiaceas tienen 2 picos de polinizacion en
primavera y otofio. En ciertas zonas de peninsula ibérica como Aragén y Levante, la

salsola es uno de los pdlenes mas relevantes.
Es frecuente la reactividad cruzada entre las especies mayores de malezas

Las 4 familias de proteinas responsables de las principales sensibilizaciones a estos

polenes:

e Pectatoliasas. Amb a 1 (presente en >95% de los pacientes) puede ser un
marcador til para la sensibilizacion de la ambrosia con gran reactividad cruzada
con Art v 6 de artemisa. No tiene reactividad cruzada con las pectatoliasas de las
cupresaceas.

o Familia de las defensinas (Proteinas de defensa PR 12): Art v 1 (presente en
95% de los pacientes) marcador de sensibilizacidn a artemisia con reactividad
cruzada con Amb a 4.

e Proteinas de transporte de lipidos (LTPs): Par j 2, Artv3y Ambaé6. Parj 2
(presente en 80% de los pacientes) es un alérgeno marcador muy especifico para
la sensibilizacion a Parietaria. Art v 3 se asocia frecuentemente con
sensibilizacion a LTP (Pru p 3) en pacientes mediterraneos

e Proteinas homdlogasa Olee 1: ChealyPlal 1. Plal1 (presente en 86% de los
pacientes) es un marcador muy especifico de sensibilizacién de Plantago y Che
a 1 (presente en 70% de los pacientes) de Chenopodium pero este con
reactividad con Sal k 5 de la Salsola.

Tambien hay otros alérgenos de reactividad cruzada como polcalcinas y profilinas.

Sal k 1 es un marcador muy especifico de sensibilizacion a salsola (presente en 65% de

los pacientes)

(Gonzalez Delgado P, 2017) (Matricardi PM, 2016)
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Tabla 1.2 Principales moléculas alergénicas de las malezas (Adatado de Villalba Diaz M, 2015y
Matricardi PM 2016)

Ambrosia artemisiifolia/
psilostachya/trifida
Ambal

Amb a3

Amb a4

Amb a/Amb p/Amb t 5
Amb a6

Amba7

Amb a8

Amba9

Amb a 10

Amball

Artemisia vulgaris
Artv1l

Artv 2

Artv 3

Artv4

Artv5

Artv 6

Art v 60

Helianthus annus
Helal
Hel a 2

Pectato liasa
Plastocianina

Defensina

Proteinarica en Cys
nsLTP

Plastocianina

Profilina

Polcalcina (2EF)
Proteina ligadora Ca 3EF
Cisteine proteasa

Defensina

PR-1

nsLTP

Profilina

Polcalcina

Pectato liasa (Amb a 1-like)
Glicoproteina acida

Defensina
Profilina

Parietaria
judaica/officinalis
Parj1

Parj 2

Parj3

Par j4/Paro 1

Chenopodium album
Cheal
Chea?2
Chea3

Salsola kali
Salk 1
Salk 2
Sal k 3
Sal k 4
Sal k5

Amaranthus retroflexus
Amar 2

Mercuriales annua

Mer a 1

Plantago lanceolata
Plal1

nsLTP
nsLTP
Profilina
Polcalcina

Homologaa Ole e 1
Profilina
Polcalcina

Pectin metilesteresa
Proteina quinasa-like
Metionina sintasa
Profilina

Ole e 1-like

Profilina
Profilina

Homologaa Ole e 1

1.1.5 Alérgenos de reactividad cruzada

1.1.5.1 Definicién de reactividad cruzada

Se define como reactividad cruzada al fenémeno por el cual un anticuerpo IgE

reconoce, se une y desencadena una respuesta inmunitaria contra moléculas similares

(homologas) presentes en distintas especies. Un grado de identidad en la secuencia de

aminoéacidos, no superior al 25%, puede ser suficiente para que dos proteinas se

plieguen de modo equivalente y compartan una estructura terciaria comdn. Sin

embargo, un mayor grado de identidad (> 70%) es necesario para que dos proteinas

compartan aminoacidos expuestos en la superficie molecular y epitopos de IgE y, por

tanto, para que la reactividad cruzada tenga lugar (Villalba Diaz M, 2015)

Se ha utilizado las caracteristicas de las plantas para determinar la probabilidad de

reactividad cruzada. La validez de este proceso depende de dos premisas. La primera es

que las plantas mas estrechamente relacionadas tendran mayores similitudes y mas
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antigenos compartidos. La segunda premisa es que la clasificacion botanica actualmente
aceptada refleja verdaderamente la filogenia, es decir, dos plantas del mismo género
evolucionaron de un antepasado comun, dos de la misma familia de un antepasado mas
distante, y asi sucesivamente. Por lo tanto, se esperaria que dos plantas en el mismo
género tuvieran el mayor nimero de alérgenos compartidos, ésos en la misma familia
quizas menos, y asi sucesivamente. De la misma manera, las plantas distantemente
relacionadas presentan poca reactividad cruzada. La investigacion hasta la fecha apoya
generalmente el uso de este enfoque con algunas excepciones, siendo la méas notable la
presencia de panalérgenos como las profilinas, que estan presentes en polenes y en

alimentos, e incluso pueden encontrarse en latex Casquete-Romén E. 2012).

Ante la disparidad de conceptos que se encuentran en la literatura si que quisiera definir
los términos segun se recogen en Migueres y col. (Migueres M, 2014):

e Polisensibilizacién: sensibilizacion confirmado por estudio alergoldgico frente a
dos 0 més alérgenos

e Cosensibilizacidn: Reacciones alérgicas (IgE mediadas) como consecuencia de
sensibilizaciones multiples y no relacionadas frente a grupos alergénicos
estructuralmente no relacionados

e Sensibilizacion-reactividad cruzada: Reactividad IgE en la que los anticuerpos
IgE se han desarrollado originalmente frente a unos alérgenos determinados,

pero que se fijan a otras proteinas alergénicas.

Se consideran marcadores de reactividad cruzada entre polenes y entre pélenes y
alimentos principalmente a: profilinas, polcalcinas, homologos de Ole e 1, pectatoliasas,
poligalacturonasas, determinantes carbohidratados, proteinas PR-10, taumatinas o PR-5
y proteinas trasportadoras de lipidos (LTP).

1.1.5.2 Reactividad cruzada entre polenes

La reactividad cruzada es especialmente significativa en los polenes debido al gran
numero de familias asociadas bajo un mismo orden, que dan lugar a la produccion de
moléculas con alto grado de identidad. Se puede predecir la reactividad cruzada entre
alérgenos conociendo la taxonomia de las plantas que los producen, de manera que las

mas relacionadas filogenéticamente son las que producen mas alérgenos homélogos.
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En las regiones templadas del norte, muchos taxones relacionados liberan polen
cronoldgicamente durante el periodo de crecimiento, lo que puede llevar a una polinosis
de muchos meses de duracion. Por ejemplo, en las betulaceas (la familia del abedul), el
Betula (abedul), el Alnus (aliso), el Corylus (avellano) y el Carpinus (carpe) tienen
alérgenos parecidos. En el norte de Europa, la exposicion al polen de aliso y avellano a
principios de la primavera participa en la estimulacion de las personas sensibilizadas
antes de la estacion de polen de abedul. Los taxones afines que crecen en regiones
climaticas diferentes pueden provocar problemas a los viajeros. Existe una gran
reactividad cruzada entre cupresaceas. El polen de olivo (Olea) de las zonas
mediterraneas reacciona de manera cruzada con el fresno (Fraxinus) de latitudes méas
altas y con el aligustre (Ligustrum) que provoca el alargamiento de la época de sintomas

en alergicos a olaceas

Figura 1.5 Marcadores de diagnostico (verde) y alérgenos de reactividad cruzada (rojo) de polen
de arboles (Adaptado de Matricardi PM, 2016)

Betulaceae i Oleaceae |

Proteinas relacionadas Ciclofilina Homologos 1,3-betaglucanasa
con la patogénesis PR-10, Oleel
homologos Bet v A \ \/

_,_,»-—5—\__

@ ‘
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L reductasa ‘{%)()‘D & \-\
i > @ @ J
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Muchos de los componentes de determinadas fuentes alergénicas, como es el caso de los
grupos 1y 5 de las gramineas, poseen una estructura tan parecida que la sensibilizacion

a una de ellas implica la sensibilizacion al resto de las gramineas.
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El diagnostico y la terapia de la polinosis estd marcada por la similitud entre las
moléculas alergénicas de los distintos polenes, lo cual ha sido, y sigue siendo, crucial a
tener en cuenta a la hora de simplificar el espectro de p6lenes necesarios para su uso
clinico. Es decir, aun suponiendo que las dosis 6ptimas de los alérgenos utilizadas en las
aplicaciones clinicas estén perfectamente tipificadas, la reactividad cruzada afecta de
manera decisiva a las dosis reales de las moléculas empleadas y el desconocimiento de
dichas similitudes puede repercutir negativamente en la inocuidad de las muestras,

pudiéndose incrementar el nimero de reacciones adversas en los pacientes.

Aunque en el tratamiento con inmunoterapia esto queda todavia lejano en el tiempo, en

el diagndstico es una realidad gracias al diagnostico por componentes.

También existe reactividad cruzada entre polenes poco relacionados desde un punto de
vista filogenético, por medio de alérgenos como las profilinas, polcalcinas, homologos
de Bet v1. Las proteinas trasportadoras de lipidos, también presentes en pélenes, tiene

mas relevancia como alérgenos de reactividad cruzada entre alimentos vegetales.

Las profilinas y las polcalcinas han sido identificadas en casi todas las especies del
amplio espectro vegetal por su gran homologia entre ellas (Deviller P, 1997) (Pauli G.
2000)

Las diferencias entre las secuencias de aminoacidos de los miembros de estas dos
familias de proteinas son pequefias y, en la mayoria de los casos, son alérgenos
minoritarios. Asi, estas proteinas estan presentes en diferentes familias de pdlenes y ha
sido demostrado su papel en la reactividad cruzada entre abedul y fresno (Hemmer W,
2000), entre olivo y gramineas y entre olivo y malezas. En la polinosis, las profilinas y
las polcalcinas son los mejores ejemplos (Hauser M, 2010). La relevancia clinica se
considera limitada, pero la amplia reactividad cruzada influye mucho en el diagnostico
basado en extractos completos (Stringari G, 2014). Se dispone de un panel de profilinas
y polcalcinas, consideradas representantes de todo el grupo alérgenos de reactividad
cruzada, para el diagndstico molecular que permite discriminar entre la sensibilizacion
genuina y la sensibilizacion cruzada (Asero R, 2011). También existen comercializada
para la profilina pruebas cutaneas (prick test) basadas en el polen de la Palmera

(Phoenix dactylifera).
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1.1.5.2.1Profilinas

Las profilinas son proteinas de 12-15 kDa, que se encuentran en todas las células
eucariotas. Regulan la polimerizacion de actina durante el movimiento celular y la
transmision de sefiales intracelulares. Se pueden encontrar en pdlenes, vegetales, latex y
veneno de himendpteros (Ebo DG, 2004). La secuencia de aminoacidos de las profilinas
vegetales esta muy conservada, y llega a presentar el 70-85% de homologia, incluso en
especies muy distantes filogenéticamente (Breiteneder H, 2004). 73 estan informadas
como alérgenos en la pagina de http://www.allergome.org debido a que se tiene
experimentos que demuestran la sensibilizacion a estas proteinas presentes en 43
especies diferentes. Los pacientes alérgicos a profilinas se sensibilizan primariamente
por via inhalatoria al alérgeno, y posteriormente, la ingesta de alimentos con este mismo
panalérgeno desencadena la clinica. Los sintomas que produce se limitan a la cavidad
oral, denominado sindrome de alergia oral, debido a que resiste a las amilasas orales,
pero es sensible al pH del estbmago y a las pepsinas digestivas (Rodriguez-Pérez R,
2003). La sensibilizacion a las profilinas se ha considerado un marcador predictivo de
reacciones alérgicas a maltiples fuentes de pélenes y de alergia al polen asociada con
alimentos vegetales. La prevalencia de sensibilizacion a las profilinas varia en funcién
del area geografica. Asi, es de alrededor del 20% en polinicos del centro de Europa,
mientras que alcanza hasta el 70% en pacientes alérgicos a pélenes y alimentos
(Wensing M, 2002). Las profilinas méas utilizadas para el diagnéstico molecular son: Phl
p 12, Che a2 y Bet v 2 (Landa-Pineda CM, 2013). Se ha abusado del término de
panalérgeno para todos estos alérgenos de reactividad cruzada, siendo el Gnico que
encaja con esta definicion las profilinas ya que es causa de reactividad cruzada en todo

tipo de vegetales (pélenes, alimentos, latex) (Nieto A, 2002) (Hauser, 2010)

1.1.5.2.2 Polcalcinas

Las polcalcinas son proteinas fijadoras de calcio relacionadas con la germinacion y el
crecimiento de las plantas, y también se encuentran en animales. Tienen 9 kDa y dos
lugares de unidn al calcio. Conservan su estructura en el 75% de las especies en las que
se expresan. La prevalencia de sensibilizacion es aproximadamente del 10-30%
(Wopner N, 2007). Las polcalcinas més utilizadas para el diagndstico son Che a 3 y Phl
p7. A diferencia de las profilinas, las polcalcinas solo estan presentes en pélenes, pero
no en los alimentos, por lo que son marcadores de sensibilizacion a multiples polenes

por reactividad cruzada. La polcalcina de gramineas probablemente contiene méas
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epitopes que las polcalcinas de otras fuentes. El polen de gramineas podria ser

responsable de la sensibilizacion a la polcalcina (Asero R, 2016).

1.1.5.2.3 Proteinas relacionadas con la patogénesis de las plantas. PR-10

Las Proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) son ampliamente consideradas como
una rica fuente de alérgenos. Se definen como proteinas que son codificadas por el
genoma de la planta e inducida especificamente en respuesta a las infecciones por
patdgenos como hongos, bacterias o virus, o por factores ambientales adversos como
puede ser el estrés hidrico. Estas proteinas no constituyen una superfamilia de proteinas,
pero representan a un conjunto de familias de proteinas no relacionadas cuya funcion es
formar parte del sistema de defensa de la planta. Hoy en dia, las PR se clasifican en 14

familias

El alérgeno mayor de Betula verrucosa es Bet v1, una proteina de defensa de las plantas
del grupo 10 (PR 10). Esta proteina y sus homdélogos son termorresistentes, e
intervienen en las funciones de defensa ante los agentes patdgenos y el estrés
(Niederberger V, 1998). Entre los alimentos, se encuentran en la manzana (Mal d1) y en
la avellana (Cor a 1), y el sintoma que suele producir con su ingesta es un sindrome de

alergia oral, aunque también pueden originar anafilaxia.

1.1.5.2.4 Determinantes de carbohidratos de reactividad cruzada (CCD)
Muchos alérgenos son glicoproteinas, que consisten en una parte de proteina 'y una o
mas cadenas de glicanos. Las cadenas de glicanos estan compuestas de diferentes
azucares unidos entre si y estn unidos a través de un grupo amino (N-glicano) o un
grupo hidroxilo (O-glicano) a la parte de proteina. Los N-glicanos son particularmente
inmunogénicos y pueden inducir la produccion de IgE, especifica para N-glicanos, que

habitualmente son patoldgicamente irrelevantes.

Los determinantes de hidratos de carbono son glucoproteinas con residuos -1,2-xilosa
y a-1,3- fucosa. Se encuentran en gramineas, malezas, arboles, insectos y en el veneno
de himenopteros (Ebo DG, 2004). La prevalencia varia entre el 15 y el 60% de
sensibilizacion en los casos de polinosis, siendo también muy variable segln trabajos en

la poblacion general.

Excepcion a esto es la sensibilizacion a la galactosa a 1,3 galactosa (alfa-gal) que

produce alergia a carne de mamiferos, sensibilizacion a gelatina de origen animal,
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reacciones de hipersensibilidad tras la implantacion de valvulas cardiacas de origen
bovino y porcino o reacciones alérgicas severas a cetuximab, un anticuerpo monoclonal.
Todo ello relacionado con posibles picaduras previas de garrapatas como fuente de
sensibilizacion (Wilson JM, 2018)

Se ha demostrado una reactividad a IgE relacionada con glicanos en la mayoria de las
fuentes alergénicas, especialmente en el reino vegetal. Los progresos recientes en la
investigacion han permitido una clasificacion mas clara de estos glico-epitopos. A
diferencia de los epitopos clésicos de cadena peptidica, los glicoepitopos pueden
compartir homologias estructurales significativas mas alla de los limites de las familias
de proteinas. Estos glicoepitopos son por tanto propensos a una extensa reactividad
cruzada. Han sido llamados "determinantes de carbohidratos de reactividad cruzada™
(CCD). Muchos de estos glicoepitopos se comportan como "panepitopos”, dando lugar
a una reactividad cruzada entre productos tan distantes como el polen y los venenos de
himendpteros. Debido a que una unién monovalente a IgE es suficiente en ensayos
basados en suero, los glicoepitopos y CCD se consideran clasicamente como una fuente
potencial de resultados positivos in vitro de la IgE sin significacion clinica. (Malandain
H. 2005). (Malandain H. 2007)

A finales del siglo XX algunos autores comenzaron a informar que la IgE especifica a
carbohidratos interviene en la reactividad a los componentes del polen de C arizonica.
Ademas apoyaban la idea de que los epitopos de los CCD, asi como panalergenos como
la profilina y las proteinas de union de calcio podria influir en el diagnéstico in vitro e
in vivo y por lo tanto en las estrategias terapéuticas (Afferni C, 1999). Los mismos
informan que estos CCD pueden ser la causa de positividades a nCup a 1 (al ser
alérgeno natural purificado o nativo) ya que tiene la capacidad de liberar histamina y
juegan un papel en la union in vitro de IgE en el extracto de polen de C arizonica
(lacovacci P, 2002).

Se ha visto que prevalencia de sensibilizacion por CCD varia segun la poblacion. En la
poblacién adulta general, la prevalencia de IgE a un marcador CCD (MUXEF 3, el N-
glicano de tipo bromelina) oscila entre el 2,1% en una poblacion urbana de Dinamarca

hasta el 23% en una clinica de alergia en Italia.

Los factores de riesgo para la sensibilizacion CCD incluyen la atopia (como otras

sensibilizaciones), en particular la sensibilizacion a polen y los antecedentes de
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picaduras de himenopteros También el consumo elevado de alcohol. La interferencia
que pueden originar los CCD en el diagnostico puede ser, por lo tanto, mas importante
en poblaciones con altos porcentajes de elevado consumo de alcohol, que hayan sufrido
picaduras de himenopteros y tengan niveles altos de sensibilizacion a pélenes (Vidal C,
2012).

En el estudio realizado por Vidal C.y col., en poblacion Espariola, determinan que la
prevalencia observada de sensibilizacion CCD en sus pacientes sometidos a estudio de
alergia respiratoria en una clinica especializada era baja y los titulos de CCD-sIgE eran
bajos. Relaciona estos datos con su poblacion que tiene como alérgeno respiratorio mas

frecuente los acaros del polvo, el mas habitual en su ambiente (Vidal C, 2012).

Panzer y col. posteriormente informaron en su estudio en Europa Central que la tasa de
sensibilizacion al componente CCD, MUXF3, en pacientes sensibilizados a polen fue
del 6,5% y esta tasa fue similar a la del estudio de Vidal C, y col. Vieron que los
pacientes que mostraban positividad a los componentes purificados naturales estaban
mas frecuentemente sensibilizados a MUXF3: la sensibilidad a MUXF3 fue 2 veces
mayor en pacientes sensibilizados a Cyn d 1, superior x 1.4 para Phl p 4, superior x 1.9
para Cup a 1, superior x 1.9 para Plaa 2 y superior x 1,7 para Art v 1. En cualquier
caso, la proporcion de pacientes MUXF3-positivos entre estos subgrupos fue bastante
baja, lo que significa que cualquier posible falsas positividades debido a la reactividad
CCD no habria influido de forma relevante en los resultados. En su estudio, la

poblacién sensibilizada a cupreséaceas era de un 14.1% (Panzner P, 2014)

1.1.5.2.5 Proteinas trasportadoras de lipidos - LTP

Las proteinas trasportadoras de lipidos son proteinas de 9 kDa, cuya funcién principal
es defensiva y estructural (Fernandez-Rivas M, 2003). Se trata de una proteina de
defensa, como los homdlogos de Bet v1, pero del grupo 14 (PR 14). Se encuentra en
diferentes polenes: platano de sombra (Pla a3), olivo (Ole e7) y en alimentos, como el
melocotdn (Pru p3). Se ha encontrado una prevalencia de sensibilizacion del 60% en los
alérgicos al melocoton. Es una proteina altamente resistente a la digestion, la
temperatura y la fermentacion, y estas caracteristicas son las que le confieren la
capacidad de ser un sensibilizante primario por via digestiva y de producir reacciones

sistémicas, por llegar intacta al tubo digestivo. (Cuesta-Herranz J, 1998).
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1.1.5.2.6 Proteinas relacionadas con la patogénesis de las plantas. Taumatinas
(TLP)

La familia 5 de las PR (PR-5) comprende un conjunto de proteinas con diversas
funciones dentro de estos mecanismos de defensa. Debido a las homologias de
secuencia entre PR-5 y taumatina, una proteina con un intenso sabor dulce aislada del
fruto del Thaumatococcus daniellii (arbusto tropical de la familia Marantacea), los
miembros de esta familia de proteinas se denominan taumatinas (Thaumatin like

proteins)

Se han descrito varias Taumatinas alergénicas cuyas fuentes son frutas, frutos secos,
polenes, cereales e incluso maderas: Mald 2 de manzana, Act d 2 de kiwi, platano (Mus
a 4), naranja (Cis s TLP), melocotén (Pru p 2), melén (Cuc m TLP), nispero (Man Za
TLP), aceituna (Ole e 13), almendra (Pru d 2), avellana (Cor a TLP), castafia (Cas a
TLP), lechuga (Lac s TLP) y coliflor (Bra 0 TLP)

También se ha identificado como alérgenos en polenes. Jun a 3, taumatina del polen de
Juniperus ashei fue la primera TLP de polen descrita. Posteriormente se describe la
taumatina de Cupressus arizonica (Cup a 3), Cupressus sempervivens (Cup s 3) y de
Cryptomera japonica (Cry j 3) como alérgenos respiratorios. Otras TLP descritas como
alérgenos respiratorios mas alla de las cupresaceas es la taumatina de polen de platano
de sombra (Pla a TLP), de artemisia (Art v TLP), de polen abedul (Bet v TLP), de
marihuana (Can s TLP) e incluso de alérgenos respiratorios ocupacionales como es el
caso de la taumatina de harina de trigo (Tri a TLP) o la de madera de Obeche (Trip s
TLP) (Bartra J, 2015).

1.1.5.3 Reactividad cruzada entre pélenes y alimentos

Dentro del fendmeno de reactividad cruzada nos encontramos que la sensibilizacion
primaria por inhalacion de un alérgeno puede provocar la reaccion alérgica posterior a
un alimento. Este es el caso de la reactividad cruzada entre aeroalérgenos de pélenes y
ciertos alergenos de alimentos que provocan reacciones alérgicas frente a alimentos
como frutas, vegetales y frutos secos: Homologos de Bet v 1, profilinas y glucanasas
(Sindrome latex-frutas, las beta 1,3-glucanasas, pertenecientes a la familia de las PR-2,
presentes también en el latex, Hev b2). En algin caso se ha descrito también la LTP

como fuente de reactividad cruzada entre pdlenes y frutas (Cuesta-Herranz, 1999).
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En el area mediterranea destaca la reactividad cruzada de la profilinas de las gramineas
(Phl p 12) con profilinas de frutas de la familia rosacea, sobre todo el melocoton. Como
son moléculas sensibles a la desnaturalizacion térmica y a la digestion gastrica, la
alergia alimentaria ocasionada por las profilinas esta confinada al desencadenamiento

del sindrome de alergia oral (SAO) solamente tras la ingestion de alimentos crudos.

En el norte de Europa es el Bet v 1, el alérgeno principal del polen de abedul, quien
reacciona con otras frutas de la familia rosceas como la manzana (Mal d 1), y vegetales
de la familia api&ceas, como el apio (Api g 1) y la zanahoria (Dau ¢ 1). (Pomés A,
2007).

Las Taumantinas estan relacionadas con la alergia a fruta predominantemente en los
pacientes con polinosis asociada, pero también tenian perfiles de sensibilizacion

relacionada a las areas geograficas de estudio (Palacin A, 2012).

Otros alérgenos de reactividad cruzada como los miembros de las familias pectatoliasa,
LTP, y Ole e 1 muestran un patron de reactividad heterogéneo. En estos casos la
reactividad cruzada se limita principalmente a las moléculas estrechamente relacionadas
con alta identidad de secuencia y puede variar en diferentes poblaciones (Pablos I,
2016).
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1.2 DIAGNOSTICO ETIOLOGICO DE
LAS ENFERMEDADES ALERGICAS

1.2.1 Evolucion historica

En las enfermedades alérgicas, el diagndstico recae en tres pilares basicos: una
anamnesis dirigida lo mas exhaustiva posible, a veces casi detectivesca para identificar
a que se expone el paciente, una exploracion fisica rigurosa y la demostracion, mediante
exploraciones complementarias in vivo (pruebas cutaneas habitualmente) e in vitro (en
fluidos o secreciones), de la existencia de IgE especifica del alérgeno sugerido por la
anamnesis. En algunas ocasiones es precisa una prueba de provocacion con el o los

alérgenos sospechosos para concluir el diagndstico.

1.2.1.1 Historia clinica
La herramienta principal para evaluar las enfermedades alérgicas respiratorias, es la

historia del paciente.

En la anamnesis de las enfermedades alérgicas respiratorias es relevante conocer, si es
posible, si el origen de los sintomas es un alérgeno de interior o de exterior. En el
interrogatorio al paciente es necesario determinar la estacionalidad de ellos, incluso
detallando en que meses los presenta, especialmente si sospechamos que el polen es su
causa. También por ello debemos conocer la Aerobiologia de la zona donde se da la

patologia y correlacionar la clinica con la presencia de alérgenos en esa atmosfera.

Las investigaciones con pruebas de diagnostico incluyen pruebas cutaneas con extractos
alergénicos completos, y determinacion de IgE especifica en suero para los extractos

alergénicos completos y para componentes individuales.

1.2.1.2 Pruebas cutaneas

Las pruebas cutaneas como método diagnostico comenzaron a emplearse en el siglo
XIX (Charles H. Blackley, en 1865) y, sin grandes modificaciones técnicas, se han
continuado aplicando hasta nuestros dias. En el caso de la alergia respiratoria la técnica
que habitualmente se usa en la intraepidérmicas o prick test. Ofrece gran rentabilidad
diagndstica y al principio solian tener mayor sensibilidad que las pruebas de laboratorio

con alérgenos con poca actividad alergoldgica. La simplicidad, rapidez, bajo coste y alta
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sensibilidad hace que continue siendo la prueba inicial de aproximacién diagnostica al
paciente alérgico, cuando sospechamos una alergia respiratoria. Realizadas por personal
cualificado y experto son habitualmente seguras, rapidas en su realizacion, tienen un
coste asumible y son fiables. La reactividad cutanea se ve modificada por algunos
farmacos (antihistaminicos y ciertos antidepresivos), por lo que debemos suspenderlos
antes de realizar la prueba. Las indicaciones de las pruebas cuténeas se basan en una
correcta historia clinica, confirmando o no la sospecha de una hipersensibilidad mediada

por IgE.

Desde el principio de la Alergologia, el diagnéstico y el tratamiento de estas
enfermedades se han basado en el empleo de extractos provenientes de fuentes
alergénicas naturales Una fuente alergénica es un tejido, particula, alimento u
organismo capaz de inducir alergia (por ejemplo, caspa de gato, Dermatophagoides
pteronyssinus, leche, Aspergillus fumigatus, polen de Phleum pratense, etc.). Estos
extractos eran una mezcla cruda no fraccionada de proteinas alergénicas y no
alergénicas, polisacaridos y lipidos obtenidos de la extraccion de una fuente alergénica
(por ejemplo, granos de polen) aungue con el tiempo se han conseguido purificar mas.
(Migueres, 2014)

Aunque la cantidad de alérgenos a probar puede ser enorme, la seleccion de los
alérgenos se realizara en funcion de los datos de la anamnesis sobre el medio ambiente
del paciente (Scadding G, 2011) (Bousquet J, 2012) (EAACI, 1989)

1.2.1.3 Determinacion de la IgE especifica

La historia de las pruebas in vitro (de laboratorio) para el diagnostico alergologico se
inicid a principios de los afios setenta, poco después del descubrimiento de la IgE, en
1967. Para la determinacion de la IgE especifica se desarrollaron métodos basados
inicialmente en radioinmunoensayos y posteriormente en enzimo-inmunoensayos
(RAST, ImmunoCAP System, AlaSTAT, AdviaCentaure,...), capaces de detectar esos
anticuerpos en el suero de los pacientes alérgicos. Ello vino a complementar de manera
consistente la informacion obtenida mediante las pruebas cutaneas, a la vez que
permiti6 “cuantificar” en cierto modo la “intensidad” de la alergia en un paciente
determinado. Sin embargo, mediante estas técnicas in vitro solo se identificaban

anticuerpos especificos frente a fuentes proteicas enteras (acaros, polenes, alimentos).
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Figura 1.6 Inmunoanalisis en fase sélida para la cuantificacion de IgE especifica

Fase solida

Pocillo o tubo Antigeno

Anti-IgE

con enzima !
Anti-IgE 5]
con enzima

Aportan una informacion objetiva, al permitir, en la mayoria de los casos, confirmar o
excluir la sensibilizacién. Sin embargo, aunque detectan la sensibilizaciéon a un
alérgeno, no pueden predecir su importancia clinica. Para que una prueba cutanea y/o la
determinacion de IgE a extracto completo positiva frente a un alérgeno tengan valor
diagnostico en la alergia respiratoria, se debe demostrar que los sintomas del paciente
son producidos por la exposicion a ese. En relacion a la polinosis, existe un alta
correlacion significativa entre los niveles de polen en la atmosfera y de IgE especifica
en el suero sanguineo, menor en el caso de las pruebas cutaneas y los valores de polen

atmosférico (Rodriguez D, 2011).

Otra desventaja aun mas importante de los extractos alergénicos es que son incapaces

de diferenciar entre la sensibilizacion inmunoldgica primaria y una reactividad cruzada.

1.2.1.4. Limitaciones actuales de los extractos
En los ultimos afios se ha logrado un gran avance en el control de la produccién de los
extractos, mejorando enormemente en su caracterizacion y estandarizacion, pero nos

seguimos encontrando con limitaciones que originan una menor precision diagnostica.

