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ABREVIATURAS

A.deflexus: Amarantus deflexus

A. fumigatus: Aspergillus fumigatus

A. halimus: Atriplex halimus

A. latifolia: Atriplex latifolia

A. muricatus: Amarantus muricatus

A. patula: Atriplex patula

A. tenuis: Alternaria tenuis

ARIA: Allergic Rhinitis and Its Impact on Asthma
CPA: Células presentadoras de antigeno

C.album: Chenopodium album

C. dactylon: Cynodom dactylon

C. murale: Chenopodium murale

C. sempervirens: Cupressus sempervirens
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BSA: Albumina de suero bovino

B.scoparia: Bassia scoparia
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FEV1: Volumen espiratorio forzado en el primer segundo
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FENo: Determinacidn de oxido nitrico exhalado

FVC: Capacidad vital forzada

GINA: The Global Initiative on Asthma

GM-CSF: Factor estimulador de granulocitos y macrdéfagos
HLA: Antigeno mayor de histocompatibilidad

IACS: Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud

IL: Interleucinas

IPG: tiras de gradiente isoeléctrico proteico

K/Da: kilodalton

KU/L: kilo unidades litro

L. destructor: Lepidoglyphus destructor

PBS: tampdn fosfato salino (del Inglés: saline buffer phosphate)
PME: Pectin metil esterasa

Ppb: partes por billon

Ppm: partes por millén

Rpm: revoluciones por minuto

PVDF: difluoruro de polivinilo

S. kali: Salsola kali

SDS: gel de dodecil sulfato sddico

SEAIC: Sociedad Espanola de Alergologia e Inmunologia Clinica
SPRINT: Estudio de la calidad de vida en pacientes con rino-conjuntivitis
S. oppositifolia: Salsola oppositifolia

S. vermiculata: Salsola vermiculata

SEPAR: Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica
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PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida (del Ingés PolyAcrilamida Gel
Electrophoresis)

P. acerifolia: Platanus acerifolia

P. judaica: Parietaria judaica

P. pratense: Phleum pratense

PI: Punto Isoeléctrico

PK: transferencia pasiva del suero

O. europeae: Olea europaea

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

RAST: Radioallergoabsorbent test (prueba de deteccién de anticuerpos IgE)
V: voltaje

W: trabajo
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La desertizacion es cada dia mas importante en nuestro pais y en concreto en
nuestra comunidad, Aragdn, donde la cuarta parte del suelo estd afectado por procesos
de desertificacion de caracter alto o muy alto, segin datos del Ministerio de Medio
Ambientel. EI 28,66% de la superficie de la comunidad, es decir, 13.676 kilémetros
cuadrados, el equivalente del territorio que ocupa la provincia de Teruel, se encuentra
en esta situacion. El nivel de desertizacién de Aragdén Unicamente es superado por
Andalucia (con una afectacién del 58,46% de su suelo), Canarias (88,47%), Castilla-La
Mancha (43,68%), Cataluiia (41,88%), Murcia (99,09%) y Valencia (93,04%). La provincia
de Zaragoza es una de las zonas mads afectadas junto con la de Teruel. La aparicién de
estas dreas cada vez mas extensas, el cambio climatico y la sequia, favorece el
crecimiento y la expansion de plantas que crecen en suelos en transformacién como son

las Chenopodiaceae/Amaranthaceae.

La sensibilizacidn IgE  mediada frente a la familia de las
Chenopodiaceae/Amaranthaceae es una causa frecuente de alergia respiratoria en
algunas regiones de Europa, Norte América, Australia, drea Mediterrdnea y paises
Arabes’. En Espafia se encuentran en el area centro peninsular con dos zonas
predominantes el valle del Ebro y el area de confluencia entre Almeria, Albacete y

Murcia, que son areas semidesérticas con una pluviosidad inferior a 300 litros anuales.

En los ultimos afios se han estado realizando diferentes estudios en la poblacién
de Zaragoza para valorar la sintomatologia de los pacientes alérgicos a este polen, y el
desarrollo de un tratamiento a través de inmunoterapia especifica eficaz y seguras. En
estos estudios se ha venido observando que pacientes monosensibles a polen de

Chenopodidceas presentaban un decalaje entre la sintomatologia y la concentracion de

17



este polen, encontrandonos sobre todo las méximas concentraciones de polen en los
meses de julio y agosto, mientras que muchos de los pacientes refieren sintomas desde

mayo hasta octubre®.

En la actualidad existen pocos estudios acerca de la relevancia clinica y
alergénica de las diferentes especies de Chenopodiaceae/Amaranthaceae, disponiendo
Unicamente de polen de C. album vy S. kali en el diagndstico y tratamiento habitual de los
pacientes. Ademas la imposibilidad de diferenciar a microscopia éptica los diferentes
polenes de estas especies, hacen todavia mas dificil el estudio de estas plantas y su

relevancia clinica.

El objetivo de nuestro estudio es conocer las especies de
Chenopodiaceae/Amaranthaceae mas relevantes en el drea de Zaragoza, asi como hacer
un seguimiento de la floracidon de las especies seleccionadas, correlacionarlas con la
concentracion de polen ambiental y con la sintomatologia de pacientes monosensibles
durante 6 meses, a lo largo del afio 2007. Se llevara a cabo también un estudio in vitro

para valorar el perfil de alergenicidad de estas especies y su reactividad cruzada.
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1.1. Conceptos

El termino hipersensibilidad hace referencia a aquellas reacciones del sistema
inmunitario en las que la respuesta al inmundgeno ocasiona ademas, dafios a los tejidos
propios. Entre las causas habituales que desencadenan las reacciones de
hipersensibilidad se encuentran el fallo en el establecimiento de la autotolerancia y las
respuestas incontroladas o excesivas frente a antigenos extranos.

Las enfermedades asociadas a fendmenos de hipersensibilidad constituyen un
grupo heterogéneo. No obstante, suelen clasificarse en funcién del tipo de respuesta
inmune implicada y de la naturaleza de los mecanismos efectores que causan el dafio
tisular. Asi suelen distinguirse 4 tipos de hipersensibilidad (tabla 1) segun la clasificacion

de Coombs y Gell (1963)°.

TIPO NOMBRE MECANISMO Mediadores

| Inmediata IgE Mastocitos y mediadores
Il Citotdxica 1gG 6 IgM Opsonizacion, fagocitosis
lla Citotdxica 1gG 6 I1gM Citdlisis

llb Citotdxica 1gG 6 IgM Estimulacién indirecta

1] Inmunocomplejos lgG Complemento, leucocitos
IVa Retardada Linfocitos Th Citocinas

IVb Retardada Linfocitos Tc Citotoxicidad

Tabla 1: Tipos de reacciones de hipersensibilidad.
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La reaccién de hipersensibilidad tipo |, se produce cuando una respuesta de

anticuerpos, generalmente Igk, se dirige frente a un antigeno inocuo para un alto
porcentaje de la poblacién, como por ejemplo el polen, dcaros o el epitelio de animales.
En este tipo de reaccion, tras un primer contacto se produce IgE especifica como
respuesta al inmundgeno. Esta IgE especifica se fija a la membrana de mastocitos y
basofilos a través de receptores especificos de alta afinidad (FceRl). Una segunda
exposicién al alérgeno da lugar a la interaccidn de la IgE con el antigeno, produciéndose
la agregacion de los FceRl correspondientes, lo que provoca la activacién de mastocitos
y basdfilos y liberacion de los mediadores responsables de las manifestaciones clinicas.
Estos mediadores causan vasodilatacion con aumento de la permeabilidad vascular,
contraccion del musculo liso, agregacion de plaquetas, infiltrado inflamatorio de
eosindfilos, aumento de la secrecién de moco y estimulo de los nervios sensitivos. Estas
acciones, clinicamente se manifiestan segun el érgano en el actuen. En la piel producen
eritema, lesiones habonosas, angioedema y prurito; broncoespasmo y aumento de la
secrecidon de moco en los bronquios; rino-conjuntivitis en la via aérea superior y diarrea
y vomitos en el tracto digestivo.

La afectacidn sistémica o anafilaxia se produce cuando los mediadores actian de
forma generalizada afectando a mas de 2 érganos.

La produccién de IgE depende de su sintesis en las células B y estas a su vez de la
presentacion del antigeno especifico por parte de las células presentadoras de antigeno
(CPA) y la cooperacién que se produce entre las células B y células Th2. Ademas, la
produccién de IgE requiere la liberacidén de citocinas por parte de las células Th2, y en
particular de IL4. La IL4 induce a las células TCD4+ a diferenciarse en células Th2 e inhibe

el desarrollo de las células Thl. Una vez que las células Th2 son activadas, liberan
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diversas sefiales moleculares en las células B, que favorecen el cambio de isotipo a IgE®.
Localmente, la produccion de IgE primero sensibiliza a los mastocitos que hay en la zona
de contacto con el antigeno, después entra en el torrente sanguineo y se une a
receptores especificos de basdfilos circulantes y mastocitos de los tejidos (figura 1). La

IgE es capaz de unirse a los mastocitos y basofilos a través de su fragmento Fc, con alta

afinidad.
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Figura 1: Mecanismo de presentacion del antigeno a los linfocitos T.

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/d/d6/Lymphocyte activation-es.png/400px)

El contacto inicial del alérgeno con la mucosa, produce una serie de sucesos
antes de que se libere la IgE. La produccién de IgE por las células B depende de las
células presentadoras de antigeno (CPA) y la cooperacién entre células B y linfocitos Th.

La IgE tiene una estructura formada por dos cadenas pesadas, con cinco
dominios y dos cadenas ligeras (figura 2 y 3). La caracteristica mds relevante de la IgE es
su sensibilidad al calor y su capacidad de unirse a mastocitos y baséfilos por su receptor
de alta afinidad. Aunque la vida media de la IgE libre en suero es solo de unos pocos

dias, los mastocitos pueden quedar sensibilizados durante muchos meses debido a la
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union IgE- FceRI, que protege a la IgE de la digestion por las proteasas. Los niveles de IgE
se encuentran elevados en sujetos con alergia y muy elevados en infestaciones
parasitarias. La determinacién de IgE por si sola no predecird un estado de alergia, son
necesarios factores genéticos y ambientales que juegan un papel muy importante en la

expresion clinica de los sintomas.

Figura 2: Estructura de la inmunoglobulina IgE.

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/3/3b/Inmunoglobulina.png/320px

Inmunoglobulina.png)

.
"o,

K3

binding

Figura 3: Presenta dos cadenas pesadas con cinco

dominios y una ligera con dos. Dentro de estas se encuentran la regién variable y constante.

(http://patoral.umayor.cl/inmunodef/ap _inmuno/Imagel3.jpg).

Los alérgenos son antigenos de naturaleza proteica, que sensibilizan al
hospedador produciendo reacciones alérgicas. Las fuentes alergénicas son diversas e
incluyen dacaros del polvo, polen, esporas de hongos, epitelios de animales, drogas y

alimentos’, entre otras. Los verdaderos antigenos son en su mayoria proteinas o
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glicoproteinas de masa molecular en un rango de 5.000-50.000 Daltons, pero también
existen algunas moléculas fuera de este rango que han sido identificadas como

alérgenos activos®.

1.2. Taxonomia

Las Chenopodidceas y Amarantdceas son plantas que comparten caracteristicas
botdnicas y que presentan un polen indistinguible a microscopia éptica, motivo por el
cual se tratan habitualmente en la literatura de forma conjunta. Ambas pertenecen al
orden de los Caryophyllales, subclase Dicotyledonia, clase Magnolipsida y subdivision
Angiospermaeg .

El orden de las Caryophyllales posee mas de 8000 especies diferentes. Se
caracterizan por tener flores pequefas, un ovario unilocular con un rudimento seminal

en su base y fruto nuciforme.

1.2.1. Chenopodiaceae

La familia de las Chenopodiaceae incluye dos subfamilias: Chenopodioideae y

Spiroloboideae. A la primera de ellas pertenecen las plantas del género Chenopodium,

Bassia, Beta y Atriplex, entre otras. En la subfamilia Spiroloboideae destaca el género
Salsola (tabla 2).

En ella se integran mds de 100 géneros, con un total de 1500 especies, que se
distribuyen ampliamente por las zonas templadas y subtropicales del globo, ocupando
zonas ruderalizadas. Son muy resistentes a la sequia y crecen en suelos salinos y secos
(bordes de caminos, escombreras,...), por lo que encontramos en la bibliografia

numerosos estudios en areas desérticas como Kuwait, Arabia Saudita, Israel, Emiratos
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Arabes y Texas, asi como en el sur de Europa. En Espafia se encuentran distribuidas en el
area centro peninsular y levante.

Dentro de esta familia nos encontramos plantas de interés alergoldgico como
Chenopodium album, Salsola kali o Atriplex halimus, plantas que se utilizan en la
alimentacion como la espinaca (Spinacia oleraceae), la acelga (Beta vulgaris cicla) o la
remolacha (Beta vulgaris) y también plantas utilizadas en la ornamentacién como la
Bassia scoparia o Atriplex halimus. Muchas especies de Chenopodium y Salsola son
consideradas malas hierbas.

Las Chenopodidceas son plantas anemdfilas, es decir polinizan por el viento. En
cuanto al porte o aspecto general de la planta, pueden ser herbdceas o arbustivas, con
una duracion anual, es decir, nacen, se desarrollan florecen vy fructifican en el mismo
afio o pueden tener duracion perenne viviendo en este caso 3 6 mds afos. El indumento
o superficie puede ser carente de pelo (glabra), o bien glandular (pelos convertidos en
glandulas secretoras) o farinosas. La disposicion de las hojas en los tallos puede ser dos
hojas enfrentadas en cada nudo (opuestas) o pueden sucederse a lo largo del tallo sin
orden definido (alternas). La morfologia de las hojas es simple, es decir con una
extensidn continuada. La flor presenta una simetria en mas de 2 planos (actinomorfa) y

pueden ser hermafroditas o unisexuales.

25



Familia Subfamilia Género Especie
album
Chenopodium vulvaria
murale
Bassia hyssopifolia
scoparia
Chenopodioideae Sarcobatus vermiculatus
halimus
Chenopodiaceae patula
canescens
Atriplex polycarpa
lentiformis
wrightii
cofertifolia
Eurotia lanata
Suaeda maritima
Dondia sussrutescens
Allenrolfia occidentales
Axyris amaranthoides
Beta vulgaris
Spinacia oleracea
kali
Spiroloboideae Salsola vermiculata
oppositifolia
soda

Tabla 2: Clasificacién de algunas especies de la familia Chenopodiaceae de interés alergoldgico.

Se destacan en color las especies que se han utilizado en este trabajo.
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1.2.1.1C. album L.

Es el principal representante de la familia Chenopodiaceae desde el punto de
vista alergoldgico. Planta de duraciéon anual, de indumento glabro o farinoso. Es una
cizaifa de altura entre 20 y 120 cm, con hojas ovado-rémbicas las inferiores y medias,
dentadas o enteras, mientras que las superiores son mds estrechas ovado—-rémbicas,
lanceoladas o elipticas. Las flores son hermafroditas reunidas en glomérulos formando
inflorescencias espiciformes, con perianto de 5 sépalos soldados hasta la mitad,
aquillados y farinosos (figura 4). El androceo tiene 5 estambres, con filamentos de 1 a
1,2 mm y anteras de 0,4 mm, de color amarillo. El ovario presenta 2 estigmas filiformes.
Los aquenios son papilosos y las semillas tienen un didmetro de 1 a 1,4 mm
horizontales, lenticulares, negras, lisas o ligeramente reticuladas (figura 5). El periodo de
floracion corresponde a la época veraniega tardia, en general, de junio a octubre. Se le

conoce con el nombre comun de “cenizo blanco”*.

Figura 4: Imagen de C. album

(http://www.commanster.eu/commanster/Plants/Flowers/SpFlowers/Chenopodium.album2.jpg)
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Figura 5: Semillas, fruto, hoja y flor de C. album.

(http.//www.pfaf.orq/Admin/Plantimages/ChenopodiumAlbum.jpg)

Aparece en zonas ruderalizadas, bordes de caminos y cunetas, campos de
cultivo, jardines y huertas. Se puede encontrar en toda la peninsula. El grano de polen
de C. album, al igual que el de todas las Chenopodidceas es aislado, radioisomérico,
apolar y pantoporado. Es de pequefio tamafio, 22-28 micras, tiene un perimetro circular
y ondulado por la presencia de entre 50 y 70 poros con micropérculos que, en vision
polar le dan un aspecto de “pelota de golf” (figura 6). El grosor medio de la exina es de

1,8 micras y la intina es algo mas gruesa.

Figura 6: Grano de polen de Chenopodium album. Forma esferoidal, con poros en la exina (50-

70), y aspecto de “pelota de golf”. (http://www.bsienvis.nic.in/Polen/Chenopodium%20album.jpg)

Los estudios que hay sobre la alergenicidad de C. album en la literatura, son

compartidos con los de S. kali, debido a que en un primer momento se centraban en la
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familia Chenopodiaceae. La alergenicidad de C. album es menor que la de S. kali y por
tanto su interés reside en su reactividad cruzada. Los ultimos trabajos sobre C. album
son de Barderas y cols. en 2002 y 2004, y consisten en la caracterizacion y clonaje de 3
de sus alérgenos, Che a 1, como alérgeno mayoritario de C. album y homologo de Ole e
1** y Che a2 y Che a 3 !, panalergenos pertenecientes a la familia de las profilinas

polcalcinas.

1.2.1.2. C. vulvaria L.
C. vulvaria, comunmente conocido como “sardinero”, “vulvaria” o “blet pudent”.
Su nombre hace referencia a su olor fétido cuando se frota, debido a la trimetilamina
que desprende. Planta anual, de 10 a 60 cm, farinosa, postrada o ascendente, con hojas
romboidales, enteras o subenteras, no mas largas que el doble de su anchura. Flores con
5 tépalos, en glomérulos que se agrupan en paniculas cortas, terminales o axilares
(figura 7A y 7B). Semillas pardo-oscuras, horizontales en el fruto. Florece de junio a

noviembre. Crece en herbazales nitréfilos de bordes de caminos, campos de cultivos,

estercoleros, proximidades de establos y terrenos removidos.

Figura 7 (A y B): A.- Imagen de C. vulvaria

(http://www.maltawildplants.com/CHNP/Pics/CHNVU/CHNVU-Chenopodium vulvaria_t.jpg) B.-

Detalle de la flor (http://rafelin71.files.wordpress.com/2010/05/chenopodium vulvaria 10.jpg)
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1.2.1.3. C. murale L.

El epiteto latino “murale” significa muro o pared, y alude a que la planta suele
crecer en inmediaciones de muros o paredes, ademds de en cunetas, bordes de
caminos, campos abandonados, jardines, huertas, costas buitreras y querencias de
animales. El C. murale es una planta de 10 a 90 cm, erecta o ascendente, de ordinario
muy ramificada, verde olivacea, a veces amarillenta o tefiida de rojo, farinacea (figura
8A y 8B). Los tallos no son angulosos y sus hojas, dentadas irregularmente, son variables
de triangular a subromboidal, algo farinaceas de joven. Inflorescencia terminal o axilar,
compuesta por cimas con ramificaciones divaricadas, foliosas y glomérulos pequefios.
Las flores son hermafroditas o, a veces femeninas. Tiene 5 sépalos soldados en su mitad
inferior, con una quilla pronunciada cerca del apice y verde o rojiza en el dorso. Posee 5
estambres y 2 estigmas con un pericarpio con quillas prominentes, fuertemente
adherido. Las semillas de 1,2 a 1,4 mm de didmetro son todas horizontales, negras, de
contorno redondeado y poseen un margen con quilla aguda. Se la conoce también como

woa " ou

"cenizo comun", “cenizo negro”, “salao verde” o “pie de ganso”. Florece de mediados de

verano a otofo.

Figura 8 (Ay B): A.- Imagen de C. murale

(http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/chenopodiaceae/chenopodium-

murale/imagenes/rama.jpg). B.- Detalle de las hojas

(http://www.floradecanarias.com/imagenes/chenopodium murale.jpg).
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1.2.1.4. B. scoparia L.

La B. scoparia es una planta anual de hasta 150 cm, de tallo erecto y ramoso,
pelosa al menos en las ramas floridas. Sus hojas son linares o linear lanceolatadas,
enteras y planas, las basales generalmente trinervias y las superiores uninervias, todas
glabras o pelosas especialmente en el envés, con el margen glabro con cilios de hasta 35
mm, que son mas abundantes en la base. Los glomérulos contienen de 1-3 flores,
provistos de una bractea semejante a las hojas (figura 9B). Inflorescencia ramosa vy
paniculiforme. Piezas del perianto glabras, aunque pestaifosas en los margenes apicales.
Las flores hermafroditas presentan un ala dorsal triangular en la fructificacion, ovalada o
en forma de giba; sin embargo las flores masculinas tienen alas reducidas o inexistentes.
Contiene semillas de 1,6 x 1,2 mm, ovado-elipticas (figura 9A). Se cultiva como

”n u

ornamental. Se la conoce con el nombre comun de “albahaca larga”, “cefiiglo de jardin”,

”n u

“emperadores”, “mirabel” o “pinito de Cadiz”, entre otros. Florece de julio a diciembre.

Figura 9 (Ay B): A.- Detalle de B. scoparia floreciendo (http.//www.lygeum.es/wp-

content/uploads/2008/07/bassial.jpg). B.- Imagen en el campo

(http://www.maltawildplants.com/!qfx/Thumbs new/BSSSC-Bassia_scoparia t0.jpg)
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1.2.1.5. A. halimus L.

A. halimus, es un arbusto de hasta 2,5 m, ramoso desde la base con corteza
grisacea blanquecina y ramillas angulosas. Sus hojas son deltoideo-orbiculares de 10-30
x 5-20 mm y muy variables, atenuadas en la base y de corto peciolo, generalmente
obtusas (figura 10A). Presenta inflorescencia paniculiforme compacta y afila. Sus
bractéolas fructiferas alcanzan hasta 6-8 mm, de reniformes a suborbiculares, enteras o
dentadas, de obtusas a acutiusculas, con el dorso liso (figura 10B). Las semillas alcanzan
un didmetro de 0,9 a 1,1 mm, de forma orbicular, comprimida lateralmente. Habita en
suelos arcillosos, limosos o arenosos, pero siempre con un cierto grado de salinidad. Se
la conoce también como “orgaza”, “osagra”, “salobre blanco”, “sosa”, “sosera”,
“marisma”, “armuelle”, “salgada”,...

Se cultiva frecuentemente como planta ornamental por el vistoso aspecto
plateado de sus hojas, su resistencia a la sequia, a la intensa insolacién y a la salinidad.

En la peninsula desde la época arabe, se utiliza para formar setos por su resistencia a la

poda y también como planta forrajera. Florece a final del verano y principio del otofio.

Figura 10 (A y B): A.- Planta de A. halimus con sus hojas en tono plateado

(http://www.intersemillas.es/uploads/revegetacion/atriplex_halimus.jpg) y B.- detalle de la flor

(http://www.murciaregion.net/chenopodiaceae/fotos/atriplex _halimus flor.jpg)
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1.2.1.6. A. patula L.

Es una planta anual de hasta 120cm, glabra. Los tallos son generalmente erectos,
verdosos o blanquecinos (figura 11A). Presenta hojas subrémico lanceoladas, con base
cuneada que se acentula en peciolo, de I6bulos laterales dirigidos generalmente hacia el
apice foliar, nunca hacia la base. Inflorescencia paniculiforme, afila o con escasas hojas
basales (figura 11B). Las bractéolas fructiferas son herbdceas, sesiles, de hastado-
rombicas a subdeltoideo-lanceoladas, excepcionalmente tubuladas, cuneadas en la
base, con los margenes libres y el dorso liso o tuberculado. La semilla tiene 1,5 -2,9 mm
de didmetro, suborbicular, radicula lateral u oblicua. Aparece en terrenos removidos o
zonas ruderalizadas, en suelos salinos o no. Se la conoce también como “armuelle

silvestre”.

Figura 11 (A y B): A.- Imagen de la planta de A. patula.

(http://www.nawwal.org/~mrgoff/photojournal/2004/fallwin/pictures/09-09p5spearscale.jpg) B.-

Detalle de la hoja (http.//herbalfood.ru/wp-content/uploads/2011/07/lebeda-raskidistaya.jpg)
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1.2.1.7. S. kali L.

Pertenece a la subfamilia de las Spiroloboideae. Se le denomina también Salsola
pestifer o cardo ruso (Russian thistle), y es una maleza conocida comiunmente como
“capitana (Aragon)”, “barrilla espinosa”, “barrilla puntosa”, “rodadera”, “espantalobos
(Soria)”. S. kali es una hierba anual, de tallo erecto, de indumento glabro o hirsurto, con
pelos aracnoideos en las axilas de las hojas. Ramificada desde la base con tallos y ramas
con estrias purpureas o verdosas. Sus hojas son finas, de forma linear —subulada, rigidas
y terminan en una fina espina (figura 12A). Las flores tienen 5 sépalos, cuatro de ellos
libres. Las anteras miden 0,5 -1 mm vy las semillas de 2 a 2,5 mm (figura 12B). Los sépalos
de 2,5 a 4 mm, ovalados, agudos, mas o menos rigidos, con o sin nervio medio y acaban
en un cono mucronato, alado o aquillado transversalmente en la fructificacién. Su ovario
es subgloboso- lenticular. Los aquenios miden de 2 a 2,5 mm.

El nombre de Salsola procede del latin sallere, que significa salar, lo que hace
referencia a su alta tolerancia a vivir en suelos salinos. El nombre kali procede del arabe
qali que significa sosa, debido a que su ceniza se empleaba desde la época biblica para
elaboracién de jabdn por la alcalinidad de sus tejidos*? y fabricacién de vidrio.

Su habitat son suelos removidos o barbechos y arenas litorales, muy tipica de
suelos salinos y regiones semidesérticas. A finales de verano, la planta se seca y el tallo
se rompe a ras del suelo, convirtiéndose en una planta rodadora que es empujada por el
viento dispersando entre 20,000 y 50,000 semillas en su recorrido. Es frecuente verla
acumulada a miles en los barrancos y vallas de las autopistas. La polinizacion se realiza
entre los meses de junio a octubre, alcanzandose las mayores cotas durante el mes de

agostoy septiembreB.
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Figura 12 (Ay B): A.- Planta de S. kali en estado vegetativo

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/0/03/Salsola_kali_habito.jpg/250px-) B.-

Detalle del inicio de la polinizacién (http.//waste.ideal.es/fotos/salsolakali42.jpg)

Se caracteriza por tener un grano de polen de pequefio tamafio de 27 a 30
micras. El perimetro es subpoligonal y tiene un nimero de poros de aproximadamente
unos 35. Los poros estan delimitados por bandas de exina que subdividen la superficie
en zonas hexagonales y pentagonales. La exina de estos pdlenes tiene un téctum
continuo con microespiculas o pequeias granulaciones que cubren toda la superficie y
son visibles a microscopio (figura 13). El grosor medio de la exina es de mas de 2 micras,

siendo la intina mayor.

Figura 13: Forma esferoidal del polen de S. kali

(http://www.aqua.org.au/AQUA/Pollen/polen imaqges/qayler/14salsola kali.jpg)
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Desde el punto de vista inmunoldgico, S. kali posee antigenos propios que no
estdn en ninguna otra especie. El primer trabajo que se realizd para estudiar alérgenos
de esta planta, fue llevado a cabo por Shafiee en 1981. Se aislaron dos glicoproteinas de
un peso molecular de 39 y 42 KDa, posteriormente se comprobd que eran isoformas de
la misma proteina y se denominaron Sal p1 siguiendo la nomenclatura para alérgenos™.
A partir de aqui se han realizado diferentes estudios de caracterizacion de alérgenos,
observandose hasta 28 bandas en el extracto de S. Kali*®>, habiéndose identificado y
caracterizado hasta la fecha 5 alérgenos.

Sal k1 fue el primer alérgeno identificado, pertenece a la familia de las pectin

18, 44, siendo

metil esterasa y puede ser considerado el alérgeno mayoritario de S. kali
responsable del 80% de los casos de sensibilizacidon frente a S. kali. Mds recientemente
han sido descritos otros 4 alérgenos mas; un homologo de la proteinquinasa
denominado como Sal k2 que es una proteina de 36 KDa; Sal k3 a través de la fraccion
de una proteina de 85 KDa (39 KDa+45 KDa), identificando a la primera de ellas como
un fragmento de la cobalamino-independiente-metionin sintasa®’; Sal k4 con sus dos
isoformas perteneciendo al grupo de las profilinas de 14 KDa de peso molecular® y Sal

K5 de 18 KDa como un homologo de Ole e1*°.
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1.2.1.8. S. vermiculata L.

S. vermiculata, es un subarbusto de hasta 1 metro, muy irregularmente
ramificado. Pelos de tamafio desigual, denticulados, dispuestos con intensidad irregular.
Hojas alternas de hasta 12 mm, lineares, semicilindricas dilatadas en la base con
braquiblastos en las axilas (figura 14A y 14B). Se la conoce como “barrilla”, “carambillo”,
“sisallo”, “hierba de cristal”, “sosa blanca”,... Forma parte de las comunidades de
matorrales nitréfilos o halonitrofilos, es decir, que se asientan sobre los suelos ricos en
nitrogeno y sales debido a los excrementos del ganado o a los cultivos. Por eso se
pueden ver los sisallos en ribazos, parideras, zonas de paso de ganados y zonas
humanizadas en general, en comarcas calidas y con cierta aridez. Sus formaciones se

llaman “sisallares” y son tipicas de las zonas esteparias. Es una especie muy abundante

en el Valle del Ebro.

Figura 14 (A y B): A.- Imagen de S. vermiculata

(http://www.floradecanarias.com/imagenes/salsola_vermiculata.jpg) B.- Detalle de su flor

(http://www.floradecanarias.com/imagenes/salsola_vermiculata3.jpq)

1.2.1.9. S. oppositifolia L.
Arbusto de hasta 2,5 m, erecto, glabro, aunque de ordinario con escasos pelos
axilares. Ramas opuestas mds o menos blanquecinas. Tiene hojas de hasta 25mm,

opuestas, semicilindricas o subtrigonas, carnosas, sésiles, sin I6bulo basal. Las bracteas

37


http://www.floradecanarias.com/imagenes/salsola_vermiculata.jpg
http://www.floradecanarias.com/imagenes/salsola_vermiculata3.jpg

inferiores miden hasta 17 mm, subtrigonas, con margen escarioso en la base, similares a
las hojas, las superiores son mas pequenas y con margen escarioso. Sus flores en espiga
laxa, son solitarias en la axila de cada bractea (figura 15A). Presenta alas de periantio de
hasta 9 x 15 mm. Las anteras miden de 1,5 a 2,2 mm (figura 15B). Sus semillas son
horizontales. También se la conoce como “zagua”, “barrilla zagua”, “sosa” o “salado

negro”. Florece desde mayo a octubre y cuando el invierno es bueno casi todo el ano.

Figura 15 (A y B): A.- S. oppositifolia en flor

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/e/e0/Salsola_oppositifolia.JPG/250px- ). B.-

Detalle de una rama con sus estambres y sacos rellenos de polen

(http://t3.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcRLkQhRktjzzjpsIDVYeku6R8bXt4-)

1.2.2. Amaranthaceae

La familia de las Amaranthaceae comprende 65 géneros con 900 especies
diferentes. Algunas especies se cultivan por su interés ornamental como el Amaranthus
caudatus por sus inflorescencias rojas y péndulas, y otras se utilizan en la alimentacién
como Amarathus gageticus (tampala) con hojas de gran tamafio y comestibles. Las
semillas de amaranto fueron usadas por los pueblos aztecas como alimento y para

adornar figuras rituales; y en la Norteamérica precolombina se usaba el Amaranthus
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retroflexus para fabricar harina y bebidas calientes. En la actualidad la planta continua
cultivandose después de un largo periodo de abandono y es muy apreciada por sus
propiedades nutricionales, ademas posee la particularidad de no contener gluten. El
amaranto es muy resistente a los climas frios y secos, y crece en suelos muy pobres.
China es uno de los mayores productores de amaranto.

De la familia de las Amaranthaceae hemos escogido dos, el Amaranthus deflexus

y Amaranthus muricatus, al ser las mas representativas en el habitat de Aragén®.

1.2.2.1. A.deflexus L.

El A. deflexus es una planta de 30 a 70cm de altura, originaria de América del Sur.
Tiene ramas postradas con pequefias hojas triangulares y forma unas espigas mds o
menos en la parte superior de la planta (figura 16). Se diferencia de los otros
Amaranthus por su pequeiia medida, aunque es una hierba perenne. Como todas las
especies del género, vive en lugares muy alterados, incluso urbanos. Florece de mayo a

noviembre.

Figura 16: Detalle de A. deflexus

(http://t1.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcTIFjQUVt dG7CDezDpDmM6FQSsvWvecvAix7y1A3bsKa6D)
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1.2.2.2. A. muricatus L.

El A. muricatus es también una especie originaria de América del Sur. Se la
conoce también con el nombre de “yerba meona”, “paiquillo” o “ataco”.

Se trata de una planta hemicriptéfita glabra, con tallos postrados o ascendentes.
Las hojas son lineal-lanceoladas de apice redondeado y mucronato con base cuneada y
atenuada en peciolo de 1-2 cm de largo (figura 17A). Las flores son monoicas en espigas
terminales simples o ramificadas y glomérulos axilares. Las bracteas son agudas y
mucronadas. Las flores tienen 4-5 pétalos de unos 2 mm de largo; las masculinas con
tépalos lanceolados y tres estambres; las femeninas con tépalos espatulado-lineales
(figura 17B). La semilla es lenticular. Su infusidon es usada como diurético, laxante,

emoliente y en cataplasma para hacer supurar las infecciones de la piel. Florece de junio

a noviembre.

Figura 17 (Ay B): A.- Imagen de A. muricatus

(http://www.floradecanarias.com/imagenes/amaranthus_muricatus.jpg) B.- Detalle de la rama en flor

(http://www.conabio.qob.mx/malezasdemexico/amaranthaceae/amaranthus-

muricatus/imagenes/rama.jpq)
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1.3. Aerobiologia
1.3.1. Morfologia del polen y polinizacién

Las Chenopodiaceae y Amaranthaceae son plantas anemdfilas, es decir que
polinizan por el viento y son considerados como causantes de alergia respiratoria. La
época de polinizacidn de esta familia es bastante amplia, y se extiende de los meses de
Junio hasta Octubre, aunque depende también del clima donde se encuentran.

El polen de las Chenopodiaceae es indistinguible a la vision optica del de las
Amaranthaceae con las técnicas habituales de microcopia éptica; por ello se tratan
habitualmente de forma conjunta. Morfolégicamente es un polen de forma esfenoidal,
con un tamafio pequefio-mediano (10-28 um). Tiene numerosos poros repartidos por
toda la superficie (poliplantoporado) dandole una imagen de “pelota de golf”. El nimero
de poros varia desde 15 en la H. thamnoides, hasta 80-90 que tiene la B. scoparia y la S.
oleracea. Los poros estan delimitados por bandas de exina que subdividen la superficie
en zonas hexagonales y pentagonales. La exina tiene un tectum continuo con
microespiculas o pequefias granulaciones que cubren toda la superficie y son visibles a
microscopio. El grosor medio de la exina es de 1,8 um, en el C. album y algo mas grueso

en la S. kali, de aspecto ondulado y con granulaciones finas.
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Figura  18: Estructuras de un grano de polen a microscopio electrdnico

(http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema22/images22/polenMET. gif)

En el polen de las Chenopodiaceae la sexina es aproximadamente tan gruesa

como la nexina y presenta un téctum completo con columelas gruesas y numerosas
sobre una base muy delgada.

En el polen de las Amaranthaceae la sexina es mds gruesa que la nexina, con un

téctum completo e infratéctum con columelas poco patentes®’.

Los pdlenes de la familia de las Chenopodiaceae son considerados como
causantes de alergia respiratoria ya desde 1933 por Lamson y Watry*® quienes
describieron los primeros casos de alergia a dichos pélenes en Arizona.

En la costa oeste de Estados Unidos los picos principales de pélenes se recogen
en otofio y suponen un 14,8% del total de polen capturadolg. En el oeste y centro de
Estados Unidos, las Chenopodiaceae constituyen entre el 14 y el 60% de total de
péleneszo, alcanzando picos semanales de hasta 62 granos/m3 de media. En el norte y
este de USA’ y en Europa los indices atmosféricos de estos pdlenes son menores: en el
area mediterranea suponen entre el 1 y el 9% del total de pdlenes en Montpellier

(Francia) y alrededor del 7% en Cerdefa (Italia)®.
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En el norte de Africa se han descrito concentraciones 20 veces mayores que en la
zona mediterranea de Europa. En Kuwait el polen de de Chenopodiaceae es el mas
comun en los recuentos atmosféricos, con picos entre septiembre y octubre y son causa
importante de rinitis y asma®’. En Croacia esta familia aparece en zonas rurales al este y
sur de Zagreb y el pico de polinizacién se da entre junio y septiembre?.

En Espafia nos encontramos que el polen de Chenopodiaceae/Amaranthaceae
representa un papel importante en la patologia respiratoria alérgica en areas como
Elche, Toledo, Logrofio, Ciudad real, Malaga, Sevilla o Zaragoza**. Un estudio realizado
en la zona suroeste mediterrdnea, reveld que estas familias se encontraban polinizando
de abril a agosto con una variacién de 40 a 100 granos/m3 y con un maximo en su
concentracién entre las 10-17 horas del dia®.

En las gréficas (figura 19 y 20) se muestran los recuentos de podlenes de las
Chenopodiaceae/Amaranthaceae en Espaiia a lo largo del afio 2007 y 2008. Se observa
las zonas predominantes (estaciones) donde hay mayor cantidad de estos pdlenes, que
coincide con dreas secas como Toledo, Zaragoza, Logroino y Sevilla con algunas
diferencias de un afio a otro. No se obtienen practicamente recuentos en la zona norte
de la peninsula como, San Sebastian, Pamplona, Gijon o Bilbao. Existen ademas varias
regiones en las que este polen es prevalente como los Monegros (Aragdén) y zonas

P . 2
desérticas de Alicante®®.
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Figura 19: Recuento total de pélenes de Chenopodiaceae/Amaranthaceae en Espafia en 2007.
Comité aerobiologia SEAIC. El grifico representa por ciudades (estaciones) el recuento atmosférico de

polen total de Chenopodiaceae/Amaranthaceae anual (www.polenes.com).
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Figura 20: Recuento total de pélenes de Chenopodiaceae/Amaranthaceae en Espafia en 2008.

Comité aerobiologia SEAIC (www.polenes.com).

En Elche y Toledo es la primera causa de sensibilizacién a polen. En Elche, se
encontrdé un porcentaje de pruebas cutaneas positivas de un 51% en pacientes con

rinitis/asma bronquial vistos en la consulta de alergia, mientras que en Toledo se
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observo un porcentaje de 92,21% para C. album y de 68,83% para S. kali en pacientes
polinicos. En Logrofio, C. album constituye la segunda causa de sensibilizacién a pélenes
con un 71% de pruebas cutaneas positivas en pacientes con rinitis/asma estacional. Este
porcentaje es algo menor en Ciudad Real 51% y Zaragoza 42%, donde C. album es la
tercera fuente de sensibilizacién a polen®’.

Las concentraciones de polen aerotransportado nunca alcanzan valores altos, y
por ello fue puesto en duda como productor de patologia alérgica, sin embargo,
actualmente diversos estudios han puesto de manifiesto su capacidad para producir
patologia alérgica, y se considera que puede provocar sintomas en los pacientes

sensibles con concentraciones muy bajas, a partir de 10 -15 granos/m 6 28

. Dada la gran
resistencia a la sequia de estas plantas, se ha observado que los recuentos de polen
aumentan en afos secos.

Las Chenopodiaceae/Amaranthaceae presentan un amplio periodo de floracion
gue corresponde a la época veraniega tardia, de junio a octubre, aunque en nuestro pais
los picos de polinizacién son habitualmente en agosto y septiembre. Si observamos la
figura 21 se puede ver la época de polinizacion de ambas familias en Zaragoza en el ano
2007 que comienza en Abril y termina en Octubre, con un pico en Septiembre de 75
granos/m?>, que presenta el maximo de granos de polen por metro cubico en ese afio.
Durante el afio 2008 se observan tres picos importantes de polen en julio, agosto y
septiembre de hasta 57 granos/m? (figura 22).

La mayoria de las especies presenta una tipica polinizacién en verano. Los

pdlenes que aparecen en primavera parecen venir de zonas salinizadas, mientras que las

zonas ruderalizadas contribuyen a los picos mas tardios™®.
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Figura 21: Recuento de poélenes de Chenopodiaceae/Amaranthaceae en Zaragoza en 2007.
Comité aerobiologia. SEAIC. Se observa un pico de polinizacion en septiembre de unos 75 granos/m3

(www.polenes.com).
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Figura 22: Recuento de poélenes de Chenopodiaceae/Amaranthaceae en Zaragoza en 2008.
Comité aerobiologia. SEAIC. Se observa la polinizacién mas tardia y varios picos de polinizacién en julio,

agosto y septiembre de hasta 57 granos/m3 (www.polenes.com).

Se han realizado diversos estudios donde se ha puesto de manifestd la
importancia clinica del polen de Chenopodiaceae y algunas caracteristicas propias. Se ha

observado que hasta el 50% de los pacientes sensibilizados presentan sintomas desde
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marzo a septiembre segin un estudio realizado en Cérdoba®® y en cuanto a las
manifestaciones clinicas la rino-conjuntivitis fue la mas frecuente en el grupo de
pacientes sensibles a Chenopodiaceae.

En otro estudio realizado en Zaragoza, comparando 804 pacientes sensibles a
Chenopodiaceae frente a 2867 sensibles a Gramineas se encontré diferencias respecto
al sexo, mas frecuente mujeres en el grupo sensible a Chenopodidceas 60% frente a
Gramineas 74%, con una media de edad mayor para Chenopodidceas 28 anos, frente a
24 afios de Graminea®®

Es muy importante a la hora de diagnosticar las posibles sensibilizaciones,
conocer el medio en el que nos encontramos para estudiar las principales plantas que
habitan. A la hora de realizar este trabajo se ha tenido muy en cuenta este aspecto, y se
ha realizado un detallado andlisis del terreno y de las plantas, asi como la orientacidn
del viento del valle del Ebro. De esta forma y de acuerdo con un experto en botdanica se
decidié estudiar 11 especies de Chenopodiaceae/Amaranthaceae (C. album, C. vulvaria,
C. murale, A. patula, A. haliums, B. scoparia, S. kali, S. vermiculata, S. oppositifolia, A.

. , s 4
deflexus y A. muricatus) como las mas relevantes en el drea de Zaragoza **®°.
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1.4. Alérgenos en Chenopodiaceae

En 1981, Shafiee y cols®® aislaron en el polen de S. Kali, por cromatografia de
intercambio idnico e isoelectroforesis, dos glicoproteinas (RT1y RT2) de 39 kDa y 42 kDa,
respectivamente, pero con la misma composicién de aminoacidos.

Lombardero y cols>’ observaron bandas que fijaban IgE en el inmunoblotting de un
extracto de S. kali, una de ellas de 14 kDa y otra de 35 kDa. Estas dos bandas se
encontraban también en el extracto de C. album y B. vulgaris. No obstante, los patrones
de las Chenopodiaceae son diferentes, sugiriendo que los determinantes alergénicos
comunes estdn presentes en bandas proteicas con diferente peso molecular o punto
isoeléctrico.

En 1989, detectaron hasta 20 bandas que fijaban IgE e I1gG en otro inmunoblotting
de extracto de S. kali. El peso molecular de estos alérgenos se encontraba entre 12,2 y
85 kD con un punto isoeléctrico (Pl) entre 3,95y 7,7, presentando los pacientes alérgicos
diferentes bandas de reconocimiento de proteinas.

De la Hoz™ tras la separacion de los componentes proteicos de un extracto de S. kali
identificd 28 bandas diferentes de polipéptidos de pesos moleculares entre 106 kDa y
13,22 kDa. El patrdn de reconocimiento para IgE era heterogéneo; sin embargo un 64%
de pacientes presentaban fijacion de IgE frente a una banda con peso molecular de 54,4
kDa y un 44% de los pacientes frente a una banda de 36,6 kDa.

Wiirtzen et al **, detectaron bandas proteicas de 15, 25 y 55 kDa.

En los ultimos afios, tres alérgenos de C. album (Che a1, Chea 2y Che a 3),5deS.
kali (Sal k1, Sal k2, Sal k3, Sal k4 y Sal k5) y uno para A. retroflexus (Ama r2) han sido
aislados y caracterizados. El grupo del departamento de Bioquimica y Biologia

Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Complutense de
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Madrid, aisl6 en 2001** el Che a 1, glicoproteina de 18,8 kDa y 143 residuos
aminoacidos, cuya secuencia muestra una identidad del 27-45% con Ole e 1. A pesar de
ello encuentran escasa reactividad cruzada in vitro entre los mismos, probablemente
debido a diferencias significativas en la secuencia polipeptidica®. Aunque la prevalencia
de Che a 1 varia dependiendo del area geogréfica, en practicamente todas las
poblaciones es considerado un alérgeno principal, atendiendo a su incidencia en la
poblacién alérgica que suele ser superior al 50%. Pero no cabe duda que ademds de una
alta prevalencia, para que el alérgeno sea realmente relevante es necesario que tenga
un titulo alto de IgE especifica. Esta potencia inmunoldégica suele ir asociada con el hecho
de ser proteinas mayoritarias en el contenido proteico de los extractos. En este caso,
Che a 1 en el extracto de Chenopodium se encuentra en muy baja concentracion a
diferencia de su homdlogo Ole e 1y los niveles de IgE dirigidas a esta proteina son muy
bajos luego podemos aventurar que Che a 1 es un alérgeno principal con capacidad
inmunogénica alta capaz de desencadenar la unién de IgE, pero con poca relevancia
clinica. Este mismo grupo, ha descrito y caracterizado posteriormente otros dos
alérgenos del polen de C. album, Che a 2 (profilina) y Che a 3 (polcalcina)®®* "** Chea 2 y
Che a 3 son panalérgenos con una prevalencia variable segun el drea geografica de la
gue proceden los pacientes, homodlogos a proteinas de origen vegetal. Las profilinas son
moléculas muy ubicuas encontradas en un gran numero de especies vegetales vy
animales. La profilina aislada a partir de Chenopodium es una proteina acida (Pl 5,2) que
posee una masa molecular de 12,6 a 15,2 kDa, lo que parece estar de acuerdo con su
caracter polimorfico. Che a 2 estd compuesto por una cadena polipeptidica de 131
residuos aminoacidicos. Che a 3 es una proteina que une calcio mediante dos sitios de

union. Es una proteina pequefia con un peso molecular aparente de 9,8 kDa y un punto
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isoeléctrico acido (Pl 4,4). Posee una cadena polipeptidica de 86 residuos, con una gran
similitud con proteinas homdlogas de otros pdlenes. Estos autores afirman que aunque
Che a 1 haya mostrado una alta prevalencia, los niveles de IgE especifica frente al mismo
son bajos, y en cambio los niveles de IgE especifica frente a Che a 2 y Che a 3 son los
principales anticuerpos contribuyentes a toda la alergenicidad de las proteinas de
Chenopodium™.

Posteriormente, Carnés y cols™. caracterizaron el alérgeno principal de S. kali,
inscrito en el banco de alérgenos con el nombre de Sal k 1. Es una proteina de 43 kDa y
no encontraron aparente homologia con otras proteinas del banco de alérgenos (tabla
3). Mas recientemente han sido descritos otros 4 alérgenos mas para el polen de S. kali.
Sal k2 fue identificada como un homologo de las protein quinasas, con un peso
molecular de 36 KDa y su relevancia alergénica esta todavia por demostrar’?. Sal k3, fue
identificada en 2011 por Assarehzadegan et al, a través de la fraccién del polen de S. kali,
identificando una proteina de 85 KDa, que se fracciono en 45 KDa que se identifico un
fragmento de la cobalamino-independiente-metionin sintasa y otra subunidad de 40
KDa*’. sal k4, forma parte del grupo de las profilinas y se caracterizo en 2004, clonando
dos isoformas, una de ellas con menor relevancia alergénica®. En el 2009, una proteina
homologo de Ole el fue detectado en el polen de S. kali y se denomino Sal k5,
presentando elevada reactividad cruzada con Che al, con una homologia del 68% con
Che a 1, pero solo del 32% con Ole e1*®, se considera alérgeno minoritario en el polen de
S. kali, presentando una frecuencia de sensibilizacion del 30-40% en poblacién

sensibilizada a S. kali en el centro y costa oeste de Espaiia.
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MW(SDS- Alérgeno

PAGE)

Especies | Alérgeno Nombre bioquimico

alimentario

Amaranthus retroflexus (Redroot pigweed)

Amar?2 Profilina 14 kDa No

Beta vulgaris (Sugar beet)

Betav1 Che a 1/0le e 1 homologos 17 kDa No

Betav2 Profilina, polen 14 kDa No

Chenopodium album (Pigweed)

Cheal Ole e 1 homologos 17 kDa No
Chea? Profilina 14 kDa No
Chea3 Polcalcina 10 kDa No

Salsola kali (Russian thistle)

Salk1 Pectin metillesterasa 43 kDa No

Salk2 Protein kinase homologos 36 kDa No

Salk 3 Cobalamin independent methionine 39445 kDa No
synthase

Salk 4 Profilina 14.4 kDa No

Salk 5 Ole e 1-like protein 18.2 kDa No

Tabla 3. Alérgenos descritos de Chenopodiaceae/amaranthaceae

(http://www.allergen.org/search.php ?TaxOrder=Caryophyllales)
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1.5. Reactividad cruzada entre Chenopodiaceae y Amaranthaceae

Todas las especies de las familias Chenopodiaceae y Amaranthaceae, presentan
alérgenos comunes, pero existen también alérgenos propios de cada especie. Los mas
estudiados han sido el polen de S. kali, C. album y A. retroflexus.