La falta de unificacion entre las diferentes compafiias farmacéuticas fabricantes de
extractos alergénicos para su preparacion y estandarizacion, hacen que éstos puedan
diferir considerablemente unos de otros por lo que dos pruebas de prick realizadas con
un mismo extracto de dos fabricantes diferentes no son equivalentes. Estas diferencias
pueden deberse a diversas causas como la variacion en la procedencia de la materia
prima; distintos métodos, tiempos y soluciones de extraccion; el tamario del poro de

dialisis y a los métodos de valoracidn de los alérgenos para asignarles una potencia
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bioldgica determinada. En la estandarizacion in vivo, es igualmente necesario unificar
los criterios de seleccion de los pacientes para obtener resultados homogéneos. Los
métodos de valoracién, aunque el principio cientifico sea el mismo, deben ser uniformes
y estar validados; de otra forma, estas variaciones pueden agravarse. El objetivo final de
todos debe ser la obtencion de extractos que sean consistentes y reproducibles, estables,

y con eficacia

Otras limitaciones son que hay un posible riesgo de contaminacion con alérgenos o
material no deseado (glicoproteinas capaces de unirse a la IgE), que nos encontremos
con alérgenos relevantes en determinadas areas geograficas ausentes o presentes solo en
pequefias cantidades. También la presencia alérgenos minoritarios o alérgenos de poca
relevancia clinica para algunos pacientes que pueden conducir a la unién de la IgE por
reactividad cruzada. Los extractos naturales permiten Gnicamente identificar la fuente
alergénica, pero no las moléculas concretas a las que un paciente se encuentra
sensibilizado. Este problema también nos lo encontramos en el tratamiento de las
enfermedades alérgicas ya que en la inmunoterapia se aplica con estos extractos
(Valenta R, Niederberger V 2007) (Chapman MD. 2000)

1.2.1.5 Evolucion de los métodos diagndsticos
La aplicacion de técnicas de biologia molecular a la Alergologia proporciona un
importante avance al permitir cuantificar los anticuerpos IgE especificos para las

moléculas alergénicas puras.

Ambas formas de abordar el diagnéstico alergoldgico son complementarias, de forma
que se inicia el estudio investigando las fuentes alergénicas que desencadenan la
sintomatologia y posteriormente se identifican individualmente los componentes
alergénicos concretos frente a los que esta sensibilizado el paciente. De este modo se
obtiene informacion muy relevante para realizar un diagnostico preciso de la alergia y
en su caso, para la aplicacion de tratamientos desensibilizantes con alérgenos como es la

inmunoterapia especifica.
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1.2.2 Diagndstico Molecular

Los alérgenos recombinantes son moléculas alergénicas, originariamente identificadas
en los extractos alergénicos, pero que se han sintetizado mediante técnicas de
biotecnologia. La mayoria de los alérgenos recombinantes tienen una capacidad de
unién a los anticuerpos IgE comparable con el alérgeno de origen natural. En la
actualidad se ha logrado obtener los alérgenos mas importantes mediante técnicas de
recombinacion. Las aplicaciones diagnosticas de los alérgenos recombinantes son muy
importantes pudiéndose usar, en algunos casos, como sustitucion de los extractos
alergénicos con mejoria del rendimiento diagndstico, para la estandarizacion de

extractos alergénicos y en el diagndstico alergolégico molecular (Chapman MD, 2000).

El diagndstico alergoldgico molecular es una estrategia destinada a la identificacion de
los alérgenos a los que se encuentra sensibilizado un paciente a escala molecular por
medio de moléculas alergénicas (componentes alergénicos). Estas pueden estar
purificadas de fuentes naturales (alérgeno natural purificado) o se pueden producir por
técnicas de ADN recombinantes (alérgeno recombinante). EI término Component
resolved diagnosis (CRD) — diagnostico por componentes alergénicos — fue acufiado
por el grupo de Valenta al final de los afios noventa y abrio una nueva etapa en el

concepto diagnostico e inmunopatoldgiA de la alergia (Valenta, 1999).

Los componentes alergénicos se pueden agrupar en distintas familias en base a la
similitud estructural. Las consecuencias de la sensibilizacion a miembros de estas
familias dependen de sus propiedades, de la cantidad en que estan presentes en las
fuentes alergénicas y su homologia con el alérgeno sensibilizante primario. Algunos
componentes alergénicos son especificos de una fuente alergénica (Phl p1 del polen de
gramineas, Ole e 1 del polen de olivo, Cup a1 del polen de cupresaceas,...) mientras
que otros pueden aparecer en muchas fuentes alergénicas (Profilina, Polcalcina,
LTP,...).

Desde su aparicion las técnicas de diagnostico molecular han adquirido cada vez mayor

difusion en la atencion alergoldgica ordinaria

El diagnostico molecular desempefia un importante papel en tres aspectos basicos en el

diagnostico de las enfermedades alérgicas:
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1. Aporta una mayor precision diagnostica. Permite la distincién en los pacientes
polisensibilizados entre la sensibilizacion primaria y la sensibilizacion cruzada,
con la consiguiente mejora en el conocimiento de los alérgenos
desencadenantes. Ademas permite la identificacion de nuevos alérgenos capaces
de explicar reacciones alérgicas cuyo origen era previamente desconocido.
También es un instrumento para el diagndstico de la conjuntivitis vernal
(Armentia A, 2016) y en la esofagitis eosindfilica (Armentia A, 2015)
(Casquete-Romaén E, 2009).

2. Biomarcadores de riesgo o probabilidad de tolerancia. Como es el caso de la
evaluacion de la sensibilizacion a componentes de alérgenos estables que pueden
provocar reacciones sistémicas (LTP) o la sensibilizacion a componentes
inestables que se relaciona, sobre todo, con reacciones locales (profilina). Esto
reduce la incertidumbre del paciente antes el riesgo de reacciones graves sobre
todo en relacion con la alergia alimentaria y permite reducir las pruebas de

provocacion.

3. También puede mejorar la indicacion y la seleccién de alérgenos adecuados
para la inmunoterapia especifica (ITE), ya que la identificacion del alérgeno que
produce la enfermedad es un requisito previo para la prescripcion precisa de este
tratamiento. Asimismo, el CRD podria predecir las reacciones adversas a la ITE.
(Canonica GW, WAOQJ 2013) (Ferrer M, 2009). De esta manera, la prescripcion
de la inmunoterapia basada en los resultados del estudio alergoldgico seria
considerablemente diferente en funcion de la informacién procedente del estudio
convencional o del analisis molecular. En la misma direccién apuntan el
consenso de numerosos Alergologos de Espaiia (Vidal C, 2014) sobre el
diagnostico y la indicacion de inmunoterapia en pacientes polisensibilizados.
Otros autores encuentran que, en pacientes alérgicos a polenes en zonas de
elevada exposicion y polisensibilizacion a los mismos una vez realizado el
diagnostico por componentes moleculares, existe una escasa concordancia con el
diagndstico convencional, haciendo necesario un cambio en la composicion de
los extractos de inmunoterapia en relacion con la prescripcion inicial (Landivar

M, 2012) (Sastre J, 2012). MT Lizaso y cols. comunican una modificacion en el
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diagnostico inicial en el 30% de los pacientes polinicos una vez realizado el

diagndstico por componentes moleculares (MT Lizaso, 2011).

Otro aspecto que nos aporta el diagnostico por componentes es que nos ayuda a
identificar patrones de sensibilizacion segin area geografica y a establecer unos factores
prondsticos en la alergia a aeroalérgenos. Ejemplo de esto es el estudio EXPO, estudio
de la exposicion en pacientes polinicos, en el cual se incluyeron mas de 2000 pacientes
y que nos permite conocer la prevalencia real de la sensibilizacion a pdlenes empleando
técnicas de diagnostico molecular. Este estudio ofrece interesantes datos que nos ayuda
a conocer la interaccion entre la exposicion ambiental a pdlenes y los diferentes perfiles
de sensibilizacion, estableciendo unos factores pronésticos en la polinosis de acuerdo a

la presencia de sensibilizacion a diferentes moléculas (Barber D, 2008).

La técnica de diagnostico molecular se basa en el analisis de biochips de ADN y la
medicién de anticuerpos IgE especificos frente a numerosos componentes alergénicos.
A través de un sencillo andlisis de sangre del paciente, se cruzan los componentes

alergénicos con los anticuerpos IgE procedentes del suero del paciente.

En la actualidad se han desarrollado soportes con un nimero creciente de moléculas
recombinantes y purificadas: ImmunoCAP (Thermofiser), ADVIA Centaur (Siemens) o
ImmuLite (Siemens). No obstante, como cualquier herramienta de laboratorio, su
resultado siempre debe ser interpretado en funcion de la historia clinica del paciente. En
la actualidad disponemos de un numero relativamente limitado de alérgenos purificados
0 recombinantes, y aunque muchos de ellos son los alérgenos mas importantes, su
sensibilidad diagnostica no es la ideal. Esto hace recomendable utilizar en algunos casos
extractos estandarizados completos, bien en una prueba de prick o midiendo la sIgE,
junto con la determinacion de IgE a componentes moleculares para evitar falsos

negativos en el diagndstico.

Hay disponibles varias bases de datos que contienen informacién detallada sobre las
familias de proteinas y alérgenos, destacando la base de datos oficial de nomenclatura
de alérgenos, International Union of Immunological Societies
(http://www.allergen.org). Existen otras bases de datos como Allergome

(http//www.allergome.org), basada en las publicaciones sobre alérgenos.
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El diagnostico molecular lo podemos utilizar como herramienta diagnostica en varios
tipos de plataformas segun el nimero de alérgenos estudiados a la vez: uniplex (1),
multi-allergen (<10) y multiplex (>100), con caracteristicas particulares de disefio y
rendimiento. En la uniplex (un ensayo por muestra) se analiza componentes
individuales acoplados a las matrices convencionales utilizadas para la determinacion de
IgE especifica (ImmunoCAP y otros). Permite al médico escoger las moléculas
alergénicas cuando solo quiere estudiar un nimero reducido y puntual de alergenos. Las
plataformas multiplex permiten varios ensayos por muestra y detectan simultaneamente
mas de un centenar de componentes alergénicos en una pequefia muestra de suero.
Posibilita la caracterizacion de la respuesta IgE contra un amplio abanico de alérgenos
preseleccionados depositados en un chip con independencia de la historia clinica. La
tecnologia multiplex basada en microensayos del sistema ISAC® Thermofisher,
Uppsala, Sweden (Immuno-Solid phase Allergen Chip - Chip de inmunoensayo de
alérgenos en fase solida) es actualmente la plataforma més completa que mediante la
tecnologia de las micromatrices es capaz de analizar mas de 130 componentes

alergénicos. Se ha presentado otra palataforma multiplex llamada FABER 244,

Varios estudios recogidos en el articulo de WAQJ analizan la reproducibilidad de este
inmunoensayo y han comparado el chip ISAC con otros métodos de medicion de sIgE.
Los resultados ISAC han sido similares a los obtenidos en las plataformas uniplex
aungue la concordancia de resultados varia segun el alérgeno analizado. No obstante el
ImmunoCAP es mas sensible que ISAC en presencia de niveles bajos de IgE especifica
lo que debe tenerse en cuenta a la hora de interpretar los resultados de este Gltimo y de
contrastarlos con los antecedentes clinicos de los pacientes. También hay autores que
informan que los resultados obtenidos por ImmunoCAP para la IgE especifica no son
equivalentes a los obtenidos mediante ISAC. Los pacientes mas idoneos para estas
plataformas multiplex son pacientes polisensibilizados en los que se sospecha la
sensibilizacion a alérgenos de reactividad cruzada, especialmente cuando intervienen
alérgenos alimentarios (Canonica GW, WAOJ 2013) (Goikoetxea MJ, 2013).

En un estudio recientemente publicado informan que en general, el ISAC permitio
identificar sensibilizaciones clinicamente relevantes en pacientes con més de 2
sensibilizaciones. Las pruebas inmunoalérgicas para cada polen revelaron
sobrediagndstico de la alergia al polen de parietaria, gramineas y platano, y

subdiagnostico de la alergia al polen de olivo y de ciprés. Estos hallazgos, segun ellos,
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podrian ser explicados por los resultados falso-negativos de las pruebas cutaneas
utilizadas en una sola aplicacion, incluso cuando se realizan por técnicos especializados
(s6lo en 2 casos). Proponen que se deberia de probar méas de un 1 extracto comercial de
polen ciprés y de olivo y apoyan la utilidad del diagndstico por componentes en areas

con sensibilizaciones complejas a polenes (Depreux N, 2016).

En relacion a al diagndstico molecular de alergia a cupresaceas usando nCup a 1,
Cabrera-Freitag P publican un articulo en que se compara la rentabilidad diagnostica
(sensibilidad y especificidad) entre el InmunoCAP frente al extracto total de C
arizonica 'y Cup al en ISAC CRD103 (12 alérgicos/92 controles), concluyendo que se
encuentran resultados similares entre ambas técnicas si los valores limite se establecen
en 0.66 kU/L (ImmunoCAP Se: 91.7, Sp: 89.1) (Cabrera-Freitag P 2011).

BE Garcia y col (Tabla 1.3) en su estudio para determinar la exactitud diagnostica de
ISAC 112 en alergia al polen de diversos taxones y su utilidad clinica en una poblacion
espafiola cuando analizan nCup al obtienen una correlacion alta tanto en la plataforma

uniplex como en la multiplex (Garcia BE, 2016).

Tabla 1.3 Valoracién de la exactitud diagndstica de ImmunoCAP ISAC 112 en alergia al polen de
cupresaceas usando Cup a 1 (Garcia BE, 2016).

Se% Sp 1,% Sp 2,% PPV NPV AUC
ISAC112 88 97.8 92.9 81.5 95.6 0.905
UNIPLEX 81.4 100 NR 100 72.9 0.907

Abreviaturas de la tabla: AUC, &rea bajo la curva; NPV, valor predictivo negativo; PPV, valor predictivo
positivo; Se, sensibilidad; Sp 1, especificidad calculada con pacientes control sin alergias a las plantas; Sp

2, especificidad calculada incluyendo pacientes con alergias a plantas.

La transicién de extractos alergénicos a moléculas para el diagndstico de reacciones o

enfermedades mediadas por IgE tiene un gran potencial, pero requiere un conocimiento
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detallado e interpretacion inteligente. La relevancia de las respuestas de los anticuerpos
IgE especificos de los alérgenos especificos, ya sea a extractos o moléculas, solo puede
ser determinada por el médico basandose en el contexto clinico (historia, provocacion) y
no por el propio test.
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1.3 RECUENTOS DE POLEN

Como hemos comentado antes Blackley fue uno de los primeros investigadores en la
polinosis que desarroll6 varios tipos de colectores de polenes. En 1946 el americano
Durham propuso su método estandarizado de muestreo gravimétrico y en 1952 JM Hirst

desarrollo el primer colector de aspiracion.

A finales de los 70 la casa Burkard desarroll6 el Burkard Seven Day Volumetric Spore-
Trap®, colector basado integramente en el método de Hirst, pero con la ventaja
adicional de que la impactacion se produce en una cinta de 345 mm en lugar de un porta
de 76 mm, lo que le permite un tiempo de muestreo ininterrumpido de 7 dias en lugar de
las s6lo 24 horas del Hirst. El colector Burkard es el mas usado por la mayoria de las
redes de colectores de todo el mundo y es el que viene utilizando la Red de Colectores

de la SEAIC desde que ésta se iniciara en la década de los setenta (Subiza, E, 1986)

Los recuentos de pblenes se realizan a través del muestreo del aire mediante un colector
de polenes: los pblenes se analizan microscépicamente y se informa de una relacién
cuantificada de taxones polinicos correspondiente a los datos brutos de un periodo
definido de tiempo (dia, semana...). Se utiliza el taxon porque no siempre puede
identificarse de qué especie procede el polen. De hecho, la mayoria de veces la
precision llega solo a nivel de género o familia. Los resultados se expresan en unidades
de concentracion: polenes/m3, que es el nimero medio de granos de polen contenidos en
un espacio cubico de un metro de lado, durante el tiempo que dura el muestreo
(Belmonte J. 2002).

En Esparia estan funcionando dos grandes redes de muestreo atmosférico, la del Comité
de Aerobiologia de la SEAIC, y la de la Red Espafiola de Aerobiologia (REA) y en

nuestra comunidad la de la Junta de Castilla 'y Leon.

Esta informacion de los recuentos polinicos se trasmite a la poblacion a través de los
medios de comunicacion (television, internet, prensa, radio, telefonia movil —sms o
aplicaciones-) con el fin de predecir la potencial intensidad de los sintomas y aplicar
medidas de evitacién o adecuar la planificacion de los viajes de ocio o trabajo (Subiza J,
2001)
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1.3.1 Utilidad clinica de los recuentos de pdlenes

Desde entonces hasta nuestros dias, los avances tecnoldgicos aplicados a la aerobiologia
y en concreto a la palinologia, han permitido un mejor y mas exhaustivo conocimiento
de esta disciplina, teniendo como fin dltimo la aplicacion practica en un mas preciso
diagnostico y en consecuencia, mas adecuado tratamiento del paciente polinico. Aun asi
hemos de aceptar que en esencia seguimos haciendo lo que comenzé a realizar hace casi
dos siglos el Dr. Blackley: conociendo los pdlenes a los que se halla expuesto en cada
momento del afio el paciente polinico y los periodos de presentacion de sintomas,

confirmar la sospecha diagndstica mediante la realizacion de test cutaneos.

El mapa polinico de una zona determinada puede considerarse como un fiel reflejo de su
flora anemofila, con informacion detallada de los p6lenes que pueden ser causa de
polinosis y precision del periodo de polinizacién de cada taxon, constituyendo asi, para
el alerg6logo, un elemento basico para el correcto diagnostico etioldgico del paciente
polinico (Subiza J 2001). Permite asimismo entender la variabilidad de los sintomas de
unos afos a otros en un mismo paciente debida a la, en ocasiones, gran diferencia
interanual objetivada en los recuentos en una misma zona asi como las variaciones de la

intensidad de los sintomas al trasladarse de unas areas geograficas a otras.

La vigilancia polinica permite detectar y valorar el aumento de concentraciones de
ciertos pélenes en un area determinada, consecuencia de cambios climatol6gicos,
efectos de la urbanizacién o de la propagacion de especies vegetales, considerandolos
como potenciales nuevos agentes causantes de polinosis en zonas en las que
previamente podian no ser de interés alergoldgico (Subiza J, Feo Brito 1998). (Gonzalez
Galan 1, 1998), (Subiza J, Jerez M, 1998) (Tavira Mufioz J, 1998) (Gonzélez Minero FJ,
1998) (Subiza J, 1992) (Subiza J, 1994) (Varela S, 1997) (Garcia Gonzalez JJ, 2002)
(Garcia JJ, 1997) (Vidal C, 2001) (Marcos C, 2001) (Asero R, 2002) (Sneller MR,
1993)

Una de las mas utiles aplicaciones de los mapas polinicos es la de poder establecer una
correlacion entre los recuentos y la aparicién cronoldgica e intensidad de los sintomas
recogidos por el paciente polinico en las cartillas elaboradas al efecto, resultando de una

gran ayuda en la interpretacion de los test cutaneos:
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e Permitiendo considerar ciertas positividades como sensibilizaciones subclinicas,
si no se acompafan de sintomatologia durante el periodo de polinizacion. O
positividades sin trascendencia cuando se trata de polenes ausentes en la zona 'y
que pueden explicarse por exposicion y sensibilizacién subsecuente en otras
zonas geograficas en las que ha residido previamente el paciente.

e Nos ayuda asimismo a considerar a ciertos pélenes como de escasa
alergenicidad, cuando aun estando presentes en concentraciones no
despreciables no son capaces de sensibilizar a la poblacion.

e Valoracion del paciente polisensibilizado y que complica sobremanera el
tratamiento con ITE

(Velloso A, 2002) (Subiza J, Jerez M 1995).

Desde el punto de vista del rigor cientifico, constituyen un elemento fundamental en
todo trabajo de investigacion, tanto de eficacia clinica de farmacos antialérgicos como

de inmunoterapia en polinicos.

Incluso en lo que a politica sanitaria se refiere, el conocer los periodos de alto riesgo
polinico permite una mejor preparacion de servicios de urgencias hospitalarios, que con

frecuencia se ven colapsados en dichos periodos (Lierl MB, 2003) (Cabrera M, 1998).

Ademas esta informacion es de gran utilidad para el paciente, que conociendo el periodo
de polinizacion de las especies a las que se halla sensibilizado, va a entender mejor su
enfermedad, lo que conlleva de entrada, una mejor tolerancia. VVa a poder estar
preparado para seguir las medidas preventivas de evitacion de exposicidn asi como
seguir el tratamiento sintomatico en el momento adecuado. Podra asimismo "organizar"
su vida en lo que se refiere a actividades de ocio, desplazamientos y eleccion de

periodos y destinos vacacionales.
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1.3.2 Factores que pueden interferir en la correlacion

recuentos-sintomas

Si bien de forma global se acepta que existe correlacion significativa entre recuentos de
polenes y sintomas que presentan los pacientes (mediante la valoracion de la intensidad
de sintomas en cartillas-calendario), existen ciertas "limitaciones” que es preciso tener
en cuenta y que explican el por qué en ocasiones puede verse alterada dicha correlacion
(Subiza J, 1992) (Varela S, 1997) (Martinez-Cécera C, 2000) (Ferreiro M, 2002)
(Muhoz Pereira M, 2000). (Frenz DA, 2001).

- Factores relacionados con la ubicacion del colector.
Se han establecido al respecto una serie de recomendaciones (Jager S. 1995) (D’ Amato.
1995) que deben seguirse como son la altura (aproximadamente a 15 metros sobre el
nivel del suelo) y la ubicacion lejos de edificios altos colindantes, asi como de fuentes
emisoras de polen potencialmente importantes, ya que la vegetacion proxima al colector
contribuye en gran medida al polen captado por el mismo. Se ha demostrado que existen
variabilidades de hasta un 25% en las concentraciones de polen en una misma ciudad.
Comparando recuentos de colectores en diversos puntos de una misma ciudad se ha
comprobado que las diferencias son menores para los polenes procedentes de fuentes
emisoras de fuera de las ciudades, como ocurre en el caso de las gramineas, en
comparacion con los pdlenes procedentes del &mbito urbano como ocurre con ciertos
arboles (Platanus). (Frenz DA, 2001) (Gonzalo-Garijo MA, 2006).

- Factores individuales, inherentes al paciente y ambientales.
Los recuentos obtenidos a partir de un colector pueden considerarse validos para un
paciente que se mueva en un radio de unos 10 Km en torno al mismo dependiendo del
tipo de polen (Subiza J. 1995). Asi pues, al valorar la relacion entre los sintomas del
paciente y los recuentos, ha de tenerse presente el lugar de residencia, en relacion a la
ubicacion del colector, asi como el tipo de vida: lugar y tipo de trabajo, viajes, vehiculo
que utiliza en sus desplazamientos, actividades en su tiempo de ocio, deportes al aire

libre, salidas al campo, etcétera.

Se observa una diferencia significativa entre los diversos niveles de vivienda a favor de
los pisos mas altos. Se encuentra ademas una tendencia lineal en los resultados,

especialmente con las gramineas, de modo que aumenta la sensibilizacion frente a ellas
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a medida que el piso es mas alto. (Armentia A, 2004), (Malik P, 1990). Todos estos
estudios se han realizado en localizaciones geograficas muy diversas y con
caracteristicas climaticas especificas de cada localizacion, lo que podria explicar en
parte sus resultados. Parece ser que la tendencia natural del polen es a incrementar su
concentracion a medida que aumenta la altura. A pesar de la fuerza de la gravedad, los
granos de polen son sometidos a corrientes de conveccion y turbulencias que los hacen
elevarse sobre los niveles més altos de la atmosfera. Este fendmeno de dispersion se
cumple especialmente en los polenes pequefios y en los dias soleados. En estas
diferencias encontradas respecto a la altura hemos de tener en cuenta los factores
citados antes. Por ejemplo, las muestras recogidas a diversas alturas parecen reflejar su
procedencia. Asi, se recogen polenes de un area local cercana en las alturas mas bajas;
por el contrario, los niveles mas altos nos permiten una visién mas general y amplia del

area circundante.

Las condiciones climéticas afectan también a las diferencias que podamos encontrar
respecto a la altura (Hart ML, 1994). Especialmente en los dias soleados, el polen se
libera durante la mafiana y asciende a medida que el aire se calienta, de modo que se
encuentra en las capas mas altas de la atmdésfera durante las horas centrales del dia para

volver a descender al atardecer, cuando el aire vuelve a enfriarse.

Los parametros meteoroldgicos que mas parecen influir en la concentracion de polen a
diversas alturas son: la temperatura, la humedad, las horas de sol, la velocidad y

direcciéon del viento y la lluvia (Alcazar P, 1999).

El rango de gravedad de la polinosis es muy amplio de paciente a paciente. Muchos
pacientes presentan sensibilizaciones a otros p6lenes que florecen simultaneamente con
las gramineas (Olea europaea, Plantago sp, Rumex sp. ...). El umbral de respuesta tanto
nasal como bronquial va disminuyendo a lo largo de la estacion, el efecto de “priming”
descrito por Connell (en Ambrosia) segun el cual, el umbral de respuesta de la mucosa
nasal y bronquial disminuye a medida que avanza la estacion polinica, de manera que
cada vez es necesaria una exposicion al alérgeno menos intensa para desencadenar
sintomas (Connell, 1969).
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No siempre coinciden los recuentos de polen altos con sintomas polinicos esos dias. Se
ha derscrito que algunos pacientes pueden presentar sintomas después de unos dias de
[luvia, como consecuencia de una reaccion tardia (Frenz DA. 2001) (Sack S, 1942)

La exposicion humana a los polenes también es variable, puede aumentar dependiendo
de la actividad, como cortar el césped, ir en el automovil con las ventanillas bajadas o
realizar ejercicio al aire libre (Muilenberg ML, 1991), y del lugar donde se reside
(Solomon WR 1984).

- Particulas alergénicas fuera de los granos de polen.
Se ha comentado antes, la existencia de pequefias particulas aerovagantes, particulas
submicrdnicas, con actividad alergénica que escaparian a los recuentos, procedentes de
otras partes de la planta o de los mismos granos de polen tras su ruptura (Solomon WR,
1983), (Agarwal MK, 1984), (Schéppi GF, Taylor PE, Pain MCF 1999), (Yli-Panula E,
1997), (Barnes C, 2000). En ocasiones se han detectado considerables picos de
actividad alergénica divergentes en el tiempo, anteriores y posteriores a los periodos de
polinizacidn, como se ha descrito en relacidn a alergenos de gramineas en Madrid
(Cabrera M, 2000), (Cabrera M, 2002) y a los que se han atribuido sintomas tardios en
ciertos pacientes. No obstante, algunos autores encuentran gran similitud cronoldgica
entre recuentos de pélenes y actividad alergénica ambiental, y buena correlacion de
ambos con la intensidad de la sintomatologia en los pacientes. Concluyendo que puesto
que las dos opciones resultan de utilidad similar para una valoracion clinica adecuada,
parece suficiente la realizacion de un recuento de granos de polen, evitando técnicas de
mayor dificultad y coste econdmico (Spieksma F T, 1999), (D’ Amato G, 1994),
(Spieksma FT, 1995), (Riediker M, 2001).

- Factores que modifican la alergenicidad de los p6lenes.
Los recuentos de pdlenes expresan la concentracion de granos de polen detectados, pero
son varios los factores que pueden influir en la mayor o menor alergenicidad de dichos
granos. Se ha establecido un factor genético, inherente a la planta, asi como influjos
ambientales como que temperaturas medias mas altas pueden justificar mayor
alergenicidad del polen de abedul (Ahlholm JU, 1998). Otro estudio sugiere que la
carencia de luz puede actuar como factor ambiental que podria justificar una mayor
expresividad proteica y mayor alergenicidad en polenes de abedul que crecen en zonas
sombrias (Helander ML, J 1997).
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Un estudio reciente ha demostrado que en zonas urbanas se produce un crecimiento mas
rapido de la ambrosia, con polinizacién mas temprana y mayor produccion de polen
pero con menor alergenicidad del mismo en comparacién con zonas rurales; atribuyen
este comportamiento al influjo de la elevacion de la temperatura media y de las
concentraciones de CO2, mas manifiestas en el medio urbano y sugieren que dicho
comportamiento seria similar a los efectos atribuidos al cambio climético global (Ziska
LH, 2003).

Sin duda un factor que ha suscitado gran interés en los Gltimos afios es el efecto de la
polucion atmosférica sobre el aumento de las enfermedades alérgicas (Fernandez E,
1998), (Behrendt H, 1995), (Rusznak C, 1994), (D’Amato G, 2000). Los contaminantes
pueden actuar directamente sobre los pélenes alterando la viabilidad del grano y
modificando la liberacién proteica del mismo (Thomas P, 1996). Ciertas alteraciones
estructurales del grano de polen han sido asimismo atribuidas al efecto de los
contaminantes (La Motta N, 1998). Las particulas procedentes de la combustién de
motores diesel (cada vez méas extendidos en paises industrializados), cobran un interés
especial al haberse demostrado que pueden actuar no s6lo como transportadoras de
alergenos hasta las vias respiratorias sino por una accion adyuvante, que podria
justificar un incremento en la alergenicidad del polen (Parnia S, 2002) (Muranaka M,
1986) (Knox RB, 1997) (Cortegano I, 2004) (Suarez-Cervera, Castells T, 2008).

1.3.3 Interpretacion de los Resultados.

Un tema controvertido es la forma mas adecuada de dar la informacion de los recuentos
a los pacientes para que resulten de utilidad y no constituyan, por el contrario, una
fuente de confusion. Una posibilidad es dar esta informacion en grados, es decir,
hablariamos de concentraciones bajas, medias o altas de pdlenes. Estos datos son
orientativos debido a factores del propio polen, de cada area, de los captadores y de los
pacientes que hacen que las clasificaciones en términos cualitativos (bajo, medio o alto)
pueden resultar demasiado arbitrarias: un recuento bajo para unos pacientes segun su
grado de sensibilizacion, puede ser alto para otros, o lo que puede ser bajo al inicio de la

estacion (efecto priming de Connell), puede resultar alto pocas semanas después.
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Siguiendo las recomendaciones del Comité de Aerobiologia de la SEAIC damos los
datos totales de polen (granos de polen por metro cubico de aire). De esta forma cada
paciente pueda aprender a reconocer cudl es su cifra umbral de reactivacion. Esta, puede
orientarle para saber cuando debe de iniciar o finalizar su tratamiento y de esa forma

conseguir un mejor control de su enfermedad (J. Subiza, 2001).

De forma orientativa se han establecido estos niveles de alerta. Nivel medio significa
que la mayoria los pacientes alérgicos a ese polen presentan sintomas.

Tabla 1.4 Niveles orientativos de alerta en granos/m* (SEAIC)

Bajo Medio Alto
Cupressacea/Taxaceae <50 50-130 >130
Gramineas <10 10-50 >50
Plantago <10 10-50 >50
Platanus <50 50-130 >130
Olea <100 100-200 >200
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1.4 LAS CUPRESACEAS O
CUPRESSACEAE COMO FUENTE DE
ALERGENOS

1.4.1 Introduccion

Cupressus es el nombre latino del ciprés que de acuerdo con algunos autores proviene
de "Cyprus" (Chipre), de donde es nativo y crece silvestre. El nombre recuerda una
leyenda griega donde se relata la historia de "Kuparissos" quien se convirtié en un

cipres.
Las cupreséaceas son plantas muy antiguas (Paleozoico).