En 1931 Lamson, utilizando pruebas cutdneas, observd una importante
reactividad cruzada entre A. retroflexus y pblenes de varias especies de
Chenopodiaceae40. Sellers y cols. en 1932 demostraron, utilizando la técnica de
transferencia pasiva del suero (PK), que los extractos de S. kali y C. album poseen
alérgenos comunes con pdlenes de Amaranthaceae, pero que existen en estos ultimos
polenes, alérgenos que no se encuentran en los Chenopodiaceae“.

Weber® realizo pruebas cutdneas a 200 pacientes alérgicos, con polen de 9
especies de Chenopodiaceae de seis géneros y 3 especies de Amaranthaceae,
encontrando mayor asociacidon entre los pdlenes de S. kali y C. album. Mediante
inmunodifusién, observé que todas las especies tenian antigenos comunes, siendo los
mas similares los de S. kaliy C. album.

Lombardero y colaboradores estudiaron la reactividad cruzada de extractos de C.
album, A. latifolia, B. vulgaris, S. kali y A. retroflexus y encontraron que todos los
pacientes presentaban pruebas cutaneas positivas a todos los extractos, ademas,
mediante RAST inhibicion se demostréo que todos los extractos inhibian en alguna
medida la unién de IgE especifica al extracto de C. album, siendo S. kali el extracto mas
potente. En ese mismo estudio se identificaron alérgenos con pesos moleculares de 35y
14 KDa en los cuatro extractos estudiados™.

En 1995 Wiirtzen y cols. encontraron antigenos y alérgenos comunes en 4

especies de Chenopodiaceae (A. retroflexus, C. album, K. scoparia, y S. pestifer), con un
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alto grado de similitud entre C. album y S. pestifer debido a que los anticuerpos
reconocen la mayoria, sino todas las proteinas de los dos pélenes™.

Barderas y cols. en 2002 aislaron, secuenciaron y estudiaron las propiedades de
los alérgenos de C. album, Che a 2 (profilina), y Che a 3 (polcalcina), comprobando la
existencia de reactividad cruzada con los mismos alérgenos del olivo, Ole e 2 y Ole e 3'%.

En S. kali se han caracterizado 5 alérgenos importantes con peso moleculares de
43, 39, 36, 17 y 14 kDa>> ** mientras que para C. album y A. retroflexus se han
identificado alérgenos con pesos moleculares mas bajos de 14 y 35 kDa % 3*

La mayoria de los pacientes sensibilizados a polen de C. album vy S. kali reconocen
cualquiera de los alérgenos encontrados en C. album (Che a 1 y/o los panalergenos Che
a 2y Che a 3), y por lo tanto estos alérgenos explicarian la reactividad cruzada en estos

43, 31, 34

pacientes . Es decir, la sensibilizacién concomitante a S. Kali y C. album pondria

ser atribuida a la presencia de alérgenos homdlogos con similar secuencia proteica.

En otro trabajo realizado por el grupo de Barderas® y el departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Complutense de Madrid, basandose en un pequefio porcentaje de pacientes, del 10 al
30%, que unicamente estan sensibilizados al polen de S. kali, investigaron el alérgeno
especifico responsable de esta sensibilizacion exclusiva. Para ello aislaron, purificaron y
clonaron Sal k 1 y compararon la secuencia completa de aminoacidos de este alérgeno
con proteinas del banco de alérgenos, observando que este alérgeno pertenecia a la
familia de las pectin metilesterasa (PME); alérgeno ya descrito y caracterizado en 2003
por Carnes y colaboradores®®. Se observé que Sal k 1 es el alérgeno principal en estos
pacientes sensibilizados sélo a S. kali, convirtiéndolo en una herramienta util en estas

areas de poblacion. Por ultimo, parece que la presencia de Sal k1 es bastante ubicua en
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diversas especies de chenopodidceas®™. De este modo, se detecté la presencia de
proteinas antigénicamente similares a Sal k 1 en el extracto de polen de dos especies del
grupo de Amaranthaceae: Salicornia y Kochia. Mediante immunoblotting, se pueden
detectar en el polen de otras Amaranthaceae, proteinas similares que también
reaccionan con las Igk de pacientes alérgicos a S. kali.

En otro reciente estudio realizado por Ferrer y col. en la costa mediterranea se
establecio la reactividad cruzada entre tres especies de Salsola (S. oppositiifolia, S.
vermiculata, S. kali) y C. album. Se revelaron 4 bandas proteicas de 36, 43, 57 y 66 kDa
en las tres especies de Salsola y ademas se observo otra banda de aproximadamente 20
kDa solo presente en S. oppositifolia. Se confirmo la importancia en alergenicidad de
otras especies de Salsola, especialmente de S. oppositifolia, en esa area, que aunque
presenta elevada reactividad cruzada con las otras 3 especies, comparte mas similitudes

alergénicas con C. album que con S. kali*®.
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1.6. Estudio in vitro de las Chenopodiaceae/Amaranthaceae

Para poder identificar las proteinas causantes de una sensibilizacidn alérgica se
debe llevar a cabo la caracterizacién de alérgenos. Esta consiste en extraer proteinas de
la fuente, analizar la IgE especifica por inmunodeteccién e identificar las proteinas que
unen IgE47.

Los alérgenos del polen son proteinas solubles en agua o glicoproteinas de peso
molecular comprendido normalmente entre 10 y 70 KDa.

La caracterizacién de alérgenos se basa en obtener la maxima informacién de la
proteina del polen que nos interesa. El proceso de caracterizacién de un alérgeno
comprende varias etapas que van desde confirmar su alergenicidad, hasta definir su
estructura y funcién. Los enfoques y técnicas empleadas pueden variar, pero todas se
apoyan en inmunologia, bioquimica y biologia molecular (ver apartado 3.6.

“Caracterizacion de los extractos” de material y métodos).

1.7. Clasificacidon de la rinitis

Han surgido a lo largo de los afios distintas clasificaciones para la rinitis. La de
mayor trascendencia fue publicada por la Academia de Alergia Europea en 1994*® y
modificada en el afio 2000* y la redactada por autores americanos en 1998°°. La dltima
clasificacién fue realizada en 2001 por un grupo de expertos; es el documento Allergic
Rhinitis and its Impact on Asthma (ARIA) workshop Expert Panel®', en colaboracién con
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y cuya ultima actualizacion ha tenido lugar

. 2 s e pe .7 o .
recientemente>?. Esta Ultima clasificacién fue la utilizada en este trabajo.
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1.7.1. Documento ARIA (Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma)

Este documento clasifica la rinitis en intermitente y persistente, dependiendo de la
duracién y frecuencia de los sintomas (numero de dias por semana y numero de
semanas consecutivas al afio durante las cuales el paciente tiene sintomas) (figura 23). A
su vez la rinitis se clasifica en leve y moderada-grave en funcion de la intensidad de los

sintomas y su repercusion sobre la calidad de vida.

Intermitente Persistente

+ <=4 dias semana +=4 dijas semana

+0<4 semanas consecutivas *y =4 semanas consecutivas
Leve Moderada/Severa
«Duerme bien s[nterfiere con el sueiio
«No interfiere con actividades diarias «Interfiere con actividades diarias
+No interfiere colegio/ trabajo +Interfiere colegio/ trabajo
*Sintomas no generan mayores +Sintomas le generan
molestias molestias

Figura 23. Clasificacion ARIA, clasifica la rinitis atendiendo a la duracidn y frecuencia de los sintomas asi

como al grado de afectacion de la calidad de vida.

(http://www.basesmedicina.cl/inmunologia/901 enferme alergicas/imgs/img_01.gif)

1.8. Clasificacidon del asma: The Global Initiative on Asthma (GINA)

De las multiples clasificaciones del asma, atendiendo a su gravedad, la
actualmente mas aceptada es la de la GINA (The Global Initiative on Asthma), surgida en
1995 del esfuerzo conjunto del Nacional Heart, Lung and Blood Institute y de la O.M.S>>.
La primera edicion fue basada en la opinidn, pero la revisién posterior, en 2002°*, fue

basada en la evidencia. Se clasificd al asma segun gravedad en intermitente, persistente
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leve, persistente moderada y persistente grave (figura 24). La presencia de una de las
caracteristicas de gravedad es suficiente para clasificar al paciente en la categoria de
mas gravedad, pero la categoria se puede modificar a lo largo del tiempo en funcién de

la evolucion del paciente asmatico.

Gravedad del Asma Caracteristicas Clinicas antes del tratamiento

Intermitente -Sintomas intermitentes menos de dos dias a la semana.

-Exacerbaciones cortas.
-Sintomas nocturnos menos de 2 veces al mes.
-Asintomatico entre episodios con funcidn pulmonar normal.

-FEV, 0 FEM280% del predefinido con variabilidad <20%.

Leve Persistente -Sintomas mas de dos dias a la semana, pero no diario.
-Las exacerbaciones pueden afectar a la actividad y el suefio.
-Sintomas nocturnos>2 veces por mes.

-FEV; 0 FEM 2= 80% del predefinido con variabilidad del 20-30%.

Moderado Persistente -Sintomas diarios.

-Exacerbaciones que afectan a la actividad diaria y el sueio.
-Sintomas nocturnos>1 vez por semana.

-Necesidad diaria de B, agonista de corta duracién inhalado.

-FEV; 0 FEM >60% y <80% del predefinido, con variabilidad >30%.

Grave Persistente -Sintomas continuos.

-Exacerbaciones frecuentes.

-Sintomas nocturnos frecuentes.

-Actividades fisicas limitadas por los sintomas de asma.

-FEV; 0 FEM < 60% del predefinido, con variabilidad >30%.

Figura 24. Clasificacidn del asma atendiendo a su gravedad

Una nueva revisién de la guia GINA tuvo lugar en 2006 *°, y mas recientemente
en 2014°° y se basa en el nivel de control de la enfermedad. La clasificacién anterior del
asma segun gravedad en intermitente, persistente leve, persistente moderada vy

persistente grave se recomienda soélo con fines de investigaciéon. El documento
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recomienda ahora clasificar el asma segun el nivel de control: controlada, parcialmente
controlada o no controlada (figura 25). Con ello se refleja la idea de que la gravedad del
asma no solo implica la gravedad en si de la enfermedad subyacente, sino también la
respuesta al tratamiento, y que la gravedad no es una caracteristica invariable del asma

especifica de un paciente, sino que puede cambiar con los meses o los afios™.

Niveles de control del asma

Caracteristica Controlada Parcialmente controlada No controlada
(Todas las siguientes) (cualquier/semana)

Sintomas diurnos No (2 o menos/semana) Mas de 2 veces/sem Tres o mas
caracteristicas
del asma

Limitaciones de No Alguna
parcialmente

Actividades
controlada

Sintomas nocturnos No Alguna
presentes en

/despertares
cualquier

Necesidad de trata- No (2o Mas de 2 veces/sem
semana

miento de rescate menos/semana)

Funcion pulmonar Normal <80% valor predictivo

(FEM O VEF1) * o]

Mejor valor personal
Exacerbaciones No Una o mas/afio T Una vez /sem ¥

Figura 25. Clasificacidn del asma atendiendo a su control
* No se contempla en nifios de 5 afios 0 menores la realizacion de pruebas de funcion pulmonar
T Posterior a cualquier exacerbacion se debe de revisar bien el tratamiento para asegurarse que sea
adecuado
¥ Por definicion, cualquier exacerbacion que se presente durante una semana hace que durante esa

semana el paciente se clasifique como no controlado.
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Il. Hipotesis y Objetivos
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HIPOTESIS

En los ultimos afios se ha venido observando que pacientes monosensibles a
polen de Chenopodidceas presentaban un decalaje entre la sintomatologia y la
concentracion de polen de S. kali y C. album, encontrandose sobre todo las mdaximas
concentraciones de polen en los meses de Julio y Agosto, mientras que muchos de los

pacientes refieren sintomas desde mayo hasta octubre.

El presente estudio partié de la sospecha de que otras especies presentes en el
mismo darea geografica de crecimiento, y que comparten un mismo nicho ecolégico con
las especies hasta ahora descritas, pudiesen estar implicadas en la sensibilizacion de los

pacientes y en su relacién con la sintomatologia.

Por otro lado, se parte también de la idea que estas posibles especies
cohabitantes, puedan ser de la misma familia que las ya descritas debido a su
abundancia en la zona, aunque no se conozcan datos de los periodos de floracién,

niveles de polen o abundancia.

El objetivo de nuestro estudio es conocer si ademas de C. dlbum y S. kali existen
otras especies taxondmicamente muy proximas que también tengan relevancia clinica y
alergénica en el drea de Zaragoza vy justifiquen mejor el amplio periodo sintomatico de
estos pacientes monosensibles. Parte de los datos de este estudio han sido

recientemente publicados”’.
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Cronograma:

1. Estudio de la fenologia y distribucién de plantas: se siguié las recomendaciones
de Samuel Pike® y se escogieron a 11 especies como las mas relevantes de la
zona del valle del Ebro. Se siguidé la floracion semanalmente a través de 2
métodos; una cuantitativo y otro semi-cuantitativo para poder obtener el pico de

maxima floracién para cada especie a estudio.

2. Seleccion de pacientes y evaluacion clinica: se contd con 60 pacientes
monosensibles residentes en el drea a estudio y se siguieron durante 6 meses, a
lo largo del afio 2007. Se recogieron cartillas de sintomas, escala analégica visual,
cuestionarios de calidad de vida, espirometria y determinacion de oxido nitrico:
Se les realizé asi mismo, pruebas cutdneas intraepidérmicas y determinacion de

IgE especifica.

3. Caracterizacidon de extractos y estudio alergolégico in vitro: se realizd CAP
inhibiciédn, marcaje con biotina e inmunoblotting, SDS-PAGE, isoelectroenfoque
bidimensional con las 11 especies a estudio con el fin de conocer el perfil de

sensibilizacién y la alergenicidad de las especies.
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OBIJETIVOS

Estudiar Ia distribucién  geografica de otras plantas de
Chenopodiaceae/Amaranthaceae presentes en nuestro area y conocer el
periodo de floracién de las especies seleccionadas, que fueron: C. album, C.
vulvaria, C. murale, A. patula, A. haliums, B. scoparia, S. kali, S. vermiculata,
S. oppositifolia, A. deflexus y A. muricatus.

Valorar el perfil proteico de los 11 extractos de polen de
ChenopodiaceaeAamaranthaceae para su caracterizacion.

Conocer los perfiles de sensibilizacion de los pacientes alérgicos a
Chenopodiaceae mediante medicion de pruebas cutaneas en prick test,
determinacién de IgE especifica, marcaje con biotina e inmunoblotting con
las 11 especies diferentes.

Correlacionar los perfiles de sensibilizacion con la clinica, el recuento de
polen atmosférico y la floracidén de las plantas, para poder establecer perfiles
entre la diferente sensibilizacion y su comportamiento clinico.

Determinar si plantas taxondmicamente muy proximas a S. kali y C. album
tienen una relevancia clinica en la poblacidén que reside en la provincia de

Zaragoza.
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lll. Material y Métodos
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3.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio descriptivo observacional.

Se seleccionaron 60 pacientes monosensibles a Chenopodiaceae, con edades
comprendidas entre 18 y 75 afos, de ambos sexos, del Departamento de Alergia del
Hospital Clinico Universitario de Zaragoza durante el afio 2006. Fueron elegidos
consecutivamente segun se atendieron en el servicio de Alergologia. Se siguieron
durante el aino 2007, controlando los sintomas y consumo de medicacion. Estos datos se
contrastaron con el recuento diario de polen de Chenopodiaceae/Amaranthaceae, la
floracion de 11 especies seleccionadas como mas relevantes en el area, y el estudio in

vitro con el suero de estos pacientes.

3.2. POBLACION A ESTUDIO

Se incluyeron 60 pacientes monosensibles a Chenopodiaceae, con edades
comprendidas entre 18 y 75 afios (con una edad media de 35 afios +9.4), de ambos
sexos (73% de mujeres y 27% hombres), del Departamento de Alergia del Hospital
Clinico Universitario de Zaragoza durante el afio 2006. Fueron elegidos
consecutivamente segun fueron atendidos en el servicio de Alergia, y cumplian los

siguientes criterios de inclusion.

3.2.1. Criterios de inclusidn y exclusion

Criterios de inclusion

e Pacientes con historia clinica compatible a sensibilizacidon por Chenopodiaceae y
pruebas cutaneas positivas a C. album y/o S. kali.

e Edad comprendida entre los 18 afios y 75 afios cumplidos.
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e Sintomatologia concordante con rinitis y/o asma con estigmas clinicos de alergia
al polen.
e IgE especifica a C. album y/o S. kali positivas.
e Los pacientes deberian ser capaces de:
Firmar el consentimiento informado
Cumplimentar los diarios de recogida de sintomas y medicacion

Acudir a las visitas programadas

Criterios de exclusion

e Paciente en tratamiento con inmunoterapia especifica en los tltimos 4 afios.

e Sensibilizacién a otros pdlenes que coincidan con la estacién polinica de las
Chenopodiaceae (Gramineas, Olivo, Parietaria y Pldtano de sombra).

e Gestantes.

e Estados del paciente en que no pueda ofrecer cooperacién.

e Trastornos psiquiatricos severos.

A todos ellos se les realizd, una fase de preseleccion, para la correcta inclusién en el

estudio a través de:
P H2 Clinica detallada (datos demograficos y anamnesis)
P Exploracion fisica (auscultacidon pulmonar y cardiaca, rinoscopia anterior)
P Bateria estandar de aeroalérgenos comerciales estandarizados de Laboratorios
Leti (que incluye P. pratense, C. dactylon, O. europaea, P. judaica, P. acerifolia, C.
sempervirens, C. album, S. kali, epitelios de perro y gato, D. pteronyssinus, L.

destructor, A. fumigatus y A. tenuis).
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P Espirometria forzada y prueba broncodilatadora

La clasificacion del grado de rinitis se establecié segin el documento ARIA y el

diagndstico de asma de acuerdo con la Global Initiative for Asthma (GINA).

Se explicé detalladamente la hoja de informacion del estudio su alcance vy
caracteristicas (anexo 1). Su participacién fue voluntaria y toda la informacidn obtenida
sera tratada confidencialmente de conformidad con la ley 15/1999 de proteccién de
datos personales.

Se firmo el consentimiento informado, donde se acepté formar parte del estudio y
se adjudicé un numero aleatorio siguiendo el orden correlativo de inclusién y las
iniciales de su nombre y dos apellidos (anexo Il).

Este estudio fue aprobado por el IACS (Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud),

gue se adjunta en el anexo lll.

3.2.2. Recogida de datos clinicos
La valoracién de la sintomatologia de los pacientes se realizd mediante la
cumplimentacidn de cartillas de sintomas a lo largo de los meses de mayo a octubre, del

afio 2007. Se utilizdé una variacion del cuadernillo de sintomas modelo TS54, que valora

subjetivamente los sintomas oculares y nasales, afiadiendo también la clinica bronquial
y el consumo de medicacion (anexo V).
La evaluacidén subjetiva de la evolucion de la enfermedad se realiz6 mediante escala

analdgica visual.
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Para valorar el impacto de la enfermedad en la calidad de vida de los pacientes se

utilizé el cuestionario ESPRINT de calidad de vida durante el afio 2008.

3.2.2.1. Regqistro de sintomas

Las cartillas de sintomas recogieron la clinica ocular, nasal y bronquial, segun el
modelo de recogida de datos del anexo IV. En la primera pagina de la cartilla de sintomas
constaban sus iniciales, el nimero que se les habia asignado y la semana en la que se
encontraban. En la segunda pdagina iban calificando cada dia por la mafiana y por la
noche la intensidad de sus sintomas nasales, oculares y bronquiales (tabla 4), segun los
siguientes criterios:

0= Ninguno (sin sintomas evidentes)

1= Leve (el sintoma esta presente pero no es molesto)

2= Moderado (el sintoma es molesto pero no limita o interfiere la actividad diaria).

3= Grave (el sintoma interfiere en la actividad diaria)

Asi, el rango de puntuacién obtenido variaba desde 0, en pacientes totalmente

asintomaticos, hasta 54 puntos en pacientes con rino-conjuntivitis y asma graves.

[t ]z s [a s e [ [ [o [10e[11o [12 [13 |14 [15°]

Estornudos

. D
Hidrorrea (agiiilla) S

. D
Obstruccioén nasal (atasco)

Picor nasal

Picor ocular

Lagrimeo

Tos

Pitos en el pecho

Ahogo en el pecho

Otros:

Otros:

Tabla 4: Detalle de la segunda hoja del cuadernillo de sintomas variacion del “modelo TSS4”.
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3.2.2.2. Escala analdgica visual

La evaluacion subjetiva de la evolucion de la enfermedad se realizé6 mediante una
escala analdgica visual; sobre una linea de 10 cm de longitud el paciente valoraba su
situacion clinica desde 0 (muy mal) hasta 10 (muy bien), sefialando con una linea

perpendicular, el punto sobre esa linea.

3.2.2.3. Cuestionarios de calidad de vida para rinitis

Todos los pacientes cumplimentaron el cuestionario de calidad de vida ESPRINT®
(Estudio de la calidad de vida en pacientes con rinoconjuntivitis) especifico para rinitis.
Dicho cuestionario se cumplimentd en temporada polinica a lo largo del mes de julio y
fuera de la estacion en el mes de octubre. Se evallo a través de 7 dominios (sintomas
nasales, otros sintomas, actividades de la vida diaria, aspectos ambientales, vitalidad,
suefio y afectacidn psicoldgica), el impacto de la enfermedad en la calidad de vida de los

pacientes.

3.2.3. Exploraciones complementarias

3.2.3.1. Espirometria forzada

El diagnostico de asma se establece mediante la presencia de sintomas sugestivos y
la demostracion de obstruccion al flujo aéreo reversible o variable o la constatacién de

la existencia de hiperrespuesta bronquial >°

. En consecuencia la espirometria es uno de
los estudios mas frecuentemente utilizados para el diagnostico de asma. Se trata de una

exploracién sencilla y no invasiva, que permite valorar la funcion respiratoria si se realiza

e interpreta adecuadamente.
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Se les realiz6 a todos los pacientes en sucesivas visitas a lo largo del afio 2007, de los
meses sintomaticos de mayo a octubre, dentro de la visita médica y recogida del
cuadernillo de sintomas.

El aparato utilizado fue el espirometro de circuito cerrado Jaeger MasterScope
(VIASYS Healthcare, Hochberg, Germany) en las 4 visitas del afio 2007, y se llevo a cabo
siempre por el mismo facultativo entrenado, previa calibracidn del aparato y utilizando
como valores de referencia los propuestos por SEPAR. Los datos obtenidos del FVC,

FEV1y FEV1/FVC se trasladaron a una base de datos de excel para su estudio.

3.2.3.2. Medicion de oxido nitrico exhalado

Para la medicién del oxido nitrico exhalado (FeNO), se utilizd6 un monitor NIOXMINO
Aerocrine AB (Solna, Sweden). Este equipo tiene un rango de mediciéon de 5 a 300 partes
por billédn (ppb) con un limite inferior de 5ppb y un tiempo de medicion menor de 2
segundos. La medicidén se realizd con un tiempo de espiracién de 10 segundos. Se
siguieron las indicaciones del proveedor del equipo.

Se realizaron 4 determinaciones de FeNo a cada paciente, a lo largo de la estacion
polinica a estudio en el afio 2007. Las primera medicidon se les realizo en mayo, la
segunda en junio, la siguiente en julio/agosto y la Ultima en octubre, ya finalizando la

temporada polinica.

3.2.4. Extraccion sanguinea
A cada paciente se le extrajeron 2 tubos secos de 10 ml de sangre, para la
realizacion del estudio in vitro. Se identificé cada tubo con las iniciales del paciente, el

numero asignado y la fecha a cada uno de ellos. La muestra se centrifugd a 4,000 rpm,
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durante 10 minutos para la obtencion del suero. Posteriormente fue separado y

conservado en congelacién hasta su uso.

3.3. PRUEBA CUTANEA
3.3.1. Metodologia de la prueba cutdnea

Se realizd segun el procedimiento descrito por Osterballe en 1979%°, mediante
lancetas estandarizadas (Prick-Lancett BN. Dome /Hollister-Stier).

Como control positivo se utilizé clorhidrato de histamina a 10 mg/ml y como control
negativo solucion salina. Se realizaron pruebas cutdneas en prick-test por duplicado en
ambos brazos. Se siguieron las recomendaciones del Subcomité on Skin Test de la
E.A.A.C.I°% Entre ellas se recogen los siguientes criterios:

- Se efectuaron por la misma persona y con el mismo tipo de lanceta durante todo el

estudio.

- Se realizaron en la cara anterior del antebrazo disponiéndose en linea, con una

separacion de 3 cm y comenzando a unos 3 cm de la flexura del codo y hacia la

mufieca hasta 5cm de la misma. En el antebrazo opuesto se dispusieron las
concentraciones en orden inverso.

- Se hicieron por duplicado para cada concentracién de antigeno y de los controles

positivo y negativo. El tiempo de lectura fue de 15 minutos para todos los pacientes.

- Los pacientes no recibieron ningun tipo de medicacién que pudiera modificar la

respuesta cutanea.

Se dibujo el contorno de las pdpulas mediante un rotulador de punta fina,
delimitando el area de cada papula obtenida y se transfiri6 mediante cinta adhesiva

transparente a un papel (anexo VI) para el célculo posterior de su area por planimetria.
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Las papulas se midieron por papulometria (Wacom Technology Co., Vancouver,
Wash., USA, and MacDraft, Microspot, USA). Se considerd positivo >7mm?. Se midieron
por duplicado y se transcribieron los resultados en mm?” a una hoja Excel donde se

realizo la media de cada uno de ellos.

3.3.2. Extractos

Se fabricaron extractos de 11 especies de Chenopodiaceae/Amaranthaceae
incluidas en el estudio: C. album, C. vulvaria, C. murale, A. patula, A. halimus, B.
scoparia, S. kali, S. vermiculata, S. oppositifolia, A. deflexus y A. muricatus. Los extractos
fueron aportados por el laboratorio LETI S.L. (Tres Cantos, Madrid, Spain) y se

prepararon segun se expone en el punto 3.5 del material y métodos.

3.3.3. Recogida de resultados

El resultado de cada pdapula se midid 3 veces, y se realizé la media de las tres
determinaciones, para cada extracto, en ambos brazos y se transfirié la media a una hoja
Excel. Los resultados se transcribieron a mm?.

Se cdlculo para cada especie el diametro maximo, minimo, la media y el intervalo de
confianza para poder realizar todo el estudio estadistico.

Se realizd un andlisis de varianza de Kruskal-Wallis y analisis de Anova con los

resultados de las papulas.
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3.4. MATERIA PRIMA

Se utiliz6 como materia prima polen de las 11 especies de
Chenopodiaceae/Amaranthaceae previamente mencionadas. Todas ellas presentaron
un grado de riqueza superior al 95% y fueron suministrados por Mediterraneo polen
(Spain).

Debido a las similitudes morfoldgicas de todos los pdlenes y su imposibilidad de
distinguirlo por métodos visuales (figura 26), todos ellos fueron recolectados en el afio
2006 por personal experto y entrenado y certificados adecuadamente siguiendo la

Guideline de alérgenos en vigor en ese momento.

~

e 28

O

Figura 26. Visién a microscopia éptica de diferentes polenes de Chenopodiaceae/Amaranthaceae.
Descritos de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo son B. scoparia, A. halimux, A. deflexus, C.

vulvaria y C. murale, S. vermiculata, S. oppositifolia y S. kali. www.pinterest.com/pollenatlas/
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3.5. FABRICACION DE LOS EXTRACTOS

Para la elaboracion de los extractos se siguieron las siguientes etapas:
3.5.1. Desengrasado de la materia prima

En primer lugar se procedié al desengrasado de la materia prima de las 11
especies de Chenopodiaceae/Amaranthaceae (C. album, C. vulvaria, C. murale, S. kali, S.
vermiculatta, S. oppositifolia, B. scoparia, A. patula, A. halimux, A. deflexus y A.
muricatus) con acetona. Se afadié 100 ml de acetona por cada 10 g de materia prima.
Se colocd en matraz adecuado y se dejé en agitador magnético para que se mezcle bien,
durante 10 minutos. Posteriormente se filtré al vacio como minimo 3 veces hasta que el
liguido quedo completamente transparente y se dejd secar. Por ultimo se pesé toda la

materia prima ya desengrasada.

3.5.2. Fabricacion del extracto
A partir del peso en gramos obtenido de la materia prima desengrasada del
polen de las 11 especies se realizaron dos extracciones.

» La primera se extrajo en una solucién de PBS 0,01M pH 7,4 a una dilucién 1:10. El
polen disuelto se homogenizd y se extrajo sobre un agitador magnético (modelo
Agimatic-S Selecta. Barcelona, Spain) en cdmara fria a 4 -52C, durante 16 horas.
Pasado este tiempo se centrifugd (Centrifugadora Sorvall. Modelo RC5C) a
16.000 g durante 30 minutos a 4- 52C y se recogi6 el sobrenadante. Se identifica

» El precipitado se utilizo para la extraccion 2. En un recipiente adecuado, el
producto precipitado se disuelve nuevamente e una solucién 1:10 de PBS 0,01M

pH7,4. Se homogenizd y se dejé en agitacidn, en camara fria, durante 4 horas

73



mas. Transcurrido este tiempo, se volvido a centrifugar a 16.000 g a 4 - 5°C
Las dos fracciones se juntaron en un solo extracto y el extracto completo se filtro
mediante sistema de vacio Sartorius (Goettingen. Alemania) hasta 0,2y de didmetro
mediante filtros de celulosa acetato. Posteriormente se dializ6 con membranas de 3,5
Kda hasta que se consiguié una conductividad inferior a 500ppm. De nuevo se volvid a
filtrar hasta 0,2p.
Se dosificé el extracto en botes especiales de liofilizado y se congeld a -502C en bafio
de congelacién (modelo Heto).
Finalmente cuando estuvo completamente congelado se liofilizé (FTF Systems, New

york, USA, modelo Flexi-Dry MP) y tras la liofilizacidn se pesd y se etiquetd.

3.6. CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS

3.6.1. Determinacion del contenido proteico

Para determinar el contenido proteico de los extractos se utilizé el método de

Lowry-Biuret®, que es dependiente del contenido de Tirosina y Triptéfano de las

proteinas.

Método de Lowry-Biuret

Se realizaron diluciones seriadas de los extractos de las 11 especies de
Chenopodiaceae/Amaranthaceae, segun el caso, utilizando como diluyente una solucion
de Cloruro sédico al 0,85% en una placa de baja adsorcién, a razén de 60 pl/pocillo y por
duplicado, para que quedara a una concentracidn proteica final de 0,8 mg/ml. En las

columnas 1y 2 se realizaron diluciones seriadas del estandar (BSA) previamente diluido,
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de manera que se comenzara a una dilucion de 1 mg/ml. Se afiadieron 330 pl de
reactivo Biuret a todos los pocillos dejando agitar a temperatura ambiente durante 10
minutos y posteriormente 15 ul del reactivo Folin y Ciocalteu’s phenol dejando agitar a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se leyeron los resultados en un lector de
placas a 725 nm, expresando los resultados en densidades dpticas.

Para la expresién de los resultados se utilizaron hojas de calculo, en la que se
comparaba la recta problema con una recta patréon de albdmina. Se determind la
concentracidon de proteinas en pg de proteina/mg de liofilizado de las muestras sobre la

curva de calibracion.

3.6.2. Caracterizacion antigénica de los extractos
3.6.2.1. SDS-PAGE

Esta técnica se utiliza para separar mezcla de proteinas en funcién de sus
diferentes masas moleculares.

Se desengrasaron las dos placas de vidrio con alcohol y se montaron en su
soporte, dejando entre ambas un espacio de 0,75 mm, con la ayuda de unos
separadores de este grosor. El soporte se encontraba correctamente nivelado.

Elaboracién del gel

Se prepard el SEPARATING GEL (15%T; 2,67%C), en un tubo de ensayo con los
siguientes reactivos: Agua ultrapurificada 1,88 ml; TRIS 1,5 M pH=8,88 2 ml; SDS 10% 80
ul; Soluciéon stock monémero A/B 30% T 4 ml; APS 10% 40 pl; TEMED 4 pl. Con la ayuda
de una pipeta se rellend lentamente el espacio existente entre las dos placas de vidrio,

aproximadamente 3,6 ml por gel, evitandose las burbujas en el gel. Posteriormente se
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enrasé con agua con el fin de que el frente quedara en linea recta y minimizar asi la
distorsion. El gel se dejo polimerizar durante 30-45 minutos a temperatura ambiente.

Se prepard el STACKING GEL (4%T; 2,67%C), en un tubo de ensayo, con los
siguientes reactivos: Agua ultrapurificada 1,525 ml; TRIS 0,5 M pH=6,8 625 ul; SDS 10%
25ul; Solucién stock mondmero A/B 30% T 333 ul; APS 10% 12,5 ul; TEMED 2,5 pl; Con
este volumen se rellend la parte superior del gel, inmediatamente encima del
Separating gel, se colocé un peine dentado y se dejo polimerizar durante 30-45 minutos.

Posteriormente se retird el peine quedando 10 pocillos para dispensar las muestras.

Preparacion de las muestras

Cémo marcador de pesos moleculares se utilizé el estandar low molecular weight
de BioRad (Hercules, CA, USA), que utiliza proteinas de peso molecular conocido:
fosforilasa B (97,4 kDa), seroalbumina (66,2 kDa), ovoalbumina (45,0 kDa), anhidrasa
carbdnica (31,0 kDa), inhibidor de tripsina (21,5 kDa) y lisozima (14,4 kDa).

Las 11 muestras alergénicas de Chenopodiaceae/Amaranthaceae se prepararon a
una concentracion final de 80 yg de proteina para tincion Coomassie y 70 pg para
tincidn con plata, asi como el estandar de bajo rango molecular, se diluyeron en el tapdn
de muestra en condiciones reductoras incubdandose durante 10 minutos a 90-952C para
posteriormente centrifugarlas durante 1 minuto a 16000g. Asi preparadas se

dispensaron en el fondo de cada pocillo.

76



Electroforesis de las muestras

Para el desarrollo de la electroforesis se introdujeron los geles en el tanque de
electroforesis (BioRAD). Se conectaron los electrodos a la fuente de alimentacion
(Power PAC 3000) y se hicieron correr las muestras a 180 v (cte), 100 mA 'y 20 W, en un
tampon TRIS para electrodos pH = 8,3, hasta que el frente iénico (azul de bromofenol)

se acerc6 al borde inferior.

Tincién del gel con Coomassie

El gel preparado se lavéd en agua ultrapurificada durante 15 minutos.
Transcurrido el tiempo se anadidé solucién colorante (Bio Safe-Coomassie, BioRad.
Hercules, CA, USA) hasta cubrir el gel totalmente, durante 1 hora a temperatura
ambiente en agitacidn constante. El proceso se desarrolldé retirando la solucién de
tefiido y anadiendo agua ultrapurificada durante 2 horas hasta que el fondo queda
transparente. El gel se secé en desecador de geles (Model 583 Gel Dryer. BioRAD)

durante 3 horas.

Tincién del gel con plata

El gel se introdujo en una solucion fijadora hasta cubrirlo totalmente durante 45
minutos.

Posteriormente se retird el reactivo y se afiadid la solucién oxidante cubriendo
totalmente el gel, con agitacién suave durante 5 minutos hasta que adquirié un color
amarillo. Se realizé un lavado con agua ultrapurificada durante 10 minutos repitiéndose

hasta que el gel quedd transparente. Posteriormente se afadié el reactivo de plata,
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manteniéndolo en agitacién suave durante 20 minutos. Se volvié a realizar un lavado
con agua ultrapurificada durante 20 segundos, se retird y se afiadié el reactivo de
desarrollo, en agitaciéon durante 30 segundos hasta que el liquido adquirié color
grisaceo. Se retird y se volvid a afiadir hasta que comenzd a visualizarse bandas
tenuemente. Se volvid a retirar y se afiadié el resto, hasta que se objetivaron las bandas
de forma evidente.

Cuando se visualizaron todas las bandas nitidamente se retird el reactivo de
desarrollo y se afadié la solucién de parada durante 1 hora.

Se retird la solucion de parada y se lavd con agua ultrapurificada hasta cubrir el
gel una hora mas en agitacion.

Se puso en el agua 2 papeles de secado. Se coloco el gel en el desecador (Model

583 Gel Dryer. BioRAD) entre los dos papeles y al vacio dejando secar durante 3 horas.

3.6.2.2. Isoelectroenfoque

Se extrajeron las tiras de IPG o tiras de gradiente isoeléctrico proteico (ReadyStip
IPG de BioRad, Hercules, CA, USA), con un gradiente de pH 3-10, del congelador durante
10 minutos para que se atemperen, antes de comenzar a trabajar con ellas.

Se retird el plastico protector de la tira de IPG y se colocd en su carril
correspondiente boca abajo, en contacto con la solucién que previamente habiamos
preparado (apartado A de 3.3.2.3 Electroforesis bidimensional) y cuyo volumen final
debe de ser de 125ul, para cada tira y una concentracién maxima de proteina de 170pg.
Se dejé 30 minutos en una superficie horizontal y después se afiadid 1ml de aceite
mineral. Se dejo incubar durante toda la noche.

Transcurrido ese tiempo se secd la tira, se limpid y se dejo escurrir el aceite.
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Se colocaron 2 papeles de filtro humedecidos con 10ul de agua ultrapura en los
electrododos y a continuacién se coloco la tira con la muestra, de modo que el gel
tocase los electrodos y se afiadié 1ml de aceite mineral en el carril, de modo que quedd
totalmente cubierta.

Se cerrd la caja y se ajusto las condiciones de la fuente (preenfoque, enfoque y
desarrollo) durante 5 horas. Una vez que finalizé el proceso, se recogié la tira, se limpio,
se elimind el aceite y se tifo.

A continuacion se prepard un gel de SDS-PAGE segln procedimiento normal,
pero solo el separating y con un solo pocillo de corrido. Se equilibré la tira insertandola

en 2,5ml del buffer equilibration | (20ml de urea 6M, SDS 2%, Tris-HCL 0,375M a ph 8.8,

glycerol 20% y DTT al 2% (w/v) durante 15 minutos. Se seco, se limpid y se insertd en

2,5ml del buffer equilibration 1l (20ml de urea 6M, SDS 2%, Tris-HCL 0,375M a ph 8.8,

glycerol 20%) durante otros 15 minutos. Se secd, se limpid y se insertd en el buffer de
desarrollo del gel SDS- PAGE otros 5 minutos.

Una vez que el gel polimerizd, se colocd la tira en el gel y se selléd con agarosa
liquida, previamente calentada en el microondas.

Se puso a correr el gel en las condiciones habituales (apartado 3.6.2.1).

Finalmente lo tefiimos con azul de coomassie y plata (segun protocolo 3.6.2.1).
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3.6.2.3. Precipitacion de extractos e isoelectroenfoque bidimensional

ReadyPrepTm 2-D Cleanup Kit instruction manual (BioRad laboratorios. Hercules, CA 94547 USA)

El objetivo consiste en concentrar al maximo la cantidad de proteinas para
conseguir posteriormente separarlas por su punto isoeléctrico y peso molecular.

Se tienen que transferir 300ul de proteina en un volumen final de 100ul; para
ello se calculé para cada especie de Chenopodiaceae/Amaranthaceae segun su
concentracion proteica obtenida por el método de Lowry, los pl de extracto que se
precisan para conseguir 150ug de proteina por tira.

Se afiadié 300ul del agente precipitante 1 a la muestra y se mezcld bien en

vortex, dejando luego incubar 15 minutos en el hielo.

Pasado el tiempo de incubacién se afiadid 300ul del agente precipitante 2 a la

mezcla de proteina y al agente precipitante 1y se agité bien en el virtex. Se centrifugd 5

minutos a 12.000 rpm y se retird el sobrenadante, sin tocar el precipitado. Se centrifugd
15- 30 segundos mas y se elimind el liquido residual.

Se afiadieron 40ul del reactivo 1 wash sobre el precipitante y se volvidé a
centrifugar a 12.000rpm durante 5 minutos. Se retird con una pipeta el wash y se
afadieron 25ul de ReadyPrep proteomic grade water. Se mezclo todo bien en el vortex
durante 10- 20 segundos.

El precipitante se disperso bien, pero sin disolverse en el agua.

Se anadieron entonces 1ml del reactivo wash 2 (que previamente estuvo durante
al menos 1 hora a -202C) y 5ul del aditivo wash 2. Se mezclé todo bien en el vortex

durante 1 minuto.

80



Se incubd a -209C durante 30 minutos y cada 10 minutos se agito en el vortex,
durante 30 segundos.

Posteriormente se centrifugd a maxima velocidad durante 5 minutos y se elimind
el sobrenadante. Se volvié a centrifugar 30 segundos mas para retirar el resto y se dejo
al aire libre 5 minutos para que se evaporase.

Se re-suspendié afiadiendo un volumen de 125ul de 2-D rehidratacion/simple
buffer sobre el precipitante. Se mezclé todo bien en el vértex al menos 30 segundos y se
dejé a temperatura ambiente incubadndose 3- 5 minutos. Se volvié a mezclar en
agitacion durante 1 minuto y se re-suspendié todo. Finalmente se centrifugo la muestra

durante 2- 5 minutos.

B. Primera dimension

La metodologia es la misma que la descrita en el apartado 3.6.2.2.

Isoelectroenfoque.

La metodologia es la misma que la descrita en el apartado 3.6.2.1. SDS-PAGE.

3.6.2.4. Deteccion de glicoproteinas

Tincion de glicoproteinas
Kit Glycoprotein detection. Electrophoresis reagment. USA. Sigma.

Una vez realizada la electroforesis en los extractos, la presencia de glicoproteinas
se realiz6 a través de su tincidn, con unos limites de deteccidén en torno a 25- 100 ng de

grupos glucidicos adheridos a proteinas.
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Se situd el gel en un recipiente adecuado y se anadié 200 ml de la solucion
fijadora (metanol 200ml y agua ultrapurificada 200ml) durante 30 minutos y en
agitacién suave constante. Se elimind el contenido y se realizaron dos lavados con
200ml de agua ultrapurificada durante 10 minutos cada una.

Posteriormente se afiadié 100 ml del reactivo oxidante, proporcionado por el Kit
de tincién y se mantuvo en agitacion durante 30 minutos.

Se elimind el contenido y se realizaron dos lavados con 200 ml de agua destilada
de 22 osmosis durante 10 minutos cada una.

Se elimind de nuevo el contenido y se afiadid 100ml de solucion de tefiir
proporcionado por el kit (Schiff’s reagent Fuchsin- Sulfite reagent) durante 2 horas y en
agitacion constante.

El recipiente se mantuvo en todo momento tapado para evitar la salida de
vapores.

Finalmente se retird el contenido y se puso en agua destilada abundante durante
15 minutos y en agitacidn suave. Se repitid el paso 2 veces mas y por ultimo se dejé el
gel en el agua toda la noche para intensificar el color de las bandas.

Se retird el gel y se secé siguiendo el procedimiento normal.

3.7. PERFIL ALERGENICO
3.7.1. Inmunoblotting IgE

Con esta técnica se transfieren las proteinas, separadas electroforéticamente
desde un gel de poliacrilamida, hasta otro soporte de Fluoruro de Polividileno (PVDF)
(Millipore, Bedford, CA, USA). Posteriormente se pretende identificar antigenos

especificos.
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Se realizaron los pasos anteriormente descritos en la técnica de SDS-PAGE
(apartado 3.6.2.1) para la realizacion de la electroforesis y obtener la separacion de
bandas en funcién de su tamafio molecular. El gel no se tifid para realizar la
transferencia.

Transferencia de proteinas  (Tris/Glicina Buffer 10x. BioRad)

Se humedecieron 2 esponjas y 2 hojas de papel de filtro en tampdén de
transferencia. Asi mismo se equilibraron los geles obtenidos en la electroforesis con el
tampon de transferencia. Por otra parte se humedecié una lamina de PVDF o
immobilén-P en metanol durante 2-3 segundos y en agua de segunda dsmosis durante
1-2 minutos y se equilibré la I[dmina con el tampdn de transferencia durante 5-7
minutos.

Se colocd una de las esponjas humedecidas sobre la cara gris de la célula de
transferencia (cara del catodo), seguida por una lamina de papel de filtro también
humedecida, evitando las burbujas en todo momento. Se depositd el gel sobre los
papeles y la ldamina de PVDF sobre el gel, cubriéndola con otra 2 hoja de papel de filtro y
sobre ellas otra esponja. El sdndwich se cerrd y se coloco en el centro del tanque con la
cara gris de la misma hacia el catodo llenando el tanque con tapdn de transferencia e
introduciendo la unidad refrigerante dentro. Se conectd a la fuente de alimentacion
durante 1 hora en las siguientes condiciones: 100 v (cte), 315 mA, 20 W. Al finalizar la
transferencia la lamina se dejo secar en papel de filtro a temperatura ambiente durante
45 minutos. Posteriormente se cortd el estandar y se tifid con solucion colorante
(Coomassie) hasta que se vieron las bandas para posteriormente destefiirlo con solucion

decolorante.
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Incubacidn con suero del paciente 6 Inmunodeteccion

La ldmina se depositd en una cubeta y se anadid, el pool de sueros de los
pacientes positivos frente a S. kali y/o C. album, a una dilucidn %, segin el caso. Se tapd
con una ldmina selladora y se incubd durante 24 horas a temperatura ambiente, con

agitacién suave y constante. Posteriormente se lavé con PBS-Tween 0,1% 5 veces.

Incubacidn con el conjugado

La ldmina se incubd con anti-IgE marcada con peroxidasa, a una concentracién
0,4 ug/ml, diluido en tampoén PBS-Heparina y suero de ternera fetal 15% durante 2
horas, a temperatura ambiente y con agitaciéon constante. Transcurrido el tiempo se
lavé la ldmina 5 veces con PBS-Tween 0,1% y a continuacidon con agua de segunda

6smosis 10 veces.

Revelado de la membrana mediante quimioluminiscencia

La ldmina se dejé incubar en solucidn de desarrollo (Immun-Star HRP Peroxide
Buffer e Immun-Star HRP Luminol/Enhancer. Bio-Rad laboratorios) durante 5 minutos. A
continuacién se puso en el equipo de quimioluminiscencia (ChemiDoc™ XRS. Systems) y

se visualizaron las bandas mediante el software QuantyOne —V 4.5.1.
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3.7.2. Procesamiento de las imagenes y medida de los alérgenos antigénicamente
mas relevantes

Este procedimiento se usa para procesar y analizar imdgenes que han sido
obtenidas con el escaner y el programa Labscan. Se siguid el manual de usuario,
ImageMaster 1D Software. 80-6362-53, Rev. B. Pharmacia Biotech.

Se escanearon los geles de SDS-PAGE e IEF con el scanner y el programa Labscan
(versién 6.0), la fotografia que se obtuvo de la transferencia de proteinas, se estudié con
el sistema de andlisis ImageMASTER 1D Elite V 4.00, para establecer los pesos
moleculares de las bandas, asi como su intensidad. La cantidad de alérgeno se expresé
como ug de alérgeno por mg de proteina en el extracto.

Para determinar el perfil antigénico de las bandas de cada extracto, se utilizd
como marcador molecular, el estandar de bajo peso molecular (LWM de BioRad) (figura

27).
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3.8. DETERMINACION DE IgE ESPECIFICA
3.8.1. Marcaje de alérgenos con Biotina
Kit Biotin Protein Labeling. Roche Diagnostics

El procedimiento consiste en el marcaje de las proteinas con biotina, para su
posterior conjugacion con inmunoCAP100 de Phadia (Uppsala, Suecia) de
estreptavidina.

El principio del marcaje es a través de los grupo amino libre de las proteinas, que
reaccionan con D- biotinoyl- aminocaproico acid N- hydroxy- succinimide ester (biotin-
7-NHS) formando un enlace amido estable. La biotin- 7- NHS que no reacciona se
separara en una columna de Sephadex G-25.

Marcaje

Es necesario marcar los extractos con biotina puesto que los InmunoCAP vacios
contienen estreptavidina, que reacciona con la biotina que va marcada con el alérgeno y
este se queda pegado a las “esponjas”.

Se pesaron los extractos, ya que deben contener un contenido de proteina
superior al 70%. En nuestro caso todas las chenopodiaceas superaron el 80%.

Se necesitd 1 mg de cada extracto. Al tenerlo disuelto a 40 mg/ml, se trabajé con
25 pl de cada extracto.

Se calculé el marcaje con biotina en funcién del peso molecular del alérgeno o
alérgenos principales o mayoritarios. El marcaje se realizé a una dilucién 1/5.

Para el caso de C. album, C. vulvaria, C. murale, B. scoparia, A. deflexus y

trasladado a la tabla y para una dilucién de 1/5, correspondié con 0,0227 mg de biotina.
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Teniendo en cuenta que la biotina estd a 20 mg/ml, precisamos 11,35 ul de biotina, para
cada uno de estos extractos.

En el caso de la S. kali, S. vermiculata, S. oppositifolia, A. halimus y A. patula, se
dilucién 1/5, corresponde a 0.057 mg de biotina. Se afiadiod asi 2,85 pl de biotina, a cada
uno de los extractos.

Posteriormente se afiadié 200 pl, de PBS a los 25 ul de cada extracto alergénico y

a continuacion se marcd con la biotina-DMSO que precisé cada uno de ellos (tabla 5).

Se incubaron 2 horas en agitacion constante, a temperatura ambiente.