En muchas civilizaciones ha tenido gran simbolismo religioso. En la cultura greco-
latina ha tenido relacién con las divinidades del infierno siendo el arbol de las regiones
subterraneas, estando ligado al culto de Plutdn, dios de los infiernos. En la cristiana
adorna los cementerios e iglesias. En el Japon, su madera se usa en rituales y en la
fabricacion de diversos instrumentos de los sacerdotes y para la construccion de los
templos. En China los yin, segun Confucio, lo plantaban al lado de los altares de la
Tierra (Chevalier J, 2009)

1.4.2 Taxonomia de las cupresaceas.

Se trata de arboles o arbustos, con hojas en forma de escama o aciculares, habitualmente
perennes. Son de gran altura, pudiendo llegar hasta los 20 o 30 metros segun especies y
muy longevos. No tienen verdaderas flores y sus 6rganos reproductores pueden ser
monoicos (en la misma planta los dos sexos) o dioicos (en distinta planta). La
polinizacion es anemofila, eliminando gran cantidad de polen desde la base hasta la
copa.

Son plantas con semilla al descubierto, es decir, pertenecen las Gimnospermas o
Pinofitas.

Dentro de estas se encuentra la clase Coniferopsida, en la que se encuadran las

Coniferales.
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El orden Coniferales abarca especies de 7 familias. La Cupressaceae es la familia mas
ampliamente distribuida en todo el mundo. Es la familia de gimnospermas de mayor
relevancia alergologica.

Otras gimnospermas como Pinaceae y Ginkgoaceae se han asociado con una menor
incidencia de alergia. La familia Pinaceae tiene 5 géneros principales: Abies (abeto),
Cedrus (cedro), Picea (abeto de Navidad), Larix (alerce) y Pinus (pino). La morfologia
del polen de las Pinaceae es completamente diferente del resto de las Coniferales y
tienen una baja prevalencia entre las polinosis, menos del 5%. Ademas, no se ha
demostrado reactividad cruzada entre las Pinaceae y el resto de Coniferales (Lewis WH,
1983)

La familia Cupressaceae esta dividida en siete subfamilias, con aproximadamente 30
géneros y alrededor de 160 especies. Las subfamilias que principalmente contribuyen a
las alergias al polen de ciprés son la Cupressoideae con los géneros Cupressus,
Juniperus y Thuja, y la subfamilia Taxodioideae con los generos Cryptomeria y
Taxodium (Asam C, 2015).

Al género Cupressus pertenecen: C. sempervirens (ciprés comun), C. arizonica
(arizénica), C. macrocarpa (ciprés de Monterrey), C. funebris (ciprés llorén) y C.
lusiténica (ciprés de Portugal). Hay algan autor que mediante estudios moleculares
asigna a C. arizonica a un nuevo género llamado Hesperocyparis llamandola
Hesperocyparis arizonica (Adams RP, 2009)

Al género Juniperus pertenecen: J. communis (enebro comun), J. oxycedrus (enebro de
la miera), J. phoenicea (sabina negra), J. thurifera (sabina alba/blanca) y los J.
virgininiana y J. ashei (cedro de montafia). Estos Ultimos son causa muy importante de
polinosis en Norteamérica (la del J. ashei llamada “fiebre del cedro™) y también en los

Balcanes.
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Figura 1.7 Distribucion mundial de la alergia a polen de cipres (Charpin, 2017)

A la familia Taxodiaceae pertenecen 10 géneros, entre las que se encuentran los arboles
mas viejos (2.000-3.000 afios) y més altos del mundo (hasta 100 metros) como: Sequoia
dendrumgiganteum (&rbol del mamut) y Sequoia sempervirens (secuoya) y el
Taxodiummu cronatum (ciprés mejicano). La importancia alergoldgica de esta familia la
da la Cryptomeria japonica (cedro del Japdn o Sugi), que ocupa el 18% del area total de
la isla de Japon y es la causa de un 90% de las polinosis en Japdn (llamadas alli
Kafunsho) y el género Chamaecyparis obtusa (ciprés japonés), que se concentra en la

region de Kanto y la parte oeste de la isla japonesa.

(Little DP, 2006) (Hart JA. 1987). (Moral de Gregorio A, 1998) (Ramirez DA. 1984)
(Ishizaki T 1987) (Pola Pola J. 2015) (Moral de Gregorio A, 2016) (Okamoto Y, 2009)

1.4.3 Caracteristicas botanicas, distribucion, usos y etnografia.

La presencia de cupresaceas antes de la division de los continentes hace que sean la
familia de coniferas con una distribucién mas global, pues las encontramos actualmente
tanto en el hemisferio Norte como en el Sur, y en todos los continentes, excepto la
Antartida. Los miembros de esta familia crecen en habitats diversos pudiéndolas
encontrar al nivel del mar o en altas regiones montafiosas y desde tierras himedas a

suelos secos.
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El aumento en la plantacion de especies de la familia Cupressaceae como arbustos
ornamentales en urbanizaciones, en parques y jardines, o para reforestacion, es uno de

los factores que explican el aumento de la prevalencia de esta polinosis.

Hay plantas importadas a la peninsula Iberica entre las que estan el Cupressus
sempervirens, Cupressus arizonica, Cupressus macrocarpa, Cupressus lusitanica,,
Platycadus orientalis, Thuja orientalis (tuya, arbol de la vida chino), Calocedrus
decurrens (cedro blanco de California), Chamaecyparis lawsoniana (cedro de Oregon o
ciprés de Lawson en algunos puntos del norte de Espafia). Tambien hay especies
autoctonas como: Tetraclinis articulata (Sabina de Cartagena, en la Sierra de
Cartagena) y las del genero Juniperus: Juniperus communis, Juniperus sabina,
Juniperus oxycedrus, Juniperus navicularis, Juniperus phoenicea, Juniperus thurifera

y Juniperus ashei (Belmonte J, 1999)

La polinizacion es por viento (anemdfila). La liberacion de pélenes parece seguir un
ritmo circadiano, produciéndose la méaxima emision entre las 9 y las 11 de la mafiana.
Las mediciones realizadas en las ultimas décadas muestran una tendencia positiva de la
emisidn estacional del polen de ciprés Durante el periodo de polinizacion, el polen de
ciprés representa del 10% al 40% del polen total, mostrando una alta variabilidad de su
produccién anual (Mandrioli P, 2000). A causa de calentamiento global, el periodo de
polinizacién tiende a durar mas tiempo y las especies de cupresaceas se estan
estableciendo mas al norte. En los paises mediterraneos el ciprés es una de las especies

de arboles de mayor relevancia alergolégica.

1.4.3.1 Cupressus

En relacion al género Cupressus, aunque no son originarias de Europa algunas de ellas
como el Cupressus sempervirens, existen desde hace milenios en el area mediterranea
donde ha tenido un gran simbolismo religioso plantandose en cementerios, monasterios
e iglesias. También desde la antigiiedad su madera ha sido bien apreciada. Otras como
el Cupressus arizonica y Cupressus macrocarpa son de reciente introduccion. Su
plantacion se ha extendido por que se utiliza mucho en jardineria para la formacion de
setos y barreras cortavientos por su porte compacto y robusto. Es muy resistente a la
sequia, tolerante a los frios y a las heladas, y puede vivir en casi todo tipo de suelos. Se
da bien en los terrenos secos y calcareos admitiendo muy bien la poda. También se han

utilizado en plantaciones forestales.
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Figura 1.8 Plantaciones forestal en Castrojeriz Figura 1.9 Fruto de Cupressus arizonica

(Burgos)

En los altimos tiempos estan proliferando, por ser muy resistente, rustico y adaptable a

cualquier tipo de suelo, los setos y pantalla vegetal de Cupressus leylandii conocido
como Leilandi o Ciprés de Leyland. Es un hibrido natural bigenérico entre Cupressus
macrocarpa y Chamaecyparis nootkatensis. Su crecimiento es muy rapido haciéndolo
ideal para setos bien tupidos por lo que su uso estd muy extendido. Desafortunadamente

para los alérgicos mantiene, aunque parece que algo menos, su capacidad alergénica.

Figura 1.10 Cupressus leylandii Figura 1.11 Cupressus sempervirens

e

—
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1.4.3.2 Juniperus
Del género Juniperus las especies mas importantes desde el punto de vista alergoldgico

son los enebros y las sabinas.

1.4.3.2.1 Enebros

Los enebros son arboles pequefios o arbustos que pueden llegar hasta los 10 metros. Son
longevos y tardan en crecer. La polinizacion también es en invierno y principio de la
primavera. Tienen unos frutos que se llaman galbulos. De la fermentacion de cereales
que destilados con los galbulos del enebro comun se obtiene la ginebra. A este nuevo
preparado lo llamaron Genievre («enebro», en francés).

Hay dos especies importantes. EI Juniperus communis (enebro comuan) y el Juniperus
oxycedrus (enebro de la miera)

El Juniperus communis (enebro comun) es un arbusto o arbolillo de pequefia altura
muy ramificado y de copa densa. Fruto globoso, azul negruzco y pruinoso.
Ampliamente distribuida en algunas zonas de la provincia de Burgos.

Tiene varias subespecies:
e Juniperus communis communis, la tipica, que forma parte de bosques y
matorrales. Erecto, denso y de forma columnar.
e Juniperus communis alpina Enebro rastrero, que se llama asi por estar pegado al
suelo.

e Juniperus communis hemispaherica, intermedio entre las dos anteriores

El Juniperus oxycedrus (enebro de la miera) arbusto o arbolillo de hasta 5 m con frutos
pardos o rojizos florece de enero a abril. Tiene una distribucion mediterranea,
apareciendo las subespecies oxycedrus y badia en el bosque mediterraneo y la
macrocarpa en zonas mas aridas. De la destilacion de la madera del enebro de miera se
obtiene la miera o aceite de cade muy empleado tanto en veterinaria como en medicina.

En nuestra provincia la distribucion es variada segun las subespecies.
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Distribucion del enebro de la miera (Juniperus oxycedrus L.) en la provincia de Burgos. (Alejandre,

J.A2006) http://www.pfcyl.es/sites/default/files/eventos/70.pdf

Figura 1.12 Juniperus oxycedrus L. subsp. badia
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1.4.3.2.2 Sabinas

Las sabinas son arboles de hasta 20 metros de altura como la Juniperus thurifera o
sabina albar y arbustos como la Juniperus sabina o sabina rastrera. Apareceenel Sy

SE de Francia, el centro, este y sur de la Peninsula y el norte de Africa. Crece en zonas

Figura 1.13 Juniperus oxycedrus L. subsp.

oxycedrus
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de clima continental. Constituyen sabinares o forman parte de la vegetacion de bosques.

El mayor sabinar albar de Europa, se extiende entre las provincias de Soria 'y
Guadalajara. También en Burgos encontramos Juniperus phoenicea que se distingue
hojas pequefias en forma de escamas y su fruto rojo y que florece de enero a abril.
Forma unos "frutos o bayas" llamados gayubas. La madera es muy apreciada por los

carpinteros y ebanistas; da excelentes postes y vigas al ser muy resistente a la

putrefaccion
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Figura 1.14 Distribucion de la Sabina albar (Juniperus
thuriferal.) en la provincia de Burgos Alejandre, J.A. (2006);
http://www.pfcyl.es/sites/default/files/eventos/120.pdf

Figura 1.15 Sabinares del Arlanza
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Figura 1.16 Sabina albar (Juniperus thurifera) Figura 1.17 Sabina albar (Juniperus thurifera) Cedido por
laboratorios Leti

1.4.3.3 Otras especies

Hay otras especies no presentes habitualmente en Espafia pero de gran relevancia
alergolégica por la polinosis que producen:
e El cedro japonés o la Crytomeria japonica (Sugi) originario de Japon y China.

Es arbol nacional de Japdn. Tiene gran simbolismo patriético y religioso,
plantandose junto a los templos. Arbol muy grande, como otros de la familia de
las taxodiaceas, pudiendo alcanzar los 70 m de altura y 4 m de didmetro de
tronco. Es causa del 90% de las polinosis en Japén. En Espafia las encontramos
principalmente en parques. A este se suma la polinosis de Chamaecyparis
obtusa, el Falso ciprés, cameciparis 0 en japonés hinoki, perteneciente a la
familia de las cupresaceas, originaria del centro de Japon. Se cultiva por su
madera de muy alta calidad en Japdn, donde se usa como material para construir
palacios, templos, santuarios, teatros tradicionales, bafios y palas de tenis de
mesa entre otros. Es también un arbol ornamental popular en parques y jardines,
tanto en Japon como en otros lugares de clima templado incluyendo Europa

occidental y partes de Norteamérica. Tambien se cultiva a menudo como bonsai.

72



e J.virgininiana y J. ashei (cedro de montafia) que es una de las causas méas
importantes de polinosis en el sur oeste de Estados Unidos (Texas, Nuevo

México) y norte de Méjico.

También se han incorporado a la flora ornamental especies de los génerosThuja y

Calocedrus

(Charpin D, 2013) (Pola Pola J, 2015) (Moral de Gregorio A, 2016) (Allue Camacho C,
2015)

1.4.4 Morfologia del polen de Cupressaceae.

Los granos de polen son muy uniformes dentro de la familia y también son muy
similares a los de la familia Taxaceae, diferenciandose s6lo en el tamafio. Por eso al
identificar a estos pdlenes al microscopio se les denomina Cupressaceae-Taxaceae,
aunque olvidamos el resto de las familias de las Coniferales.

Todas las especies de Cupressaceae producen granos de polen esférico de aspecto muy
similar. En el género Cupressus, el tamafio medio de los granos de polen hidratados
varia de 25 a 40 um, y difieren segin su origen geografico. El tipo de polen de
Cupressaceae generalmente se describe como inaperturado, aungue se puede ver un
poro circular débil en el material fresco. También se caracteriza por una exina muy
delgada (membrana externa), por lo que algunos granulos u orbicules (cuerpos de Ubish)
parecen estar dispersos, y hay una intima muy gruesa (membrana interna). En
condiciones de humedad hay una hidratacién rapida de la intina que rompe la exina,
saliendo el protoplasto que aparece abrazado por la intina lo que da la imagen clasica
que vemos en la figura 1.18 (Danti R, 2010) (Charpin D, 2017).
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Figura 1.18 Polen de Cupressaceae-Taxaceae. Cedido por laboratorios Leti
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1.4.5 Aerobiologia del polen de Cupressaceae.
La polinizacion es anenofila. El viento puede trasportar el polen a cientos de kilometros.

Las especies de cupresaceas generalmente producen grandes cantidades de polen.

Sus organos reproductores pueden ser monoicos (ambos sexos en la misma planta)
excepto el género Juniperus que es dioicos (en distintas plantas). Ocasionan una gran
liberacion de polen, por producirlo desde la copa hasta la base, debido a la estructura

columnar que tienen estos arboles.

Como hemos comentado antes, el tipo polinico Cupressaceae incluye también las
familias Taxaceae y Taxodiaceae. A pesar de la diversidad de especies incluidas en el
tipo polinico Cupressaceae, la mayoria del polen recogido pertenece al género
Cupressus debido al gran uso que se hace de sus especies con fines ornamentales. Las
especies silvestres del género Juniperus polinizan con menos intensidad y usualmente
crecen en zonas alejadas del area de muestreo de los captadores, aungque en nuestra
provincia son muy comunes Yy estadn muy presentes en la flora de nuestra ciudad.
Précticamente, no hay ninguna zona de Espafia libre de polen de cupresaceas (Belmonte
J, 1999)

Pueden polinizar en cualquier época del afio. Aunque el verano puede considerarse
como un periodo libre de este tipo de polen, en el area mediterranea, los dias sin este

polen son raros. En Espafia la polinizacion se produce en general desde octubre hasta el
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final de la primavera, pero fundamentalmente entre enero y marzo, similar al resto de
los paises Mediterraneos (Belmonte J., 2000). Cada especie de cupresacea tiene sus
épocas de floracion. A modo orientativo Juniperus oxycedrus poliniza desde octubre a
diciembre. EI género Thuja en diciembre y enero. Cupressus arizonica desde noviembre
hasta marzo solapandose con Cupressus sempervirens, que lo hace desde enero hasta
incluso finales de mayo (Perez-Badia R, 2011) (Hidalgo PJ, 2003). Se ha recogido que las
concentraciones diarias varian significativamente entre las areas urbanas (por ejemplo,
Madrid, Barcelona) y el campo (por ejemplo, Viella), donde son mas bajas. Es comin que
se produzcan picos pronunciados de polen. Estos valores, que se deben a condiciones muy
favorables para la polinizacion de plantas o el transporte de polen a largas distancias,
también deben tenerse en cuenta al analizar los sintomas de los pacientes (Charpin D,
2017). Los inicios de las polinizaciones son variables dependiendo de factores como la
temperatura ambiental (Fuertes-Rodriguez CR, 2007)

En Texas (EE. UU) el Juniperus ashei poliniza desde noviembre hasta marzo. Cryptomeria
japonica poliniza en Japdn desde febrero hasta abril.

Diaz de la Guardia y colaboradores, en Granada, determinaron que los niveles mas altos
eran en las horas centrales del dia. También refieren que la presencia de polen de
Cupressaceae en el aire tiene un comportamiento irregular, fuertemente relacionada con
variables meteoroldgicas, de modo que la temperatura maxima, la temperatura media y
la insolacion aumentan generalmente el contenido de polen en el aire, fomentando tanto
la emisién como la dispersién. Por el contrario, cuando la temperatura baja en invierno,
la emisidn se ve obstaculizada y el aumento de humedad y de precipitaciones provoca la
agregacion y deposicion del polen. La lluvia antes de la floracién incrementa la
produccion de polen. (Diaz de la Guardia, 2006).

Benitez y colaboradores comparan los niveles de polen medidos mediante la técnica de
microscopio optico frente a la citometria de flujo y ademas usan esta Gltima técnica para
analizar la carga alergénica usando el anticuerpo policlonal de conejo Cup a 1.
Identifican que ademas del polen existen en la atmosfera particulas incompletas mas
pequefias, con presencia de Cup a 1, que podrian inducir la sensibilizacion alérgica y
que pueden ser responsables de los sintomas en pacientes alérgicos a cupresaceas. La
presencia de particulas submicronicas en el ambiente y su asociacion con un aumento de

los casos de asma también ha sido informada por otros autores (D’Amato G. 2001).

75



La carga alergenica gue se encuentra en el polen de Cupressaceae muestra una mayor
correlacion el recuento de polen realizado por citometria de flujo. A modo de ejemplo,
podemos ver una mayor la carga alergénica después de los dias de lluvia, aunque no
podemos ver un aumento significativo en el polen mediante su identificacion por
microscopia 6ptica como he comentado antes (Benitez FM, 2014) (Arilla, 2004).

El polen de Cupressaceae / Taxaceae es uno de los 12 pdlenes aeroalergénicos méas
abundantes en Europa (Skjoth CA, 2013).

En Espafia la proporcion de polenes de cupreasaceas es muy variable con respecto al

total de pdlenes alergénicos dependiendo de las ciudades y de diferencias interanuales,

oscilando entre cifras por ejemplo del 2,46% de Santander y o el 33% de Burgos. Como

se ve en la figura 1.19 existe correlacion significativa entre totales anuales y dia pico
(Pola Pola J, 2015)

Figura 1.19 Recuentos de pdlenes de Cupressaceae en 2003
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En trabajos anteriores publicados por nosotros y analizando los recuentos de 2004, en
Burgos se registro que las cupresaceas (39,87% del total de los pblenes anuales
identificados) son el taxdn que alcanza los niveles mas altos en nuestra ciudad y es el
que mas pronto poliniza, desarrollandose esta entre los meses de enero y marzo
(Carretero P, 2005).
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1.4.6 Polinosis de las cupresaceas

1.4.6.1 Referencias
La alergia a cupresaceas fue descrita por primera vez por Black en 1929, que
demostraron el papel del polen del cedro montafia (Juniperus ashei) en la induccion de
polinosis en Texas y los estados del sur de América del Norte a los que incluso les
administro inmunoterapia (Black JH, 1929) y un poco mas tarde Kahn (1931) lo
describe para el Juniperus virginiana.
Ya especificamente la alergia la genero Cupressus, se describe por primera vez en
Sudéfrica (Ordman, 1945) donde desde principios del siglo XX Cupressus arizonica era
el ciprés mas abundante pues se utilizaba como cortavientos, en setos ornamentales y
para dar sombra; en Japon debida al polen de Cryptomeria japonica (Horiguchi S,
1964) y en el &rea Mediterranea, debida al polen de Cupressus sempervirens (Tas J,
1965).

Otros arboles pertenecientes a la familia Cupressaceae causan polinosis: Callitris
glaucophylla en Australia (Bass D, 1991), Thuja en el norte de Francia (Guerin B,
1996) y Calocedrus decurrens en Italia (Cavagni G, 2003). El polen de Taxodium
distichum, una especie del género Taxodium, de la familia Taxodiaceae, es causa de
polinosis en Florida, Estados Unidos (Bucholtz GA, 1985).

1.4.6.2 Prevalencia de la polinosis por cupresaceas
La polinosis por cupresaceas previamente se habia subestimado por su confusién con
infecciones viricas respiratorias y/o procesos intrinsecos.
Estudios transversales repetidos realizados a diferentes intervalos de tiempo han
demostrado un aumento de tres veces en el porcentaje de esta polinosis. De particular
importancia tiene en los paises mediterraneos tales como Espafia, Francia, Italia e Israel;
las especies de Cupressus: C. sempervirens y C arizonica. (Ariano, 1988) (Bousquet J,
1993) (Caballero T, 1996) (Subiza J, Jerez M, 1995) (Mari A, 997) (Charpin D, 2000)
(Sakashita M, 2010)
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Segun Alergoldgica 2005, el porcentaje de pacientes con rinoconjuntivitis alérgica por
polenes por causa de cupresaceas (Cupressus en las tablas) en Espafia es de 9.2%
pasando al 22.8% en Alergoldgica 2015 con la premisa que estaba ausente en
alergologica 1992 (Figura 1.20). Desglosado por comunidades autonomas (Figura 1.21),
en Castilla-Ledn el 41,5 % de pacientes con rinoconjuntivitis alérgica por polenes
estaba sensibilizados a Cupressus (6,3 % en Alergologica 2005) convirtiéndose en la
segunda con mayor porcentaje de sensibilizados a Cupressus tras Aragon (45,5 %). En

nuestra comunidad es la segunda causa de sensibilizacion a pdlenes tras las gramineas.

Figura 1.20 Pdlenes relevantes en los pacientes con rinoconjuntivitis alérgica en Alergoldgica 2015,
Alergoldgica 2005 y Alergologica 92

Polenes Alerzg:::glca Aler::‘l,:glca Aler"g:;t;glca
Gramineas 73:7 34,8 44,0
Olea europaze 52,1 29,7 27,0
Chenopodium album 8,5 9,5 6,4
Especies de Cupressus 22,8 9,2 -
Platanus acerifolia 14,2 7,7 -
Plantago lanceolata 11,3 7,2 -
Salsola kali 13,1 7,2 -
Artemisia 58 6,8 8,0
Parietaria judaica 9,5 6,8 10,0
Betula 1,6 0,7 -
Arbustos - - 23
Otros 3,7 29 7,0
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Figura 1.21 Porcentajes de pacientes con rinoconjuntivitis sensibilizados a los pdlenes mas

frecuentes segin comunidades auténomas en Alergoldgica 2015 y 2005

Andalucia 70,4 % 39,1 % 792 % 48,3 % 8,8 % 6,8 % 14,4 % 6,8 % 8,0% 15,0%
Aragén 81,8% 46,3 % 59,1 % 43,3 % 22,7 % 22,4 % 45,5 % 224% 9,1 % 20,9 %
Asturias 100,0 % 31,3% 16,7 % 13% 16,7 % 0% 0,0 % 0% 0,0 % 0%
Baleares 65,2 % 25,0% 87,0 % 36,1% 87 % 28% 87% 4,2% 0,0 % 14%
Canarias 40,0 % 8,1% 80,0 % 1.5% 0,0 % 0% 0,0 % 0% 0,0 % 30%
Cantabria 92,3% 19,0 % 7,7 % 4,8% 231% 24% 385% 0% 0,0 % 0%
Castillay Leén 86,2 % 53,9% 27,7 % 14,1 % 10,8 % 23% 41,5% 6,3 % 4,6 % 8,6 %
Castilla-La Mancha 86,7 % 55,6 % 69,4 % 55,6 % 82% 10,2 % 173% 11,1% 31% 18,5 %
Cataluna 51,6 % 20,0% 355% 17,4 % 38,7 % 7,6 % 22,6 % 57 % 6,5 % 4,5%
Ceuta 100,0 % 0% 100,0 % 0% 0,0 % 0% 0,0 % 0% 0,0 % 0%
Extremadura 98,1 % 59,0 % 722 % 52,6 % 259 % 15,4 % 74 % 7,7 % 16,7 % 128%
Galicia 100,0 % 31,1% 0,0% 24% 0,0 % 3,6 % 0,0 % 0,0% 0,0 % 42%
Madrid 87,1% 61,9 % 58,9 % 45,6 % 23,9% 22,1% 40,5 % 34,4 % 9,2% 11,2%
Melilla 0% 0% 0% 0% 0%
Murcia 49,0 % 26,7 % 86,3 % 53,3% 13,7 % 6,7 % 19,6 % 143 % 294 % 314%
Navarra 77,8 % 43,8 % 50,0 % 12,5% 0,0 % 31% 27,8% 6,3 % 5,6 % 0%
Pais Vasco 95,7 % 232% 17,4% 0,8 % 0,0% 0,8 % 8,7 % 0% 0,0% 0%
Rioja 100,0 % 52,6 % 38,9 % 21,1% 27,8 % 10,5 % 56 % 10,5 % 0,0 % 53%
Valencia 47,5% 218% 73,8% 310% 8,8 % 3,0% 25,0% 73% 213% 83 %

En relacion al asma también aparece un incremento en Espafia desde los dos estudios en
relacion a pacientes asmaticos sensibilizados a polen de cupresaceas que pasa del 7,55%
en Alergologica 2005 al 12,6% en Alergoldgica 2015. Ocurre algo similar a las
rinoconjuntivitis en relacién con asmaticos sensibilizados a cupresaceas en Castilla-
Ledn en que el porcentaje en Alergoldgica 2015 es de un 24 % (Tercera comunidad
auténoma en orden de frecuencia por detras de Aragon 36 % y Madrid un poco mas,
26%). En Alergologica 2005 era de un 4.7%. Es evidente el aumento de la frecuencia

de la sensibilizacion a estos pélenes y la relevancia que tiene en nuestra comunidad.

En 2003, el Comite de Aerobiologia de la Sociedad Espafiola de Alergologia e
Inmunologia Clinica (SEAIC) realizé un estudio multicéntrico en 13 ciudades espafiolas
para valorar la prevalencia de sensibilizacion a los pdlenes mas relevantes en Espafia.
Entre las cupresaceas se testaron Cupressus arizonica, Cupressus sempervirens y
Juniperus oxycedrus. La mayor prevalencia para Cupressus arizonica se produjo en
Madrid (55,91%) y las menores en La Corufia (1,28%) y Bilbao (2,27%). Otras
ciudades con alta prevalencia de sensibilizacién a Cupressus arizonica fueron: Burgos
(19,18%), Toledo (20%), Zaragoza (21,62%) y Barcelona (21,88%). Las ciudades que
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presentaban una mayor prevalencia de sensibilizacion a cupresaceas eran precisamente
aquellas que tenian una mayor concentracion de estos tipos de polenes (Moral de
Gregorio A, 2003).

En otros paises mediterraneos, la prevalencia de sensibilizacion a las Cupressaceae en
los polinicos es similar; asi en Montpellier (Francia) de 18,5%, Roma (Italia) de 35,1%,
Tel-Aviv (Israel) de 32%. (Bousquet J, 1993), (Ramirez DA. 2000), (Geller-Bernstein C,
2000) En Japon, la prevalencia a Cryptomeria japonica es de un 36.7%. (Sakashita M,
2010)

Las hipotesis que se manejan para explicar el aumento de frecuencia a esta alergia son:
1. Aumento de la exposicidn a especies de cupresaceas debido a un aumento de su
uso como planta ornamental en parques y jardines, en especial de Cupressus
arizonica (Raddi P, 2000) y en Japon reforestacion con Cryptomeria japonica

después de la Segunda Guerra Mundial (Tanihara S,1999).

2. Interaccién con contaminantes atmosféricos (particulas diésel) generados por la
industrializacion y la urbanizacion que aumenta la expresion de alérgenos de
estas plantas (Muranaka M, 1986). Arboles de la misma especie en diferentes
localizaciones (por ejemplo, cerca de autopistas 0 en areas rurales) y en
diferentes afios, pueden expresar niveles de proteinas de defensa variables (Cup
a 3), que modifican la potencia alergénica de los pdlenes (Cortegano I, 2004))

3. Mejoria en la eficacia en los extractos para el diagnostico (Mari A, 1996).

4. El cambio climético (Shea KM, 2008).

5. Presencia de particulas submicrénicas (orbiculos, 300-600 pm) que se
desprenden del polen de ciprés en condiciones ambientales de humedad relativa
baja y temperatura media que pueden persistir durante y después del periodo de
polinizacion (Shahali Y, 2010).

6. La elevada reactividad cruzada entre los pélenes de la familia Cupressaceae y

también con los pdlenes de la familia Taxodiaceae.

Los factores de riesgo incluyen una predisposicién genética, una alta exposicion al

polen y los contaminantes del aire (Honda K, 2013) (Charpin, D 2013).
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1.4.6.3 Caracteristicas de la polinosis por cupresaceas
La exposicion al ciprés es un factor de riesgo para el desarrollo de asma alérgico. La
incidencia de conjuntivitis en los pacientes alérgicos a ciprés es muy alta (73.7%-88.5%
segun series) pudiendo ser severa en algunos pacientes (Charpin D, 2013) (Mari A,
1997).

1.4.6.3.1 Alergenicidad del polen de cupresdceas

Las cupresaceas tiene la capacidad de liberar a la atmosfera particulas submicronicas de
alérgenos que se originan a partir de los sacos de polen de ciprés Ilamado orbiculos.
Estas particulas se encuentran en todo el tapetum (la capa nutritiva que compone la
pared interna de la bolsa de polen) y estan en estrecho contacto con los granos de polen.
Cuando el polen se hidrata y se rompe los orbiculos quedan libres formando esas
particulas submicronicas junto con el contenido intracelular con numerosos granulos de
almidon que se suelta a la atmosfera portando los alérgenos (Vinckier S, 2001).