Especies Extracto Biotina Biotinapul PBS0,01M TOTAL
(40mg/ml) (20mg/ml)
Ch. album 25 pl 175ul 10KDa 0,227 mg 11,35ul 800ul 1ml
Ch. vulvaria 25 pl 175ul 10KDa 0,227 mg 11,35ul 800ul 1ml
Ch. murale 25 ul 175ul 10KDa 0,227 mg 11,35l 800ul 1ml
S. kali 25 ul 175ul 40 KDa 0,057 mg 2,85ul 800ul 1ml
S. vermiculata 25 pl 175ul 40 Kba 0,057 mg 2,85ul 800ul 1ml
S. oppositifolia 25 ul 175ul 40KDa 0,057 mg 2,85ul 800ul 1ml
B. scoparia 25 ul 175ul 10KDa 0,227 mg 11,35l 800ul 1ml
A. patula 25 pl 175ul 40 Kba 0,057 mg 2,85ul 800ul 1ml
A. halimus 25 pl 175ul 40 Kba 0,057 mg 2,85ul 800ul 1ml
A. deflexus 25 ul 175ul 10KDa 0,227 mg 11,35l 800ul 1ml
A. muricatus 25 ul 175ul 10KDa 0,227 mg 11,35l 800ul 1ml

Tabla 5. Concentracidn de biotina para cada especie expresado en pl.
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Posteriormente se afiadid los 800 pl de PBS restantes, para obtener la
concentraciéon final a 1 mg/ml. Durante el tiempo de incubacién - agitacién de las
muestras, se prepard las columnas con multiples lavados.

Se sujeté la columna con una pinza y se puso un matraz de 100 ml debajo de la
misma. Se abrid la salida de la columna y se dejé que salga el contenido. Posteriormente
se anadieron 5 ml del reactivo bloqueante (albumina 0,1%) y se dejé que vaya saliendo
de la columna. Después se lavé con 30 ml de PBS 0,01M, evitando que se secase la
columna.

Transcurrido el tiempo de incubacidn, se pasé el contenido de alérgeno marcado
por la columna. Primero se dejé que se vaciara del PBS y antes de que se secase se puso
1ml del alérgeno marcado. Una vez que pasoé todo el alérgeno, se afiadié 2,5ml de PBS y
se dejé que entrara en la columna, para volverse a afadir 3,5ml de PBS y en ese
momento se comenzd a recoger 10 gotas por eppendorf hasta completar un total de 6
eppendorf por cada alérgeno marcado.

Para confirmar la presencia de proteinas en la solucidn se midié en el
espectofotometro (Termo Electrén corporation, modelo evolution 300BB. UK) a 280 de
longitud de onda. Se seleccionaron las 3 primeras absorvancias de cada alérgeno, que
estaban todas por encima de 0,2. El alérgeno marcado con biotina se guardé congelado
a-20°C.

La columna se limpio mediante la realizacion de 3 lavados de 5 ml de PBS
después de cada alérgeno. Para guardarla, se afiadié 10 ml de timerosal 0,01M, dejando
gue pase a través de la columna, dejando al final 1cm de liquido en la parte superior de

la columna y conservandola a 2- 82C de temperatura.
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3.8.2. Determinacion de IgE especifica a S. kali mediante uniCAP100
Se siguid las normas de actuacion del UniCAP100, con la utilizacién de uniCAPs
comerciales para el alérgeno. Se utilizd en software Hpl740 y el programa de

InmunoCAP V4.11. Las unidades se expresaron en KU/L.

3.8.3. Procedimiento de ensayo manual en UNICAP100

Uso de streptavidin ImmunoCAP en UNICAP100
(kit de marcaje Biotin Labeling, Roche, Indianapolis, USA)

El objetivo del ensayo manual con estreptavidina consiste en la reaccién de la
estreptavidina de los InmunoCAP vacios (InmunoCAP de estreptavidina: RO212 Ref 14-
5320-10) con la biotina que va unido al alérgeno, quedando este fijado al uniCAP, y
permitiendo asi su cuantificacion.

La medicidn se realizé con el UNICAP100, seguin procedimiento habitual con el

software Hp1740 y el programa de InmunoCAP V 4.11. El resultado se expresé en KU/L.

3.9. RECUENTO DE POLEN

Los datos de los recuentos de pdlenes de Chenopodicaeae/Amaranthaceae fueron
cedidos por los Dres. Pola y Zapata, responsables de la estacion de recuento de pdlenes
de la SEAIC en Zaragoza, que consta de un captador de pdlenes de tipo Burkard, a 15 m
de altura y con un flujo de aspiracién de 10 L/min. El recuento polinico se realizd

siguiendo las recomendaciones de la Asociacién Europea de Aerobiologia®>.
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3.10. FENOLOGIA DE LA FLORACION EN CHENOPODIACEAE Y AMARANTHACEAE

3.10.1. Seleccion de especies

Las especies de Chenopodiaceae/Amaranthaceae que se seleccionaron son las mas
comunes y abundantes, de ambas familias, que se pueden encontrar en el valle del Ebro
y que aportan la mayor parte de polen. Se siguieron las recomendaciones de Samuel
Pike® para confeccionar la lista y se compard con las citadas por Javier Puente® y por el
Atlas virtual de la Flora de Aragén®®, en ambos casos para el Valle del Ebro (anexo VI).

Las especies definitivamente propuestas fueron (tabla 6).

ESPECIES

Chenopodium album
Chenopodium vulvaria
Chenopodium murale
Salsola kali
Salsola vermiculata
Salsola oppositifoila
Bassia scoparia
Atriplex patula
Atriplex halimus
Amaranthus deflexus
Amaranthus muricatus

Tabla 6. Especies de Chenopodiaceae/Amaranthaceae estudiadas

Para el estudio de la fenologia de cada una de las especies se contd con un botdnico

experimentado, quien valord de forma semanal el estado de floracién y polinizacién de

las 11 especies.
Se siguieron de los meses de mayo a octubre, ambos incluidos, en dos afios

consecutivos 2007 y 2008. El area estudiada fue el entorno urbano de Zaragoza y
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cercanias, en un radio de 8 a 10 km. Se tuvo en cuenta la dominancia de los vientos en la

capital, predominantemente de Noroeste.

La situacidon de las localidades a estudio, donde existen poblaciones de estas plantas

y donde se llevo a cabo la recogida de datos son las siguientes (tabla 7), que cubren los

cuadrantes noroeste, suroeste y sureste del entorno de Zaragoza capital (figura 28).

LOCALIDADES
VF Valdefierro, solar abandonado y antiguo camping
CS Casetas, solar abandonado y ribazos
Mz Monzalbarba-Alfocea, aceras, rotonda autovia y ribazos
JU Juslibol, entorno del camino al galacho
AL Almozara, solar C2 La Noguera
MF Miraflores, pol. Industrial y descampados junto N-232
TO Torrero: graveras y campos en barbecho

Tabla 7. Localidades donde se llevo a cabo el estudio de la floracidn de las especies.
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Figura 28. Plano de Zaragoza y cercanias. Las marcas con un punto negro i

donde se realizaron la recogida de datos de la floracidon de las especies.
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3.10.2. Floracién
3.10.2.1. Método general
El objetivo de este método fue evaluar el estado general de floracion de las especies,

mediante la observacion visual.

El seguimiento se realizé a través de una lupa de bolsillo x8 y lupa binocular x20.

Sé registro si las plantas se hallaban en estado de mero crecimiento vegetativo (V), si
presentaban inflorescencia con botones florales (FB), si se apreciaban flores masculinas
en antesis (FL) y si existian frutos en diferente grado de maduraciéon (FR). En casos
concretos, en los que en el campo no se pudo apreciar bien el estado de las
inflorescencias, se tomaron muestras y se observaron con lupa binocular.

Se anoté la cantidad de ejemplares que constituyen cada poblacién en cada caso,
con el fin de tener una referencia sobre la representatividad de los datos. Cada

categoria se expresa segun las claves que se exponen en la tabla 8.
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DATOS REGISTRADOS

TIPO DE POBLACION

0 Ejemplar aislado
0 a 10 ejemplares
10 a 100 ejemplares
> 100 ejemplares

O W >

ESTADO DE LA FLORACION

\' Presencia de la especie, en crecimiento vegetativo
FB Botones florales presentes

FL Flores masculinas visibles

FR Frutos presentes

NUMERO DE BOTONES, FLORES, FRUTOS

1 Escaso numero, elementos dispersos
2 Abundante, presencia continua
3 Muy abundante, presencia masiva

CANTIDAD DE PLANTAS EN FLORACION

0 ejemplar aislado

1 algunos ejemplares dispersos

2 grupos de ejemplares

3 todos o casi todos los ejemplares

Tabla 8. Claves con las que se nomind a cada categoria.

En funcién de las observaciones que se registraron se obtuvieron unos niveles de
floracién, que fueron el resultado de multiplicar el nimero de flores, por la cantidad de
plantas que presentaban floracion; estos niveles quedaron definidos de la siguiente

forma (tabla 9).

NIVELES DE FLORACION

| Escasa
Il Media
1] Alta

Tabla 9. Niveles de floracion (Nivel I: ejemplares aislados o dispersos con flores; Nivel Il: grupos

continuos de ejemplares en flor; Nivel lll: la mayor parte de las plantas con flores en abundancia)
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3.10.2.2. Método especifico
Al mismo tiempo se realizé otro método mds especifico, el llamado método

semicuantitativo de Orshan® que permitié detectar el momento de méaxima polinizacion

para cada una de las especies.

Para este seguimiento se marcaron al menos 10 plantas representativas de una
especie, de al menos 50 individuos y se hizo un registro del porcentaje de ramas de las
Excel donde se concreté el periodo de maxima floracién.

Dado la complejidad del método Unicamente se realizé el seguimiento en 6 especies
consideradas como las mas significativas del area. Las especies seleccionadas fueron:

A. halimus
B. scoparia
C. album
S. kali

S. vermiculata
A. retroflexus

YV VYVYYVYV

3.11. METODOLOGIA ESTADISTICA.

En el presente trabajo experimental se aplicé la metodologia estadistica
apropiada a cada ensayo; siguiendo el estudio estadistico de los resultados segun el
modelo de investigacidon cientifico en el que estuvieran encuadrados, basado en el

disefio de los modelos cientificos elaborado por Doménech®®.

A continuacién se describen cada uno de los disefos estadisticos que aparecen
en el presente trabajo para el estudio de determinacion de IgE especifica y total, el
estudio de caracterizacién de extractos (contenido proteico, ELISA-inhibicién,) y los

ensayos de determinaciones entre grupos de pacientes.
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El proceso estadistico difiere segun el tipo de estudio, tal como se detallan en

los siguientes apartados.

1. indices descriptivos. Para medir la distribucidon de datos se utilizaron los

siguientes indices estadisticos:

A) Los indices descriptivos basados en momentos para variables
cuantitativas: se utilizé la media aritmética como medidas de tendencia central y la

desviacién estandar como medida de dispersion.

B) Medidas basadas en ordenaciones: como medidas de tendencia central
se utilizé la mediana, que aporta un valor central de un conjunto de observaciones y

como medidas de dispersion; los cuartiles 25y 75.
2. Representaciones graficas.

A) Para variables categdricas se confeccionaron representaciones de

diagrama de barras, diagrama de barras apiladas y agrupadas.

B) Para variables cuantitativas se eligié el diagrama de caja -boxplot-; asi

como diagrama de barras y barras agrupadas para las medidas basadas en momentos.
3. Técnicas estadisticas para comparacion de variables.

Para la comparacién estadistica de variables, se adoptaron los métodos
propuestos por Fisher en que se establece como minimo intervalo de confianza (IC) el
95%, despreciando el 2,5% de cada una de las dos colas -5% total- de las distribuciones
muéstrales. Segun esto para los test estadisticos de variables, se ha utilizado como

grado de significacién estadistica un valor de p<0,05. Para la comparacion entre las
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variables independientes (tiempo y grupo) y las variables dependientes, atendiendo a la

naturaleza de las ultimas, se dispuso el siguiente procedimiento:

A. Variables cuantitativas: para la exploracion de datos y deteccién de anomalias
se realizd una bondad de ajuste a una distribucion normal, mediante el
cumplimiento del test de normalidad de Shapiro-Wilks y la verificacion de
igualdad de variancias entre los resultados de cada categoria a través del test de

Levene.

En las pruebas de independencia para comparacion de 2 medias se utilizaron la
prueba de Wilkoxon para datos pareados y en la comparacién entre una variable
dependiente con otra independiente con varias categorias se realizaron analisis de la
variancia (ANOVA); donde se calculo la intensidad de la relacién dependiente mediante
el coeficiente m2, cuando no se vulnera el supuesto de normalidad, ni el de
homogeneidad de las variancias en los datos de las variables, obtenido a través del test
de Shapiro-Wilks; y contrastes multiples a posteriori mediante el procedimiento de
Bonferroni. Y el test de Kruskal Wallis, cuando se vulnera, en cualquier categoria, el
supuesto de normalidad o el de homogeneidad de las variancias del test de Shapiro-

Wilks, y contrastes multiples a posteriori mediante el procedimiento de Dunn.

B. Variables categdricas: se realizo el test de 2 de Pearson para la comparacion de

las razones obtenidas.

C. Analisis de regresion multivariante para la comparacién de resultados con

diferentes variantes

D. Técnicas de correlacién de variables para el cdlculo de coeficiente de correlacién.

Se realizaron también estudios con técnicas de regresion.
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Se tomaron como valores significativos aquellos cuyo valor fue p<0,05.
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IV. RESULTADOS
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4.1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES
4.1.1. Datos Demograficos

Se contd al inicio con 60 pacientes, con edades comprendidas entre los 18 y 75 afios,
todos monosensibles a Chenopodiaceae y residentes en el drea de Zaragoza.

De los 60 pacientes seleccionados, un total de 37 llegaron a concluir el estudio. Las
causas de abandono fueron en la gran mayoria la falta de cumplimentacién de los
cuadernillos de sintomas a diario (8 pacientes), la no asistencia a las visitas programadas
(8 pacientes), los traslados a otras ciudades (5 pacientes) o la imposibilidad de cumplir
por motivos laborales (2 pacientes).

En lo referente al sexo (figura 29); 27 fueron mujeres (73%) y 10 varones (27%), con
una media de edad de 35+ 9.3 afios (figura 30).

Diez pacientes (27%) presentaban antecedentes familiares de enfermedad atdpica.

El tiempo medio de evolucién de la enfermedad alérgica en estos pacientes fue de

6,1 afios (2-20).

Sexo

B Hombres

M Mujeres

Figura 29. Distribucién del sexo en los pacientes incluidos en el estudio; 73% mujeres y 27% varones.
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Figura 30. Distribucién de la edad de los pacientes a estudio.

Todos los pacientes presentaron sintomas de rino-conjuntivitis. Rinitis moderada-
severa intermitente en 5 casos (14%) y moderada-severa persistente en 32 (86%). Solo 5
individuos (14%) asociaron asma leve persistente de buen control.

Solo uno presentd ademas alergia a alimentos, concretamente a las frutas.

Los datos demograficos se expresan resumidos en la tabla 10.
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Paciente Edad (afios) Clasificacion Asma Evolucion de la AF atopia

No. rinitis enfermedad (afios)
1 30 M MSPR NO 10 si, madre
2 37 M MSPR S| 5 0
3 27 \% MSPR NO 2 0
4 34 M MSPR NO 4 0
5 18 Y MSIR Sl 3 si, padre
6 38 M MSPR NO 3 si, madre
7 42 M MSPR S| 20 0
8 25 M MSPR NO 2 0
9 60 M MSIR NO 4 0
10 30 Y MSIR NO 4 si, padre
11 30 M MSIR NO 4 0
12 46 M MSPR S| 2 0
13 30 M MSPR NO 2 si, hermana
14 38 M MSIR NO 4 0
15 43 M MSPR NO 20 si, hermana
16 30 M MSPR NO 15 no
17 34 M MSPR NO 6 si, abuela
18 49 M MSPR NO 5 0
19 41 \Y MSPR NO 15 0
20 46 M MSPR NO 13 si
21 33 \Y MSPR NO 2 si, hermana
22 22 \Y MSPR NO 3 si, madre
23 27 M MSPR NO 2 0
24 36 \ MSPR NO 8 0
25 54 \ MSPR S| 2 0
26 42 M MSPR NO 2 0
27 34 M MSPR NO 2 0
28 18 M MSPR NO 3 0
29 29 M MSPR NO 8 0
30 30 M MSPR NO 4 0
31 49 M MSPR NO 20 0
32 24 \ MSPR NO 15 0
33 33 M MSPR NO 2 0
34 31 M MSPR NO 4 0
35 37 M MSPR NO 2 0
36 32 \Y MSPR NO 2 0
37 35 M MSPR NO 2 0

Tabla 10. Datos demograficos de los pacientes del estudio. MSIR= rinitis intermitente moderada-

severa; MSPR= rinitis persistente moderada-severa.
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4.1.2. Recogida de datos clinicos

4.1.2.1. Registro de sintomas y polen en el aio 2007

Durante el periodo a estudio se recogieron sintomas 6 meses consecutivos, a diario,
del 1 de mayo al 31 de octubre del 2007 y los datos obtenidos se reflejan en las

siguientes tablas (tabla 11, 12 y 13).
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Tabla 11. Correlacion entre sintomas TOTALES (rojo) y polen de Chenopodiaceae (azul) en 2007.

—— Polenes 4,00
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Tabla 12. Correlacion entre sintomas nasales (violeta) y polen de Chenopodiaceae (azul) en 2007.
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Tabla 13. Correlacion entre sintomas oculares (amarillo) y polen de Chenopodiaceae (azul) en 2007.

Se realizé un andlisis de regresidon linear multivariante para correlacionar

sintomas y polen y se observo correlacion con los sintomas totales y nasales,

obteniendo el valor de p <0.001 y también con los oculares (p<0.006). Sin embargo no

se obtuvo correlacién para los sintomas bronquiales.
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4.1.2.2. Escala analdgica visual

La evaluacion subjetiva de la evolucién de la enfermedad se realizé a través de
una escala analdgica visual durante el afio 2007 y los resultados que se obtuvieron se
muestran en la tabla 14.

Se observd un empeoramiento subjetivo de la clinica en temporada polinica (que
se corresponde a las 3 primeras determinaciones de media 7,23; 6,75 y 6,83), bien
correlacionado con el aumento de la concentracién de polen, sobre todo en la
determinacién nimero 3 que corresponde con el mes de julio/agosto y el pico polinico
(figura 31). Durante el mes de octubre que practicamente desaparece el polen
atmosférico, se recupera hasta la normalidad la percepcion clinica de los pacientes,

obteniendo una puntuacién media de 9,27.

048

—e—ESCALA ANALOGICA VISUAL  —m—POLEN

Figura 31. Diagrama linear donde observamos la media de concentracion de polen en cada
periodo estudiado (rosa) y la media de la valoracién subjetiva de sintomas a través de la escala analdgica
visual, valorada de 0 a 10, siendo 0 muy mal y 10 muy bien (azul). Determinacién 1: mayo. Determinacién

2: junio. Determinacion 3: julio/agosto. Determinacién 4: octubre.
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Minimo Maximo Desviacion tipica

Mayo
Junio
Julio-Agosto

Octubre

Tabla 14. Descripcion de valores estadisticos de la EVA (Escala Analdgica Visual) en cada una de las

temporadas polinicas estudiadas a lo largo del afio 2007.

4.1.2.3. Cuestionarios de calidad de vida para rinitis

Los resultados del cuestionario de calidad de vida, se evaluaron de forma
especifica, a través del cuestionario ESPRIN® especifico para rinitis. Se observé que esta
significativamente mas afectado dentro de la estacién polinica (julio) que fuera de ella
(octubre), tanto en la evaluacidn global, como en cada uno de los dominios estudiados
del cuestionario (figura 32), aplicando el test no paramétrico para variables

dependientes de Wilcoxon (tabla 15y 16).

Media Dominios del cuestionario ESPRINT

3,0000
2,5000
2,0000
1,5000
1,0000
0,5000
0,0000

M En estacion

M Fuera de estacion

Figura 32. Comparacién de los 8 dominios estudiados en el cuestionario SPRINT, dentro de la estacion

polinica y fuera de ella.
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Percentiles
Desviacion
N Media tipica Minimo Maximo 75 25 50 (Mediana)
EspGlovl 37 2,0290 ,99847 ,61 4,36 1,4107 1,6429 2,6250
EspSintNasvl 37 2,7973 1,14388 1,00 5,00 2,0000 2,7500 3,7500
EspOtrosintvl 37 1,8000 1,18040 ,00 5,40 1,0000 1,6000 2,4000
EspActivivl 37 1,7905 1,46192 ,00 5,00 ,5000 1,2500 3,0000
EspAmbientvl 37 2,13514 1,336707 ,000 4,667 1,16667 2,00000 3,16667
EspVitalvl 37 2,16216 1,617080 ,000 5,333 ,66667 2,00000 3,33333
EspSuefiovl 37 1,52703 1,277182 ,000 4,250 ,50000 1,25000 2,37500
EspPsicolvl 37 1,83784 1,199271 ,000 4,500 1,00000 1,50000 2,75000
EspGlobalv2 37 1,11004 1,038187 ,000 5,286 ,50000 ,71429 1,33929
EspSintnasv2 37 1,57432 ,996286 ,000 5,000 1,00000 1,50000 2,12500
EspOtroSintv2 37 ,88108 ,981450 ,000 4,000 ,20000 ,40000 1,30000
EspActiviv2 37 1,10811 1,306422 ,000 6,000 ,25000 ,75000 1,87500
EspAmbinetv2 37 1,09009 1,246349 ,000 5,000 ,33333 ,66667 1,66667
EspVitalv2 37 1,05405 1,296990 ,000 6,000 ,33333 ,66667 1,33333
EspSuefiov2 37 ,91216 1,300663 ,000 6,000 ,25000 ,50000 1,00000
EspPsicolv2 37 ,99324 1,051597 ,000 5,500 ,37500 ,75000 1,25000

Tabla 15. Estadistica descriptiva de los resultados del cuestionario SPRINT, desglosado en los 7 dominios

evaluados (Sintomas nasales; Otros sintomas; Actividades de la vida diaria; Aspectos ambientales;

Vitalidad; Suefio; Afectacion Psicoldgica) y en global durante la estacidn polinica en julio (1) y fuera de la

temporada polinica en octubre (2).

EspSintnas | EspOtroSin | EspActiviv | EspAmbin | EspVitalv | EspSuefiov | EspPsicolv
EspGlobalv V2 - tv2 - 2- etv2 - 2- 2- 2-
2- EspSintNas | EspOtrosin | EspActiviv | EspAmbie | EspVitalv | EspSuefiov | EspPsicolv
EspGlovl vl tvl 1 ntvl 1 1 1
Z -4,338(a) -4,858(a) -3,965(a) | -3,430(a) | -4,458(a) | -3,959(a) | -3,198(a) -4,227(a)
Sig. asintot. ,000 ,000 ,000 ,001 ,000 ,000 ,001 ,000
(bilateral)

Tabla 16. Estadistica descriptiva (a) Basado en los rangos positivos y (b) Prueba de los rangos con signo de

Wilcoxon.
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4.1.3. Exploraciones complementarias

4.1.3.1. Espirometria forzada

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los valores
espirométricos de los pacientes en el seguimiento en el 2007. El FEV1 se mantuvo

constante alrededor del 100% y el cociente FEV1/FVC por encima de 80% (figura 33).

FEV1/FVC
84
83,5 ___—%. 83,7
83 +—s355
Fevl/Fvc 825
/ o Z__,.ao 82,25
81,5 -
81
80,5
1 2 3 4
—+—FEV1/FVC 83,03 83,7 81,84 82,25

Figura 33. Valores de la media del cociente FEV1/FVC de todos los pacientes en las 4 determinaciones
realizadas. Determinacién 1: mayo. Determinacion 2: junio. Determinacién 3: julio/agosto.

Determinacion 4: octubre.

4.1.3.2. Medicion de oxido nitrico exhalado

Se observd una correlacién positiva entre FeNo y concentracién de polen en las 4
determinaciones realizadas a lo largo del ano 2007 (r=0,92); obteniéndose el pico mas
alto de concentracion de polen en julio/agosto coincidiendo el valor mas alto de FeNo
detectado en los pacientes (figura 34).

Los valores se expresaron en partes por billon (ppb).
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Figura 34. Concentracion de polen de Chenopodiaceae/amaranthaceae expresado en granos/m3 (media
de polen de cada periodo) y valores del FeNo (ppb) obtenido en las 4 determinaciones de todos los

pacientes. El coeficiente de correlacion entre polen y medicién de oxido nitrico fue de 0,92.

4.2. PRUEBA CUTANEA
4.2.1. Resultados de las pruebas cutdneas

Se cdlculo para cada especie el diametro maximo, minimo, la media y el intervalo de
confianza para poder realizar el estudio estadistico (tabla 17 y 18).

Se realizé un analisis de varianza de Kruskal-Wallis y andlisis de ANOVA con los
resultados de las papulas (figura 35-B).

La prueba cutanea fue positiva para todas las especies, en todos los pacientes a

estudio.
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Prueba cutanea
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Figura 35 (A y B). A- Diagrama de box-plot para las pruebas cutaneas con las 11 especies de
Chenopodiaceae/Amarnathaceae. B- Andlisis estadistico de las diferencias entre las especies de
Chenopodiaceae/Amarnathaceae estudiadas. Las diferencias significativas (p<0,05) estan marcadas con de

color azul.

Se realizd un analisis estadistico de las papulas comparando el tamafio maximo,
minimo y la media de las papulas para cada especie de Chenopodiaceae/Amaranthaceae
que se estudié y se obtuvo como resultados que; S. kali (76,3+30,2 mmz), A. halimus
(71,1+£38,1 mmz) y C. album (60,3+29,6 mmz) obtuvieron el didmetro mayor de papula;
mientras que S. vermiculata (33,6+12,8 mm?) y C. murale (30,4 +13,7 mm?) presentaron

los valores mas bajos (figura 35-A).

109



ESPECIE MAXIMO MiNIMO MEDIA Ic

C. album 157,5 9,5 55,25 46,75 - 66,75
C. vulvaria 83,5 11,5 33,25 25,5-46,5
C. murale 66,5 11 26,5 21-36,125
S. kali 153 25,5 71,25 52,25-97,25
S. vermiculata 69 8,5 32,75 25,75-36,5
S. oppositifolia 112,5 9,5 39,5 32-53
B. scoparia 96,5 12,5 42,5 29-53,5
A. patula 101 18,5 41 29-49
A. halimus 237 17,5 61,5 48 -88
A. deflexus 90,5 15,5 36,5 26 - 49,125
A. muricatus 139,5 11 45 31,5-62,25

Tabla 17. Comparacién del tamafio maximo, minimo y la media de las pdpulas para cada especie de

Chenopodiaceae/Amaranthaceae estudiada.

ESPECIE MEDIANA PERCENTIL 25% PERCENTIL 75%
C. album 55,25 46,75 66,75
C. vulvaria 33,25 25,5 46,5
C. murale 26,5 21 36,125
S. kali 71,25 52,25 97,25
S. vermiculata 32,75 25,75 36,5
S. oppositifoila 39,5 32 53
B. scoparia 42,5 29 53,5
A. patula 41 29 49
A. halimus 61,5 48 88
A. deflexus 36,5 26 49,125
A. muricatus 45 31,5 62,25

Tabla 18. Determinacidn de la mediana, percentil 25% y 75% con el andlisis de varianza de Kruskal-Walli

para un test de normalidad (Failed P < 0,050).
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4.3. CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS
4.3.1. Determinacidn del contenido proteico

Los resultados de la determinacién proteica obtenida para los extractos de C.
album, C. vulvaria, C. murale, S. kali, S. vermiculada, S. oppositofolia, B. scoparia, A.
patula, A. halimus, A. deflexus y A. muricatus aparece reflejado en la tabla 19. Los
resultados obtenidos se expresaron en ug de proteina por mg de liofilizado.

Todos los extractos del estudio contenian al menos el 75% de ug de proteina por

mg de liofilizado.
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Tabla 19. Contenido proteico de los diferentes extractos expresados en pg de proteina por mg de

liofilizado. En todos ellos se determind mdas de 75 g de contenido proteico por mg de liofilizado.
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4.3.2. Caracterizacion antigénica de los extractos

4.3.2.1. SDS-PAGE

Se realizaron 3 geles de SDS-PAGE que fueron tefiidos con azul de Coomassie,
plata y glicoproteinas (figuras 36-41). Se puede observar las bandas proteicas de los 11

extractos separados por su peso molecular.

kDa kDa
s | T BT et iudee ubsS
66.2 | m—: 66.2 —| em—:
45,0 | w— 45.0 | w—
31.0 | w— 31.0 | e—
21.5 | w— 21.5 | w—
14.4— w— I 14.4—| w— '
St 1 2 3 4 5 6 St 1 2 3 4 5 6

Figuras 36 y 37. Tincidn con plata y Comassie respectivamente. St: Peso molecular estandar. Linea 1. C.

album; Linea 2. C. vulvaria; Linea 3. C. murale; Linea 4. S. kali; Linea 5. S. vermiculata; Linea 6. S.

oppositifolia.
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Figuras 38 y 39. Tincidn con plata y Comassie respectivamente. St: Peso molecular estandar. Linea 1. B.

scoparia; Linea 2. A. patula; Linea 3. A. halimus; Linea 4. A. deflexus; Linea 5. A. muricatus.

kDa kDa
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66.2 f62
45.0 45.0
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21.5— -
14.4
14.4
= E_— .
1 2 3 4 5 B 7 1 2 & & 5 6

Figuras 40. Tincién con glicoproteinas. Carril 1 (St): Peso molecular estandar. Linea 2. C. album; Linea 3.
C. vulvaria; Linea 4. C. murale; Linea 5. S. kali; Linea 6. S. vermiculata; Linea 7. S. oppositifolia.
Figura 41. Tincion con glicoproteinas. Carril 1 (St): Peso molecular estandar. Linea 2. B. scoparia; Linea 3.

A. patula; Linea 4. A. halimus; Linea 5. A. deflexus; Linea 6. A. muricatus.

Se observaron bandas proteicas con un rango de peso molecular (MW) desde 8 a
95 KDa. La banda mas intensa para todas las especies se observo en los 43 KDa
aproximadamente, que corresponde con el grupo de Sal k1. Otras bandas a destacar

fueron las identificadas a 18, 29, 65 y 80 KDa en muchas especies.
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El perfil proteico revelado muestra patrones diferentes en cada una de las
especies estudiadas. Todas ellas reconocen proteinas similares de alto peso molecular
en bandas entorno a 43, 60 y 66 KDa aproximadamente. Sin embargo también se
observan bandas de bajo peso MW que varian significativamente dependiendo de las

especies.

4.3.2.2. Isoelectroenfoque

Se realizd isoelectroenfoque bidimensional para cada una de las especies a

estudio, obteniéndose los siguientes resultados.

97.4 —
97.4 — | i
66.2 | s— 66.2
45,0 — — 45.0 — -
——
31.0 —+— ;
—— 31.0 —
215
14.4 ‘ e
215 — » »
. .
144 — g”
s
+ Gradiente 3-10 -

Figura 42. SDS-PAGE, en el primer carril el peso molecular estandar y en el segundo carril C album.

Figura 43. Isoelectroenfoque bidimensional para C album.
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Figura 44. SDS-PAGE, en el primer carril el peso molecular estandar y en el segundo carril C. vulvaria.

Figura 45. Isoelectroenfoque bidimensional para C. vulvaria.
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Figura 46. SDS-PAGE, en el primer carril el peso molecular estandar y en el segundo carril C. murale.

Figura 47. Isoelectroenfoque bidimensional para C. murale.
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Figura 48. SDS-PAGE, en el primer carril el peso molecular estandar y en el segundo carril S. kali.

Figura 49. Isoelectroenfoque bidimensional para S. kali.
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Figura 50. SDS-PAGE, en el primer carril el peso molecular estandar y el segundo carril S. vermiculata.

Figura 51. Isoelectroenfoque bidimensional para S. vermiculata.
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Figura 52. SDS-PAGE, en el primer carril el peso molecular estandar y en segundo carril S. oppositifolia.

Figura 53. Isoelectroenfoque bidimensional para S. oppositifolia.
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Figura 54. SDS-PAGE, en el primer carril el peso molecular estandar y en el segundo carril B. scoparia.

Figura 55. Isoelectroenfoque bidimensional para B. scoparia.
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Figura 56. SDS-PAGE, en el primer carril el peso molecular estandar y en el segundo carril A. patula.

Figura 57. Isoelectroenfoque bidimensional para A. patula.
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Figura 58. SDS-PAGE, en el primer carril el peso molecular estandar y en el segundo carril A. halimus.

Figura 59. Isoelectroenfoque bidimensional para A. halimus.
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Figura 60. SDS-PAGE, en el primer carril el peso molecular estandar y en el segundo carril A. deflexus.

Figura 61. Isoelectroenfoque bidimensional para A. deflexus.
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Figura 62. SDS-PAGE, en el primer carril el peso molecular estandar y en el segundo carril A. muricatus.

Figura 63. Isoelectroenfoque bidimensional para A. muricatus.
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De las especies estudiadas, C. vulvaria es de los tres Chenopodium el que
representa un perfil de bandas proteico con mayores diferencias, marcando proteinas
de bajo peso molecular de alrededor de 21,5 KDa e inferiores, mientras que las otras dos
especies de chenopodium reconocen proteinas de MW mas elevado.

Respecto a la Salsola; 1a S. vermiculatta y la S. oppositifolia muestran también un
perfil proteico de bajo peso molecular, observacién ya descrita en otros trabajos donde
se comparaba el perfil proteico y alergénico de varias salsolas y se observé mayor
reactividad cruzada entre S. oppositifolia y C. album que entre S. oppsitifolia y S. kali*®.
S. kali reconoce bandas proteicas con MW mads altos de entorno a los 43KDa.

Bassia y Atriplex, asi como las dos Amaranthaceae estudiadas reconocen como el
resto de las especies, proteinas entorno a 43 kDa, pero todas ellas marcan también las

de mas bajo peso molecular.
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4.4. PERFIL ALERGENICO
4.4.1. Inmunoblotting IgE

El perfil alergénico que se reveld mostré patrones de reconocimiento diferentes
en el pool de los pacientes estudiados (figura 64). En todas las especies se reconocieron
proteinas de elevado peso molecular entorno a 43, 60 y 66 kDa aproximadamente. Sin
embargo destaca en algunas especies como C. vulvaria, C. murale, B. scoparia, S.
oppositifolia, A. deflexus y A. muricatus proteinas de mas bajo peso molecular,
mostrando un perfil proteico diferente especifico para cada una de las especies. Asi se
observé una banda de alrededor de 20 KDa sdélo en C. murale y S. oppositifolia; de 18
KDa en C. vulvaria y S. kali y de 16 KDa solo para B. scoparia y los amaranthus

estudiados.

97.4 —
66.2 —
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31.0 —

215 —

144 —
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Figura 64. Perfil alergénico (Inmunoblot) de las 11 especies. Linea 1. C. album; Linea 2. C. vulvaria; Linea
3. C. murale; Linea 4. S. kali; Linea 5. S. vermiculata; Linea 6. S. oppositifolia; Linea 7. B. scoparia; Linea 8.

A. patula; Linea 9. A. halimus; Linea 10. A. deflexus; Linea 11. A. muricatus. Pool de sueros diluidos a %.
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4.4.2. Procesamiento de las imagenes y medida de los alérgenos antigénicamente mas
relevantes

Se analizd6 cada una de geles de SDS-PAGE de las 11
Chenopodiaceae/Amaranthaceae por el método descrito en el apartado 3.7.2. de

material y métodos, obteniéndose las siguientes bandas.
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Figura 65. Estudio de las bandas proteicas de C. album, C. vulvaria y C. murale.

El patrén proteico de los 3 extractos de Chenopodium que se estudiaron (C.
album, C. murale y C. vulvaria) fue heterogéneo, aunque se observaron caracteristicas
proteicas comunes. Los tres extractos reconocieron proteinas de alto MW (76, 67 y 43
KDa) y compartieron alguna de bajo MW, en torno a los 10 KDa y que probablemente se
traten de homologas al Che a2 (profilina) y Che a3 (polcalcina) descritas en el extracto

de C. album y que son panalérgenos con una prevalencia variable dependiendo del area
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geografica en la que nos encontremos. Se observé ademds como C. vulvaria es la que
mostré un patréon mas diferente comparandolas con los otros dos Chenopodium,
destacando sobre todo por presentar con mas intensidad proteinas de bajo MW, por
debajo de 17 KDa. Tanto C. album como C. murale presentan un patrén mas homogéneo

entre ellas.

Salsola kali

S. vermiculata

S. oppositifolia

¥
ZX] FELS

Figura 66. Estudio de las bandas proteicas de S. kali, S. vermiculata y S. oppositifolia.

Las tres especies de Salsola estudiadas reconocieron bandas de proteinas de alto
peso MW de aproximadamente 60 y 43 KDa; y una de bajo MW de 11 KDa; que son
también las que se identifican en el resto de Chenopodiaceae/Amaranthaceae que se
han incluido en el estudio. Sin embargo, se observd que existen diferencias entre ellas y
asi, S. vermiculatta mostrdé un patrén diferente compardndola con las otras dos especies

de Salsola, reconociendo bandas con mayor intensidad en los pesos moleculares mas
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bajos (21, 14 y 11 KDa), probablemente estas dos ultimas homdlogos del grupo de las
profilina (Sal k4) y polcalcina, y que también compartié con S. oppositifolia; aunque en
esta Ultima se llegaron a detectar hasta 13 bandas, compartiendo con S. kali las de

alrededor de 27 y 70 KDa que no tiene S. vermiculatta.
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Figura 67. Estudio de las bandas proteicas B. scoparia, A. patula y A. halimus.

La B. scoparia y los dos Atriplex estudiados (A. patula y A. halimus) presentaron
un perfil proteico similar; se llegaron a detectar desde 13-14 bandas en A. patula y B.
scoparia respectivamente, hasta 18 bandas en A. halimus. En estas 3 especies se
destacaron ademas 2 bandas con mas intensidad, de alrededor de 14-11 KDa y otra de
20 KDa; que no comparten ni con S. kali, ni con S. vermiculatta; pero si con el resto de
especies estudiadas. A. halimus desatacd también por presentar ademas proteinas de

elevado peso molecular con bandas de hasta 87 KDa.
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Figura 68. Estudio de las bandas proteicas A. deflexus y A. muricatus.

Las dos especies de Amaranthaceae que se estudiaron presentaron perfiles
proteicos bien diferentes; mostré mas bandas de proteinas A. muricatus y con perfil

proteico mas intenso en las de bajo peso molecular, comparandola con A. deflexus.

Con la separacién de los componentes proteicos de cada una de las 11 especies a
estudio, se observd que todas ellas presentan algun patrén de reconocimiento en
comun (bandas proteicas de 60, 45 y 11 KDa); con sus pequefias diferencias entre unas y
otras. Destacaron algunas especies como C. vulvaria y S. vermiculatta con patrones
proteicos e intensidades bien diferentes. Se observd ademads que en algunas especies
como S. kali y A. halimus destacan proteinas de alto peso molecular; mientras que en

otras especies destacan sobre todo el reconocimiento de proteinas de bajo MW como

es en los Chenopodium, S. oppositifolia y S. vermiculatta o B. scoparia.

125



4.5. DETERMINACION DE IgE ESPECIFICA

4.5.1. Determinacion de IgE especifica a alérgenos con Biotina

Se realizd previo marcaje con Biotina y mediante ensayo manual con InmunoCAP

streptavidina. Los resultados obtenidos para cada una de las 11 especies a estudio se

representan en las siguientes tablas.
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Ku/l S. vermiculatta Ku/l S. opositifolia
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Tabla 20. Diagrama de barras en el que se muestra la determinacidn de IgE especifica biotilinada

para cada una de las especies estudiadas, expresadas en KU/L, en los 37 pacientes del estudio EPOSAL.
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Como se observa en la tabla anterior el valor de la IgE especifica frente a cada
una de las especies no fueron superiores a 35 KU/L, en ninguno de los individuos a
estudio.

S. Kali, S. oppositifolia y A. halimus, obtuvieron los valores frente a IgE especifica
mas altos en la gran mayoria de los pacientes.

Tan solo hubo un paciente que no reconocié Igk frente a ninguna de las especies
estudiadas. Los 36 restantes reconocieron IgE frente a la gran mayoria de las
Chenopodiaceae/Amaranthaceae seguidas (figura 69).

A penas se reconocio Igk frente a los extractos de C. vulvaria, B. scoparia y A.

deflexus (figura 70-A).

40 Ku/l
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I Pacientes

Figura 69. Determinacidn de IgE especifica biotilinada frente a las 11 especies a estudio en cada uno de los
37 pacientes. Los valores de la IgE estan expresados en ku/l. Los pacientes estan nominados con un codigo

numérico del 1 al 37.
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Figura 70 (A y B). A- Diagrama de boxplot donde se representan los valores de IgE especifica frente a los
11 especies de Chenopodiaceae/Amaranthaceae del estudio. B- Andlisis estadistico de las diferencias
entre las Chenopodiaceae/Amaranthaceae estudiadas. La diferencia estadisticamente significativas

(p<0,05) estan marcadas en azul.
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Ku/l

Ku/l

Comparando la IgE especifica por especies se observd; que las 3 especies de
Salsola, obtuvieron valores de IgE muy similares en cada uno de los pacientes a estudio,
siendo S. vermiculatta la que obtuvo los valores mas bajos. Lo mismo sucedié con C.
album y C. murale que mostraron valores equitativos, mientras que apenas se obtuvo
Igk frente a C. vulvaria. A. halimus también presentd Igk elevada, comparandolo con B.
scoparia que apenas reconoce Igk y con A. patula. De los dos Amaranthus, A. muricatus

obtuvo los valores mas elevados en IgE especifica (figura 71).
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Figura 71. Determinacion de IgE especifica en cada uno de los 37 pacientes, comparando entre especies

de Salsola, Chenopodium, Bassia y Atriplex y las dos Amaranthus.
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4.5.2. Determinacion de IgE especifica a S. kali mediante uniCAP100
Se obtuvieron valores muy equitativos de la IgE especifica frente a S. kali por el
método convencional del uniCAP100 frente al método de biotinizacion. Los resultados

de la IgkE especifica por UniCAP se expresan en la siguiente Figura.

30

MW S. kalicomercial

m S, kali biotiniladeo

Ku/I

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37

Pacientes

Figura 72. Determinacion de IgE especifica a S. kali mediante el método uniCAP100 representado en rojo y

el extracto biotinilado en azul.
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4.6. RECUENTO DE POLEN

El polen de la familia de las Chenopodiaceae/Amaranthaceae comenzé en el mes de
abril en el afio 2007, persistiendo hasta octubre, dando los maximos recuentos en julio,
agosto y septiembre. Se pudo observar como las concentraciones de polen y la época de
polinizacidén a lo largo de otros afos como el consecutivo 2008 son muy similares, con
pequefias diferencias (figura 73).

Zaragoza

Granos/m3

[ - " " ~Ri s ualsh e -1 A —
ene-2008 mar-2008 may-2008 jul-2008 sep-2008 nov-2008 ene-200

Fecha

22008 & 2007

Figura 73. Grafica de la SEAIC del recuento polinico del afio 2007 en azul y 2008 en rosa. Los granos se

3 .
expresan en m” (Www.seaic.es)

Durante el ano 2007 se observaron picos mas altos de polen ya al inicio de la
estacion, en el mes de mayo vy junio, y se alcanzé el pico maximo en septiembre con 75
granos/m3. A lo largo de la estacién polinica del 2008, no se encontraron picos tan altos
de polinizacién, pero se obtuvo también el mas alto en septiembre con 55 granos/m?>.
Los picos de polinizacién fueron mas tardios, encontrandose >20 granos/m? a partir del

mes de julio.
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4.7. FENOLOGIA DE LA FLORACION EN CHENOPODIACEAE Y AMARANTHACEAE
4.7.1. Floracion por el método general

Se cuantificd con este método general el grado de floracién de las 11 especies a
estudio.

Se observd en el afio 2007, que las 3 especies de Chenopodium y las 2
Amaranthaceae estudiadas mostraron los niveles mas altos de floracién al inicio y al
final de la estacion polinica; mientras que los otros tres géneros, Salsola, Bassia y
Atriplex mostraron su maximo grado de floracidn en el medio de la estacién polinica y
primera semana de septiembre.

Se siguid con el mismo método, la floraciéon a lo largo del afio 2008, para
observar y comparar si las especies siguen cada afio el mismo patrén de floracién y en
las mismas temporadas polinicas. Los resultados que se obtuvieron fueron muy similares
en ambos aflos consecutivos. Se obtuvieron picos de floracidn similares en los mismos
meses y con el mismo grado de floracién, con alguna diferencia de 5 a 7 dias
dependiendo de la especie, como también se habia observado en la concentracién total
de polen medioambiental de esta familia.

Los resultados para cada género estudiado se muestran en las siguientes figuras.

» Resultados para género de Chenopodium en el afio 2007 y 2008:
No se observd grandes diferencias en el tiempo respecto a la floracidon de estas
especies de un afio a otro. Abarcan las tres practicamente los 6 meses en floracidn, con

diferencias respecto al pico de maxima floracién entre ellas (figura 74-A y B).
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mC abum == murale == YUilvaria

Floracion

MIMZMIME J1 J2 13 J4JLLJ2 U3 L4 AL A2 A3 A4 S1 52 53 54 0102 03 04
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Figura 74.- (Ay B). Floracidn en el afio 2007 de las 3 especies de Chenopodium. La valoracion va
desde O, no floracidon; hasta 3 como maximo grado de floracion. En el eje de abscisas M: mayo, J: junio, JL:
julio, A: agosto, S: septiembre, O: octubre. Se denomina como M1 a la primera semana del mes de mayo,

M2 a la segunda y asi sucesivamente. B- Floracidon en el aiio 2008.

El C. album durante el afio 2007 comenzé a florar a lo largo del mes de junio de
manera muy leve, alcanzando el maximo grado de floracién a lo largo del mes de
septiembre. En el afio 2008, florece ya desde el mes de mayo a la primera semana de
octubre, manteniéndose constante a lo largo de toda la temporada con pocos
ejemplares en flor, y también alcanza el maximo grado de floracién a lo largo del mes de
septiembre para desaparecer completamente en la primera semana de octubre.

C. murale florecié dando picos maximos ya desde el mes de mayo, y sin embargo
desaparecen los ejemplares en flor durante los meses de verano, en el mes de julio 2007
y en agosto en el afio 2008. Ambos afios reaparece en el mes de septiembre dando un

pico maximo de floracién.

134



Floracion

C. vulvaria es la especie que se mantuvo los 6 meses practicamente en floracién, con
picos maximos en el mes de mayo-junio y mediados de agosto a septiembre en los dos

afios consecutivos.

» Resultados para género de Salsola en el afio 2007 y 2008:

I Solsolo kali I Salsola kali

Salsola vermiculata

0 ™ 1 [
MIMIMIME L 12 13 34 LI U3 014 AL A2 A3 AL S1S2 3 S4 01 07 03 04 MIM2M3M4 J1 12 J3 14 JLLIL2JL3JLA AL A2 A3 Ad 5152 53 54 010203 04
2007 2008

- oL

Figura 75- (A y B). A-Floracién de las 2 especies de Salsola (vermiculatta y kali) seguidas en el area de

Zaragoza en el afio 2007; B- Floracion de estas especies en el afio 2008.

No se encontraron ejemplares de S. oppositifolia en nuestra area, por lo que sélo
se siguieron las otras dos especies. Tanto S. kali como S. vermiculatta florecieron en los
meses mas cdlidos. Durante el aifio 2007 S. kali comenzé a florecer la tercera semana de
junio, dando sus picos maximos a mediados de julio y agosto, para desaparecer
completamente a mediados de septiembre (figura 75-A). Se comporté practicamente
igual a lo largo del afio 2008, manteniendo un solo pico maximo de floracidn la primera
semana de agosto (figura 75-B).

Curiosamente S. vermiculata comenzo a florecer unas semanas antes que S. kali, por

lo tanto se encontraron ejemplares en flor desde la primera semana de junio y ofrecié
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un grado de floracion muy alto toda la temporada desde junio hasta octubre en el 2007

y septiembre en el 2008.

» Resultados para el género de Atriplex y Bassia en el afio 2007 y 2008:

W Ariolevpatln
== fussinscaparia

== Jriplexhalimus
Floracion

l / ! /
| J | / /

[ 0
MINIMBMAIL 12 3 0 D023 04 AL A2 A3 A4 §1 80 53 54 0102 03 4 MIMZMINE JT J2 13 JEJLJ2 003 08 AL AL A3 A4 SL ST 53 54 010203 04
2007 2008

Figura 76 (A y B). A- Floracién de A. patula, A. halimus y B. scoparia en el aiio 2007; B-_Floraciéon de

estas especies en el afio 2008.

B. scoparia ofrecid floracién de 5 a 6 meses al afio, con un grado de floracion
moderado. Su pico maximo ambos anos de estudio fue en la segunda quincena de
agosto, manteniéndose durante un mes en el 2007, y tan solo dos semanas en el 2008.

Los Atriplex son las chenopodiaceae mas tardias en la floracién. Ambas comienzan
durante la primera semana de agosto en los dos afios consecutivos, entrando en pocos
dias todos sus ejemplares en flor, y alcanzaron asi el grado maximo de floracion que

mantuvieron hasta la Ultima semana de septiembre, siendo ambos afos equitativos.
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» Resultados para el género de las Amaranthaceae en el afio 2007 y 2008:

J\

MUMIM3MA 1 2 03 J4 0L JL2 )03 J14 AT AT A3 A4 ST 52 §3 S4.01 02 03 04

I Amaronthus deflevus
== Amaranthusmuricatus

MIMZMEMA L 12 3 )8 N1 02 N3 0d A1 A7 A3 A4 §1 §2 S3 54 0102 03 04

2007

2008

Figura 77 (A y B). A- Floracidn de las Amaranthaceae en el afio 2007. B- Floracion de las

Amaranthaceae en el aino 2008.

Las amaranthaceae se encontraron en floracion practicamente los 6 meses de

estudio. A. deflexus dié los mdaximos niveles de floracion en mayo ambos afios

consecutivos, para mantenerse el resto de los meses, pero con niveles muy bajos. A.

muricatus alcanzé grados mds altos de floracion de manera constante con picos

variables cada afio a lo largo de la estacidn polinica.

4.7.2. Floracién por el método especifico o semicuantitativo de Orshan

Tal y como se comentd en el material y métodos, dado la complejidad del método

Unicamente se realizd el seguimiento en 5 especies consideradas como las mas

significativas del area.