C. japonica fue el primer polen de ciprés estudiado en el nivel de contenido de
alergenos, y en 1983, se informé que Cry j 1 (anteriormente llamado SBP, por Sugi
Basic Protein) era su alergeno principal (Yasueda H, 1983).

El alérgeno principal de C. japonica, Cry j 1, se ha localizado en la exina, la intina, la
pared celular, el aparato de Golgi y los orbiculos del polen joven y maduro de C.
japonica (Miki-Hirosige H, 1994) y en el citoplasma del polen de C.arizonicay C.
sempervirens (Suarez-Cervera, M 2003). Estos orbiculos contienen alérgenos del grupo
1 de cupresaceas Y se liberan en la atmdsfera, tanto libres como débilmente asociados a
los granos de polen. Constituyen un vehiculo importante de los alérgenos de
cupresaceas, ya que facilmente pueden interaccionar con las mucosas de los pacientes
(Suarez-Cervera M, 2003) (Wang Q, 2012) (Canini A, 2004).

Los alergenos del grupo 2 también se encontraron en subparticulas intracitoplasmicas de
C. japonica (Nakamura S, 2004). Se ha demostrado que Cry j 1y Cry j 2 son liberados
por particulas finas derivadas de polen de menos de 1,1 um (particulas submicronicas)
(Gong X, 2017).

Estas particulas submicrénicas son mucho méas numerosas que los granos de polen, lo
que implicaria una multiplicacion importante del nimero de particulas alergenicas
emitidas a la atmosfera por cada grano de polen de cupresaceas con capacidad de

penetrar en las vias respiratorias inferiores. Debido a su pequefio tamarfio (300 a 600
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nm), estas subparticulas de polen podrian penetrar mas profundamente en el tracto
bronquial y sensibilizar a los individuos. Suérez-Cervera M y col. encontraron que
durante la hidratacion del polen, la proteina Cry j 1migro rapidamente a la vacuola a
través del intina. Este mecanismo de hidratacion del polen y la posterior liberacion de
diferentes microparticulas se ha observado en C. arizonica, C. sempervirensy J.
communis, y podria considerarse especifico de algunas coniferas. Todavia no se dispone
de datos sobre la existencia de dicho mecanismo sensibilizador de subparticulas in situ,
es decir, en condiciones reales, porque nunca se han medido orbiculos atmosféricos
libres (Suarez Cervera M, Vega-Maray A, 2008) (Suarez-Cervera M, 2003) (Grant
Smith E. Volumen Iy Il, 1984)

Por el tamafio (> 5 micras), el polen de cupreséaceas no puede alcanzar el arbol
bronquial y se deposita en la conjuntiva y en la mucosa nasal por lo que polinosis por el
polen de cupresaceas tiende a causar mas rinoconjuntivitis y rinitis que asma. Las
condiciones humedas del tracto respiratorio conducen a la hidratacion del polen y a la
rotura de la exina debido al hinchamiento de la intina, similar a lo observado en los
granos de polen cuando se hidratan in vitro. Hay una liberacién como hemos comentado
antes de particulas submicronicas de pequefio tamafio, portadoras de alérgenos, que
penetran en las vias respiratorias inferiores provocando asma en polinicos (D’Amato G,
1981). Ademas, las observaciones en microscopio electronico de transmision del polen
de C. arizonica revelaron que epitopos especificos (gltcidos o proteicos) se localizaban
en el polen de las muestras fijas, pero no en las muestras hidratadas (Canini A, 2004).

Las particulas submicronicas, debido a su pequefio tamafio, pueden estar en suspension
en la atmosfera antes del inicio y después del final de la polinizacion, prolongando los
sintomas respiratorios de los pacientes alérgicos (Fernandez-Caldas E, 1989). Ademas,
pueden unirse a aerosoles de la contaminacion, como las particulas de carbono diésel,
durante los periodos de humedad relativa alta, o después de la lluvia, hecho que facilita
la transmision de los alérgenos del polen (Behrendt H, 1992) o hacerlo més alergénico
(Cortegano 1 2004). Debido a su pequefio tamafio, es dificil de estimar su concentracion
y persistencia durante y despues del periodo de polinizacién. (Lacovacci P, 1998) (Fein
BT, 1962) (Mandrioli P, 2000) (Shahali Y, 2009.) (Moral de Gregorio A, 2016). Exiten
ademas otros factores coadyuvantes en la respuesta inmunologia al polen de

cupresaceas (Kamijo S, 2009).
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1.4.6.3.2 Aspectos clinicos

La forma de presentacion clinica mas frecuente en estos pacientes es la rinitis invernal
recurrente, lo que habitualmente hace que la alergia a cupresaceas sea claramente
infradiagnosticada y confundida con infecciones respiratorias (Mari A, 1997).
Dependiendo de los trabajos las caracteristicas clinicas son variables.

Segun Ramirez y col, los pacientes sensibilizados s6lo a cupresaceas (en su caso
Juniperus sabinoides) tienen una incidencia de conjuntivitis y de rinitis superior al 70%,
mientras que el asma aparece en menos del 20% y suele ser mas leve que en los
pacientes alérgicos a gramineas (Ramirez DA, 1984).

Bousquet y col, refieren en un principio que los pacientes alérgicos a cupresaceas
presentan caracteristicas clinicas diferentes a otras polinosis, siendo mas frecuentes las
monosensibilizaciones que con otros pélenes (23-33%). También que tienen una
elevada incidencia de rinoconjuntivitis (>70%) siendo muy intensa y baja incidencia de
asma en comparacion con otros pélenes. La edad de aparicion es tardia, como media
mas de 10 afios més tarde que el resto de las polinosis. Los niveles de IgE sérica total en
pacientes monosensibilizados a Cupressaceae son similares a los controles sanos y la
IgE especifica suele detectarse en pequefias cantidades, aunque es mayor en los
polisensibilizados (Bousquet, 1993).

Segln una encuesta japonesa (Okuda M, 2003), y un estudio posterior de Europa
(Boutin-Forzano S, 2005), la rinitis es mas comun que la conjuntivitis. La conjuntivitis
es, sin embargo, el sintoma mas incapacitante, que ocurre en el 72% de los pacientes
alérgicos a cupresaceas frente al 26% de los pacientes alérgicos a gramineas. Ademas,
en base a una escala analdgica visual utilizada por 4025 pacientes que visitaban a su
médico de cabecera para tratar la rinitis alérgica, la polinosis por cupresaceas fue mas
incapacitante que otras polinosis. En este estudio, los sintomas de asma durante la
temporada de polen fueron igualmente frecuentes en pacientes alérgicos a gramineas y
cupresaceas, aunque la aparicion de tos crénica fue mucho mas frecuente en esta ultima
(Truong van ut C, 2012).

En una serie de casos de Montpellier, el 18% de los pacientes alérgicos cupresaceas
informaron de sintomas asmaticos. En este estudio el 7,7% de los pacientes refirieron
sintomas cutaneos (Caimmi D, 2012).

Sposato y col. informa en otras areas del Mediterraneo, en Italia, que el 29% de los

pacientes tenian asma (Sposato, 2013).
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Un estudio espafiol sugiere que los sintomas de asma aparecen con mas frecuencia
cuando asocia sensibilizaciones a epitelios u otro polen (Galan I, 2010).
Dominguez-Ortega y col. en un estudio realizado en Madrid en pacientes alérgicos
polen de coniferas que el 47.7% experimentaron sintomas de asma durante el periodo de
polinizacién de C. arizonica. La mayoria de los pacientes estaban polisensibilizados
(88%) y los sintomas podrian ser producidos por alergenos adicionales (Dominguez-
Ortega J, 2016).

Los niveles diarios de concentracién de polen requeridos para provocar sintomas
alérgicos en pacientes son muy dificiles de establecer, ya que varian de persona a
persona y con las condiciones ambientales. No se ha llegado a un acuerdo general sobre
como definirlos, lo que dificulta la comparacion. Por ejemplo, actualmente en Israel, se
considera que los sintomas comienzan entre 10 y 50 granos de polen/m®. En Francia, se
han establecido diferentes umbrales de riesgo de sintomas para el &rea mediterranea
(designado como bajo: 7-13 granos de polen/m®, moderado: 14-141 granos de polen/m?,
y alto> 141 granos de polen/m3, respectivamente), y para el norte y el centro de Francia
(designado como bajo: 70-141 granos de polen/m* y moderado cuando> 141 granos de
polen/m®) (DeWeger LA, 2013).

Segln Belmonte (2001), en concentraciones diarias inferiores a 20 granos de polen/m®
no se espera que produzcan sintomas alérgicos; 20-100 granos de polen/m® podrian
ocasionar problemas en pacientes muy sensibilizados. Por encima de los 100 granos de
polen/m?, el polen ocasiona claramente una respuesta alérgica. En las localidades donde
abunda el polen de cupreséceas pueden superarse los 100 granos de polen/m® entre 15 y

45 dias, dependiendo de los afios.

También se sabe que el riesgo de alergia se ve alterado por la exposicion a
contaminantes del aire exterior.

En Madrid se ha observado que la exposicion natural a pélenes de cupresaceas en
pacientes sensibilizados induce sintomas inmediatos de rinoconjuntivitis, que se hacen
mas intensos durante los dos dias siguientes a la exposicion, hecho contrario al que se
ve con otros pélenes como las gramineas o el Platanus (Subiza J, Jerez M, 1998).
Shahali Y y col. (2013) demuestran que no hay cambios en la potencia alergénica in
vitro de los granos de polen de C. sempervirens dejados durante 10 meses en un

ambiente interior en comparacion con granos de polen recogidos en fresco. Por lo tanto,
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estos granos de polen almacenados en casa podrian potencialmente desencadenar los
mismos sintomas alergénicos que los frescos cuando estan en contacto con la mucosa
del paciente y ser causa de unos sintomas persistentes en el interior de edificios incluso
enlazando dos polinizaciones.

Se ha descrito una bronquitis eosinofila estacional por polen de cupresaceas (Bobolea I,
2011).

1.4.6.3.3 Historia natural

Ejemplos de la relevancia de la exposicion al polen de cupresaceas son una encuesta
japonesa que encontrd grandes diferencias en la prevalencia de la alergia a C japonica
en diferentes areas geograficas (Okuda M, 2003), asi como en las encuestas realizadas
en el sureste de Francia (Charpin D, 1993) (Charpin D, 2000). Dominguez-Ortega y col.
(2016) tiene datos de prevalencias de sensibilizacion diferentes a estudios previos en
Madrid, que se pueden explicar por la variabilidad de la exposicién al polen en una
misma gran ciudad.

En Japon, una encuesta reciente subraya la importancia de exposicién temprana al polen
para sensibilizacion y polinosis severa (Konishi S, 2014)

En Granada el estudio clinico realizado con pacientes atopicos mostré que un 30% de la
poblacion con polinosis es sensible al polen de Cupressaceae, afectando a ambos sexos
por igual. Solo un 12.5% estaba monosensibilizacion al polen de ciprés. Por otra parte,
el grupo de edad mas sensible fue el de 21 a 40 afios, mientras que los nifios y los
ancianos registraron valores casi insignificantes (Diaz de la Guardia C, 2006). También
Guerra y col. (Guerra F, 1996) encontraron que estos pacientes tenian una media de
edad de 25 afios.

Ramirez estudio a 234 pacientes alérgicos a Juniperus ashei en San Antonio, Tejas, y
encontrd que el 34% (80 pacientes) eran monosensibles. Comparo a los pacientes
monosensibilizados a polen de Juniperus ashei con 154 pacientes sensibilizados ademas
a otros pdlenes. Mostrd que esta monosensibilizacion se asocié con un inicio tardio de
sintomas alérgicos alrededor de los 40 afios, sin antecedentes familiares de
enfermedades atopicas, un nivel bajo de IgE total y con un lugar de nacimiento fuera del
area. (Ramirez DA, 1984).

Bousquet y col. investigaron estos mismos factores en un grupo de 26 pacientes que
fueron monosensibilizados a polen de ciprés, en comparacion con 63 pacientes que

fueron polisensibilizados. Descubrieron que los pacientes con monosensibilidad eran

85



mayores en el momento de aparicion de los sintomas alérgicos y que tenian un nivel de
IgE total méas bajo (Bousquet J, 1993). La comparacion de un grupo de pacientes
alérgicos a cupresaceas y un grupo de pacientes alérgicos a gramineas llevo a la
conclusion de que ambos sexos son igualmente susceptibles a la alergia a cupresaceas,
donde la enfermedad es igual a la de los pacientes alérgicos al polen de gramineas
(Boutin-Forzano S, 2005). En ambos estudios de determina que la apricion de los

sintomas en pacientes alérgicos a cupresaceas se produjo a una edad avanzada.

Posteriormente Charpin y col. informaron de unos datos similares, en el que la alergia al
polen de ciprés aparece mas temprano en sujetos polisensibilizados que en
monosensibilizados. La edad de aparicion es mas tardia que en la alergia a gramineas.

El 17% de los pacientes era monosensible a cupresaceas. (Charpin D, 2013).

El estudio de la historia natural de la alergia ciprés permite la identificacion de un
subgrupo de pacientes que no tienen antecedentes personales o familiares de atopia,
cuya enfermedad se inicié mas tarde en la vida, con una baja frecuencia de IgE total y
monosensibilizacion al polen de ciprés. Se podria inferir que, si bien algunos pacientes
no eran inherentemente propensos a sensibilizarse (no atépicos), la sensibilizacién se
produjo debido a la exposicion intensa y sostenida al polen de ciprés. Esto es bastante
similar a las alergias ocupacionales a agentes de bajo peso molecular. Esta observacion
también significa que esencialmente toda la poblacion esté en riesgo de desarrollar una
polinosis por cupresaceas, en caso de que se expongan a cantidades masivas y
sostenidas (Boutin-Forzano S, 2005) (Charpin D, 2013).

Recientemente en Barcelona, Maria José Castillo Marchuet en su tesis doctoral informa
que los pacientes sensibilizados a polen de cipres del estudio se caracterizaron por ser
mayoritariamente asintomaticos, presentar una elevada frecuencia de
polisensibilizacion, una predominancia del género masculino en la poblacion pediatrica
y un tiempo de exposicion al polen de Cupressaceae prolongado para desarrollar la
sensibilizacion. El perfil de sensibilizacion a alérgenos individuales reveld que los
pacientes estaban mayoritariamente sensibilizados a Cupaly Cryj 1y que la
polisensibilizacion era principalmente a expensas de sensibilizacion genuina a otras

fuentes polinicas. La sensibilizacion a profilinas y polcalcinas fue baja.
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La polinosis de cuprescaeas en Japon se caracteriza porque la mayoria de los pacientes
alérgicos a C japonica (70%) esten sensibilizados también al ciprés japonés
Chamaecyparis obtusa, lo que provoca que los sintomas alérgicos continGen en la
estacion polinica de Chamaecyparis obtusa (abril) cuando ya ha finalizado la

polinizacién de Cryptomeria japonica (marzo) (Okamoto Y, 2009).

1.4.6. 3. 4 Diagnostico

El diagnostico se basa por primera vez en la historia clinica, que suele ser altamente
sugestiva porque la mayoria de los cipreses polinizan en invierno cuando no hay otros
polenes en el aire. Las pruebas cutaneas, que utilizan extractos de C. sempervirens y C.
arizonica o extractos de Juniperus (J. ashei, J oxycedrus) complementan el diagndstico.
Como en otras polinosis, nos podemos apoyar en la determinacién de la IgE especifica a
extractos completos 0 componentes moleculares como Cupalo Cryj 1.

La obtencidn de extractos estandarizados para cupresaceas ha planteado problemas
debido al escaso contenido proteico (menos del 3%) y a la elevada cantidad de hidratos
de carbono (50-90%) (Suvunrungsi R, 1982.) Ademas, los pélenes utilizados deben
haberse recogido recientemente. La dificultad para encontrar sueros con IgE especifica a
titulos elevados dificulta la realizacion de estudios de RAST de inhibicion (Mari A,
1996). Hay que afiadir que la pared celular de las cupresaceas es muy resistente y se
debe romper con congelacion intensa seguida de descongelacion (Aceituno E, 2000).
(Moral de Gregorio A. 2003).

Barberini S y col. demostraron una mayor actividad alergénica de los extractos de polen
de C. arizonica en comparacion con los de C. macrocarpa y C. sempervirens. Esto era
debido al mayor contenido proteico encontrado en el extracto de granos de C.arizonica.
En las observaciones citoquimicas revelaron un mayor contenido de f-glucanos y

proteinas en la intina de este polen durante la hidratacion (Barberini S, 2015).

M J Castillo Marchuet en su tesis doctoral informa que las papulas inducidas por
extracto de polen de C. sempervirens son inferiores a las inducidas por C. arizonica 'y J.
ashei y, en adultos, el extracto de C. arizonica induce papulas mayores que J.ashei. La
sensibilidad y especificidad de las concentraciones de IgE especificas a los diferentes
extractos probados y alérgenos moleculares era inferior al 70% en la poblacion

estudiada. En su trabajo la prueba de provocacion nasal especifica con polen de J. ashei
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tiene una elevada sensibilidad, pero una muy baja especificidad excepto para la

concentracion de 1 IR en la poblacién estudiada.

En un estudio realizado en Toledo en 42 pacientes alérgicos a pélenes de Cupresaceas

se realizaron prick test con extractos comerciales de varia polenes. El diametro medio

de las papulas del prick test de J. oxcyedrus era de 8,43 mm que fue marcadamente
superior a los del género Cupressus (C.s arizonica, 7,04-6,71 mm y C. sempervirens
5,92-5,48 mm) y a los de Thuja occidentalis (4,47 mm); mientras que para Taxus
baccata (Taxaceae) solo aparecieron micropapulas. En estos pacientes el estudio in vivo
de la IgE especifica a diferentes cupresaceas por CAP Pharmacia se obtuvieron un valor
medio del extracto total de C. sempervirens de 3,61 KU/I. (Moral de Gregorio A. 2003).

Dominguez-Ortega y col. (2016) en su estudio obtienen que todos los pacientes con
resultados positivo para sIgE de C. arizonica también fueron positivos para Cup a 1.
Los valores de IgE para Cup a 1 fueron significativamente mas altos que para el
extracto completo.

Ademas, cuatro pacientes positivos a Cup a 1 tuvieron titulos negativos para el extracto
completo, con valores para Cup a 1 de 0.38 a 1.93 KUA / L. Esto lo explican por el
hecho de que la cantidad de Cup a 1 en el extracto completo de ImmunoCAP pueda ser
menor que en la determinacion de IgE a Cup a 1. En este caso, los pacientes
seleccionados estarian sensibilizados predominantemente a Cup a 1 y no a otros
alérgenos de C. arizonica. Proponen que, en relacion a los problemas para la obtencion
de extractos adecuados de cupresaceas, la determinacion de Cup a 1 parece ser mas
precisa que la sIgE al extracto entero de C. arizonica.

No encontraron diferencias significativas entre los pacientes con asma y los pacientes
sin asma con respecto a los niveles séricos de sIgE de C. arizonica, los valores de Cup a
1, el perfil de alergenos, los tamafios de papula en los resultados de SPT o la
cosensibilizacion con diferentes alérgenos. Tampoco encontraron diferencias entre

pacientes monosensibilizados a cupresaceas o polisensibilizados.
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1.4.7 Componentes moleculares alergenicos de las Cupresaceas

El primer alérgeno que se identificd en las Cupressaceae tenia 40 kD y fue reconocido
como el alérgeno mayor del polen de Juniperus ashei (Gross GN, 1978). Mas tarde se
identifica un alérgeno de Cupressus sempervirens de 43 kD, denominado Cup s 1(Ford
SA 1991). Posteriormente Di Felice y colaboradores describieron un alérgeno de 43kD,
Cup a 1 como el alérgeno mayor de Cupressus arizonica que luego fue clonado. (Di
Felice G, 1994) (Aceituno E, 2000)

Se han descrito cuatro grupos de alérgenos principales en el polen de cupresaceas,
aunque aun no estan recogidas todas las moléculas alergénicas para cada especie, en el
banco de datos de alérgenos de la Unién Internacional de Sociedades Inmunoldgicas
(IUIS) (www.allergen.org). Ademas, hay varios alérgenos adicionales en los tres

polenes mas estudiados, C. japonica, C. arizonica y C. sempervirens

Estos 4 grupos de se han clasificado en relacién con su actividad bioldgica
e Grupo 1: Pectatoliasas (Cupal,Cupsi1,Junal,junvl, Junol,Cryjl, Chao
1)
e Grupo 2: Poligalacturonasas (Cupa 2, Cups2,Juna2,Cryj2yChao2),
e Grupo 3: Proteinas relacionadas con la patogénesis de las plantas (Proteinas
relacionadas con la defensa, grupo 5 — PR-5): taumatinas (Cup a 3, Cup s 3, Jun
a3,Junv 3, Cryj3)

e Grupo 4: Proteinas de unién al calcio o polcalcinas (Cup a 4, Jun o 2, Jun v4)

De ellos se han identificado dos grupos principales de proteinas: las pectatoliasas y las
poligalacturonasas (Di Felice G, 2001). En el area mediterranea, se encuentran Cup a 1
y Cup s 1, con una alta homologia (95.1%) mientras que Cry 1y Cha o 1 principalmente
en Japén, compartiendo 78,6% de identidad de secuencia. Las poligalacturonasas, Cha o
2, Cry j 2 yJun a 2 son también alérgenos principales, mostrando altos niveles de
identidad de secuencia (71% -82%).
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Tabla 1.5 Alérgenos de Cupressaceae y Taxodiaceae en relacién con su actividad bioldgica, peso

molecular en kDa y porcentaje de homologia comparado con la secuencia de Cup al, Jun a2 o Cup
a 3 respectivamente. Modificada de Charpin D 2013, Matricardi P 2016 y Charpin D 2017

Actividad Pectatoliasas Poligalacturonasas Proteinas Proteinas
biol6gica relacionadas  de unién al
con la calcio
patogénesis
de las plantas
Cupressus Cupal Cupaz2 Cupa3 Cupa4d
arizonica 43 kDa 23 kDa
Cupressus Cups1i Cups?2 Cups3
sempervirens 43 kDa 34
96% 97%
Juniperus ashei Junal Juna?2 Juna3
43kDa 43 kDa 30 kDa
91% 95%
Juniperus Junol Juno4
oxicedrus 43 kDa 29 kDa
97%
Juniperus Junv1 Junv3 Junv4
virginiana 43 kDa 34 kDa 17 kDa
95% 94 %
Cryptomeria Cryjl Cryj2 Cryj
japonica 41-45kDa 45 kDa
75% 71%
Chamaecyparis Chaol Chao?2
obtusa 40.2 kDa 45 kDa

81% 82%

Otros alérgenos (Charpin D, 2017)

Cupressus arizonica:

Cup a BP14 (14 kDa)
R-galactosidase (46-50 kDa)
LTP CJP8 (LTP) (14 kDa)

Cupressus sempervirens:

Cup s BP14 (14 kDa)
R-galactosidase (46-50 kDa)
Profilina (Cup s 8) (14 kDa)
Phenylcoumaran reductase (33 kDa)
Rab-like protein (18 kDa)

Sigma factor regulation protein (29 kDa)
Cytochrome ¢ 12 kDa SOD (15 kDa)
Lactoyl glutathione lyase (32 kDa)
Malate deshydrogenase (31 kDa)
Triosephosphate isomerase (33 kDa)
Glucanase (37 kDa)

90




e HSP104

Juniperus ashei
e JunaBP14 (14 kDa)

Cryptomeria japonica
e CryjBP14 (14 kDa)
e Chitinase (27 kDa)
¢ Isoflavone réductase (35 kDa)
e Aspartic protease (42 kDa)
e Serine protease subtilisin-like (79 kDa)

Chamaecyparis obtusa
e Chao3(63kDa)

1.4.7.1 Grupo 1: Pectatoliasas
Identificados en todas las especies de cupresaceas, estos alérgenos incluyen el nimero 1
en sus nombres de referencia del IUIS (p. Ej., Cryj 1, Cups 1, Cupal,Junal) Sus

masas moleculares (MM) son de alrededor de 43 kDa.

Las pectatoliasas o pectin acido liasas son enzimas liasas que rompe las moléculas de
pectina. Se encuentra en algunas bacterias y hongos, fundamentalmente fitopatogenos.
En las plantas superiores las pectatoliasas estan implicados en la maduracion del fruto,
mientras que en el polen pueden desempefiar un papel en la remodelacion de tejidos y la
extension del tubo polinico, que es una prolongacion en forma de tubo que emiten los
granos de polen después de aterrizar en los estigmas de las flores y que actia como via
de transporte de los gametos masculinos desde el grano de polen hasta el 6vulo. (Payasi
A, 2004) (Marin-Rodriguez MC, 2003) (Payasi A, 2003) (Wing RA, 1989) (Taniguchi
Y, 1995)

Cup a 1 es el alérgeno mayor de Cupressus arizonica (Alisi C, 2001) (Aceituno E, 2000)
y se ha descrito como alérgeno marcador de la sensibilizacion a polen de cupresceas en
Europa (Matricardi P, 2016).

Existe una gran reactividad cruzada entre las cupresaceas debido al alto porcentaje de
homologia entre este grupo de alérgenos. Cup a 1 tiene un 96% de identidad con Cup s
1,un 91% conJunal, un 97% con Jun o 1, un 95% con Jun v 1. Algo mas baja es la
homologia entre Cupaly Cryj1(75%) o Chao 1 (81%). Cup a 1 no tiene reaccion
cruzada con los antigenos de pinaceas (Charpin D, 2005). Cha o 1 tiene una identidad
de secuencia del 80% con Cry j 1 (Suzuki M, 1996).
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También son pectatoliasas algunos alérgenos de Asteraceas como Amb a 1 (Alérgeno
mayor de la ambrosia) y Art v6 (Alérgeno menor de la Artemisia) con gran reactividad

cruzada entre ellas, pero ausente con cupresaceas (Pichler U, 2015)

1.4.7.2 Grupo 2: Poligalacturonasas

El grupo 2 corresponde a las poligalacturonasas (PG). Las PG son enzimas
involucradas en la maduracién del grano de polen y el crecimiento del tubo polinico y
que estan ampliamente distribuidas en el reino animal. Sus MM son generalmente de
alrededor de 43 kDa, aunque algunos también son de 56-60 kDa.

Cry j 2 es un alérgeno principal (Sakaguchi M, 1990) al igual que Cha o 2. Cup a 2 es
un marcador de sensibilizacion genuina a Cupressaceae junto con Cup a 1 (Matricardi
P, 2016). Debido a que la sensibilizacion ocurre en mas del 80% de los pacientes

alérgicos a cupresaceas, puede considerarse como un alergeno principal.

En el caso de las PG se ha observado una reactividad cruzada IgE entre los alérgenos
homdlogos pertenecientes a las familias de Cupressaceae (Criy 2, Chao 2, Cup a 2,
Cups2yJuna?2) (Asam C, 2015).

La PG perteneciente al Phleum (Phl p 13) mostré también una identidad de secuencia
considerable (hasta 40%) con Cri j 2, pero sin reactividad cruzada (Swoboda I, 2004).

Se encuentra una identidad de secuencia ligeramente mas alta con PG de fruta (40-
47%), lo que sugiere que podrian ser buenos candidatos para reactividades cruzadas que
a veces se observan con frutas (melocoton, naranja, higo, etc.) y que se sospecha con el
tomate (Kondo Y, 2002). Pueden interactuar en complejos moleculares con lectinas y
otras proteinas, como la nsLTP (Tomassen MM, 2007). Hasta el momento, no hay datos
disponibles sobre su capacidad para interactuar con los LTP de las frutas que son

ampliamente consumidas en las regiones donde Cupressaceae es abundante.

1.4.7.3 Grupo 3: Proteinas relacionadas con la patogénesis de las

plantas. Taumatinas

Son proteinas analogas a la taumatinas (TLP) que son proteinas relacionadas con la
defensa del grupo 5 (PR-5). Se expresan en las plantas ante una agresion y las sirve de
mecanismo de defensa (son antifungicas).

Los alérgenos del grupo 3 se consideran en la frontera entre alergenos mayores y
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menores Yy sensibilizan entre un 40 y un 65% de los pacientes alérgicos al polen de
ciprés. Cortegano y cols. encuentran que el 63% de los alérgicos a Cupressus arizonica
lo son a Cup a 3(Cortegano I, 2004).

La expresion de Cup a 3 es dependiente de los niveles de polucion ya que es un
mecanismo de defensa ante ella. Su nivel de expresion basal es bajo y aumenta en
condiciones de alta polucion atmosférica. Ademas el polen obtenido en esas condiciones
es mas alergénico (Cortegano |, 2004) (Suarez-Cervera M, 2008). Jun a 3 también se
expresa de forma variable en el polen seguin su exposicion a la contaminacion ambiental
(Midoro-Horiuti T, 2000).

La identidad de secuencia entre los diferentes miembros de los alérgenos del grupo 3 en

Cupressaceae es alta (85-95%).

Algunos alergenos de la familia de proteinas TLP se describieron como de reactividad

cruzada entre el polen y alimentos (Palacin A, 2012).

1.4.7.4 Grupo 4: Proteinas de union al calcio

Los alérgenos del grupo 4 de Cupressaceae pertenecen a la familia de las proteinas de
unién al calcio y en este caso tienen cuatro sitios de unién para el calcio (4 EF-hand)

Aparece en el 9.6% de los pacientes alérgicos a Cupressus arizonica por lo que es un
alérgeno menor (Pico de Coana Y, 2010).

La identidad entre Cup a 4 y Jun o 4 es del 90% pero aun no se conoce para Cup s 4.

Tambien pertenecen a este grupo los alérgenos del grupo 3 y 8 de las oleéceas. El
porcentaje de identidad de Cup a 4 con Ole e 8 es, sin embargo, tan bajo como de un
7%, por lo tanto, excluye la reactividad cruzada. La mayoria de las proteinas de unién al
calcio en otros pélenes, como el grupo 7 de alergenos de gramineas, tienen solo dos

sitios de union para el calcio (Pico de Coana Y, 2010).

Se ha informado que Jun o0 4 comparte epitopos con las polcalcinas de polenes de
gramineas (Phl p 7, Cyn d 7) y betulaceas (Aln g 4, Bet v 3, Bet v 4) (Weber RW,
2001).
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1.4.7.5 Otros alérgenos

Sahajali Y y col describen en C sempervirens una proteina de 14 kDa, que se ha
identificado en 17 a 37% alérgicos a cupresaceas. Se expresa en mayor cantidad
en el polen de C sempervirens en comparacion en el polen de Cryptomeria
japonica y J. ashei o incluso menos en el polen de C arizonica. Se ha
denominado BP-14. Contiene epitopos conformacionales resistentes al calor y al
agua; y no contiene determinantes carbohidratados, por lo que no tiene
reactividad cruzada con polenes de otras especies. Se ha descrito que BP14
comparte homologia de secuencia de aminoacidos con dos proteinas:
peamacleina (alergeno Pru p 7 en melocotdn) y una proteina regulada por
giberelina (GRP) similar a la descrita en Arabidopsis thaliana. Ambas proteinas
pertenecen a la misma familia de proteinas Snackin / GRP, que estan
ampliamente distribuidas entre especies vegetales y estan involucradas en varios
aspectos del desarrollo de la planta incluyendo maduracion del polen, respuestas
de plantas al estrés bidtico o abiotico y otras funciones. Aungue en se sospecho
que BP14 era una LTP este es un dato que se ha rechazado en los Gltimos
estudios (Shahali Y, 2014) (Charpin D, 2017) (Shahali Y, 2012)

Ademas de estos cuatro grupos certificados por el IUIS de alérgenos del polen de

cupresaceas, se han descrito varios alérgenos adicionales en estudios realizados con

el objetivo de descifrar los alérgenos del polen de ciprés, o en estudios que usan

extracto de ciprés como polen de control (Fuente http: // www.Allergome.org).