Los resultados obtenidos se muestran en las siguientes figuras:
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Figura 78. Grafico del recuento de picos de floracion de C. album en azul, S. kali en naranja y S.
vermiculata en amarillo, a lo largo de los 6 meses de estudio del afio 2007. Los resultados se expresan en

porcentaje de plantas con mas del 25% de la especie en flor, que coincide con el pico de polinizacién.

100
90 ’-'
|
80 -
70 ! \
60 \
. l \ =——Chenopodium album
a0 I 7\- —m—Salsola Kali
30 l \ K Salsolavermiculata
| L /\
20 |
[ {
10 3 —
0 I e T Pl T T TN
— L e e B~ e B B o T s B | — o4 o0 —
= § § § e 2 AAAFBS333

Figura 79. Grafico del recuento de picos de floracion de C. album en azul, S. kali en naranja y S.

vermiculata en amarillo, a lo largo de los 6 meses de estudio del afio 2008.

Se observo que C. album tiene niveles de floracién muy escasos a lo largo de los
6 meses, dando un pequeio pico de 30% de ejemplares en floracion, en el 2007 y 38%
en el 2008, en la tercera semana de Septiembre, en los dos afios consecutivos.

S. kali aportd el maximo pico de floracidon de todas las especies seguidas y varid
entorno al 90-98% de ejemplares en floracidn durante dos primeras semanas de Agosto

y coincide también ambos afios. S. vermiculata fue un poco mas precoz que S. kali,
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dando el pico de polinizacién en la primera-segunda semana de julio, también en los dos

afios consecutivos.

Destaca el hecho de que los picos de floracion de las especies a estudio por este

método son muy similares de un ano a otro, tanto por la semana del afio que se

producen, como por la cuantia de especies que florecen.
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Figura

80. Grafico del recuento de picos de floracion de A. halimus en gris, y B. scoparia en verde, a lo

largo de los 6 meses de estudio del afio 2007.
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Figura

81. Grafico del recuento de picos de floraciéon de A. halimus en gris, y B. scoparia en verde, a lo

largo de los 6 meses de estudio del afio 2008.
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A. halimus, ofrecio el pico maximo de floracion en la segunda semana de
septiembre alcanzando casi el 100% de los ejemplares en flor, los dos afios
consecutivos. B. scoparia varidé un poco mas, pero también presentd su pico maximo en
el mes de agosto, en ambos anos, concentrando alrededor del 40% de ejemplares en

flor en ese mes.

4.7.3. Comparacion del método general y especifico de Orshan

Se compararon las cinco especies estudiadas a través de ambos métodos (S. kali,
S. vermiculata, C. album, B. scoparia y A. halimus) a lo largo de los dos afios
consecutivos 2007 y 2008. Se observod que se reproducen los picos de maxima floracién
para cada una de las especies con ambos métodos y que los picos de floracién son
similares tanto en cuantia, como en el momento del afio que se producen, en los dos
afnos consecutivos.

Se muestran en los graficos de la izquierda el método general y en la derecha en
especifico de Orshan para cada una de las especies, comparando el afno 2007 y 2008

(figuras 82. A-B, 83. A-B, 84. A-B, 85. A-By 86. A-B).
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» S. kali:

MIMZM3M4J1 12 J3 J4 JLLIL2JL3JLA AL A2 A3 A4 51 52 53 5401020304 MIMZM3MA J1 12 13 14 JLLJ2 I3 10 AL A2 A3 Ad S1 52 53 54 0102 03 04

Figura 82 (Ay B). A- Método general de visu para S. kali en el afio 2007 en azul y 2008 en rojo. B- Método

especifico o semicuantitativo de Orshan para S. Kali en azul para el afio 2007 y en rojo para el 2008.

> S. vermiculata:
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Figura 83 (A y B). A- Método general de visu para S. vermiculata en el afio 2007 en azul y 2008 en rojo. B-
Método especifico o semicuantitativo de Orshan para S. vermiculata en azul para el afio 2007 y en rojo

para el 2008.
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> C. album:
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Figura 84 (A 'y B). A- Método general de visu para C. album en el afio 2007 en azul y 2008 en rojo. B-
Método especifico o semicuantitativo de Orshan para C. album en azul para el afio 2007 y en rojo para el

2008.

> A. halimus:
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Figura 85 (A y B). A- Método general de visu para A. halimus en el afio 2007 en azul y 2008 en rojo. B-
Método especifico o semicuantitativo de Orshan para A. halimus en azul para el afio 2007 y en rojo para el

2008.
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» B. scoparia:
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Figura 86 (A y B). A- Método general de visu para B. scoparia en el afio 2007 en azul y 2008 en rojo. B-
Método especifico o semicuantitativo de Orshan para B. scoparia en azul para el afio 2007 y en rojo para

el 2008.

4.7.4. Correlacion entre la floracidn y el polen

Como se comenta en capitulos anteriores se observé una tendencia general de
concordancia entre la concentracién de polen (expresado en granos/ms) y la
sintomatologia de los pacientes, aunque las variaciones de polen no siempre se siguen
de variaciones de sintomas, especialmente en algunos tramos de julio y agosto.

A continuacidén se comparé el grado de floracién de cada una de las 10 especies por
el método general de visu, con la concentracién de polen medio-ambiental. Se encontrd
correlacién para todo el periodo sintomatico sélo frente a las especies de S. kali, S.
vermiculata y B. scoparia en el afio 2007, siendo S. kali la que obtuvo un valor mas alto

de correlacién con una r* de 0,7331; (tabla 21). Ahora bien, se realizé también este

143



analisis acotando el estudio de mayo a agosto, ya que es en el mes de mayo cuando se
inicia a contabilizar polen de la familia Chenopodiacea/amaranthaceae obteniéndose
valores que van desde minimos en mayo hasta valores maximos en Agosto, y es durante
este periodo de maxima polinizacion cuando se puede demostrar mejor la correlacién.
De este modo se observd que si acotamos el estudio de mayo a agosto mas especies
obtienen correlacion con la concentracion de polen medioambiental. Estas especies son
ademas de S. kali, S. vermiculata y B. scoparia; C. album, C. murale, A. patula y A.
halimus. Ademadas se observd que los valores de correlacién fueron mas altos,

obteniendo en practicamente todas estas r? por encima de 0,8.

rz(mayo a octubre) r? (mayo a agosto)

Chenopodium album 0,0071 0,8896
Chenopodium murale 0,0047 0,5184
Chenopodium vulvaria 0,1569 0,0098
Salsola kali 0,7331 0,8402
Salsola vermiculata 0,4542 0,6954
Bassia scoparia 0,4833 0,9941
Atriplex patula 0,2297 0,7913
Atriplex halimus 0,0384 0,7913
Amaranthus deflexus 0,1131 0,0004
Amaranthus muricatus 0,0858 0,0138

Tabla 21. Coeficiente de correlacidn de las 10 especies seguidas entre su grado de floracion y la

concentracion de polen total medioambiental en el afio 2007.

¢ Chenopodium

Las tres especies de Chenopodium seguidas en el afio 2007 ofrecieron floracién
practicamente los 6 meses a estudio. No se observd correlacidén con la cuantificacién de

polen medioambiental total para todo el periodo estudiado (figura 87.-A, B y C). Los
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valores obtenidos fueron de r* de 0,0071, 0,0047 y 0,1569 para C. album, C. murale y C.
vulvaria respectivamente. Ahora bien, en el cdlculo realizado para los meses de mayor
polinizacidn, se observé como C. album y C. murale si obtuvieron correlacién con un

valor de r2 de 0,8896 y 0,5184 respectivamente (tabla 21).
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Figura 87 (A, B, y C). A. -Correlacidon entre C. album, en rojo (valores de floracion de 0 a 4 expresados en
eje secundario), comparandolas con la cuantificacion de polen ambiental expresado en polen/m3 en azul
(eje principal de abcisas). B.- Floracién de C. murale en rojo y cuantificacién de polen ambiental en azul y

C.- Floracion de C. vulvaria en rojo y cuantificacion de polen ambiental en azul. Datos del afio 2007.
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< Salsola

De las dos especies de Salsola que pudieron ser seguidas en el area a estudio, se
observé que ambas pueden explicar los picos de polen en los meses mas calidos de julio
y agosto del 2007; obteniendose una correlaciéon alta tanto para todo el periodo
estudiado (r* de 0,7321 para S. kali y r’ de 0,4542 para S. vermiculata) como acotado a
los meses de mayor polinizacion de mayo a agosto (r’ de 0,8402 para S. kali y r* de
0,6954 para S. vermiculata). Ahora bien, se puede observar con el analisis visual que
estas especies no explican el pico de polen obtenido en el mes de mayo, cuando todavia

no habian comenzado a florar, ni el pico de septiembre.
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Figura 88 (Ay B). A- Correlacién entre la floracion de S. kali en rojo con la concentracidn de polen
ambiental en azul. B- Floracién de S. vermiculata comparada con la concentracion de polen ambiental

(expresado en m®). Datos afio 2007.

¢ Bassia scoparia

B. scoparia se correlaciond bien con el ultimo pico de polen del mes de septiembre
del afio 2007, pero no justifica los previos. Se obtuvo una correlacion para todo el

periodo polinico de 0,4833 y de 0,9941 para los meses de mayor polinizacién (tabla 21).
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Figura 89. Floracién de B. scoparia en rojo, comparandola con la cuantificacion de polen ambiental

expresado en polen/ma. Datos afio 2007.

< Atriplex:

Ambos Atriplex florecieron sélo al final del verano y principio del otofo. De las dos
especies, tan sélo A. halimus se correlaciond bien con el Ultimo pico de polen del mes de
septiembre del 2007; aun con todo no se obtuvo correlacion frente a todo el periodo
estudiado, con unos valores de r? de 0,2297 y 0,0384 frente a A. patula y A. halimus
respectivamente; pero si se obtuvo ligera correlacidon cuando se acoto a los meses de

méxima polinizacion con valores de r® de 0,7913 para ambas especies (tabla 21).
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Figura 90 (A 'y B). A-. Floracién de A. patula en rojo y polen amiental. B-. Floracion de A. halimus en rojo, y

polen ambiental en el afio 2007.

< Amaranthus:

Las dos amaranthaceae seguidas florecieron practicamente los 6 meses a estudio,
pero no se correlacionan con los picos de polen ambiental. Los valores obtenidos fueron
de 0,1131 y 0,0858 para todo el periodo y de 0,004 y 0,0138 de mayo a agosto para A.

deflexus y A. muricatus respectivamente (tabla 21).
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40 40

| R AV Y W
S Y N VY
R V', & W V,\/\VMJ\_l
DAY RN AR

MIM2M3M4 J1 J2 J3 J4 JL1JL2)L3)14 AT A2 A3 A4 51 52 53 54 01020304 MIMZM3M4J1 J2 13 J4 JL1JL2JL3)L4 AL AZ A3 A4 5152 53 5401020304

Figura 91 (A y B). A-. Floracién de A. deflexus en rojo y polen ambiental. B-. Floracidén de A. muricatus en

rojo y polen ambiental en el afio 2007.

148



Correlacién de polen (expresado en granos/m?®) con la floracién de cada una de las 10

especies a estudio en el afio 2008.

Se realizd el seguimiento de las especies en el afio consecutivo 2008 y se
correlaciono con la concentracidon de polen medioambiental, obteniéndose resultados

muy similares en ambos afios, como se puede observar en la siguiente tabla.

rz(mayo a octubre) r? (mayo a agosto)

Chenopodium album 0,1908 0,0016
Chenopodium murale 0,1531 0,8004
Chenopodium vulvaria 0,2196 0,1182
Salsola kali 0,9034 0,9981
Salsola vermiculata 0,8234 0,8423
Bassia scoparia 0,6780 0,5883
Atriplex patula 0,0107 0

Atriplex halimus 0,2847 0,2524
Amaranthus deflexus 0,0134 0,9648
Amaranthus muricatus 0,4604 0,2657

Tabla 22. Coeficiente de correlacion de las 10 especies seguidas entre su grado de floracidny la

concentracion de polen total medioambiental en el afio 2008.

*

< Chenopodium:

C. murale fue la primera de los chenopodium en comenzar a florar en el 2008 ya
a principios del mes de mayo, mientras que C. album y C. vulvaria fueron mas tardios en
el mes de junio para el primero y julio para el segundo. No se observé correlacion con el
polen ambiental total. Los valores obtenidos fueron de 0,1908 para C. album, 0,1531
para C. murale y 0,2196 para C. vulvaria. Si se observo correlacion para el polen de C.
murale en los meses de mayor polinizacidn con un valor de r? de 0,8004, no asi para las

otras dos especies.
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Figura 92 (A, By C). A-. Floracién de C. album en rojo y concentracidn de polen en azul. B-. Floracién de C.
murale en rojo y concentracion de polen en azul. C-. Floracién de C. vulvaria en rojo y concentracion de

polen ambiental en azul. Afio 2008.

% Salsola

Se observd en ambas especies, tanto para S. kali (figura 93-A) como para S.
vermiculata (figura 93-B) correlacidn entre los picos de floracién y los picos de polen
medioambiental sobre todo en los meses mas calidos como sucedid en el ano anterior,
con una pequeiia diferencia con el pico de polinizacién de la primera semana de

septiembre, que tan solo S. vermiculata ofrecid, no asi S. kali. Fueron de nuevo las dos
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especies que se correlacionaron mejor con el polen medioambiental total en todo el

periodo r’ de 0,9034 y 0, 8234; y también en los meses de mayor polinizacién con r* de

0,9981 y 0,8423.

(tabla 22). Ahora bien, como sucede en afios anteriores no justifican

los recuentos de polen de los primeros meses cuando todavia estan en estado

vegetativo.
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Figura 93 (A y B). A-. Floracion de S. kali en rojo y polen ambiental en azul. B-. Floracion de S .vermiculata

en rojo y concentracion de polen ambiental en azul. Afio 2008.

¢ Bassia scoparia

La especie de B. scoparia comenzé a florecer en junio, dando su pico maximo a

final de agosto y primera semana de septiembre coincidiendo con el pico de polen

ambiental en esa fecha; pero no justifica los 2 picos previos en los meses de junio y julio.

Se obtuvo una correlacion de r? de 0,6780 para todo el periodo y de 0,5883 desde mayo

a agosto.
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Figura 94. Floracion de B. scoparia en rojo y polen ambiental en azul.

graficas el final del verano, adelantandose A. halimus.

< Atriplex

Las dos especies de Atriplex estudiadas florecieron como se observa en las

Solo el ultimo pico de polen

ambiental coincide con una de las especies, que como en el afio anterior fue A. halimus,

sin poder justificar tampoco los picos previos. Los valores obtenidos para la correlacion

fueron bajos de 0,0107 y 0,2847 para todo el periodo y de 0,0001 y 0,2524 para A.

patula y A. halimus respectivamente (tabla 22).
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Figura 95 (A y B). A-. Floracidn de A. patula en rojo y polen ambiental en azul. B-. Floracidn de A. halimus

en rojo y polen ambiental en azul. Afio 2008.
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s Amaranthaceae

La correlaciéon obtenida para estas dos especies fueron bajos para el periodo
completo con unos valores obtenidos de 0,0134 y 0,4604 (tabla 22) frente a A. deflexus
y A. muricatus respectivamente, aumentando la correlacién frente a A. muricatus si

acotamos a los meses de floracién con r’ de 0,9648.

—qranos/m3 ‘ =——granos/m3

= A, deflexus = muricatus
i} 40
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Figura 96 (A y B). A-. Floracién de A. muricatus en rojo y concentracién de polen en azul. B-. Floracion de

A. deflexus en rojoy polen ambiental en azul. Afio 2008.

4.7.5. Correlacion entre la floracion y los sintomas

Para el estudio de correlacion entre la floracién de las especies y la
sintomatologia clinica de los pacientes se realizd un analisis multivariante a lo largo de
toda la estacion polinica en el afio 2007 y se observo que tan solo dos ejemplares
presentaron correlacion con la clinica. Estas especies fueron C. vulvaria con el que se

obtuvo un valor de p< 0,001 y A. patula con un valor de p 0,031 (tabla 21).
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Como se observa en los graficos la mayoria de los pacientes presentaron
sintomas desde mayo hasta octubre, dando el mayor score de sintomas en los primeros
meses de estudio (mayo-junio). Tan solo se encontraron 3 especies que polinizaran los 6
meses de seguimiento y estas fueron B. scoparia, C. album y C. vulvaria y de ellas tan
solo C. vulvaria obtuvo un valor de p estadisticamente significativo.

Los ejemplares mas abundantes tanto en nUmero como en estado de floracidn
fueron B. scoparia, S. kali, S. vermiculata, C. album y A. halimus; sin embargo sélo la
floracién de S. kali, S. vermiculata y B. scoparia se correlaciono bien con la
concentracion de polen en el 2007 y sin embargo, otras dos especies C. vulvaria y A.
patula fueron las Unicas que mostraron un valor de p estadisticamente significativo para
los 6 meses a estudio o para A. patula en su periodo de floracién que abarca los ultimos
meses del estudio.

El significativo indica que la variable independiente (sintomas generales) puede

explicarse y predecirse segun la variable dependiente que es la floracion.

Especie valor de significacion de la p

C. album 0,266
C. murale 0,233
C. vulvaria <0,001
S. kali 0,317
S. vermiculata 0,299
B. scoparia 0,653
A. patula 0,031
A. halimus 0,335
A. deflexus 0,772
A. muricatus 0,963

Tabla 23. Anadlisis multivariante para correlacionar especies de Chenopodiaceae/Amaranthaceae vy

sintomas en el afio 2007. Destacan en rojo los valores de p estadisticamente significativos (p<0,05).
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+ Chenopodium:

De los tres chenopodium seguidos tan solo C. vulvaria mostrd correlacidon con la
sintomatologia completa de los pacientes. Se observé que esta especie comenzd a
florecer a mediados de mayo, coincidiendo con el inicio de los sintomas de los pacientes
y se mantuvo en floracion a lo largo de toda la primavera y verano, para hacer un pico
en septiembre coincidiendo también con los sintomas (figura 97). El valor de p obtenido

fue <0,001.
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Figura 97. Se observan sintomas totales en rojo y floracion de C. vulvaria en azul.

¢ .murale (figura 98) florecié al inicio de la estacién polinica dando su maximo
grado de floracién en el mes de mayo para descender en los meses mas cdlidos, y dar un
pequefio pico en agosto y septiembre. La correlacién no fue estadisticamente

significativa y el valor de p fue de 0,233.
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Figura 98. Se observan sintomas totales en rojo y floracion de C. murale en azul.

Respecto a C. album, se observd como la floracién fue al revés de la
sintomatologia clinica de los pacientes y el valor de p obtenido fue de 0,266 con el

maximo grado de floracién en los meses de septiembre (figura 99).
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Figura 99. Se observan sintomas totales en rojo y floracién de C. album en azul
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+ Salsola:

De las dos Salsolas estudiadas se observd como S. kali unicamente florecid los
meses mas calidos, desde mediados de julio hasta las primeras semanas de septiembre,
por lo que no justifica la totalidad de la sintomatologia clinica que presentan los
pacientes (figura 100). Si coinciden los picos sintomaticos con los picos de mas floracion
en los meses centrales. Con el estudio de regresidon linear multivariante para todo el

periodo sintomatico se obtuvo un valor de p no significativo de 0,317.
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Figura 100. Correlacién entre la sintomatologia clinica de los pacientes del estudio en rojo y la floracién de

S. kali en azul.

S. vermiculata abarca un periodo mas amplio en floracién, pero igualmente no
justifica los sintomas que presentan en el mes de mayo y junio y los resultados

obtenidos no fueron estadisticamente significativos (p=0,299) (figura 101).
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Figura 101. Correlacién entre la sintomatologia clinica de los pacientes del estudio en rojo y la floracién de

S.vermiculata en azul.

“ Bassia scoparia:

La B. scoparia resultd ser una de las especies mds abundantes y que mayor
periodo sintomatico se mantuvo en flor, sin embargo no se correlacioné Ia
sintomatologia con la floracidn y se obtuvo un valor de p no significativo de 0,653

(figura 102).
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Figura 102. Correlacién entre la sintomatologia clinica de los pacientes del estudio en rojo y la floracion de

B.scoparia en azul.
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+ Atriplex:

Respecto a la A. patula se observé como no explica los sintomas hasta mediados

de agosto, sin embargo si los justifica en los ultimos 3 meses de estudio (figura 103)

obteniendo un valor de p estadisticamente significativo de 0,031.
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Figura 103. Correlacién entre sintomas totales en rojo y floracién de A. patula en azul.

A. halimus sélo florecié las ultimas semanas del verano, final de agosto vy

septiembre y no coincidié con los sintomas generales, el valor de p fue de 0,335 (figura
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Figura 104. Correlacién entre sintomas totales en rojo y floracién de A. halimus en azul.
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+“ Amaranthaceae:

Las dos amaranthaceae seguidas son especies en floracidn la casi practica
totalidad de los meses a estudio. Sin embargo, no se obtuvo correlacidon para
ninguna de las especies compardndolas con la sintomatologia de los pacientes. Se
obtuvo un valor de p de 0,772 para A. deflexus (figura 105) y de 0,963 para el A.

muricatus (figura 106).
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Figura 105. Observamos sintomas totales en rojo y floracién de A. deflexus en azul.
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Figura 106. Observamos sintomas totales en rojo y floracién de A. muricatus en azul.
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Destaca que sblo dos especies de las estudiadas, C. vulvaria y A. patula
presentaron correlacién entre la floracion y la sintomatologia de los pacientes en los 6
meses a estudio; ahora bien, si se justifican los sintomas de los pacientes con la floracién
de algunos pdlenes si abarcamos periodos concretos de estudio. Asi por ejemplo,
aunque S. kali no explica los sintomas los 6 meses, si coincide el aumento de sintomas
en los meses de verano, con sus picos de floracidon. Lo mismo que pasaria con S.
vermiculatta. Cabe destacar que no se observa ninguna correlacién con C. album que va
al revés de los sintomas de los pacientes. Ahora bien, en el andlisis individual de cada
uno de los pacientes por separado podemos encontrar patrones diferentes de sintomas

y por lo tanto de sensibilizacion, que podria explicar estos resultados.
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V. DISCUSION

162



Discusidn

La distribucion geografica del polen de las diferentes especies, esta fuertemente
influenciada por las condiciones geo-climaticas de la zona en la que nos encontremos, vy
ello contribuye al patrén de sensibilizacién de los pacientes®

La familia de las Chenopodiaceae/Amaranthaceae se compone de alrededor de
180 géneros y 2500 especies vegetales. En los ultimos afios, el polen de estas malezas
estd adquiriendo una relevancia cada vez mayor como inductor de alergia ya que estas
plantas son capaces de colonizar rapidamente los suelos salinos y aridos de zonas
desertificadas’® "

El aumento de la desertificacion en el valle del Ebro, ha hecho que aumente
considerablemente el crecimiento y expansién de plantas de la familia botanica de las
Chenopodiaceae/Amaranthaceae. Estas plantas se incluyen tradicionalmente en el
mismo grupo alergénico por su elevada reactividad cruzada, ademas de que ambas
presentan similitudes botanicas, periodos de polinizacion coincidentes y la caracteristica
de presentar un polen indistinguible a microscopia éptica.

En la actualidad sobre todo C. album y S. kali en nuestra zona’, y mas

72,7 7
73 en Irédn han

recientemente S. oppositifolia en el drea mediterranea® y A. retroflexus
sido relacionadas con la produccion de patologia alérgica.