Debido a que se estudiaron las reactividades en un pequefio nUmero o en una

seleccién de pacientes alérgicos al polen de ciprés, no esta disponible su

prevalencia.

Se ha descrito en C arizonica un alérgeno similar a la LTP (LTP-like) de 15 kDa
gue no solo presentaban sintomas respiratorios con el ciprés, sino que, algunos
alérgicos a C arizonica, también tenian alergia alimentaria a melocoton
(Sanchez-Ldpez J, 2011). También se ha descrito una proteina de 35 kDa como
alérgeno principal de C arizonica en pacientes alérgicos a este polen en Teheran
(Shahali Y, 2009)

Las B-galactosidasas en C. arizonica y C. sempervirens también se han descrito

como alergénicas (Bistoni O, 2005).
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e Se ha decrito de forma indirecta una profilina en C sempervirens (Cup s 8)
(Barderas R, 2004)

e Se han identificado 10 alérgenos mas en el polen de C. sempervirens, siete ya
descritos como alérgenos en otras fuentes alergénicas, como polen, hongos,
insectos, frutas, verduras, latex, mariscos y semillas: citocromo c, superoxido
dismutasa (Cu-Zn), lactoilglutation liasa, fenilcoumaran reductasa, malato
deshidrogenasa, triosafosfato isomerasa y proteina similar a la glucanasa. El
analisis protedmico ha revelado cinco alérgenos putativos adicionales en el
polen de C. sempervirens: HSP70, enolasa, metionina sintasa, proteina de la
familia de las subtilasas y tioredoxina (Shahali Y, Sutra JP, Fasoli E 2012)

Para Cryptomerya japonica se han descrito otros alérgenos:

e Una quitinasa perteneciente a la familia de las quitinasas clase 1V, de 34 kDa,
responsable de la potencial reactividad cruzada con plantas con quitinasas clase
I, como el latex (Fujimura T, 2005)

e Un alérgeno de la familia de las isoflavonas reductasas, con homologia del 61%
con el polen de abedul (Bet v 5) y del 60% con la pera (Pyr ¢ 5) (Kawamoto S,
2002)

e CJP-8 (17 kDa), un alérgeno que estructuralmente sugiere pertenecer a la familia
de las LTP con capacidad para actuar como un alérgeno con reactividad cruzada
(Ibrahim AR, Kawamoto S, Nishimura M, 2010)

e Una serin proteasa con reactividad cruzada con extracto de melon (lbrahim AR,
Kawamoto S, Mizuno K, 2010)

e Una proteasa aspartica (Ibrahim AR, Kawamoto S, Aki T, 2010)

Se ha descrito una celulasa (glicosil hidrolasa) de polen de Chamaecyparis obtusa,
enumerada bajo el nombre Cha o 3, que mostré unién a IgE en 14 de 16 sujetos
japoneses alérgicos al polen de ciprés. Ademas, tres de cada cuatro pacientes evaluados
exhibieron una prueba de activacion basofila positiva, lo que demuestra un cierto grado

de relevancia clinica para Cha o 3 (Harada T, 2012)
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1.4.8 Reactividad cruzada del polen de cupresaceas.

1.4.8.1 Reactivida cruzada polen-polen.

De las seis familias que componen el orden Coniferales, tres familias han demostrado
elevada reactividad cruzada por la alta homologia de los alérgenos que comparten:
Cupressaceae, Taxodiaceae y Podocarpaceae (Di Felice G, 2001).

Las reacciones cruzadas entre el polen son comunes porque las proteinas pueden
pertenecer a familias de alergenos de reactividad cruzada, como las proteinas de union a
Ca ++ 0 las profilinas. Sin embargo, las profilinas rara vez se han detectado como

alérgenos en el polen de ciprés.

Schwietz (2000) estudio la reactividad cruzada in vivo e in vitro entre 12 especies de
Cupressaceae, una especie Taxodiaceae (Cryptomeria japonica), una especie Pinaceae
y una angiosperma. Encontraron una fuerte reactividad cruzada entre el alérgeno
principal del cedro de montafia (Juniperus ashei), una glicoproteina de 40 kD, con
alérgenos homalogos en los otros miembros de la familia de las Cupressaceae, asi como
el alérgeno principal de Cryptomeria japonica, sin reactividad cruzada con la Pinaceae

y ni la angiosperma

Dirksen y @sterballe (1980) no encontraron correlacion en los test cutaneos entre enebro
y dos miembros de Pinaceae, pino y abeto. No existe reactividad cruzada entre la
familia Cupressaceae y Taxus baccata (perteneciente al orden Taxales), ni con otras
coniferas como la familia Pinaceae (Pinus, Abies, Cedrus, Arix y Picea) (Moral de
Gregorio A, 2003) (Gastaminza G, 2009)

Ya hemos comentado antes que, aunque Amb a 1 (Alérgeno mayor de la ambrosia) y
Art v6 (Alérgeno menor de la Artemisia) son pectatoliasas no tienen reactividad cruzada
con las Cupressaceae (Pichler U 2015)

Esta elevada reactividad cruzada parece estar basada en:

1- La elevada homologia de sus alérgenos principales: las pectatoliasasy la

poligalacturonasas como hemos expuesto antes al describir cada alérgeno.

2 - El polen de Cupressaceae contiene elevadas cantidades de CCD que seria otro de los

motivos de la reactividad cruzada. También se relaciona con la reactividad cruzada con
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otras especies no relacionadas taxonomicamente por compartir N-glicanos similares a
los presentes en la bromelina de la pifia y la fosfolipasa de Apis mellifera, como la 1-
2xilosa, la al-3fucosa253 y la a1-6fucosa. También se ha referido que la determinacion
de IgE a CCDs podria conducir a una reactividad in vitro engafiosa en el caso de
pruebas basadas en extractos o cuando se usan glicoproteinas purificadas naturales que
contienen CCD, talescomonCynd 1,nOlee 1,nCupal, nSalk 1, nPlaa2onArtv1
(Altman F, 2007) aungue esto no se relaciona con el comportamiento de alérgenos in
vivo (Malandain H, 2007).

1.4.8.1 Reactivida cruzada polen-alimentos.

Hay varias publicaciones que relacionan la alergia a cupresaceas con la alimentaria a
melocoton (Caimmi D, 2013). Se ha propuesto que un alérgeno no caracterizado
(putativo Cup s 1 0 Cup s 2) de 45 kDa es el alergeno de reactividad cruzada (Hugues
B, 2006). En otro estudio, se ha detectado un alérgeno de 15 kDa (que podria tratarse de
una LTP) en el polen de Cupressus arizonica en un grupo de pacientes que presentan
sintomas respiratorios por ciprés y alergia al melocotdnse (Sanchez-Lopez J, 2011)

Se ha descrito una correlacion significativa entre la sensibilizacién a proteinas debajo
peso molecular (14kDa) caracteristicas de la sensibilizacién a Cupressus semperviens y
la sensibilizacion a Pru p 3 en poblacion francesa y no en poblacion italiana (Shahali Y,
2014).

Tambien se han propuesto a alergenos antes descritos: glucanasa, isoflavonas
reductasas, LTP y poligalacturonasa como alergenos de reactividad cruzada entre polen
de cipres y alimentos

Una poligalacturonasa ha sido informada como sospechosa de ser el alérgeno de
reactividad cruzada entre el tomate y C japonica (Kondo Y, 2002). En apoyo de la idea
de que esta sea una molécula de reaccion cruzada entre estas dos fuentes alergénicas, se
registro que la inmunoterapia con alérgenos de C japonica en pacientes japoneses
también sensibilizados a tomate indujo un aumento del grado de tolerancia a la

ingestion de tomates (Inuo C, 2015).

Como pertenece a la familia de proteinas GRP, BP14 también podria ser un miembro de
los alérgenos de reacctividad cruzada de Cupressaceae, ya que se ha observado una

asociacion de sensibilizacién con BP14 con sensibilizacion al melocoton (Shahali Y,
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2013). Se ha descrito una inhibicién cruzada entre BP14 y una proteina de bajo PM de
los citricos (Martinez S, 2015). Tanto en las fuentes alergénicas de melocoton y citricos,
se ha informado que los GRP son alérgenos (Inomata N, 2014) (Inomata N, 2015)
(Tuppo L, 2013). Por lo tanto, esta familia de proteinas Snakin / GRP podria agregarse a
la lista de alérgenos de reactividad cruzada entre polen y alimentos. Las proteinas
Snackin / GRP también se encuentran en fresas, tomates, patatas, judias, arroz, gerbera,

hayucos, maiz, soja y pimiento

También se ha descrito la asociacion de rinitis alérgica por polen de ciprés y alergia a
citricos (Martinez S, 2015)

Se ha informado un sindrome de alergia oral en pacientes alérgicos al cedro japonés
después del consumo de verduras y frutas frescas especificas (por ejemplo, meldn,

manzana, melocoton y kiwi) (Ishida T, 2000)
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2 HIPOTESIS
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En el diagnostico de la alergia a polenes es muy importante la correlacion entre la
sintomatologia presentada por el paciente (historia clinica), aerobiologia de la zona
donde habita el paciente y la positividad en las pruebas cutaneas e IgE especifica para
establecer una relacion causa-efecto. Sin embargo, este diagndstico se ve complicado
por varios factores como el aumento en el nimero de pacientes polisensibilizados; la
coincidencia en el tiempo de polinizacion de diferentes especies alergénicas y la
variable sensibilidad y especificidad de las pruebas in vivo (pruebas cutaneas) e in vitro

(IgE especifica) informandonos solamente de la fuente alergénica.

Nos encontramos frecuentemente con alérgenos (polen, &caros, alimentos...) que
contiene tanto componentes alergénicos especificos como de reactividad cruzada. Los
componentes alergénicos especificos son més o menos exclusivos de su fuente y solo se
encuentran en un namero limitado de especies muy cercanas. Cada fuente de alérgenos
puede contener uno 0 unos pocos componentes alergénicos especificos. Los
componentes alergénicos especificos de especie son los marcadores Unicos de su fuente

alergénica.

Una de las utilidades clinicas méas importantes del diagnostico molecular en la alergia es
su capacidad para revelar los alérgenos frente a los que esté sensibilizado un
determinado paciente. Mediante el diagndstico por componentes moleculares se puede
identificar su perfil de sensibilizacién individual, es decir, que parte o molécula de esa
sustancia alergénica reconoce y frente a la que posee IgE especificas cada paciente,
incluidos los alérgenos especificos de especie o primarios y los marcadores de

reactividad cruzada.

La polinosis por cupresaceas representa una causa emergente de morbilidad en el area
Mediterranea, siendo nuestra area una de las de mayor incidencia en Espafia, segun los

datos de Alergoldgica 2015.

Ya se ha descrito en anteriores trabajos la utilidad del diagnostico por componentes en
otros polenes (gramineas, olivo, parietaria). Hasta ahora se ha apuntado que los dos
alérgenos principales del cedro del Japén, Cry j 1y Cry j 2, y Cup a 1 podrian servir
como marcadores de sensibilizacion genuina al polen de arboles de las Cupressaceae
aunque sin embargo, todavia son pocos los estudios realizados para apoyar esta

hipotesis.
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Creemos que la realizacion del diagnostico molecular en los pacientes alérgicos al polen
de Cupressaceae aumentaria la precision diagnostica. Valoraremos la expresion del
alérgeno mayor de las cupresaceas, nCup a 1, en pacientes con alergia a Cupressaceae y
su validacion como marcador de alergia especifica a este tipo de polen. Esto permitiria
tener un patron de diagnostico y en un futuro la utilizacion de la inmunoterapia solo con
este alérgeno. Usamos nCup a 1, el alérgeno nativo, ya que es el tnico disponible en los
medios de diagndstico habituales.

A través de la correcta identificacion de estos pacientes podremos obtener un fenotipo
de ellos, podremos analizar la existencia de reactividades cruzadas y otras
sensibilizaciones tanto a otros pdlenes como a otros alérgenos de reactividad cruzada

(Polcalcina, LTP y profilina) de los pacientes de nuestra area (medicina de precision).
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVOS PRINCIPALES

e Valorar la aportacion del diagndstico por componentes moleculares en la
precision en el diagndstico de la alergia al polen de cupreséceas. Valorar al

alérgeno nCup a 1 como marcador de sensibilizacion genuina a cupreséceas.

e Valorar la correlacion entre las técnicas diagnosticas convencionales en la
alergia al polen de cupreséceas (pruebas cutaneas e IgE especificas séricas
frente a extractos completos) y la sensibilizacion a nCup a 1 (alérgeno
mayor)

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Determinar el fenotipo de los pacientes alérgicos a cupresaceas en nuestra

area

o Determinar el porcentaje de pacientes monosensibilizados (una Unica

sensibilizacion alergénica) /polisensibilizados a otros polenes y cuales son.
e Evaluar la sensibilizacion a panalérgenos: profilina y polcalcinay LTP

e Periodo Principal de Polinizacion: Periodo de maxima produccion del taxén

Cupressaceae/ Taxodiaceae

3.3 OBJETIVOS EXPLORATORIOS

e FEvaluar la sensibilizacion a Determinantes de carbohidratos de reactividad

cruzada (CCD) en los pacientes polisensibilizados a arboles.

e Datos aerobioldgicos del taxdn Poaceae (Gramineas) y otros taxones de interés

para el estudio en la atmosfera de Burgos en el periodo 2000-2016.
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4 MATERIAL Y METODOS
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4.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional transversal analitico con recogida prospectiva de
las variables principales

Este proyecto ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del

Hospital Universitario de Burgos.

Para la consecucidn de estos objetivos, se procedio a realizar una busqueda eficiente de
la bibliografia publicada hasta la fecha del 1 de noviembre 2017 mediante filtros

metodoldgicos (Clinical queries, SUM Search, Grade, Medline, Cochrane Library).

Para el analisis de los datos se procesan mediante el software estadistico IBM SPSS 19
con un intervalo de confianza del 95%. Previamente se ha utilizado para la recogida y
tratamiento de los mismos Microsoft Office Excel 2010

4.2. SELECCION DE PACIENTES

El periodo de recoleccion de pacientes para el estudio fue entre enero 2015 y marzo de
2016.

Se incluyé de forma consecutiva a 96 pacientes de ambos sexos que acudieron a la
consulta de Alergologia del Hospital Universitario de Burgos con el diagnéstico de
alergia al polen de cupreséaceas con un periodo fijo de recoleccion de pacientes
Previamente a la inclusion en el estudio, los pacientes recibieron informacion escrita
mediante la hoja de informacion al paciente y si estaba de acuerdo firmaban el
consentimiento informado. Se acepto la cantidad de 96 por que se acercaba al tamafio
previsto de 100. Este tamafio superaba o acercaba al de estudios previos en poblaciones
espafiolas anteriormente comentados de Cabrera-Freitag P y col. (2011) en el grupo de
alérgicos a cupresaceas (12 alérgicos/92 controles), Dominguez-Ortega y col. (2015)

con 64 pacientes o el general de Garcia BE y col. (2016) sobre 100.

4.2.1. Ambito del estudio

Todos los pacientes procederan de zonas urbanas y rurales del area sanitaria de Burgos
sin limites de edad. Nuestra area de influencia comprende a una poblacion de unos
360.000 habitantes
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4.2.2.

Criterios de inclusion.

Debian cumplir todos

4.2.3.

Tener la prueba cutanea prick-test positiva frente al extracto de Cupressus

arizonica y/o serpenvirens.

Padecer asma (disnea, tos persistente, ruidos respiratorios), rinitis (prurito nasal,
hidrorrea, bloqueo nasal, salvas de estornudos) y/o conjuntivitis (Prurito ocular,
lagrimeo, eritema conjuntival) o las tres patologias simultdneamente en la época
de polinizacion de las cupresaceas, determinada por los recuentos del captador

de polen.

Ser residentes de la comunidad de Castilla-Ledn durante al menos los 5 tltimos

afios, en zonas urbanas o rurales.

Firma del consentimiento informado (y/o representantes legales en menores de
edad).

Criterios de exclusion.

Haber seguido tratamiento con Inmunoterapia con Cupresaceas los 5 afios

previos a la inclusién en el estudio.
Toma de medicacién que interfiera con la respuesta cutanea al alérgeno (tabla I).

Enfermedades activas: urticaria, eccema en el area de pruebas, infecciones y

enfermedades neurologicas

Prueba cutanea negativa con el control positivo (solucién de dihidrocloruro de

histamina a 10 mg/ml).
Prueba cutanea positiva con el control negativo (suero salino fisiologico).

Negativa a firmar el consentimiento informado o retirada del mismo
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Tabla 4.1: Medicacion a evitar previa a la realizacion de los test cutaneos (Bousquet J, 2012).

Agente terapéutico Intervalo entre la Ultima dosis

administrada y las pruebas cuténeas

Antihistaminicos orales 2-7 dias
Imipraminas Mas de 21 dias
Fenotiacinas Mas de 10 dias
PUVA Mas de 4 semanas
Aplicacion local de una crema de Mas de 7 dias

corticoide en el lugar de las pruebas

4.2.4. Perdida de pacientes.

Al realizarse todos los procedimientos y actuaciones diagnosticas en una Gnica visita no

se perdieron pacientes.

4.2.5. Procedimiento de confidencialidad

Con el objetivo de garantizar la confidencialidad de la identidad e informacion
procedente de los pacientes incluidos en el estudio, de acuerdo con el Real Decreto
1720/2007 de 21 de diciembre por el que se aprueba el desarrollo de la Ley Orgénica
15/1999 de 13 de diciembre de Proteccién de datos de caracter personal, se utilizara un
sistema de codificacion. Cada paciente sera identificado en el CRD mediante un nimero

correlativo segun el orden de incorporacion al estudio.

4.2.6 Caracteristicas clinicas

Se recogieron siguientes de los datos de los pacientes: datos demogréaficos (edad y sexo)
y manifestaciones clinicas (rinitis, conjuntivitis y asma). Esta se relacionaba con la
época de polinizacion de las cupresaceas. Se les interrogaba por los sintomas de alergia

respiratoria en otras épocas. También se valoro la asociacion a alergias alimentarias
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4.3. PRUEBAS CUTANEAS (PRICK-TEST O PRUEBAS
INTRAEPIDERMICAS)

La técnica de las pruebas cutaneas se realizé de acuerdo a las directrices de la Academia
Europea de Alergologia e Inmunologia Clinica (Dreborg S y col. 1993) (Bousquet J,
2012). Estas pruebas consisten en la colocacion de gotas de
Figura 4.1 Lanceta los diferentes extractos

Figura 4.2 Prick test

alergénicos sobre la piel del
paciente en la cara volar de los
dos antebrazos, para

posteriormente puncionarlas

~ con una lanceta especifica para
tal fin (Prick-Lancet de Domme-Hollister-Stier),
permitiendo asi que una pequefia cantidad de estos
alérgenos penetre en las capas superficiales de la piel (se
estima que penetran unos 3,3 x 10-6 ml).

Si el paciente esta sensibilizado a un determinado alérgeno se desencadenaréa en el lugar
de aplicacion una liberacion de histamina de los mastocitos cutaneos, que dara lugar a
una papula y eritema con prurito. La lectura o interpretacién de los resultados se realiza
a los 15 minutos. Existen varias maneras de medir este
Figura 4.3 Lectura prick test resultado. En el estudio se ha utilizado la medicion del
Diametro Medio de Papula, calculado a partir de la
media obtenida del diametro mayor y el diametro
ortogonal, es decir, el didmetro a los 90° de su punto
medio. Este didametro se correlaciona con la superficie
de la papula (Vohlonen I, 1989). Los resultados se
comparan con el control negativo (glicerosalino al
50%), considerandose positiva la prueba si tiene un
diametro de papula > 3 mm que este control (Bousquet

J, 2012).

108



Se realizaron pruebas cutaneas frente a una bateria de aeroalérgenos habituales en

nuestra zona (Alergoldgica 2005 y Carretero P, 2005) con extractos estandarizados.

Tabla 4.2 Bateria de alérgenos para las pruebas cutaneas (Bial-Aristegui S.A. Bilbao, Espafia).

Acaros
Cucaracha
Epitelio
Hongos

Pélenes

Latex

Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae,
Lepidoglyphus destructor, Acaro siro,

Blattella sp

perro, gato caballo y vaca,

Alternaria alternata, Penicillium notatum, Cladosporium herbarum,
Aspergillus fumigatus,

Mezclas de pdlenes de gramineas, polenes de malezas y arboles,
Platanus hispanica, Olea europaea, Plantago lanceolata,

Hevea brasiliensis

El control positivo y negativo también era del laboratorio Bial-Aristegui S.A. Bilbao,

Espana.

Si son positivas algunas las mezclas de arboles o malezas, se realizaron baterias

especificas.

Tabla 4.3 Bateria accesoria de alérgenos de arboles y malezas (Inmunotek, S.A. Madrid, Espafia)

Arboles

Malezas

Quercus ilex, Pinus pinea, Fraxinus excelsior Quercus robur, Betula
verrucosa, Corylus avellana Populus alba
Artemisia vulgaris, Chenopodium album, Parietaria judaica, Salsola

kali, Rumex acetosella, Taraxacum officinale/vulgare, Mercurialis annua
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Especificas del estudio se realizaron pruebas cutaneas con:

Tabla 4.4 Bateria de alérgenos especificas del estudio

Extracto Laboratorio

Cupressus arizonica Inmunotek, S.A. Madrid, Espafia
Cupressus sempervirens Inmunotek, S.A. Madrid, Espafia
Juniperus oxycedrus Inmunotek, S.A. Madrid, Espafia
Profilina Bial-Aristegui S.A. Bilbao, Espafia
Polcalcina ALK-Abell6, S.A. Madrid, Espafia
LTP de melocotdn Inmunotek, S.A. Madrid, Espafia

Determinamos a la polcalcina como marcador de reactividad cruzada entre polenes,
profilina como panalérgeno y LTP del melocoton como marcadores de reactividad

cruzada entre pdlenes y/o alimentos.

Los pacientes que referian alergia alimentaria se estudiaban segun su historia clinica

realizandose las pruebas cutaneas adecuadas.

4. 4, DETERMINACIONES DE LA IGE ESPECIFICA

4.4.1. IgE especifica frente a extractos totales y frente a componentes

moleculares
Para las determinaciones de la IgE sérica se utilizo la técnica de ImmunoCAP Phadia
250 (Thermo Fisher Scientific, Uppsala. Suecia), realizada dentro de la rutina habitual

de nuestro hospital.

Brevemente, esta técnica consiste en un fluoroinmunoandlisis enzimético en sandwich.
Consta de una fase sélida, una matriz de celulosa (CAP), donde se unen de forma
covalente los distintos alérgenos que, tras incubacion durante 30 minutos con el suero
del paciente a estudio, reacciona y se une a sus moléculas de IgE especificas para ese
alérgeno. Después de un lavado para eliminar la IgE no especifica se afiade anti-IgE
marcada enzimaticamente que, tras una nueva incubacién de 2 horas y 30 minutos,
queda unida a la IgE del paciente fijada a la fase sélida. Tras un nuevo lavado se afiaden

50 pl de solucién de desarrollo fluorescente incubandose durante 10 minutos tras los
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cuales se detiene la reaccion y se mide la fluorescencia del eluido, determinandose los
niveles de IgE mediante comparacion con los valores de una curva estandar construida a
partir del estdndar de la OMS para IgE total. Se considero la IgE positiva si tenia un
valor >0.35 kUA/L (Lindqvist A, 1995)

Se cuantifico:

1. Cuantificacion de IgE frente a extracto de Cupressus arizonica

2. Cuantificacion de componentes moleculares:
2.1.Cupal
2.2. Gramineas: Phl p1, Phl p 5, Phl p7 (polcalcina), Phl p 12 (profilina)
2.3. Pru p 3 (LTP de melocoton)

Utilizamos Phl p1 y Phl p5, ya que la determinacion de ambos se considera marcadores
de sensibilizacion a polen de gramineas (Casquete-Roman E, 2009) (Popescu FD, 2014)
(Pablos 1, 2016). Phl p7 (polcalcina) (Tinghino R, 2002), Phl p 12 (profilina) y Pru p3

(LTP) al igual que en las pruebas cutaneas como marcadores de reactividad cruzada.

Las muestras tenian el mismo sistema de codificacion que el empleado en el CRD, por
lo que se garantizo la confidencialidad y anonimato de la informacion procedente de
cada paciente. EI médico responsable del estudio es el Unico conocedor de dicha
codificacion.

4.5 DATOS AEROBIOLOGICOS

4.5.1 Tecnica de recoleccion

Los recuentos de polenes se realizaron con colector volumétrico siguiendo la
metodologia estandarizada recomendada por el Comité de Aerobiologia de la SEAIC
(Subiza E, 1986) (Subiza J, Jerez M, 1995). Se recolectaron durante las 24 horas del dia
mediante el sistema captador volumétrico “Burkard seven day recording volumetric
sporetrap” ® (Burkard Manufacturing Co., Rickmansworth, Herst., UK) instalado en la
terraza-tejado del centro de especialidades del hospital General Yague, a una altura de
unos 15 metros sobre el nivel de la calle, localizado en el centro de la ciudad y expuesto
a los vientos sin obstaculos. (42°21'06.3"N 3°41'39.7"W, 863 m de altitud) y
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posteriormente en el Hospital Universitario de Burgos (42°21'44.8"N 3°41'03.0"W, 881
metros de altitud) separados por una distancia de 1.4 Km. El &rea que rodea a los
captadores esté urbanizada, junto a unas colinas pequefias.

Figura 4.4 Burkard Hospital general Yaglle  Figura 4.5 Burkard Hospital Universitario de Burgos

Se han utilizado métodos volumétricos de captacion dado que son los Unicos que nos
permiten relacionar cantidad de polen captado con volumen de aire aspirado (Hirst JM,
1952). El captador basicamente consta de una camara de admision, que aspira un
volumen de aire de 10 litros por minuto a través de una pequefia hendidura de 14 mm de
largo por 2 mm de ancho, permanentemente orientada en la direccion del viento, gracias

a la accién de una veleta incorporada en el colector.

Las particulas contenidas en el aire succionado impactan en una pelicula transparente de
plastico (cinta Melinex®), que se monta sobre un tambor y se recubre de una capa fina
y uniforme de vaselina filante. Un mecanismo de relojeria incorporado en el propio
tambor, hace que éste rote a una velocidad de 2 mm a la hora durante un periodo de
hasta 7 dias.Para garantizar su buen funcionamiento, al mismo tiempo que se recogen
las muestras del captador y para asegurar un constante flujo del equipo se comprueba
todas las semanas el funcionamiento de la bomba y se revisan las diferentes partes del
equipo cuando se realiza el cambio de la cinta: medida del caudal de entrada y salida
con un rotametro (caudalimetro) y se anota cualquier incidencia en la hoja de registro de
muestreo y mantenimiento del orificio de entrada de aire. Cada semana, excepto en los

meses de mayo y junio cuando se hace diariamente se recogen las cintas. Esta se
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desmonta y se corta en segmentos de 48 mm de longitud, cada uno de los cuales

corresponde a un dia de muestreo.
Cada uno de estos segmentos es

adherido sobre un portaobjetos
mediante unas gotas de glicero-
gelatina a una temperatura de 50-60 °.
A continuacion, se utilizan unas gotas
de glicero-gelatina tefiida con fuchina
para tefiir los pélenes con la que
también se fija sobre la cinta de
plastico un cubreobjetos, lo
suficientemente ancho que abarque
toda el area de impacto. Una vez
puesto el cubre objetos, éste se
presiona uniformemente para eliminar
las burbujas de aire y se marca la
preparacion con la fecha a la que
corresponde el muestreo. Finalmente,

los bordes de la preparacion los

[Figura 4.6 Captador Burkard y material de
identificacion de polen

Subiza J. Jerez M Rev. Esp. Alergol Inmunol Clin, Abril 1998 Vol 13, Nim. 2,
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sellamos con adhesivo. Con el fin de estudiar los p6lenes impactados en 24 horas y de

acuerdo con las recomendaciones de la Asociacion Internacional de Aerobiologia y de

Comité de Aerobiologia de la Sociedad Esparfiola de Alergologia e Inmunologia Clinica

(Subiza J, Jerez M, 95) se hace 4 barridos de 48 mm, con el objetivo x40 (apertura

numérica=0,65), y el factor de conversion de 0.55 se multiplica por la suma de cuatro

bandas longitudinales (representando aproximadamente un 12% del area impactada)

(Subiza J, 1998) .
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Figura 4.7 Nuestro material para la identificacion de polen

P Carretero 2017

Figura 4.8 Microscopio para la identificacién de pélenes
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La identificacion de los polenes la realizamos

mediante comparacion con la descripcion y

fotografias de referencia que aparecen en el

Hyde y Adams.Los caracteres morfoldgicos
polinicos fundamentales que permiten su
identificacion y diferenciacion microscopica
son: simetria y polaridad, unidades, forma,
aperturas, tamarios y arquitectura de la pared.
(Jager S, 1995)

P Carretero 2017
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4.5.2. Estacion polinica: calculo de los periodos principales de
polinizacion

Existen diferentes condiciones y criterios para definir y limitar la estacion polinica. La
curva anual de polen de un taxdn determinado se representa como concentraciones
medias diarias. Dependiendo de ciertas condiciones o criterios en la literatura, se define
a este periodo como “estacion de polinizacion™ (Nilsson S, 1981), “periodo de
polinizacion” o “periodo principal de polinizacion PPP” (Frenguelli G, 2003), “estacion

efectiva de polen” (Giorato M, 2000) y “estacion atmosférica de polen” (Jato V, 2006).

Un método comun para el célculo de la estacion polinica, es usar un porcentaje dado del
total anual para calcular el comienzo y el fin de la estacion principal de polen. Para el
calculo de la estacion polinica de Cupressacea/Taxaceaes hemos seleccionado el
criterio més ampliamente utilizado en la literatura que es el de PERIODO PRINCIPAL
DE POLINIZACION (PPP): Periodo de maxima produccion de polen. Analizamos los
recuentos de 200-2016 para definir los valores umbrales de Cupressaceae/ Taxodiaceae
y Poaceae en nuestra atmosfera. Ademas hemos incluido el taxén Poaceae en el estudio
por ser el polen mas abundante en nuestra atmosfera y por su relevancia en nuestro

trabajo.

Para su célculo, en esta memoria se ha aplicado el método de calculo de Nilsson S
&Persson S (1981) modificado por Jager (1996), con el fin de definir mejor y de forma
mas ajustada los indices polinicos atmosféricos a fin de eliminar colas al inicio y final
del periodo de floracion que incluyen un alto nimero de valores nulos, ya que son
origen de floraciones extemporaneas o de resuspension de granos de polen, algo que

intuiamos que nos ibamos a encontrar con las Cupreséceas.

Método de Nilsson y Persson (1981) modificado por Jdger (1996)

El PPP segun el método Nilsson S &Persson S (Nilsson S, 1981): periodo en dias que
abarca desde el momento en que la suma de los valores medios diarios de la
concentracion de polen alcanza el 5% del total anual, hasta que su suma llegue al 95%
del total de granos de polen, es decir, la estacion polinica comprendera el periodo de

tiempo en que se recoge el 90% del total anual de granos de polen.
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Segun las modificaciones de Jager (1996): la estacion de polen comienza el primer dia
que se alcanza una concentracion mayor del 5% del polen anual, sin que se produzcan
mas de 6 dias con valor 0 cero; y se fija como fecha de finalizacion del PPP cuando se

alcanza el 95% del polen anual total recogida

Hay otros autores como Andersen (1991) que utilizan el intervalo de porcentaje
acumulado entre 2.5 y 97.5% o0 mas recientemente Lind (2016) que aplica entre 3 'y
97%. Pensamos que viendo la hay polinizaciones en los meses de verano, como hemos

comentado antes, usar porcentajes menores al 5% pueden distorsionar los resultados.
Los valores que recogemos son:
1. Fecha de inicio de la polinizacion

2. Fecha del fin de la polinizacion

3. Duracion en dias de la polinizacion
4. Fecha del dia pico, el de maximo recuento

5. Valor pico

4.5.3 Graficas de polinizacion

Analizamos las gréaficas de polinizacion con los recuentos diarios de Cupressaceae/
Taxodiaceae y Poaceae en nuestra atmdsfera de los afios 2000-2016. Ademas, hemos
incluido los otros polenes a los estan sensibilizados los pacientes. No hacemos el
calculo del periodo principal de polinizacion de estos taxones a los que los pacientes

estan sensibilizados porque las siguientes causeas no pensamos que sean relevantes:

Olea: graficamente se aprecia que la época de polinizacion esta delimitada a mayo y

junio y los niveles que obtenemos en relacion a los de alerta son bajos
Fresno: porcentajes de recuentos totales bajos, menores del 1% del total de los anuales
Platano: Recuentos bajos en relacion con los niveles de alerta

Plantago: época de polinizacién y sintomatologia superpuesta a la de las gramineas
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4. 6 PROCESAMIENTO DE DATOS Y ANALISIS
ESTADISTICO

4.6.1 Analisis descriptivos

Se han realizado analisis descriptivos de las variables recogidas:
e Las variables categoricas se han resumido mediante frecuencias y porcentajes.

e Las variables continuas se han resumido mediante las medidas de tendencia
central y dispersion: media, desviacion estandar, mediana, los percentiles del

25% y el 75% (Q1y Q3) y valores extremos (minimo y maximo).

4.6.2 Analisis bivariante

La relacion entre variables:

o Para dos variables categdricas se presentan tablas de contingencia con la
frecuencia en cada categoria y el porcentaje por columnas. Para evaluar la posible
asociacion se han realizado pruebas de Chi cuadrado o test exacto de Fisher y se

presenta el p-valor resultante.

o Para una variable numérica con una categdrica se presentan los estadisticos
descriptivos por grupos. Para evaluar la posible asociacién se han realizado pruebas T-
Test, ANOVA o las pruebas no paramétricas de Wilcoxon o Kruskal-Wallis y se

presenta su p-valor resultante.

o Para valorar la relacion entre dos variables numeéricas se presenta la correlacion
de Pearson o Spearman, asi como su p-valor resultante. En algunos casos cuando la
variable no cumplia la condicion de normalidad se ha utilizado la transformacion

logaritmica para normalizarla.

4.6.3 Concordancia entre marcadores (Positivo/Negativo)

Para evaluar la concordancia entre dos marcadores con resultado Positivo o Negativo se

presenta el coeficiente Kappa junto a su intervalo de confianza del 95%.

4.6.4 Estimacion y comparacion curvas ROC

Se han utilizado las curvas ROC para determinar la capacidad predictiva de las pruebas
diagnosticas convencionales (SPT e IgE frente a extracto completo), tomando como
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valor de referencia (gold standard) el diagndstico molecular (IgE frente al alérgeno
mayoritario Cup a 1). Las curvas ROC nos permiten determinar el punto de corte
optimo en funcién del binomio sensibilidad / especificidad. El calculo del &rea bajo la
curva (AUC) nos permite determinar la capacidad predictiva que tiene cada prueba de

diagnosticar correctamente a los sujetos alérgicos, en este estudio, a cupressus.

El “Gold Standard” que se ha utilizado para definir los verdaderos pacientes positivos y
negativos a cupressus es la prueba IgE Cup a 1, cuando el valor de la prueba era
superior o igual a 0.35 kU/L se ha considerado al pacientes positivo y negativo cuando
era inferior a 0.35 kU/L.

Para cada una de las curvas ROC se presenta su AUC junto a su intervalo de confianza
del 95%. Para realizar la comparacion entre dos curvas ROC se ha utilizado el método
de Long se presenta la diferencia entre las dos AUCs de las curvas ROC junto a su

intervalo de confianza del 95% y su p-valor resultante.
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S. RESULTADOS
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5.1 DATOS AEROBIOLOGICOS

En este apartado se van a presentar los resultados de los recuentos aerobiol6gicos efectuados en
la ciudad de Burgos desde el inicio del afio 2000 hasta la finalizacion del 2016 de los taxones
Cupressaceae/Taxodiaceae representativo de las cupresaceas, Poaceae de las gramineas, asi

como el de Olea, Fraxinus, Platanus y Plantago.

5.1.1. Datos aerobiologicos del taxon Cupressaceae/Taxodiaceae en la

atmosfera de Burgos en el periodo 2000-2016.
En primer lugar, los recuentos anuales totales, a continuacion, se presentaran los resultados de
los afios 2015 y 2016 que ha sido el periodo de inclusion de los pacientes. Seguidamente, se

presentan los célculos del Periodo Principal de Polinizacion.

5.1.1.1 Recuentos de Cupressaceae/Taxodiaceae

Figura 5.1 Concentraciones medias diarias del taxon Cupressaceae/Taxodiaceae de los afios 2001 a
2016 en granos/m®.
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Para ver de forma mas grafica la época de polinizacion hemos suprimido los valores por

encima de 1000 granos/m® (Figura 5.2)
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Figura 5.2 Concentraciones medias diarias del taxon Cupressaceae/Taxodiaceae de los afios 2001 a
2016 en granos/m*(sin valores por encima 1000gr/m®).
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Figura 5.3 Porcentajes anuales del total de polenes del taxén Cupressaceae/Taxodiaceae de los afios
2001 a 2016.
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Figura 5.4: Concentraciones anuales maximas de Cupressaceae/Taxodiaceae 2001- 2016
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Figura 5.5 Valores pico de Cupressaceae/Taxodiaceae de 2001-2016
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5.1.1.2 Periodo Principal de Polinizacion Cupressaceae/Taxaceae

Periodo principal de polinizacion del taxon Cupressaceae/Taxaceae con los datos de los

recuentos de los afios 2001 a 2016. Utilizamos el método Persson y Nilsson y las
modificaciones de Jéager.

Resultados del calculo del Periodo Principal de Polinizacion (PPP1) del taxén

Cupressaceae/Taxodiaceae de los afios 2001 a 2016

Tabla 5.1 Datos del Periodo Principal de Polinizacion de Cupresaceae/Taxodiaceae 2001-2016

2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016

NOTA: los anos comienzan el 1 de noviembre hasta el 31 de octubre en el caso de las

cupresaceas

Cupressaceae/ Taxodiaceae

Fecha inicio Fecha fin Duracién Fecha dia .
(5% acumulado) (hasta 95% (dias) pico Valor pico
acumulado)

3 Ene. 22 Mar. 79 7 Ene. 554
31 Dic. 21 Abril 112 22 Mar. 778
19 Ene. 26 Abril 98 12 Mar. 540
9 Ene. 21 Mar. 72 9 Ene. 2.514
11 Feb. 29 Abril 78 12 Mar. 352
8 Feb. 3 Jun. 116 13 Feb. 381
24 Ene. 9 Abr. 76 10 Feb. 1.830
27 Ene. 27 Abril 91 3 Mar. 596
23 Ene. 27 Mar. 64 27 Feb. 785
14 Nov. 2 Ago. 262 17 Mayo 215
6 Feb. 31 Mar. 54 7 Feb. 7.210
23 Feb. 23 Abril 60 22 Mar. 354
3 Ene. 20 Ago. 230 19 Ene. 156
26 Ene. 10 Mayo 105 26 Ene. 1.650
28 Dic. 22 Jun. 177 29 Feb. 325
24 Ene. 17 Mayo 83 25 Ene. 775
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5.1.2 Datos aerobiologicos del taxon Poaceae (Gramineas) en la

atmosfera de Burgos en el periodo 2000-2016.

5.1.2.1 Recuentos del taxon Poaceae

Concentraciones medias diarias del taxén Poaceae de los afios 2001-2016 en granos/m°.

Figura 5.6:
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5.1.2.2 Periodo Principal de Polinizacion
Resultados del calculo del Periodo Principal de Polinizacion (PPP1) del taxén Poaceae
de los afios 2001 a 2016

Tabla 5.2 Datos del Periodo Principal de Polinizacidon de Poaceae 2001-2016

Gramineas/Poaceae

Fecha_inicio Fecha_fin Duracién
(5% (hasta 95% i Fecha dia pico  Valor pico

acumulado)  acumulado) (dias)
2001 12 Mayo 20 Jul. 69 4 Jun. 63
2002 12 Mayo 20 Jul. 69 16 Mayo 107
2003 8 Mayo 6 Jul. 59 8 Jun. 175
2004 28 Mayo 24 Jul. 57 17 Jun. 124
2005 30 Abril 11 Jul. 72 26 Mayo 80
2006 10 Mayo 6 Jul. 57 16 Mayo 189
2007 8 Mayo 22 Jun. 45 6 Jun. 98
2008 19 Mayo 26 Jul. 68 1 Jul. 106
2009 7 Mayo 1Jun. 25 20 Mayo 64
2010 19 Mayo 26 Jul. 68 23 Mayo 123
2011 13 Abril 15 Jul. 93 14 Jun. 67
2012 13 Mayo 13 Jul. 61 30 Mayo 103
2013 9 Junio 19 Jul. 40 5 Jul. 96
2014 5 Mayo 4 Ago. 91 3 Jun. 96
2015 6 Mayo 14 Jul. 69 11 Mayo 143
2016 22 Mayo 9 Jul. 48 20 Jun. 215

Para diferenciar las épocas de polinizacién, en la siguiente figura recogemos de forma
comparativa y suprimidos los valores por encima de 1000 granos/m3, los recuentos de los dos

taxones
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Figura 5.7: Concentraciones medias diarias de los taxones Poaceae (gramineas) y
Cupressaceae/Taxodiaceae (Cupresaceas) de los afios 2001-2016 en granos/m3.
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5.1.3 Recuentos de los taxones Plantago, Olea, Fraxinusy Platanus de

los afios 2001-2016

5.1.3.1 Plantago

Figura 5.8: Concentraciones medias diarias del taxdn Plantago de los afios 2001-2016 en

granos/m®.
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5.1.3.2Familia Oleaceae

Figura 5.9: Concentraciones medias diarias del taxén Olea de los afios 2001-2016 en granos/m°.
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Figura 5.10: Dias pico y totales anuales del taxon Fraxinus de los afios 2001-2016 (menos 2015) en
granos/m®.
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Figura 5.11: Concentraciones medias diarias del taxdén Fraxinus de los afios 2001-2016 (menos

2015) en granos/m®.
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Figura 5.12: Concentraciones medias diarias del taxén Fraxinusdel afio 2015 en granos/m®.
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5.1.3.2Platanus

Figura 5.13: Concentraciones medias diarias del taxdn Platanus de los afios 2001-2016 en
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Figura 5.14: Dias pico del taxén Platanus de los afios 2001-2016
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5.2. DATOS DESCRIPTIVOS

Se han incluido un total de 96 pacientes, de acuerdo a los criterios de inclusion y

exclusién sefialados anteriormente.

5.2.1. Datos socio demograficos

En nuestra consulta de Alergologia se atienden pacientes de todas las edades. Se han

incluido 96 pacientes con unas edades comprendidas entre 6 y 74 afios. La media 'y

desviacion estandar de edad de los pacientes fue de 32.6 +/- 15.6 afios (Minimo: 6,
maximo: 74). Mediana (Q1-Q3): 33 (19.5 — 45.5). La mayoria de los pacientes eran

mayores de 18 afios (tabla 5.3 y figura 5.15).

Tabla 5.3 Edad de diagnostico

Media Mediana
n (Desv. estandar) (QL,Q3) Min, Max Missing
Edad (afios) 96 32.6 (15.6) 33.0(19.5, 45.5) 6,74 0

Figura 5.15 Distribucion de pacientes por década de edad
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En relacién a la distribucién en cuanto al sexo, se registré mas casos de mujeres (n 57)

que de hombres (n 39).
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5.2.2. Datos clinicos
Al tratarse de un estudio con individuos sensibilizados a aeroalérgenos, todos los

pacientes presentaban sintomatologia alérgica respiratoria.

Todos los pacientes padecian rinitis y la mayoria salvo 5, asociaba conjuntivitis.
Ninguno de ellos solo conjuntivitis. 35 pacientes (36.5%) asociaban asma bronquial

como consecuencia de su sensibilizacion a ciprés.

Figura 5.16 Distribucién de pacientes por sintomas

mRNC

M Solo rinitis

RNC + Asma

RNC: rinoconjuntivitis
5.2.3. Diagnostico alergologico

5.2.3.1. Pruebas cutaneas - Prick test (SPT)
Se consider6 un SPT positivo si el DMP (Didmetro medio de la Papula) era > 3 mm
(Bousquet J, 2012)). Por criterio de inclusién todos los pacientes presentaban pruebas
cuténeas positivas a C arizonica. y/o C sempervirens. También se realizaron pruebas

cutaneas a otras cupresaceas: Juniperus oxycedrus (Enebro).

Se determinaron pruebas cutaneas a alérgenos de reactividad cruzada (profilina,

polcalcinay LTP de melocotdn). Los resultados se incluyen en la Tabla 5.4.

También se realizaron pruebas cutaneas frente a una bateria de aeroalérgenos habituales
en nuestra zona. Incluimos los pélenes de gramineas en la Tabla 5.4 por el alto
porcentaje de sensibilizacion. En la Tabla 5.5 se recogen el resto de las sensibilizaciones

a otros aeroalérgenos. Un mismo paciente podria presentar mas de una sensibilizacion.
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Tabla 5.4 Descriptiva de las pruebas cutaneas SPT

n Media Mediana Min, Max  Missing Positivo n (%)
(Desv. estandar) (Q1,Q3)
SPTC Arizonica 96 6.8 (1.9) 7.0 (5.0, 8.0) 3,12 0 96 (100.0%)
SPT C Sempervirens 96 7.7 (2.8) 7.0 (6.0, 9.0) 4,20 0 96 (100.0%)
STP Enebro 96 6.1 (1.8) 6.0 (5.0, 7.0) 4,10 0 96 (100.0%)
SPT Profilina 95 0.6 (2.0) 0.0 (0.0, 0.0) 0,10 0 9 (9.5%)
STP Polcalcina 95 0.6 (1.9) 0.0 (0.0, 0.0) 0,10 0 11 (11.6%)
STP LTP 95 0.1 (0.7) 0.0 (0.0, 0.0) 0,6 0 3(3.1%)
STP Gramineas 96 5,6(5,0) 6,5(0.0,9.5) 0,20 0 59 (61,5%)

Tabla 5.5: Otras sensibilizaciones a aeroalérgenos diferentes a las gramineas

Total
(n=96)

Epitelios
Acaros
Olea
Plantago
Alternaria
Platanus

Latex

n (%)
n (%)
n (%)
n (%)
n (%)
n (%)

n (%)

42 (43.7%)
29 (30.2%)
15 (15.6%)
12 (13.1%)
9 (9.3%)
6 (3.1%)

2 (1.0%)

34 pacientes (35.41 %) estaba monosensibilizado a cupresaceas, como Unico polen.

Destaca entre ellos la cosensibilizacion al polen de gramineas como la alergia asociada

mas frecuente, el 61,5% de los pacientes (n 59).

Todos los pacientes con prueba positivan a profilina presentaban prueba positiva a

gramineas.

En relacion a la sensibilizacion a otros pélenes, eran a Olea, Plantago y Platanus. Los

pacientes sensibilizados a Olea también lo eran a Fraxinus.

Las sensibilizaciones a epitelios comprenden las de los gatos, perros, conejos y caballos.

De ellas la mayoria estaban monosensibilizados a gatos (n: 25 - 26%)
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En cuanto a la alergia alimentaria, recogida en la tabla 5.6 destaca que la gran parte de

los pacientes (86.5%) no asociaba ninguna La més frecuente era la alergia a frutas (tabla

5.7), la cual referian padecer el 6.25% (n: 6) de los pacientes. 3 de ellos estaban

sensibilizados a frutas de la familia rosacea con sensibilizacion a LTP.

Tabla 5.6: Cosensibilizaciones a alérgenos alimentarios

Total
(n=96)

Ninguno n (%)
Frutas n (%)
Frutos Secos n (%)
Crustaceos n (%)
Anisakis n (%)
Pescados Planos n (%)

83 (86.5%)
6 ( 6.25%)
3(3.1%)
2 (2.1%)
1(1.0%)

1(1.0%)

Tabla 5.7: Sensibilizaciones a frutas

Total

(n=96)
Ninguno n (%) 83 (186.5%)
Rosaceas con sensibilizacién a LTP n (%) 3(3.1%)
Kiwi n (%) 2(2.1%)
Cucurbitaceas (Melén/Sandia) n (%) 1(1.0%)

Todos los pacientes sensibilizados a frutas rosaceas lo estaban a LTP y 2 de los 3 que

estaban a frutos secos también lo eran a LTP

De los pacientes monosensibilizados a Cupressus:

e Ninguno era alérgico a vegetales

¢ Ninguno estaba sensibilizado a Profilina
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5.2.3.2 Determinaciones de IgE especifica y componentes moleculares
En cuanto a las pruebas de laboratorio, el suero de un paciente se extravio y no se pudo
realizar la cuantificacion de la IgE sérica frente al extracto de C arizonica ni el anélisis
molecular. Debido a esta incidencia se completd el diagndstico convencional
Unicamente a 95 pacientes. También se recoge en la tabla los pacientes a los que no se
les pudo analizar los otros recombinantes. Se considerd la IgE positiva si tenia un valor
>0.35 kU/L y negativa si era inferior. Se realiz6 determinacion de IgE especifica al extracto
completo de C arizonicay a los alérgenos mayoritarios: Cupa 1, Phlp 1y Phlp5yalos
panalérgenos: profilina (Phl p 12), polcalcina (Phl p 7) y LTP (Pru p 3 de melocotén). Los

resultados se adjuntan en la Tabla 5.8.

92 pacientes (96.8%) tuvieron una IgE especifica positiva al extracto total de C.
arizonica y 3 negativa, mientras que en el caso del alérgeno mayoritario Cup a 1 s6lo hubo 1

paciente con IgE negativa.

Tabla 5.8: Descriptiva de la IgE

n Media Mediana Min, Max Perdidos Positivo n(%6)
(Desv. estandar) (Q1, Q3)
IgE extracto 95 15.732 (22.421) 6.860 (2.700, 16.400) 0.07,100.00 1 92 (96.8%)
IgE Cup al 95 24.536 (29.968) 12.300 (5.100, 28.100)  0.01, 100.00 1 94 (198.9%)
IgEPhp 1 85 9.648 (17.669) 1.200 (0.000, 9.900) 0.00, 100.00 11 49 (57.6%)
IgEPhhp5 85 5.493 (12.831) 0.000 (0.000, 3.900) 0.00, 77.10 11 30 (35.3%)
IgE Phlp 7 86 0.447 (2.445) 0.000 (0.000, 0.000) 0.00, 20.60 10 8( 9.3%)
IgE Phl p 12 86 0.133 (0.579) 0.000 (0.000, 0.000) 0.00, 4.70 10 7( 8.1%)
IgE LTP 91 0.607 (3.840) 0.000 (0.000, 0.000) 0.00, 33.70 5 4 ( 4.4%)

Al igual que en las pruebas cutaneas, ninguno de los pacientes monosensibilizados a C

arizonica estaba sensibilizado a Phl p12
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5.2.3.3 Determinaciones de IgE especifica a Determinantes de

carbohidratos de reactividad cruzada -CCD

En la guia de Alergia Molecular de la EAACI (Matricardi PM, 2016) se propone la
determinacion de la bromelina (Ana ¢ 2) o el N-glicano purificado de la bromelina
MUXF3 en el caso de la reactividad de IgE a polen de maultiples arboles, para

descartarla posibilidad de reactividad a CCD.

En relacion a ellas hemos determinado posteriormente los CCD mediante a IgE
especifica a MUXF3 en los pacientes de nuestro estudio con varias sensibilizaciones a
arboles (Olea y/o Platanus) con el siguiente resultado (tabla 5.9):

Tabla 5.9 Determinacion de MUXF3 en pacientes polisensibilizados a p6lenes de arboles

n 17 Positivas> 0.34 KU/L Negativas
1 16

Solo resulto positivo un paciente con MUXF3: 17.20 KU/L con la siguiente
determinacion IgE extracto de C arizonica 23,3KU/L y Cup a 1: 45,2 KU/L.

También analizamos todas las determinaciones a CCD realizadas en nuestro servicio
(tabla 5.10). Hasta ahora las hemos solicitado a pacientes en estudio de alergia a
picadura de himendpteros y en algunos pocos a polisensibilizados p6lenes. Estos
resultados pueden ser que no sean aplicables a la poblacion general, pero si a una
poblacién de riesgo de sensibilizacién a CCD que son los que han tenido picaduras de

himendpteros independientemente si son o no alérgicos.

Tabla 5.10 Determinacion de MUXF3 en nuestro servicio

n211 Positivas > 0.34 KU/L Negativas
47 163

El porcentaje de pacientes sensibilizados es de un 22.27%, con los condicionamientos
previos descritas de tener picaduras de himendpteros en su mayoria y algunos
polisensibilizados a pdlenes, por lo que no los podemos tomar de referencia de una

poblacién en general.

135



5.3 COMPARACION ENTRE DATOS ANALITICOS. RELACION

ENTRE IgE Y LAS PRUEBAS CUTANEAS (SPT)

Relacionamos las IgEs a extracto completo de C arizonica con Cup al y las pruebas

cutaneas a C arizonica y C sempervirens

Tabla 5.11 Relacidn entre la IgE a extracto total y las pruebas cutaneas de cupresaceas y nCup a a

1 dos a dos.
Pos. IgE extr. Neg. IgE extr.

Test SPT C arizonica

Total no-missing n 92 3

Positivo n (%) 92 (100.0%) 3 (100.0%)
Missing n 0 0
Test SPT C sempervirens

Total no-missing n 92 3

Positivo n (%) 92 (100.0%) 3 (100.0%)

Missing n 0 0
Test IgE Cup al

Total no-missing n 92 3

Positivo n (%) 92 (100.0%) 2 (66.7%)

Negativo n (%) 1(33.3%)

Missing n 0 0

Pos. IgE CupAl

Neg. IgE CupAl

Test SPT C arizonica

Total no-missing n 94
Positivo n (%) 94 (100.0%)
Missing n 0

1
1 (100.0%)

0
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Test SPT C sempervirens

Total no-missing n 94 1
Positivo n (%) 94 (100.0%) 1 (100.0%)
Missing n 0 0

Pos. SPT Ariz. Neg. SPT Ariz.

Test SPT C sempervirens

Total no-missing n 96
Positivo n (%) 96 (100.0%)
Missing n 0

5.4. MEDIDAS DE CORRELACION. COMPARATIVA
ENTRE LAS PRUEBAS DE CUPRESACEAS

Para determinar la relacion existente entre las 3 pruebas que nos permiten decidir si un
paciente es alérgico a cupresaceas o no, se ha calculado en primer lugar la correlacion

entre ellas.

Entre la IgE al extracto completo y la prueba cuténea, tanto a C arizonica como a C
sempervirens, la correlacion es estadisticamente significativa, aunque los coeficientes
de correlacion son relativamente bajos, tal y como se ve en la tabla 5.12. Sin embargo,
la relacion entre la IgE especifica al extracto completo de C arizonica y la IgE
especifica a Cup a 1, ademas de estadisticamente significativa, alcanza un nivel de
correlacion muy alto. Debido al reducido nimero de pacientes con resultado negativo en
ambos tests, el grado de concordancia entre ambos diagnosticos, medido por el indice

Kappa, da un valor de 0.492.
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Tabla 5.12: Relacién IgE al extracto completo con prueba cutaneae IgE aCupal

p-valor
n Correlacion (I1C 95%) (Correlacion) Kappa (I1C 95%)
SPT C arizonica** y IgE extracto* 95 0.267 (0.069, 0.444) 0.0088 -
SPT C sempervirens* ** y IgE extracto* 95 0.299 (0.104, 0.472) 0.0031 -
IgE Cup al*y IgE extracto* 95 0.977 (0.966, 0.985) <.0001 0.492 (-0.108, 1.000)
SPT C arizonica** y IgE Cup al* 95 0.300 ( 0.105, 0.473) 0.0029 -
SPT C sempervirens* ** y IgE Cup al* 95 0.310 (0.115, 0.481) 0.0021 -
SPT Csempervirens* y SPT C arizonica** 96 0.650 (0.517, 0.753) <.0001 -

*Se ha utilizado el logaritmo de la variable para normalizarla.

** Al no disponer de negativos en la variable la estimacion de la Kappa no es posible.

SPT Arizonica

SPT Arizonica

Figura 5.17: Diagrama de dispersion para los distintos pares de variables de la tabla 5.12
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Figura 5.18. Diagrama de dispersién para los distintos pares de variables de la tabla 5.12 con el
logaritmo de las variables en aquellas que se ha utilizado para el test
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El siguiente paso ha sido utilizar las curvas ROC para determinar la capacidad
predictiva de las pruebas diagndsticas convencionales (SPT e IgE frente a extracto
completo), tomando como valor de referencia (gold standard) el diagnéstico molecular
(IgE frente al alérgeno mayoritario Cup a 1). Las curvas ROC nos permiten determinar
el punto de corte éptimo en funcién del binomio sensibilidad / especificidad. El calculo
del rea bajo la curva (AUC) nos permite determinar la capacidad predictiva que tiene
cada prueba de diagnosticar correctamente a los sujetos alérgicos, en este estudio, a

cupressus.

El “Gold Standard” que se ha utilizado para definir los verdaderos pacientes positivos y
negativos a cupressus es la prueba IgE Cup a 1, cuando el valor de la prueba era
superior o igual a 0.35 KU/L se ha considerado al pacientes positivo y negativo cuando
era inferior a 0.35 kU/L.
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La curva ROC estimada para la variable IgE extracto C arizonica presenta una AUC de
1, en otras palabras, presenta una capacidad predictiva perfecta. El punto de corte
Optimo con una sensibilidad y especificidad del 100% es considerar a los pacientes
>0.23 kU/L positivos, ya que nos discrimina perfectamente los negativos y positivos de

Cupal.

Figura 5.19: Curva ROC IgE extracto C arizonica
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La curva ROC estimada para la prueba cutanea a C arizonica presenta una AUC de
0.9415 (1C95%: 0.9056, 0.9774), por lo que presenta una muy buena capacidad
predictiva. El punto de corte 6ptimo estimado es de 4 mm, aquellos pacientes con
prueba cutanea a C arizonica superior a 4 mm de didmetro de la papula se consideran
positivos, el corte 6ptimo presenta una sensibilidad del 89.4% y una especificidad
perfecta.
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Figura 5.20: Curva ROC SPT C arizonica
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La curva ROC estimada para la prueba cutanea a C sempervirens presenta una AUC de
0.8457 (1C95%: 0.7828, 0.9087), por lo que presenta una buena capacidad predictiva. El
punto de corte 6ptimo estimado es de 5 mm, aquellos pacientes con prueba cutanea a C
sempervirens superior a 5 mm de didmetro de la papula se consideran positivos, el

punto de corte éptimo presenta una sensibilidad del 77.7% y una especificidad perfecta.
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Figura 5.21: Curva ROC C sempervirens
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Las tres AUCs definidas por las curvas ROC son significativamente diferentes a una
prueba sin capacidad predictora (caso de AUC: 0.5). Ademas, se ha realizado una
comparacion de las AUCs de las tres pruebas 2 a 2 (Ver Tabla 6). Hemos encontrado
diferencias significativas entre las AUCs de las tres pruebas:

La AUC de IgE extracto de C arizonica es significativamente superior a la de SPT a
arizonica (p<0.0001).

La AUC de IgE extracto de C arizonica es significativamente superior a la de SPT a
sempervirens (p<0.0001).

La AUC de SPT a C arizonica es significativamente superior a lade SPTa C

sempervirens (p=0.0017).

C

C.
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Tabla 5.13: Comparacién de las diferentes AUC 2 a 2

Estimacion de las AUCs. Comparaciones 2 a 2 de las AUCs

IgE Extracto - Prueba sin capacidad predictora

SPT C arizonica - Prueba sin capacidad predictora

SPT C Sempervirens - Prueba sin capacidad predictora

IgE Extracto - SPT C arizonica

IgE Extracto - SPT C sempervirens

SPT C arizonica - SPT C sempervirens

AUC dif. (1C95%)
p-valor
AUC dif. (1C95%)
p-valor
AUC dif. (1C95%)
p-valor
AUC dif. (1C95%)
p-valor
AUC dif. (1C95%)
p-valor
AUC dif. (1C95%)

p-valor

(n=95)

Total con valor de IgE Cup Al

0.5000 ( -, -)

0.4415 ( 0.4056, 0.4774)

<.0001

0.3457 (0.2828, 0.4087)

<.0001

0.0585 (0.0226, 0.0944)

0.0014

0.1543 (0.0913, 0.2172)

<.0001

0.0957 (0.0359, 0.1555)

0.0017

5.5 CARACTERIZACION DE LOS PACIENTES.

En base a la positividad a la IgE a Cup a 1, nos encontramos hemos clasificado a los 95

pacientes en los cuales la hemos determinado (un paciente no tiene determinacién de

Cup a 1). En relacion a la sensibilizacion a gramineas hemos tenido en cuenta la

positividad a Phl p1 y/o Phl p5 (n 49) (aunque todos estos pacientes eran positivos a Phl

pl). Solo se valorado la sensibilizacién a aeroalérgenos, no a alimentos.

Presento primero los que tienen detemiancion negativa a gramineas (Phl p 1 y/o Phl p 5)

e 15 pacientes son monosensibles a Cup a 1. Estos pacientes no presentan

sensibilizacion a gramineas ni a otros aeroalérgenos (tanto otros pélenes como de

otro tipo).

e 3 pacientes presentan IgE a Cup a 1 y negativa a gramineas (Phl p 1 y/o Phl p 5) y

presentan cosensibilizaciones a otros pélenes, pero no a otros aeroalérgenos no

polinicos (epitelios, acaros, alternaria y latex). Hay otro paciente con las mismas

caracteristicas, pero en los que no figuran los valores de IgE a Phl p 1 ni a Phl p 5.
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e 16 pacientes con IgE a Cup a 1 y cosensibilizaciones a otros aeroalérgenos (otros
alérgenos +/- pdlenes) con IgE negativa a gramineas (Phl p 1 y/o Phl p 5)

e 10 pacientes con IgE a Cup a 1y cosensibilizaciones a otros aeroalérgenos (pélenes
y otros alérgenos) con IgE no determinada a Phlp 1y/0o 5

e 1 paciente negativo a Cup a 1, negativo a IgE a Phl 1 y 5 pero que presenta
cosensibilizaciones a otros aeroalérgenos.

Ahora los que tiene determinacion postiva a gramineas

e 8 pacientes presentan IgE a Cup a 1 y a gramineas (Phl p 1 y/o Phl p 5) pero no
presentan cosensibilizaciones a otros aeroalérgenos.

e 4 pacientes presentan IgE a Cup a 1 y a gramineas (Phl p 1 y/o Phl p 5) y presentan
cosensibilizaciones a otros polenes, pero no a otros aeroalérgenos no polinicos.

e 37 pacientes presentan IgE a Cup a 1 y a gramineas (Phl p 1 y/o Phlp5) y
cosensibilizaciones a otros alérgenos (otros alérgenos+/- pélenes)

e 10 pacientes con IgE a Cup a 1 y cosensibilizaciones a otros aeroalérgenos (pdlenes
y otros alérgenos) con IgE no determinada a Phl p 1 y/o 5

e 1 paciente negativo a Cup a 1, negativo a IgE a Phl 1 y 5 pero que presenta

cosensibilizaciones a otros aeroalérgenos.

De los pacientes seleccionados, se registran dos fenotipos como los mas frecuentes. Uno
es de pacientes monosensibilizados a Cupressus y el segundo seria el de pacientes
sensibilizados a Cupressus y gramineas. En base a la positividad a la IgE anCup a 1,

Phl p1y Phl p5 (n 83), hemos caracterizado a los pacientes en varios grupos: Tabla 5.17

Tabla 5.14 Caracterizacion de los pacientes (n83)

n 83 Cup al+7 Phl p1/ Phl p5 - Cup al+7 Phl pl/ Phl p5 +
Monosensibilizados a 15 0
cupresaceas
Cosensibilizados a 0 8

cupresaceas y gramineas

Cosensibilizaciones a otros 3 4
polenes, pero no a otros

aeroalérgenos no polinicos

Cosensibilizaciones a otros 16 37
aeroalérgenos +/- polenes

En los siguientes apartados se analizan las posibles diferencias entre ambos grupos de

pacientes.
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5.6 COMPARACION ENTRE PACIENTES
MONOSENSIBILIZADOS A CUPRESACEAS Y PACIENTES
SENSIBILIZADOS A CUPRESACEAS Y GRAMINEAS

Los resultados de las pruebas cutaneas y de las determinaciones de las IgE especifcas no
diferencian dos grupos de pacientes: aquellos sensibilizados a cupresaceas y gramineas
y los sensibilizados a cupresaceas y que no lo estan a gramineas. Otros polenes a los que
estan sensibilizados nuestros pacientes son a Olivo, Plantago y Platano. La
sensibilizacion a Olivo no tiene relevancia clinica en nuestra zona porque no hay
presencia de polen de Oleéaceas en nuestra atmosfera. En relacion al Plantago nos
ocurren dos cosas. Una es que su polinizacion se superpone a las gramineas, lo que no
nos produce una distorsion en los resultados y su relevancia alergoldgica es a veces
discutida por la escasa existencia de monosensibilizados a este polen, lo que dificulta su
estudio. Solo hay 6 pacientes sensibilizados a Platano, que es un polen con escasa

presencia en nuestra atmosfera y separada de la polinizacion de las gramineas

Para esta comparativa definimos a los pacientes como monosensibilizados cuando son
positivos a Cup al y negativo a Phl p1 y Phl p5 y a sensibilizados a ciprés y gramineas
cuando son positivos a Cup al y positivo a Phl pl y/o Phl p5. Utilizamos estos valores
para aumentar la precision en relaciona los datos obtenidos anteriormente en cuanto a la
sensibilidad y especificidad de Cup al. Phl p1 es considerado el marcador de
sensibilizacion a polen de gramineas (Pablos I, 2016). Se hace la determinacion sobre
83 pacientes del total del 96. Los pacientes perdidos (n 13) son 11 en los que no se

analizo Phl p 1 ni 5, 1 en el que no se analizé Cup a 1 y otro con Cup a 1 negativo

Tabla 5.15 Pacientes monosensibilizados a cupresaceas o sensibilizados a cupresaceas y gramineas

Total

(n=96)

Pacientes:

Total no-missing n 83

Monosensibilizados a cupreséaceas n (%) 34 (41.0%)
(Positivo Cup al y Negativo a Phl pl1y p5)

Sensibilizados a cupreséaceas y gramineas n (%) 49 (159.0%)
(Positivo Cup al y Positivo a Phl p1 y/o p5)

Missing n 13
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Tabla 5.16 SPT en pacientes monosensibilizados a cupresaceas o sensibilizados a cupresaceas y

gramineas
n Media Mediana Min, Max Missing p-valor
(Desv. estandar) (Q1,Q3)
SPT C arizonica 0.1235
Monosensibilizados a 34 6.5 (2.0) 6.0 (5.0, 7.0) 4,12 0
cupreséceas
Sensibilizados a cupresaceas y 49 7.2(1.9) 7.0 (6.0, 9.0) 4,10 0
gramineas
SPT C Serpenvirens 0.3601
Monosensibilizados a 34 74 (3.2) 7.0 (5.0, 8.0) 4,20 0
cupresaceas
Sensibilizados a cupresaceas y 49 8.0 (2.6) 8.0 (6.0, 4,15 0
gramineas 10.0)
STP Enebro 0.9774
Monosensibilizados a 34 6.0 (1.9) 5.5(5.0,7.0) 4,10 0
cupreséceas
Sensibilizados a cupresaceas y 49 6.0 (1.7) 5.0 (5.0, 7.0) 4,10 0
gramineas
SPT Profilina*
Monosensibilizados a 34 0.0 (0.0) 0.0 (0.0,0.0) 0,0 0
cupresaceas
Sensibilizados a cupreséceas y 49 1.0 (2.6) 0.0 (0.0, 0.0) 0,10 0
gramineas
STP Polcalcina** 0.0253
Monosensibilizados a 34 0.1(0.9) 0.0 (0.0,0.0) 0,5 0
cupresaceas
Sensibilizados a cupreséceas y 49 1.1(2.4) 0.0 (0.0, 0.0) 0,10 0
gramineas
STPLTP*
Monosensibilizados a 34 0.0 (0.0) 0.0 (0.0,0.0) 0,0 0
cupresaceas
Sensibilizados a cupreséceas y 49 0.2 (1.0) 0.0 (0.0,0.0) 0,6 0
gramineas
STP Gramineas* <.0001
Monosensibilizados a 34 0.3(1.2) 0.0 (0.0, 0.0) 0,5 0
cupresaceas
Sensibilizados a cupresaceas y 49 9.0 (3.4) 9.0 (8.0, 0,20 0
gramineas 10.0)

*No se ha realizado el test de comparacion de medias ya que todos los pacientes del

grupo de monosensibilizados a ciprés presentan valores de 0.

**Prueba Wilcoxon
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Se ha realizado un test de comparacion de medias de SPT entre los dos grupos. Se ha

utilizado una prueba Ttest, cuando no ha sido posible asumir normalidad se ha utilizado

la prueba no paramétrica de Wilcoxon (Tabla 5.16).

Tabla 5.17 Resultados test SPT en pacientes mono sensibilizados a cu o sensibilizados a cupresaceas

y gramineas

Monosesibilizados

Sensibilizados cupreséaceas y

cupreséceas gramineas.
(n=34) (n=49)

SPT C arizonica *
Total no-missing n 34 49
Positivo n (%) 34 (100.0%) 49 (100.0%)
Missing n 0 0

SPT C serpenvirens*
Total no-missing n 34 49
Positivo n (%) 34 (100.0%) 49 (100.0%)
Missing n 0 0

STP Enebro*
Total no-missing n 34 49
Positivo n (%) 34 (100.0%) 49 (100.0%)
Missing n 0 0

SPT Profilina
Total no-missing n 34 49
Positivo n (%) 8 (16.3%)
Negativo n (%) 34 (100.0%) 41 (83.7%)
Missing n 0 0

p-valor 0.0186
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Monosesibilizados

Sensibilizados cupreséaceas y

cupresaceas gramineas.
(n=34) (n=49)
STP Polcalcina
Total no-missing n 34 49
Positivo n (%) 1( 2.9%) 10 (20.4%)
Negativo n (%) 33(97.1%) 39 (179.6%)
Missing n 0 0
p-valor 0.0234
STPLTP
Total no-missing n 34 49
Positivo n (%) 2 ( 4.1%)
Negativo n (%) 34 (100.0%) 47 (95.9%)
Missing n 0 0
p-valor 0.5104
STP Gramineas
Total no-missing n 34 49
Positivo n (%) 2( 5.9%) 47 (95.9%)
Negativo n (%) 32 (94.1%) 2 ( 4.1%)
Missing n 0 0
p-valor <.0001

*No se ha realizado test de asociacion al solo disponer de resultados positivos del test.

Se ha realizado un test de asociacion para evaluar la posible relacion entre el resultado
de los distintos test SPT y estar monosensibilizado a cupresaceas o sensibilizado a
cupresaceas y gramineas. Se ha utilizado la prueba exacta de Fisher, debido a que no se

cumplian las condiciones de aplicacion de la prueba Chi-cuadrado (Tabla 5.17).
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Luego se ha realizado un test de comparacion de medias de IgE entre los dos grupos. Se
ha utilizado una prueba Test, cuando no ha sido posible asumir normalidad se ha
utilizado la prueba no paramétrica de Wilcoxon (Tabla 5.18).

Tabla 5.18 IgE en pacientes monosensibilizados a cupresaceas o sensibilizados a cupresaceas y

gramineas
n Media Mediana Min, Max Missing p-valor
(Desv. estandar) (Q1, Q3)
IgE extracto C arizonica *
Monosensibilizados a 34 11.941 (16.847) 5.575 (1.890, 0.23, 76.40 0
cupresaceas 13.100)
Sensibilizados a 49 18.884 (26.182) 8.620 (4.060, 0.50, 0
cupresaceas y gramineas 17.700) 100.00
Logaritmo de IgE 0.0456
extracto*
Monosensibilizados a 34 1.545 (1.545) 1.711 (0.637, 2.573) -1.47,4.34 0
cupresaceas
Sensibilizados a 49 2.176 (1.274) 2.154 (1.401,2.874)  -0.69, 4.61 0
cupresaceas y gramineas
IgE Cup al*
Monosensibilizados a 34 19.767 (26.175) 11.750 (3.900, 0.40, 0
cupresaceas 22.300) 100.00
Sensibilizados a 49 28.411 (32.498) 14.200 (6.700, 0.70, 0
cupresaceas y gramineas 34.500) 100.00
Logaritmo IgE Cup al* 0.0516
Monosensibilizados a 34 2.102 (1.525) 2.464 (1.361,3.105)  -0.92, 4.61 0
cupresaceas
Sensibilizados a 49 2.700 (1.227) 2.653(1.902,3.541)  -0.36, 4.61 0
cupresaceas y gramineas
IgE Ph p 1*** <.0001
Monosensibilizados a 34 0.003 (0.017) 0.000 (0.000, 0.000) 0.00, 0.10 0
cupresaceas
Sensibilizados a 49 16.734 (20.624) 9.000 (3.000, 0.40, 0
cupresaceas y gramineas 20.600) 100.00
IgE Ph h p 5**
Monosensibilizados a 34 0.000 (0.000) 0.000 (0.000, 0.000) 0.00, 0.00 0
cupresaceas
Sensibilizados a 49 9.529 (15.775) 1.800 (0.000, 9.100)  0.00, 77.10 0

cupresaceas y gramineas
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n Media Mediana Min, Max Missing p-valor
(Desv. estandar) (Q1, Q3)
IgE Phl p 7*** 0.0362
Monosensibilizados a 34 0.018 (0.103) 0.000 (0.000, 0.000) 0.00, 0.60 0
cupreséceas
Sensibilizados a 49 0.771 (3.214) 0.000 (0.000, 0.000)  0.00, 20.60 0
cupresaceas y gramineas
IgE Phl p 12%*
Monosensibilizados a 34 0.000 (0.000) 0.000 (0.000, 0.000) 0.00, 0.00 0
cupreséceas
Sensibilizados a 49 0.233 (0.755) 0.000 (0.000, 0.000) 0.00, 4.70 0
cupresaceas y gramineas
IgE LTP**
Monosensibilizados a 34 0.000 (0.000) 0.000 (0.000, 0.000) 0.00, 0.00 0
cupresaceas
Sensibilizados a 48 1.146 (5.254) 0.000 (0.000, 0.000)  0.00, 33.70 1

cupresaceas y gramineas

*Para poder asumir normalidad se ha realizado el test de comparacion de medias usando

el logaritmo de la variable.

**No se ha realizado el test de comparacion de medias ya que todos los pacientes del

grupo de monosensibilizados a ciprés presentan valores de 0.

***Pryeba de Wilcoxon

Se ha realizado un test de asociacion para evaluar la posible relacién entre el resultado

de los distintos tests IgE y estar monosensibilizado a cupresaceas o sensibilizado a

cupresacea y gramineas. Se ha utilizado la prueba exacta de Fisher, debido a que no se

cumplian las condiciones de aplicacion de la prueba Chi-cuadrado (Tabla 5.19).
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Tabla 5.19 Resultados test IgE en pacientes monosensibilizados a cupresaceas o sensibilizados a
cupresaceas y gramineas

Monosesibilizados

Sensibilizados cupreséaceas y

Cipcupresaceas. gramineas
(n=34) (n=49)
IgE extracto a C arizonica
Total no-missing n 34 49
Positivo n (%) 32 (94.1%) 49 (100.0%)
Negativo n (%) 2 ( 5.9%)
Missing n 0 0
p-valor 0.1649
IgEPhlp 7
Total no-missing n 34 49
Positivo n (%) 1( 2.9%) 7 (14.3%)
Negativo n (%) 33(97.1%) 42 (85.7%)
Missing n 0 0
p-valor 0.1327
IgE Phl p 12
Total no-missing n 34 49
Positivo n (%) 7 (14.3%)
Negativo n (%) 34 (100.0%) 42 (85.7%)
Missing n 0 0
p-valor 0.0379
IgE LTP
Total no-missing n 34 48
Positivo n (%) 4 ( 8.3%)
Negativo n (%) 34 (100.0%) 44 (91.7%)
Missing n 0 1
p-valor 0.1378
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Por ultimo se ha comparado la positividad a IgE a LTP (rPrup p3) en ambos grupos
siendo o no sensibles a algun alimento (Tabla 5.20)

Tabla 5.20 Pacientes monosensibilizados a cupresaceas o sensibilizados a cupresaceas y gramineas
positivas a IgE LTP (Pru p 3)

Monosesibilizados Sensibilizados
cupresaceas. cupresaceas y gramineas.
Positivo IgE CAP LTP Positivo IgE CAP LTP
(n=0) (n=4)
Sensible a algin alimento
Total no-missing n 4
Si n (%) 2 (50.0%)
No n (%) 2 (50.0%)
Missing n 0
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6. DISCUSION
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6.1 INTRODUCCION

Nuestro estudio esta realizado en la poblacion de Burgos situada en la parte norte de la
meseta de la peninsula Ibérica con un clima mediterraneo continentalizado con
contrastes entre el verano y el invierno, lo que hace que las polinizaciones no sean igual

a otras areas de la meseta.

La polinosis es una de la causa mas frecuente de alergia respiratoria en nuestra
poblacién. De ellas y segun lo recogido en estudios previos, las cupresaceas son la
segunda causa en relevancia clinica tras las gramineas. Las cupresaceas es el taxon
alergénico que con mas cantidad esta en nuestra atmosfera y aparece principalmente en
los meses de invierno. Es la causa de las polinosis en estos meses continuandose

algunos afios en la primera mitad de la primavera

Los pacientes alérgicos al polen de cupresaceas estudiados con la metodologia
convencional o tradicional, presentan frecuentemente sensibilizaciones a otros pdlenes,
como ocurre en otras zonas de la peninsula Ibérica. En este contexto, los profesionales
nos enfrentamos a menudo con el reto de establecer un diagndstico lo més certero y

preciso posible, reto a veces complejo en su consecucion.

La medicina personalizada o de precision, es un acercamiento al desarrollo de terapias
mas seguras y efectivas individualizadas, basadas en un conocimiento mas profundo de

los mecanismos de una enfermedad y las caracteristicas particulares de cada paciente.

La definicion de Medicina de Precision dada por Passalacqua et al. (Passalacqua G,
2015) podria ser reasumido como un "modelo estructural dirigido a la personalizacién
de la asistencia sanitaria, con decisiones médicas y productos adaptados a un paciente
individual en un nivel muy detallado." El lema de la medicina de precision podria

resumirse en "prescribir el tratamiento éptimo para el paciente adecuado™.

La medicina de precision esta cada vez mas reconocida como el camino a seguir para
optimizar la atencion al paciente. Introducida en el campo de la oncologia, ahora se
considera de gran interés en otros &mbitos médicos como la alergia y las enfermedades
cronicas de las vias respiratorias, que se enfrentan a una necesidad urgente de mejorar el
nivel de control de la enfermedad, mejorar la satisfaccion de los pacientes y aumentar la

eficacia de las intervenciones preventivas. Se espera que la combinacion de atencion
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personalizada, prediccion del éxito del tratamiento, prevencion de la enfermedad y
participacion del paciente en la elaboracién del plan de tratamiento haga mas eficaz el
enfoque terapéutico para las personas que sufren de enfermedades cronicas
incapacitantes. Dados los datos emergentes sobre el impacto de la estratificacion del
paciente en los resultados del tratamiento, se estan estableciendo consensos sobre la
posicion y la implementacion gradual de los principios de la medicina de precision,
dentro de los algoritmos existentes para el tratamiento de las enfermedades alérgicas y
cronicas de las vias respiratorias (rinosinusitis, rinitis y asma). (Hellings PW, 2017)
(Fritzsching B, 2017)

En las enfermedades alérgicas, se han utilizado desde hace tiempo los principios de la
medicina de precision, en particular para los pacientes que reciben ITE. La ITE esta
adaptada al perfil de sensibilizacion del paciente y tiene un efecto preventivo de larga
duracion. La ITE representa un modelo 6ptimo de terapias personalizadas porque los
agentes etioldgicos responsables del cortejo sintomatoldgico se describen a nivel
molecular. (Canonica GW, 2015). (Passalacqua G, 2015). Aunque esto es una

tecnologia que debemos desarrollar muchos maés.

Durante la Gltima década se han realizado considerables avances en alergia: un mejor
conocimiento de la fisiopatologia de las enfermedades alérgicas y del impacto
inmunoldgico de las terapias; avances tecnologicos que permiten una deteccién mas
precisa de los componentes alergénicos individuales; una mejor comprension de la
relacion entre resultados de IgE especifica, resultados de las pruebas in vivo y conjuntos
de datos que permiten un mejor diagndstico clinico de la alergia.

En la medicina de precision aplicada a la alergologia, el diagnéstico molecular por
componentes es un instrumento basico para diagnosticar a los pacientes, valorar su

tratamiento ideal y los riesgos que pueden presentar de él.

Cup a1 es uno de los alérgenos mayores de las cupresaceas y se ha consensuado como

componente molecular marcador de la alergia a estas plantas (Matricardi PM, 2016)

Con este trabajo hemos querido valorar en nuestra poblacién la idoneidad de nCup a 1
como marcador de alergia a cupresaceas para incluirlo en futuros algoritmos

diagndsticos orientados hacia la eleccion de los tratamientos adecuados, principalmente
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la inmunoterapia, y asi aplicar los principios de la medicina de precision en nuestros

pacientes alérgicos.

6.2 INTERPRETACION DE LOS DATOS AEROBIOLOGICOS

Los datos de polen se han obtenido por recuento de las muestras diarias polinicas
recolectadas con un captador volumeétrico tipo Hirst (Burkard) y analizadas usando la
metodologia estandarizada del Comité de Aerobiologia de la SEAIC. Desde el punto de
vista clinico el conocimiento de los niveles atmosféricos de los polenes alergenicos, su
estacionalidad, variabilidad anual o interanual, es una informacién valiosa para la

planificacion de tratamientos y actividades de los pacientes alérgicos (Subiza, 2001).

Hemos analizado los niveles atmosféricos de los taxones Cupressaceae/Taxodiaceae
(cupreséaceas) y de Poaceae (gramineas) por su relevancia en este estudio desde 2001 a
2016 obteniendo una muestra de 16 afios que nos parece muy significativa para obtener
conclusiones. Es necesario conocer la evolucion en el tiempo para interpretar
adecuadamente los resultados obtenidos en el periodo de estudio. Es bien conocido que
las concentraciones de polen atmosférico presentan gran variabilidad a lo largo del
tiempo, en horas, dias, estaciones y afios; siendo necesario disponer de varios afios de
datos para calcular los valores de los Periodos Principales de Polinizacion y evidenciar
los cambios en sus tendencias. Ademas, hemos analizado graficamente las
polinizaciones de los afios 2001 a 2016 de los taxones Olea, Plantago y Platanus por

los resultados de las SPT de nuestros pacientes.
6.2.1 Taxon Cupressaceae/Taxodiaceae

6.2.1.1 Recuentos

En la figura 5.1 se ven los recuentos superpuestos de los afios 2001 a 2016 y mejor en la
figura 5.2 en la que hemos suprimido los valores por encima de 1000 granos/m?®, donde
se puede apreciar de forma grafica que la mayoria de los recuentos se producen de enero
a mediados de abril.

Es el taxdn més representativo en los recuentos de Burgos casi todos los afios como se

ve en la figura 5.3 con los porcentajes anuales de los afios 2001 a 2016

Los niveles atmosféricos expresados como granos/m® y afio durante el periodo de

estudio, afios 2001 a 2016, alcanzan un valor minimo total que se sitda en el afio 2013
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con 956 granos/m3, y un maximo en el 2011 con 23924 granos/m3 (Figura 5.4). Sin
duda, la climatologia local tiene una clara influencia en los indices polinicos

atmosféricos, siendo una de las causas de la variabilidad interanual.

Hay mucha diferencia, al igual que en los valores anuales totales en los recuentos
méaximos (valor pico) de cada afio que oscilan entre 156 granos/m3 de 2013 al de 7210
granos/m® de 2011 (figura 5.5). Casi todos estos dias picos fueron entre los meses de

enero a marzo, salvo un afo que fue en mayo.

6.2.1.2 Periodo Principal de Polinizacion de cupresdceas: Periodo de maxima
produccion de polen Cupressaceae/ Taxodiaceae

La duracion de la polinizacion, segun el método Persson y Nilsson, también es muy
variada entre 54 y 262 dias con una media aproximada de 110 dias (Tabla 5.1). Con los
datos del Periodo Principal de Polinizacion la mayoria de los afios la polinizacion
comienza en enero, sobre todo y febrero, y menos frecuentemente en noviembre y
diciembre. Donde encontramos mas variacion es en el fin de la polinizacion. Durante
10 afios ocurre en marzo y mas en abril, pero en el resto se alarga finalizando en mayo,
junio hasta dos afios en agosto. Estos afios con finales tan tardios, coinciden con los
afios en que ha durado mas la polinizacion, en incluso con en el que el dia pico fue en
mayo (2010). Asociamos esta variabilidad a las condiciones atmosféricas. También
relacionamos estas polinizaciones a la familia Juniperus communis (Enebro comun) que
florece de marzo a junio e incluso julio y Juniperus Thurifera (Sabina albar) que florece
de marzo a mayo (Garcia Lopez, Allué Camacho, 2004). El viento puede trasportar el
polen a distancias de cientos de kilometros y en nuestra provincia hay humerosos
enebrales y sabinares a una distancia en linea recta entre 30 y 45 Km. Los datos
obtenidos son similares a los recogidos por otras estaciones aerobiolégicas de la SEAIC
(Moral de Gregorio, 2016).

6.2.2 Recuentos de los taxones Poaceae (gramineas). Periodo Principal

de Polinizacién

Analizamos la polinizacién de las gramineas por ser la sensibilizacion mas frecuente
afiadida a la de nuestros pacientes alérgicos a cupresaceas y que nos ha servido para

fenotiparlos (Figura 5.6).
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Como el método de Persson y Nilsson (Tabla 5.2) determinamos que el inicio de la
polinizacion es en mayo, en la mayoria de los afios (11 afios) en la primera quincena de

mayo Y el final es variable entre la primera y segunda quincena de julio.

La duracion de la polinizacion es de una media de 62 dias. Los dias picos varian entre la

segunda quincena de mayo Y la primera de junio, con algun afio a principios de julio.

6.2.3 Comparativa de los Periodos Principales de Polinizacion de

cupresaceas y gramineas
Comparando los Periodos Principales de Polinizacion de los taxones
Cupressaceae/Taxodiaceae (cupresaceas) y Poaceae (gramineas) vemos que estan

separados en el tiempo, las cupresaceas de enero a abril y las gramineas de mayo a julio.

En la figura 5.7 podemos apreciar la comparacion entre las concentraciones medias
diarias de los taxones Poaceae (gramineas) y Cupressaceae/Taxodiaceae (cupresaceas)
de los afios 2001-2016 en la que vemos de forma grafica la diferencia en las épocas de
polinizacién. Los periodos principales de polinizacién estan separados salvo en el final
de Cupressaceae/Taxodiaceae que se solapa algun afio con la polinizacion de gramineas,

aunque con escasos recuentos de polen.

Esto nos lleva a la importante conclusién que los pacientes pertenecientes al fenotipo
positivo para Cup a 1 y Phl p 1/5 presentan una cosensibilizacion a los dos grupos de
polenes, cupresaceas y gramineas sin interferencia en su sintomatologia por la

demostrada separacién que hay en los periodos de polinizacion.

6.2.4 Recuentos de los taxones Plantago, Oleaceae y Platanus de los
anos 2001-2016

6.2.4.1 Plantago

La polinizacion del taxén Plantago se aprecia en la figura 5.8 que se inicia
simultaneamente a la de gramineas en mayo, también coincidiendo la época principal en
mayo Y junio, similar a lo descrito por otros autores (Gonzéalez-Parrado Z, Valencia-
Barrera RM 2014) y persistiendo algo méas hasta agosto. No precisa de grandes
concentraciones en la atmosfera para ser sintomatico como referimos antes (nivel de
alerta medio 10-50 gr/m3). Habria que valorar la presencia de Pla | 1 en la atmosfera

para determinar su relevancia (existen pocos pacientes monosensibilizados) ya que no
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solo depende del polen de Plantago sino también del polen de otras especies de la

familia Oleaceae (Gonzalez-Parrado Z, Fernandez-Gonzélez D, 2014).

6.2.4.2 Familia Oleaceae

La polinizacion del taxon Olea en nuestra atmosfera es muy escasa en relacion con la de
otras zonas donde tiene relevancia clinica. La época de polinizacion se aprecia en la
gréfica 5.9 que es mayo y primera mitad de junio, no coincidiendo con la de las

cupresaceas.

Analizamos la polinizacién del taxén Fraxinus de los afios 2011-2016 por la reactividad
cruzada (comparten alérgenos) entre Fresno y Olivo y por qué es un polen que poliniza
en invierno-primavera (Figura 5.11). Como se aprecia en la figura 5.10 y 5.11 la
polinizacion es escasa. Separamos el afio 2015 (Figura 5.12) porque en ese si que hay
un pico de 2 dias en mayo con niveles atmosféricos altos (370 y 230 gr/m3),
desconociendo la causa de ello. Salvo en tres afios, en resto el polen de Fraxinus no
supuso mas del 1% de todos los p6lenes observados y los dias picos fueron menores a
30 granos/m3 salvo en 2015. En las localidades con totales anuales superiores a los 300
0/m3 de Fraxinus las maximas diarias se sitlan entre los 30-50 granos/m3 que son las
gue pueden provocar sintomas (Moral de Gregorio, 2016). Nosotros solo tenemos 2
afios (2012 y 2015) con recuentos totales mayores de 300 (426 y 799 respectivamente).
Solo en el 2015 se alcanzaron, como hemos comentado antes, dos dias con recuentos
muy altos y dos dias mas también entre mayo y junio con recuentos sobre 30 granos/m3
(Figura 5.12)

6.2.4.3 Platanus Figura 6.1 Platanus. Comité de Aerobiologia
L SEAIC de 2003
La polinizacién de Platanus ocurre a

principio de la primavera, pero con unas Dl o anosit deard
cantidades pequefias en la atmosfera de

nuestra area. El nivel de este polen a partir

del cual se considera capaz de producir

sintomas, a los sujetos sensibilizados, se sitla
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de forma orientativa a partir de 50-130 gr/m3 ,
de aire, lo cual se alcanza en pocos dias (figura 5.13). En la figura 5.14 se representa los

dias pico, estando estos en su mayoria por debajo de los 50 granos/m®.
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En la figura 6.1 del estudio del Comité de Aerobiologia de 2003, se puede ver los
recuentos de polenes de Platanus en el 2003, expresados como totales anuales y dia
pico; observandose la correlacion significativa entre ambas variables y la gran

diferencia de los recuentos de Burgos con otras ciudades.

6.2.5 Interpretacion de la Polisensibilizaciones

Enfrentados estos datos a los resultados de las SPT nos encontramos que nuestros
pacientes en un porcentaje alto estan sensibilizados a pdlenes de gramineas pero su
polinizacidn no coincide con la de las cupreséaceas por lo que atribuimos esta a una
cosensibilizacion. Misma situacion, aungue en un nimero mucho menor de pacientes
sensibilizados, es la del Plantago. El Plantago tiene su polinizacion superpuesta a las
gramineas, por lo que no coincide con la de las cupresaceas.Se ha descrito la reactividad
cruzada entre los polenes de Plantago y los de Olea y gramineas (Tormo 2010)
(Palomares O, 2005) (Asero R, 2000) (Sousa R, 2014) y la presencia de Pla | 1 en las

atmosfera con las oleaceas (Gonzalez-Parrado Z, 2014).

En relacion con la sensibilizacion a Olea también vemos en su periodo de polinizacion
que no coincide con el de las cupresaceas ademas que su presencia en la atmosfera es en
unas cantidades muy pequefias. Sobre otra oledcea como es el Fraxinus, que poliniza
entre invierno y primavera, vemos que también que los recuentos, salvo de forma
excepcional, son bajos. Hay algunos autores que han referido una posible reactividad
cruzada entre los polenes de cupresaceas y Olea (Guerra F, 1996) y en el estudio del

Comité de Aerobiologia de la SEIAC en 2003 por area de la papula.

Muy pocos pacientes, en nimero de 6, estaban sensibilizados a Platanus. Aunque se ha
descrito que la presencia de Pla a 1 en la atmosfera parece ser independiente de los
recuentos de polen de Platanus durante el mismo periodo, tampoco coincide este
aeroalérgeno con la polinizacion de cupreséceas, si en cambio con Quercus, Betula o la
familia Salicaceae (Fernandez-Gonzéalez D, 2010). La baja presencia atmosférica, el
escaso numero de pacientes, la época de polinizacion en Burgos (corta y separada de las
cupresaceas) y el estudio del Comité de Aerobiologia del 2003 nos hacen pesar que las

sensiblizaciones a Platanus no son relevantes para nuestro trabajo.

Por lo tanto, pensamos que las sensibilizaciones a Oledceas y Platanus son tambien

debidas a una cosensibilizacion o la reactividad cruzada que por las caracteristicas
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aerobioldgicas de nuestra area (periodo de polinizacion y cantidad en recuentos de polen

atmosférico) no interfiere en los resultados de nuestro trabajo.

6.3 VALORACION DE LA APORTACION DEL DIAGNOSTICO
POR COMPONENTES MOLECULARES EN LA PRECISION DEL
DIAGNOSTICO DE LA ALERGIA AL POLEN DE
CUPRESACEAS. nCup a 1 COMO MARCADOR DE
SENSIBILIZACION GENUINA A CUPRESACEAS.

No hay duda que la herramienta principal para evaluar las reacciones de
hipersensibilidad inmediata mediadas por IgE es la historia del paciente. Los sintomas
compatibles con una reaccion alérgica sumados a otros factores, como en el caso de la
polinosis el ambiente en el que vive, nos orientan hacia un correcto diagndstico. Las
SPT pueden proporcionar informacion inmediata acerca de la presencia de
sensibilizacion IgE a alérgenos especificos (Bousquet J, 2012). Las pruebas de IgE
especifica en suero pueden probar sensibilizacion a extractos alergénicos completos o a
componentes alergénicos individuales (Stiefel G, 2012). El inconveniente de las pruebas
de sensibilizacion IgE es que informan de la presencia de IgE especifica
(sensibilizacion), no de la presencia clinica de alergia. Sin embargo, cuando son
utilizadas por médicos formados en su interpretacion en el contexto de una historia
clinica completa, son Utiles para apoyar el diagnostico clinico de alergia e identificar los

alérgenos causantes de la reaccion (Roberts G, 2016).

Nosotros partimos de unos criterios de inclusién que son pacientes diagnosticados en
nuestra seccién por nosotros con historia clinica de rinoconjuntivitis y/o asma en los
meses de polinizacion de cupresaceas junto con unas SPT positivas a C arizonica como
a C sempervirens. Al analizar la correlacion entre las SPT, tanto a C arizonica como a C
sempervirens, y nCup a 1 la correlacion es estadisticamente significativa. Por esta razon
podemos establecer a nCup a 1 como marcador de sensibilizacion a polen de

cupresaceas en nuestra poblacion.

Con estos resultados avalamos el tamarfio de nuestra muestra y los criterios de inclusion

que han sido los adecuados para este estudio.
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Concluimos que, en nuestra poblacién, la positividad a nCup a 1 es suficiente para el
diagndstico de la alergia a cupresaceas no precisando analizar otros alérgenos de
cupreséceas en el momento actual. Nuestra conclusion es igual a la obtenida por

Dominguez y col. (Dominguez-Ortega, 2016).

Nos encontramos qué los coeficientes de correlacion entre C arizonica o C
sempervirens y Cup a 1 son relativamente bajos, tal y como se ve en la tabla 5.12.
Pensamos que una de las explicaciones a que los coeficientes de correlacion sean
relativamente bajos es debido a la variabilidad del prick-test, que como hemos
comentado antes, depende de varios factores. Aparte de los técnicos (homogeneidad de
los extractos alergénicos), depende de la respuesta bioldgica del paciente que esta puede
ser cambiante: en los pacientes polinicos, la reactividad es mayor en su estacion polinica
y justo después de ésta (Eriksson NE, 1996) (Oppenheimer JJ, 1993). El contenido
proteico del polen de C arizonica es muy variable dependiendo cuando se ha recogido,

pudiendo repercutir en la calidad de los extractos para SPT (Shahali Y, Allergy, 2009).

6.4 RELACION ENTRE PRUEBA CUTANEA A C arizonica,

sIgE a C arizonica e IgEanCupa 1

Encontramos que todos los pacientes menos 1 con pruebas cutdneas positivas a extracto
completo de C arizonica estaban sensibilizados a Cup a 1. Esto nos da pie a concluir
que nuestros pacientes alérgicos a cupresaceas estan sensibilizados a Cup a 1
independientemente que lo puedan a otros alérgenos de este polen. Los valores de IgE
para Cup a 1 son mayores que para el extracto completo de C arizonica. 2 pacientes
positivos para Cup a 1 fueron negativos al extracto completo lo que nos hace pensar que

la totalidad de su sensibilizacion eraa Cup a 1.

Valoramos la correlacion entre las técnicas diagndsticas convencionales en la alergia al
polen de cupresaceas (SPT e IgE frente a extractos completos de C arizonica) y la

sensibilizacion a nCup a 1 (componente molecular)
La relacion entre la IgE al extracto de C arizonica y nCup a 1, ademaés de

estadisticamente significativa, alcanza un nivel de correlacién muy alto (0.977). Debido

al reducido nimero de pacientes con resultado negativo en ambos test, el grado de
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concordancia entre ambos diagndésticos, medido por el indice Kappa, da un valor de
0.492. También la correlacion es buena, aunque menor que la anterior entre ambas SPT:

C arizonica y C sempervirens.

Entre la IgE al extracto de C arizonica y la SPT, tanto a C arizonica comoa C
sempervirens, la correlacion es estadisticamente significativa, aunque los coeficientes
de correlacion son relativamente bajos, tal y como se ve en la tabla 5.12. Sin embargo,
entre ambas SPT la correlacion es alta, aunque al no disponer de negativos en la
variable la estimacion de la Kappa no es posible.

6.5 PUNTOS OPTIMOS DE CORTE EN EL DIAGNOSTICO
TRADICIONAL

Utilizando como Gold Estandar un valor de Cup a 1 positivo de 0.35 kU/L hemos

establecidos puntos de corte para la IgE a extracto de C arizonica como de las SPT.

6.5.1 Puntos de corte SPT C arizonica

El punto de corte 6ptimo estimado es de 4 mm. Aquellos pacientes con prueba cutanea a
C arizonica superior a 4 mm de diametro de la papula se consideran positivos. El corte
Optimo presenta una sensibilidad del 89.4% y una especificidad perfecta.

6.5.2Puntos de corte SPTC sempervirens
El punto de corte 6ptimo estimado es de 5 mm. Aquellos pacientes con prueba cutanea a
C sempervirens superior a 5 mm de didmetro de la papula se consideran positivos. El

punto de corte 6ptimo presenta una sensibilidad del 77.7% y una especificidad perfecta

6.5.3 Puntos de corte slgE a extracto de C arizonica

Para la IgE a extracto de C arizonica el punto de corte éptimo con una sensibilidad y
especificidad del 100% es considerar a los pacientes >0.23 kU/L positivos, ya que nos
discrimina perfectamente los negativos y positivos del IgE Cup al.
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6.6 FENOTIPO DE LOS PACIENTES ALERGICOS A
CUPRESACEAS EN NUESTRA AREA

6.6.1 Datos sociodemograficos

La edad de diagndstico fue similar a lo informado en otras series (Bousquet, 1993)
(Charpin, 2000), la mayoria por encima de los 18 afios con edades mayores que enotros
polenes. Ya se han descrito por estos autores que es probable que requieren intervalos
de exposicion a cupresaceas mucho méas prolongados antes de desarrollar la polinosis y
por eso desarrollan la enfermedad a una edad mas tardia, como lo referido por Castillo
Marchuet (2016). También el grupo de edad se acerca a lo informado por Diaz de la
Guardia (2006) en el que el grupo mas sensible es entre los 20 y 40 afios. Nosotros
encontramos a la mayoria de los pacientes en un abanico méas amplio, entre los 10 y 50

anos.

En cuanto al sexo predomino el femenino a diferencia de trabajo de Granada en que los

porcentajes eran similares entre hombres y mujeres (Diaz de la Guardia, 2006)

6.6.2 Caracteristicas clinicas

Todos los pacientes padecian rinitis y casi todos asociaban conjuntivitis. No hay
pacientes que refieran solo conjuntivitis, aunque si la describen como sintoma inicial e
intenso con frecuencia (dato no registrado en el estudio). 35 pacientes (36.5%)
asociaban asma bronquial, que es un porcentaje alto en comparacién con otros trabajos
en la que referian la alergia a cupresaceas con baja incidencia de patologia bronquial,
menos del 20% (Ramirez DA, 1984) (Di Felice G, 1994). Dominguez y col un 47.7%
(Dominguez-Ortega, 2016). Otros como Garcia BE y col. en 75 pacientes espafioles
encuentran un 55% de asmaticos (Garcia BE, 2016) y Caballero en Madrid encuentra
asma en 80% de los sensibilizados a cupresaceas, pero la mayoria se trataba de
pacientes sensibilizados a otros pdlenes (Caballero T, 1996)

En cuanto a la alergia alimentaria cabe destacar que fue escasa a vegetales, ninguna en
monosensibilizados como en otras series (Panzani, 2010) Solo 3 pacientes de los
cosensibilizados a gramineas estaba sensibilizado a LTP, I6gicamente con alergia a
frutas rosaceas ya que usamos extracto de melocoton para su diagnostico en SPT,
aungue con el recombinante Pru p 3 teniamos uno méas. También estaban sensibilizados

aLTP 2 de los 3 que alérgicos a frutos secos.
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En conclusidn, podriamos describir a nuestros pacientes con que la alergia polen de
cupresaceas en nuestra poblacién es una polinosis de inicio tardio con predominio del
sexo femenino. Todos tiene sintomas nasales y casi todos asocian oculares y hay un alto

porcentaje de asmaticos en comparacion con la polinosis de otros polenes de arboles.

6.6.3 Resultados de SPT

En relacién a las SPT en prick las medias del diametro de papula fueron mayores para C
sempervirens (7.7 mm) en relacién a C arizonica (6.8 mm) y J oxycedrus (6.1 mm). En
el trabajo de Moral de Gregorio Ay col, los resultados son similares para C arizonica.
Existe una alta reactividad cruzada entre C arizonica y otras cupresaceas ya que todos
los pacientes eran positivos a los extractos de los 3 pdlenes testados con diametros de
papula similares (Moral de Gregorio A, 2003).

Obtuvimos unos resultados similares a Bousquet (23-33%) (1993) en pacientes
monosensibles a cupresaceas (nosotros 27%), menor que Ramirez un 34% (1984) pero
mayores el relacion al trabajo de Granada (12.5%) (Diaz de la Guardia C, 2006) y el de
Charpin (17%) (2000). Dominguez-Ortega (2016) tienen un 88% de

polisensibilizadosen en su estudio de alérgicos a coniferas en Madrid.

6.7 DETERMINAR EL PORCENTAJE DE PACIENTES
MONOSENSIBILIZADOS (UNA UNICA SENSIBILIZACION
ALERGENICA) /POLISENSIBILIZADOS A OTROS POLENES Y
CUALES SON.

6.7.11dentificacion de las sensibilizaciones segun los resultados de SPT
El 65% de los pacientes estaba sensibilizado en SPT a polen de gramineas. Esto esta en
concordancia con anteriores trabajos en nuestra zona que refieren que es el polen al que
mas frecuentes estan sensibilizados los pacientes polinicos. Tal y como hemos
registrado en las graficas de polinizacion y en los PPP, las épocas de polinizacion son

diferentes, por lo que no pensamos que interfieren en los datos de nuestro estudio.

Otras sensibilizaciones a pélenes han sido a Olivo, Plantago y Platanus ycomo hemos

comentado anteriormente, no pensamos que interfieran en nuestro estudio.
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Con estos resultados obtenemos dos poblaciones clinicamente relevantes que serian los
alérgicos al polen de cupresaceas monosensibilizados o cosensibilizados a polen de

gramineas

Sobre la sensibilizacion a otros aeroalérgenos cabe destacar la de animales, en especial
el gato y acaros del polvo. Nuestros pacientes no presentaban sintomas perennes (en
caso de sensibilizacion y contacto con animales) por lo que estos datos no interfieren en
nuestro estudio. Similares datos encontramos en la sensibilizacion a Alternaria que en
nuestra zona se manifiesta con sintomas también perennes y/o con agravamiento en los

meses de verano.

6.7.2 Monosensibilizacion y cosensibilizacion segun nCup a 1/Phl p1-5
En base a la positividad a la IgE a nCup a 1, Phl p1 y Phl p5 se registran dos fenotipos
como los més frecuentes. Uno es de pacientes monosensibilizados a cupresaceas y el
segundo seria el de pacientes cosensibilizados a cupresaceas y gramineas. El 41%
estaba monosensibilizados a cupresaceas, lo cual es un porcentaje muy alto en
comparacion a las series comentadas anteriormente y que se puede explicar por las

caracteristicas de la poblacion incluida: alérgicos a cupreséceas.

6.7.3 Caracterizacion de los pacientes.

Segun la positividad a la IgE a nCup a 1, Phl p1 y Phl p5, hemos caracterizado a los
pacientes en varios grupos (Tabla 5.14) siendo el mas abundante de ambos grupos
(monosensibilizados y cosensibilizados) el que asocia cosensibilizaciones a otros

aeroalérgenos: pdlenes y otros alérgenos (epitelios, acaros, Alternaria y latex).

6.8 EVALUACION LA SENSIBILIZACION A ALERGENOS DE
REACTIVIDAD CRUZADA.

6.8.1 Comparativa en las pruebas diagnésticas segun los dos fenotipos

Comparamos varias pruebas diagnosticas entre los dos fenotipos

6.8.1.1 Comparativa de las SPT (tabla 5.17)
En las SPT (SPT) no encontramos diferencias entre los dos grupos salvo leves en las
SPT de Polcalcina

166



Los monosensibilizados a Cupressus no lo estan a profilina ni a LTP.

6.8.1.2 Comparativa de las IgE especificas (tablas 5.18y 5.19)
Con la aplicacion de recombinantes tenemos una mayor sensibilidad que con las SPT

definiendo mejor los fenotipos de los pacientes.

Los resultados son similares a las SPT, los pacientes sensibilizados a LTP y profilina

son los del fenotipo con cosensibilizacion a gramineas

Por otra parte, nos encontramos valores superiores de la IgE especifica el extracto de C

arizonica y Cup a 1 en pacientes con cosensibilizacion a gramineas

Similar resultado que en las SPT cuando analizamos el recombinante de Polcalcina (Phl
p7)

6.8.2Valoracion de los resultados de la sensibilizacion a alérgenos de

reactividad cruzada

6.8.2.1Profilina

Tanto en las SPT como cuando usamos en diagnéstico molecular vemos que todos los
pacientes sensibilizados a Profilina estan a polen de gramineas, con una frecuencia del
8.4% del total de los pacientes y del 14.3% de los cosensibilizados a gramineas. Esto es
I6gico para los alérgicos a cupresaceas ya que solo se ha descrito una Profilina en este

taxon y es de C sempervirens, Cup s 8 (Barderas R, 2004).

Aungue no se ha determinado esta proteina, la alta homologia entre las profilinas (75%)
nos permite usar la SPT (extracto de polen de Palma) y Php p 12 como herramientas de

diagnostico de este panalérgeno.

Por lo tanto, pensamos que las sensibilizaciones encontradas a profilina no son debidas

a la alergia a cupresaceas.

6.8.2.2Polcalcina
En relaciona a la Polcalcina, ha sido positiva utilizando la prueba cutanea como el

componente molecular Phl p 7.

167



Nosotros encontramos 11.6 % (n:11) en SPT y un 9.6% (n:8) del total de pacientes
sensibilizados a Phl p7. Cabe destacar que uno de estos pacientes, con SPT positivo y
sensibilizado a Phl p 7 no lo estaba a gramineas (Phl p1 y/o Phl p5)

Tinghino R y col (2002), informan que debido a la alta reactividad cruzada de Phl p 7 lo
podemos usar como marcador de sensibilizacion a Polcalcina por su homologia con
otras proteinas ligadoras de calcio como Jun o 4. Cup a 4 tiene una elevada identidad de

secuencia con Jun o 4.

Pico de Coafay col. (2010) encuentran IgE frente a Cup a 4 en un 9.6% de los

pacientes alérgicos a C arizonica dato similar al nuestro cuando usamos Phl p7.

6.8.2.3LTP

Se ha determinado la sensibilizacion a LTP utilizando LTP de melocotén en SPT siendo
positiva en 3 pacientes y con Pru p 3 que ha sido positiva en 4 pacientes. De ellos 2
estaban sensibilizados a alimentos y los otros 2 no (Tabla 5.20). Al igual que con la
profilina, eran pacientes del fenotipo con cosensibilizacion a gramineas. Pensamos que
el resultado es muy pequefio para tenerlo en cuenta, aunque se ha descrito en C
arizonica un alérgeno similar a la LTP con alergia a melocotén (Sanchez-Lopez J,
2011).

6.8.3 Determinantes de los carbohidratos de reactividad cruzada—CCD
Hasta la fecha, no hay un procedimiento eficiente para clonar y expresar alérgenos
recombinantes de cupresaceas en las plataformas de diagndstico por componentes
actuales, y como consecuencia, se usan las formas naturales (alérgeno natural purificado
0 nativo nCup a 1) con la posible, segun autores, falta de especificidad debido a los
CCD. En la interpretacion de estos resultados, se ha propuesto tener en cuenta otras
moléculas glicosiladas tales como nJug r 2, nPhl p 4 0 el CCD MUXF3 (Barber D,
2015). Las pruebas de deteccion de alergia que utilizan varios alérgenos en un Gnico

ensayo de IgE (microarrays) son particularmente propensos a la interferencia por CCD.

Hace unos afios en relacién a C arizonica, varios autores comentaron la posible
implicacion de los CCD en los sintomas alérgicos (lacovacci P, 2002) y sobre todo en
que podrian influir, como panalérgenos como la profilina, en el diagndstico in vitro e in
vivo y en las estrategias de ITE (Afferni C, 1999). Lo que parece claro segun los

ultimos estudios y después de mas de 15 afios de su conocimiento, es que el papel de los
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CCD como responsables de reactividad cruzada clinicamente relevante es controvertido
(Vidal C, 2012) (Panzner P, 2014) (Altman, 2016).

Los test in vitro para determinar la IgE son propensos a reactividad cruzada porque los
anticuerpos IgE estan libres para moverse en el suero y pueden unirse a cualquier

estructura compatible en el extracto del ensayo. Por el contrario, las

. . , ., Figura 6.2 Mastocito
pruebas en las que intervienen células (SPT/test de activacion de g, activacion en Ia

reaccion alérgica
tipo |

a que la activacion celular necesita la presencia de dos pares

basofilos) son menos propensas a la reactividad cruzada debido

adyacentes y compatibles de epitopos e IgE. Muchas
glicoproteinas contienen un unico determinante carbohidratado
con reactividad cruzada capaz de fijar IgE, por lo que no seria
posible el efecto de puenteo de dos moléculas de IgE acopladas

a la membrana celular necesario para inducir la liberacion de L
mediadores por parte de mastocitos y basoéfilos (Figura 6.2). En e
consecuencia, los resultados diagndsticos derivados de la reactividad CCD deben ser
clasificados como falsos positivos en los andlisis in vitro de la IgE especifica y su

escasa (Si es que la hay) relevancia clinica. (Fétisch K, 1999) (Van Ree R, 2002)
(Malandain H, 2004) (Malandain H, 2005) (Malandain H, 2007) (Mari A, 2008)

(Altman F, 2007)
Como solucion a este problema se ha propuesto varias opciones (Altman, 2016):

1. Testin vivo, tales como el SPT o la prueba de provocacion con alimentos

controlada con placebo.

2. Pruebas in vitro tales como el test de activacion de baséfilos, que no se ve
afectada por CCD.

3. Uso de alérgenos recombinantes.

4. Ensayos in vitro con inhibicién competitiva con un inhibidor CCD especifico
(Péris-Kohler A, 2000).

Como hemos comentado antes y al respecto, la guia de Alergia Molecular de la EAACI

(Matricardi, 2016) se propone la determinacion de la bromelina (Ana ¢ 2) o el N-glicano
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purificado de la bromelina, MUXF3, en el caso de la reactividad de IgE a polen de
multiples &rboles, para descartar la posibilidad de reactividad a CCD. Al hacerlo
nosotros en 17 pacientes con estas caracteristicas solo obtuvimos una positividad a
MUXF3 en un paciente con un valor alto (17.20 KU/L) pero también con valores altos a

Cup a 1: 45,2 KU/L que no dejan duda en el diagndstico de alérgico a cupresaceas.

No pensamos que los resultados de nuestro estudio se vean interferidos por los CCD por

varias razones:

1. En laeleccion se pacientes se ha recogido pacientes con clinica de polinosis en
los meses de polinizacion de las cupresaceas, sabiendo que los CCD no tiene

clara relevancia clinica en la alergia al polen.

2. El otro criterio de inclusion era la positividad de prick test a C arizonica y/o C

sempervirens, teniendo en cuanta que los CCD no interfieren en las SPT.

3. Teniendo en cuenta la premisa que los CCD actuarian como panalérgenos y que
seria mas frecuente su interferencia en los resultados de las pruebas en pacientes
polisensibilizados, cuando hemos analizado los CCD a través de MUXF3 en este
grupo los resultados han sido negativos salvo en el paciente anteriormente

descrito.

Por lo tanto, los criterios de eleccidn de nuestros pacientes nos ofrecen una muestra
adecuada sin interferencias de los CCD a pesar que estemos analizando un alérgeno

nativo

Ademas, recientemente Shahaly y col (2017) han descrito que la poligalacturonidasa
Cup s 2 podria asociarse con la mayor prevalencia de reactividad de IgE a los extractos
de polen de ciprés debido a la interferencia de CCD. Podria interpretarse que la

interferencia de CCD la provocan las poligalacturonasas y no las pectatoliasas.
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7 CONCLUSIONES
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Los resultados de la presente tesis permiten concluir que

1. Enrelacion a la polinizacion del taxon Cupressaceae/Taxodiaceae el inicio de la
polinizacion suele ser en enero. El resto de los resultados son diferentes
dependiendo del afio. El final es muy variable, incluso alargandose hasta el
verano, posiblemente debido a las polinizaciones de Juniperus muy abundantes
en nuestra zona. La duracioén puede ser muy amplia, entre 54 y 262 segun los
afos, aunque graficamente se aprecia que la mayoria de los recuentos es entre
enero y final de marzo. Es variable también la fecha del dia y su valor pico, casi
todos entre los meses de enero a marzo. Todos estos datos es probable que estén

influenciados por condiciones climaticas.

2. Encontramos una gran uniformidad en la polinizacion del taxon Poaceae. El
inicio de la polinizacion suele ser en la primera quincena de mayo. El final a
mediados y segunda quincena de Julio. La duracién es de un promedio de 61

dias. Es variable la fecha del dia y su valor pico.

3. Los periodos principales de polinizacion de los taxones
Cupressaceae/Taxodiaceae y Poaceae estan separado salvo en el final de
Cupressaceae/Taxodiaceae que se solapa alglin afio con la polinizacion de
gramineas, aunque con escasos recuentos de polen. Con los resultados de los dos

taxones podemos diferenciar ambas polinizaciones.

4. Pensamos que las sensibilizaciones a oledceas, Plantago y Platanus son debidas
a una cosensibilizacion o reactividad cruzada entre ellos, que por las
caracteristicas aerobiologicas de nuestra area (periodo de polinizacion y cantidad
en recuentos de polen atmosférico) no interfiere en los resultados de nuestro

trabajo.
5. Nuestros pacientes alérgicos a cupresaceas estan sensibilizados a Cup a 1

independientemente que lo puedan a otros alérgenos de este polen. Los valores

de IgE para Cup a 1 son mayores que para el extracto completo. 2 pacientes
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positivos para Cup a 1 fueron negativos al extracto completa lo que nos hace

pensar que la totalidad de su sensibilizacién era a Cup a 1.

Hemos validado al alérgeno nativo de C arizonica nCup a 1 como marcador de
alergia a cupresaceas en nuestra poblacion, como herramienta para incluirlo en
futuros algoritmos diagnosticos orientados hacia la eleccion de los tratamientos
adecuados, principalmente hacia la inmunoterapia, y asi aplicar los principios de
la medicina de precision en nuestros pacientes alérgicos. Con esto nos evitamos

lo problemas que surgen al usar extractos completos.

Partiendo de la premisa que los CCD no interfieren en las pruebas in vivo (SPT
en nuestro trabajo) y que tienen escasa relevancia clinica, seguimos las
recomendaciones de la guia de alergia molecular de la EAACI sobre analizar los
CCD, con la determinacion de MUFX3 en pacientes con polisensibilizaciones a
polenes de arboles. Obteniendo solo positividad en un paciente que presentaba
altos niveles en Cup a 1. La eleccion de nuestros pacientes ha sido la de una
muestra adecuada sin interferencias de los CCD a pesar que estemos analizando

un alérgeno nativo.

Los pacientes sensibilizados a polen de cupresaceas del estudio se caracterizaron
por presentar un debut tardio con predominio del sexo femenino. Todos tiene
sintomas nasales y casi todos asocian oculares. Hay un alto porcentaje de

asmaticos (36.5%) en comparacion con la polinosis de otros polenes de arboles.

En base a los resultados de las SPT y usando los componentes moleculares (Cup
al,Phlp 1 yPhlp5) obtenemos dos poblaciones clinicamente relevantes que
serian los alérgicos al polen de cupresdceas monosensibilizados y los
cosensibilizados a polen de gramineas. El 41% estaba monosensibilizados a
cupresdaceas, lo cual es un porcentaje muy alto en comparacion a las series
comentadas anteriormente y que se puede explicar por las caracteristicas de la

poblacion incluida: alérgicos a cupresaceas.
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10. En relacion a las sensibilizaciones a alérgenos de reactividad cruzada profilina,
polcalcina y LTP, encontramos que:
a. Los monosensibilizados a cupresaceas no lo estan a profilina ni a LTP.
b. En relacion a la polcalcina, encontramos un 11.6 % en SPT y un 9.6%
del total de pacientes sensibilizados a Phl p7 incluyendo

monosensibilizados
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO:

Aplicacion y utilidad del diagnéstico basado en componentes moleculares en pacientes
alérgicos a polen de cupresaceas

INVESTIGADOR:

Dr. Pedro Carretero Anibarro

CENTRO:

Servicio de Alergologia. Hospital Universitario de Burgos

INTRODUCCION
Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le
invita a participar.
Este proyecto ha sido revisado por el Comité Etico del Hospital Universitario de Burgos

PARTICIPACION VOLUNTARIA
Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar o cambiar su decision y retirar su consentimiento en cualquier momento, sin
que por ello se altere la relacién con su médico ni se produzca perjuicio alguno en sus
cuidados médicos

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO
Este proyecto de investigacion se desarrollara en el Servicio de Alergologia del Hospital
Universitario de Burgos y su objetivo es mejorar el diagnostico de pacientes alérgicos a
polen de cupresaceas.
Su participacion en el ensayo implica la realizacion de pruebas diagndsticas de rutina, es
decir, procedimientos utilizados en la practica clinica habitual. Estas pruebas
diagnosticas incluyen la prueba de puncion cutanea de alérgenos y una extraccion de
sangre. También se recogeran algunos datos de su historia clinica como datos
demogréficos, otras alergias o antecedentes personales. Usted podra tener acceso a los
resultados de las pruebas una vez estén analizadas

CONFIDENCIALIDAD
La informacién suya que se incluya en el proyecto se tratard siempre de forma
confidencial y los datos seran siempre tratados de manera anénima, no incluyendo
ninguna informacion que permita su identificacion. De esta forma, el acceso a su

informacion personal quedara restringido al personal médico que le trate, al Comité
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Etico de Investigacion Clinica y a las autoridades competentes que pudieran solicitar
dicho acceso. En todo caso, estaran sometidos al deber de secreto inherente a su
profesion Si usted acepta participar en este proyecto, debera firmar un consentimiento
informado para autorizar que parte de sus datos clinicos puedan ser incluidos en una

base de datos para su analisis

184



CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: Aplicacion y utilidad del diagndstico basado en componentes

moleculares en pacientes alérgicos a polen de cupresaceas

Yo (Nombre y apellidos).........cccveeeeveennee

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado

He podido hacer preguntas sobre el estudio

He recibido suficiente informacion sobre el estudio

He hablado con el Dr. PEDRO CARRETERO ANIBARRO

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1) Cuando quiera

2) Sin tener que dar explicaciones

3) Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento
para el acceso yutilizacion de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de
informacion.

Accedo a que las muestras de sangre para el estudio puedan ser utilizadas en el futuro

para nuevos analisisrelacionados con la enfermedad (quedando excluidos los analisis

genéticos)

Firma del paciente: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:

Fecha: Fecha:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
SUBROGADO A MENORES

TITULO DEL ESTUDIO: Aplicacion y utilidad del diagndstico basado en componentes

moleculares en pacientes alérgicos a polen de cupresaceas

Yo (Nombre apellidos).......cccceeeeeeerciieeniieeeiieeiens NIF.......c..ooiil. en calidad de
........................... (Relacion con el participante) de................... (Nombre y apellidos del
participante)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado

He podido hacer preguntas sobre el estudio

He recibido suficiente informacion sobre el estudio

He hablado con el Dr. PEDRO CARRETERO ANIBARRO

Comprendo que su participacion es voluntaria.

Comprendo que puede retirarse del estudio:

1) Cuando quiera

2) Sin tener que dar explicaciones

3) Sin que esto repercuta en los cuidados médicos.

Ha expresado libremente su conformidad para participar en el estudio y da su
consentimiento para elacceso y utilizacion de sus datos en las condiciones detalladas en
la hoja de informacion.

Accedo a que las muestras de sangre para el estudio puedan ser utilizadas en el futuro

para nuevos analisisrelacionados con la enfermedad (quedando excluidos los analisis

genéticos)

Firma del representante legal: Firma del investigador:
Nombre: del representante legal Nombre:

Fecha: Fecha:
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