En este estudio se han descrito 11 especies taxondmicamente similares a las
estudiadas hasta el momento, considerando finalmente a 8 especies de Chenopodiaceae
y 2 Amaranthaceae como las mas relevantes en el drea de Zaragoza tanto en cantidad,
como en expansion del nicho ecolégico. Estas especies son C. album, C. vulvaria,

C.murale, S. kali y S. vermiculatta, destacando ademds esta uUltima como una de las

especies mas frecuentes en cantidad y expansién; aunque posteriormente no se observd
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correlacién positiva comparandola con la sintomatologia total de todos los pacientes en
el afio 2007. Las especies de Salsola seguidas sdlo florecieron en los meses centrales del
verano; sin embargo se observd que la mayoria de los pacientes presentaron sintomas
durante los 6 meses a estudio y ademds fue al principio de estacién en mayo-junio
cuando el grado de sintomas fue mas intenso, por lo que estas especies de Salsola no
justifican la clinica, ni las concentraciones de polen total de los primeros meses de
polen, a pesar de ser una de las especies mas frecuentes de la zona. De las tres especies
de Chenopodium estudiadas, tan solo una de ellas C. vulvaria justificé la clinica con una
buena correlacién durante toda la temporada polinica, no asi en la correlacién con la
concentracion de polen total. No se observaron ejemplares de S. oppositifolia especie
ampliamente distribuida en otras zonas de la peninsula y que recientemente ha sido
estudiada por su relevancia aIergénica46' De aqui la importancia del conocimiento del
medio en el que nos encontramos y del estudio de las especies mas relevantes en cada
zona, de cara a poder producir sensibilizacién a los pacientes y presentar relevancia
clinica; ya que aunque en otras zonas de la peninsula como el area del levante la especie
de S. oppositifolia ha sido demostrada como una de las mas relevantes con capacidad
alergénica, no se han encontrado ejemplares en el drea de Zaragoza, y Unicamente son
especies de zonas costeras mas humedas y con un habitat diferente, y la positividad
hallada en los pacientes tanto en la prueba cutdanea como en la IgE especifica demuestra
sélo reactividad cruzada con otras especies. Se describen también ejemplares de B.
scoparia, A. patula, A. deflexus y A. muricatus en el area a estudio. Tan sélo con el pico
de floracién de A. patula se observo correlacion con clinica total de los pacientes en el

ultimo mes del estudio (septiembre), no asi el resto de la temporada polinica.
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En los ultimos afios diferentes observaciones clinicas han sugerido que los
sintomas en pacientes sensibilizados a polen de Chenopodiaceae no siempre se
correlacionaban perfectamente con el recuento de polen® *. Se han publicado estudios
donde se describe un decalaje entre la sintomatologia clinica de los pacientes
monosensibles a polen de S. kali y el periodo de polinizacion de estas especies;
explicando este hecho por diferentes factores como podria ser el efecto “priming”’* o
por el hecho de que el polen de Chenopodiaceae/Amaranthaceae se obtiene del
recuento de manera conjunta de polen de diferentes especies que no tienen por qué
coincidir con el pico de polinizacién mds alto obtenido de cada una de las especies.
Recientes publicaciones han sugerido que otras especies de
Chenopodiaceae/Amaranthaceae, que polinizan en periodos diferentes podrian
contribuir a los sintomas alérgicos *® 72

De acuerdo con estos resultados y nuestras observaciones clinicas nos
propusimos estudiar el periodo de floracién de cada una de las especies que fueran mas
representativas en nuestra area, asi como correlacionarlo con la clinica de los pacientes
monosensibles y con la concentracidon de polen medioambiental. Se seleccionaron 11
especies siguiendo las recomendaciones de S. Pike®®, J. Puente® vy el Atlas virtual de
Flora de Aragén66 y fueron: C. album, C. vulvaria, C. murale, S. kali, S. vermiculatta, A.
patula, A. halimus, B. scoparia, A. deflexus y A. muricatus. Tan solo una especie fue
incluida sin ser recomendada como representativa del area y fue S. oppositifolia que se
incluyo por la relevancia demostrada en otras areas de la peninsula tal y como se ha

explicado con anterioridad y que finalmente no se pudo seguir al no encontrar

ejemplares en el drea a estudio de Zaragoza.
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Floracion y sintomatologia clinica:

Se describe la correlacion entre la sintomatologia clinica y floracidon de
numerosas especies de Chenopodiaceae/Amaranthaceae que no han sido descritas
previamente como causantes de enfermedad alérgica.

De todas ellas tan sdlo en dos de las especies estudiadas se obtuvo una
correlacién positiva para todo el periodo sintomatico. Estas especies fueron C. vulvaria y
A. patula.

Siguiendo los picos de floracién de C. vulvaria es la Unica especie que encajé con
todo el periodo sintomatico de los pacientes, ya que comenzé a florecer en mayo,
dando picos a lo largo de los meses de julio, agosto y septiembre, finalizando su
floracion en octubre, al igual que la evolucién clinica de los pacientes.

A. patula, sin embargo justificé los sintomas sélo en septiembre, que es cuando
presenta el grado mas alto de floracién obteniéndose significacidon estadistica, pero no
justificd el resto de los meses sintomaticos. Probablemente aunque sélo se ha
encontrado correlaciéon con estas dos especies, los sintomas son consecuencia de la
floracién continua de diferentes especies que se van solapando en la floraciéon una con
la otra. La elevada reactividad cruzada entre todas estas especies justifica la sensibilidad
frente a muchas de ellas, sobre todo si comparten panalérgenos comunes. Estos
resultados nos ayudan a dilucidar porque los pacientes presentan sintomas de manera
tan temprana en mayo-junio, cuando las especies habitualmente estudiadas como S. kali
o C. album todavia no han entrado en flor. Probablemente todas comparten alérgenos
comunes capaces de producir sintomas ya desde el inicio de la floracién de otras
especies en pacientes sensibilizados a estas familias, sin ser sélo S. kali o C. album las

especies responsables en ese momento.
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La prevalencia de sensibilizacion a S. kali en nuestro medio ha sido estimada de
alrededor del 42%, y representa el tercer polen en importancia en nuestro area,

778 sin embargo, como ya se ha comentado, se

después del polen de Gramineas y Olivo
ha observado en este estudio que su periodo de floracion abarca tan solo los meses
centrales de julio y agosto, con un pico a principios de septiembre, los dos anos
consecutivos del estudio, no correlaciondndose con los sintomas de la mayoria de los
pacientes que comienzan en mayo/junio y persisten hasta octubre, periodos donde S.
kali todavia esta en estado vegetativo. Si bien es cierto que la mayoria de los pacientes
presentaron sintomas los 6 meses de estudio, se observé diferentes patrones de
sensibilizaciéon clinica, y se observd en una minoria de los pacientes que sdlo
presentaron sintomas los meses centrales de julio y agosto (24,5% de los pacientes
estudiados), correlacionandose en estos casos concretos la floracion de S. kali con su
sintomatologia.

C. album es otra de las especies relacionadas durante afios con produccion de
patologia alérgica en pacientes sensibilizados a polen de
Chenopodiaceae/Amaranthaceae y es comunmente, junto con S. kali, utilizada en el
diagnostico y tratamiento®. Sin embargo, se observé en este estudio que no tenia
correlacién con la clinica de los pacientes, dando ademas su pico de floracién sobre todo
al final de la temporada polinica, septiembre, justo al revés que el patrén clinico que
siguieron los pacientes.

El resto de especies seguidas C. murale, S. vermiculatta, A. halimus, B. scoparia,

A. deflexus y A. muricatus se fueron sucediendo a lo largo de los meses en su floracién

sin coincidir sus patrones de floracidén con los sintomas de nuestros pacientes.
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Estudio “in vivo” e “in vitro”

Para evaluar la importancia de la sensibilizacion de estas especies de
Chenopodiaceae/Amaranthaceae, se prepararon extractos para pruebas cutdneas en
prick test para las 11 especies a estudio y se testaron en todos los pacientes.
Sorprendentemente, y en vez de mostrar perfiles antigénicos diferentes con los
diferentes extractos alergénicos, todos los individuos presentaron pruebas cutdneas
positivas frente a todas las especies estudiadas.

Este resultado podria explicar la elevada reactividad cruzada que presentan estas

especies77’45

, compartiendo alérgenos comunes en sus extractos, que son los
responsables de que todos nuestros pacientes presentaran pruebas positivas en mayor
o menor medida. Aunque los alérgenos mayores han sido descritos y analizados en
diferentes trabajos sélo para S. kali, C. album y A. retroflexus; un alto grado de
reactividad cruzada entre alérgenos de la familia de Chenopodiaceae/Amaranthaceae ha
sido demostrada desde hace mas de 2 décadas®'. Hasta ahora, sélo Che al, y Sal k5
como homoélogos de Ole el y Che a2, Sal k4 y Ama r2, como profilinas han sido descritos
como alérgenos comunes de estas especies; pero probablemente existan mas alérgenos
comunes que todavia son desconocidos.

Cabe destacar que dos especies S. kali y A. halimus obtuvieron los tamafios de
papula mas altos con didmetros de alrededor de 70 mm?, mientras que C. murale y S.
vermiculata obtuvieron los valores mas bajos con 30 mm? Dado que la cantidad de
contenido proteico fue similar para todos los extractos preparados, por encima de 75ug
de contenido proteico por mg de liofilizado, este resultado se podria deber al hecho de

que tanto S. kali como A. halimus son extractos donde destacan alérgenos de elevado

peso molecular, mientras que en los que muestran menos papula destacan alérgenos de
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bajo peso molecular, quizds solo responsables de contener panalergenos que nos
muestran ademas reactividad cruzada con el resto de las especies.

Todas las especies presentaron capacidad de inhibir a la Ig con bandas
comunes, sobre todo a expensas de bandas con pesos moleculares medios y altos, de
alrededor de 43, 60 y 66 KDa aproximadamente, lo que sugiere de nuevo, elevada
reactividad cruzada entre todas estas especies por alérgenos comunes. El alérgeno
mayoritario de S. kali, Sal k1, recientemente medido en granos de polen y extractos
alergénicos, con un peso molecular de alrededor de 35 a 45 KDa*®, parece ser uno de los
alérgenos mds importantes implicados en la sensibilizacidon de S. kali, y también esta
presente en otras especies de Chenopodiaceas, como hemos podido demostrar
observando bandas de aproximadamente 43 kDa en todos los extractos, que
posiblemente implica que presentan bandas comunes con el grupo de Sal k1.

Sin embargo, la sensibilizacidn frente a C. album esta principalmente mediada
por alérgenos de mas bajo peso molecular, de entorno a 10-20 KDa.

Por lo tanto, el perfil alergénico reveld diferentes patrones de reconocimiento en
las especies estudiadas. Todas las especies reconocen bandas similares de elevado PM
de aproximadamente 43-60 kDa; sin embargo el reconocimiento de bandas de bajo PM
varia significativamente entre las especies.

Estos resultados demuestran la capacidad diagndéstica de estos extractos de
polen y sugieren el potencial alergénico de las especies testadas. Sin embargo, son
necesarios mas estudios para conocer la reactividad cruzada entre especies y dilucidar
sus similitudes vy diferencias.

Los valores obtenidos frente a IgE en los 11 extractos no resultaron muy

elevados, sin llegar a sobrepasar los 35 ku/l. S. kali y A. halimus fueron las dos especies
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los que presentaron los valores mas altos, al igual que sucedid con las pruebas cutaneas

y que podria justificarse por los mismos motivos anteriormente descritos.

Concentracidn de polen total y sintomatologia clinica.

Para esclarecer los resultados es muy importante la correlacién positiva que se
observd entre la concentracion de polen de Chenopodiaceae/Amaranthaceae y la
sintomatologia clinica. La mayoria de los pacientes presentaron sintomas los 6 meses
del estudio, ofreciendo los valores mas altos de la escala de sintomas al inicio de la
estacion polinica en el mes de mayo, para mantenerse constante en julio y agosto e ir
disminuyendo hasta desaparecer el octubre, correlacionandose bien con la
concentraciéon ambiental de polen, con pequefios decalajes de 2-3 dias, tal y como se
observd en otros trabajos publicados con las Chenopodiaceae4 e incluso con otras
familias de plantas como las Gramineas’®. Sin embargo, como he comentado
anteriormente, se encontraron también patrones de sensibilizacién diferentes y aunque,
si bien es cierto que la mayoria de nuestros pacientes son sintomaticos los 6 meses de
estudio, existe un pequefio porcentaje que Unicamente presentan sintomas en los
meses de julio y agosto (24.5%), con una buena correlacién con la concentracién de
polen medioambiental sélo en esos meses. Una posible hipdtesis de este fendmeno
podria ser el hecho de que este pequefio porcentaje de pacientes este sensibilizado sélo
frente a alérgenos especificos de especies que polinizan sélo en los meses centrales de
verano como por ejemplo S. kali, y no frente a otros panalérgenos comunes presentes
también en otras especies y por lo tanto reconozcan solo alérgenos de una especie en

concreto.
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Conclusiones similares se pueden extrapolar con la determinaciéon de oxido
nitrico exhalado y la concentracion de polen, donde se observé correlacién significativa,
aumentando los valores de oxido nitrico conforme aumentaba la concentracién de
polen medioambiental, lo que apoya que los aumentos de polen se correlacionan con
aumento de la inflamacién eosinofilica. Sin embargo no se observo correlacién con los
sintomas de asma en nuestros pacientes, probablemente porque tan solo un pequefio
numero de pacientes presentaban clinica de hiperreactividad bronquial.

Cabe destacar que el estudio se inici6 con 60 pacientes, todos ellos
monosensibles a polen de Chenopodiaceae, con gran dificultad en su reclutamiento,
dado que la mayoria de los pacientes presentan co-sensibilizaciones en nuestra drea. De
estos 60, tan sélo 37 llegaron a concluir el estudio. Las causas de abandono fueron sobre
todo la falta de cumplimentacion de los cuadernillos (8) que debian realizar a diario y la
no asistencia a las visitas programadas (8), que al menos se precisaban de 4 al afio,
ademads de los traslados a otras ciudades (5) y la incompatibilidad laboral (2). La
dificultad en encontrar pacientes con estas caracteristicas y el estudio complejo a la
hora de valorar sintomatologia hace complicado la realizacién de estudios para poder

conocer mejor las caracteristicas clinicas y alergénicas en este grupo de pacientes.

Floracion y concentracion de polen medioambiental total.

El grado de floracién se estudié con dos métodos de cuantificaciéon diferentes,
ambos superponibles por los resultados obtenidos en el grado de floracion de cada
especie los dos afios consecutivos del estudio. El método general de observacion visual
mas sencillo y que se realizé con las 10 especies seguidas en la zona y un método

semicuantitativo a través de una técnica botanica (previamente disefiado por Orshan®’
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en 1989) que por primera vez se ha aplicado para el estudio de patologia alérgica®’. La
floracion de las especies se correlaciono no sélo con la concentracién de polen
medioambiental, sino también con la clinica de nuestros pacientes. Aunque con este
método no obtenemos la concentracién exacta de polen medioambiental; los resultados
nos aportan informacién complementaria muy util y novedosa sobre el estudio del pico
de polen de cada una de estas especies, de cara a conocer su relevancia en el area. Tan
solo otro estudio sobre fenologia, en este caso realizado con la familia botdnica de las
gramineas, expone la utilidad en conocer el grado de floracién y la polinizacién para
esclarecer las especies mas relevantes de cada drea’®. En este trabajo el calendario
polinico obtenido por el grupo de los autores italianos con el polen de gramineas fue
similar en las 3 areas estudiadas, con diferencias de una o dos semanas entre cada una
de las tres zonas seguidas; en el norte se obtuvo la mayor semana de polen la tercera
semana de mayo, en el centro la primera y en el sur la cuarta semana. Sin embargo,
observando las lecturas de la fenologia de las especies, no todas ellas florecieron en el
periodo de maxima concentracién de polen. De hecho, especies tan importantes como
P. pratense florecié en la zona norte y centro, después del pico polinico y lo mismo
sucedié con C. dactylon en todo el territorio. En contra, la floracidn de especies como P.
bulbosa vy B.sterilis precedian a los picos polinicos sin variabilidad entre las zonas. Como
consecuencia, el pico de polen es debido a algunas y no todas las especies de gramineas,
y de hecho se observé como el pico de polinizacién de algunas especies se produce
fuera del pico polinico total. Resultados similares se observaron en nuestro estudio
donde especies tan importantes como S. kali dieron su pico de polinizacién sélo en los
meses de julio y agosto, coincidiendo en esos meses con el recuento total de polen,

pero no coincidiendo con los recuentos previos, obtenidos en mayo, junio, o los
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posteriores, en septiembre. Del mismo modo C. album ofrecié su pico polinico en
septiembre, después del pico en el recuento total de polen. Por otro lado, otras especies
como C. vulvaria que se correlacionaron bien con la clinica de los pacientes, no
presentaron correlacidn cuando se comparo sus picos de floracién con la concentracién
de polen medioambiental total. Una posible explicacion podria ser el hecho de que
presente alérgenos especificos de esta especie capaces de inducir clinica, sin tener
porque coincidir con el recuento de polen total.

En este trabajo de Frenguelli et cols. se correlaciond sélo polen atmosférico y
floracion de 12 especies de gramineas, sin correlacionarlo con la clinica de los pacientes,
ni realizar estudios complementarios “in vitro”, ni “in vivo” de las especies. Ahora bien,
también en este trabajo se dilucidé que las diferentes especies de gramineas florecen en
tiempos diferentes a lo largo de la estacién polinica y no todas las especies fueron
responsables de los picos de polen atmosférico. Se observé de hecho como especies
conocidas hasta la fecha como mas relevantes en la zona, producian su pico de
polinizacién fuera del pico contabilizado en la estacién. Estos resultados fueron también
observados en nuestro trabajo, donde la floracién de las especies de
Chenopodiaceae/Amaranthaceae se iba sucediendo a lo largo de los 6 meses de
seguimiento, y los picos de muchas de ellas no eran superponibles en su mayoria a los
picos de polen medioambiental.

El estudio de la fenologia de las especies aporta informacion novedosa vy
relevante, como también comentaron Frenguelli y Passalacqua en su trabajo, a la hora
de interpretar los patrones anuales de sintomas de los pacientes y pueden explicar
algunos fendmenos como el decalaje observado entre sintomas y concentracién de

polen en algunos estudios o la discrepancia que se observa en ocasiones entre los
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sintomas de los pacientes que no coinciden con los picos de polen atmosférico,
observando en ocasiones sintomatologia respiratoria grave con recuentos de polen
bajos o incluso nulos.

El resultado mas significativo de nuestro trabajo se obtuvo observando el grado
de floracidn de las especies de Salsola (S. kali y S. vermiculata), consideradas hasta la
fecha como una de las especies mas relevantes, que florecieron sélo en los meses mas
calidos de julio y agosto, sobreponiéndose a la floracion de otras especies como A.
halimus, A. patula, B. scoparia, C. album, C vulvaria y C. murale. Ahora bien, si coincidié
la floracién de estas dos especies de Salsola seguidas con los dos picos observados en el
recuento polinico en esos dos meses centrales, pero no justifican los previos de los
meses de mayo y junio, ni el posterior de septiembre. Por lo tanto, parece ser que no
sélo el polen de S. kali o S.vermiculata son los responsables de producir patologia
alérgica. La concentracion de polen detectado en los meses de mayo/junio y
septiembre/octubre no se corresponden con la floracidon de estas especies de Salsola
estudiadas, al igual que sucede con la sintomatologia clinica de los pacientes, por lo que
concluimos que estas concentraciones de polen deben corresponden a otras especies de
Chenopodiaceae/Amaranthaceae, apoyandose la idea que otras especies pueden ser
responsables de la sensibilizacion y de |la patologia alérgica en estos meses.

Destaca también el resultado que se obtuvo con C. album, especie que dio su
pico de floracion sobre todo en el mes de septiembre, y tampoco coincidié con el pico
de polen medioambiental, ni se correlaciono con la sintomatologia clinica de los
pacientes.

Especies como A. deflexus, A. muricatus o C. vulvaria, las cuales comienzan a

florecer a lo largo del mes de mayo, pueden ser responsables de la polinizacién en ese
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periodo, en la que se detectan ya granos de polen y ademas los pacientes comienzan a
presentar sintomas.

El polen que se detecto en Junio podria corresponder a C. album o B. scoparia. A
final de septiembre y principios de octubre la concentracion de polen se corresponde
con la floracién de C. album, C. vulvaria, C. murale, A. halimus, A. patula, A. deflexus o A.
muricatus y podria explicarlo.

Como consecuencia, la deteccion de granos de polen entre mayo y octubre
parece corresponder a la sucesiéon de la floracion de diferentes especies de
Chenopodiaceae/Amaranthaceae, explicando asi también la sintomatologia alérgica
durante todo el periodo sintomatico.

Cabe destacar que se siguid la concentracién de polen y el grado de floracién de
las especies en dos afios consecutivos, 2007 y 2008 y los resultados que se obtuvieron
fueron muy similares, obteniendo los picos de polen de manera similar en las dos
temporadas estudiadas, con diferencias como maximo de 5 a 7 dias entre un afio y el
consecutivo. Sucedid lo mismo con la floraciédn, las 10 especies florecieron
practicamente las mismas semanas y con el mismo grado de floracion en los 2 afios
2007 y 2008. Estos resultados demuestran la consistencia de ambos métodos.

Recientes estudios publicados han sugerido la existencia de particulas
alergénicas en el ambiente que podrian explicar la existencia de sintomas alérgicos fuera

7% 80 gin rechazar esta posibilidad, en el caso del polen de

de la estacion polinica
Chenopodiaceae/Amaranthaceae y de nuestros pacientes, los sintomas se restringen al

periodo entre mayo y octubre permaneciendo asintomaticos fuera de la estacion

polinica.
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El estudio del grado de floracién parece ser un método eficiente y
complementario para correlacionar la concentracién de polen de las diferentes especies
gue presentan un polen indistinguible a microscopia dptica y puede ser una herramienta
util para correlacionar sintomas alérgicos con floracion o con concentracion de polen
atmosférico. El andlisis fenolégico también es principalmente relevante y utilizado para
evaluar los efectos de los cambios climaticos en los ecosistemas®’, y puede representar
una herramienta especialmente util para evaluar la verdadera exposicién a polen de
Chenopodiaceae/Amaranthaceae. Ahora bien a pesar de la gran informacién que nos
aporta este método frente al convencional, es una técnica laboriosa que precisa de
personal entrenado en el reconocimiento y clasificacién de las especies y que requiere
de un trabajo de campo minucioso y detallado, con multiples traslados a las zonas de
habitat de las especies seleccionadas para ver su evolucién, y de manera semanal, lo
que resulta complejo para establecer como analisis de rutina; por lo que estudios mas
sencillos son necesarios para poder contar con esta valiosa informaciéon de una manera
mas sencilla.

Los resultados a través del estudio de la fenologia muestran como varias
especies de Chenopodiaceae/Amaranthaceae, dan sus granos de polen en diferentes
tiempos a lo largo de la estacion polinica, mientras que el método de recoleccion de
polen tradicional no distingue entre especies aportando sélo informacion parcial e
incompleta. Por lo tanto, mas estudios fenoldgicos de las especies de polen aportarian
datos utiles en areas geograficas, comparando con la clinica de los pacientes, de cara a
fortalecer las observaciones aportadas.

En resumen, con este estudio se confirma que no sélo contribuyen S. kali y C.

album en producir patologia alérgica en pacientes monosensibles a
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Chenopodiaceae/Amaranthaceae en nuestra area; sino que también pueden contribuir
otras especies de estas familias, y en especial C. vulvaria y A. patula.

Aunque todas las especies presentan elevada reactividad cruzada, no todas las
Chenopodiaceae/Amaranthaceae tienen completa reactividad cruzada, observando que
cada uno de los 11 extractos comparte similitudes pero también diferencias que los
distingue. Esto es de gran importancia de cara a seleccionar un adecuado diagnostico y
posteriormente una adecuado tratamiento alérgeno-especifico, donde deberia de
contenerse en principio todos los alérgenos relevantes frente a los que este
sensibilizado cada individuo en particular.

El estudio que nos aporta el conocimiento de la fenologia de las especies puede
ser también atil de cara a seleccionar un adecuado test diagnostico en determinadas
areas geograficas.

De acuerdo con nuestra experiencia y con los resultados obtenidos, nosotros
sugerimos la inclusidn de S. vermiculata, C. vulvaria, C. murale, A. patula y B. scoparia en
la bateria comun de aeroalérgenos para el diagnostico en nuestra area.

Aunque la implicacién clinica exacta no ha sido demostrada una por una, ni la
reactividad cruzada confirmada, nuestros resultados demuestran la importancia de
otras especies como agentes sensibilizantes, sin embargo mds estudios son necesarios
para conocer con detalle la reactividad cruzada entre estas especies, sus alérgenos mas
relevantes y las especies mas importantes en cada area a estudio, para poder llevar a

cabo un diagnostico mas preciso y con ello un tratamiento mas eficaz.

177



VI. CONCLUSIONES
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Conclusiones

1. El estudio del grado de floracién resulta una herramienta novedosa vy
complementaria para poder correlacionar concentracion de polen y clinica en
especies que presentan un polen indistinguible a microscopia dptica.

2. Todas las especies reconocieron proteinas de elevado MW de alrededor de 43,
60 y 66 KDa. Algunas especies como C. vulvaria, C. murale, S. oppositifolia, B.
scoparia y los Amaranthus reconocen ademds proteinas de mas bajo peso
molecular, mostrando un perfil proteico diferente y especifico para cada una de
las especies.

3. Todos los pacientes presentaron pruebas cutdneas positivas frente a las 11
especies de Chenopodiaceae/Amaranthaceae.

4. Todos los pacientes salvo uno, reconocieron IgE frente a todas las
Chenopodiaceae/Amaranthaceae estudiadas.

5. La mayoria de los pacientes presentaron sintomas los 6 meses a estudio, de
Mayo a Octubre, observando una correlacién positiva con la concentracién de
polen medioambiental.

6. Lafloracién de C. album no guarda relacion con los sintomas de los pacientes.

7. La floracién de las especies de Salsola no justifican todo el periodo sintomatico
de los pacientes, por lo que deben considerarse otras especies de
Chenopodiaceae/Amaranthaceae como responsables también de los sintomas.

8. Se han estudiado nuevas especies como A. patula o C. vulvaria, que se

correlacionan bien con los sintomas.
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9.

10.

La deteccidn de granos de polen desde Mayo a Octubre parece corresponder a la
sucesion de la floracion de las diferentes especies, lo que podria explicar el
amplio periodo sintomatico de la mayoria de nuestros pacientes.

Es muy importante el conocimiento del medio en el que viven nuestros pacientes
para el mejor estudio y diagnostico de su alergia respiratoria. En nuestra area
sugerimos la inclusion de algunas especies ademas de S. kaliy C. album, como C.
vulvaria, S. vermiculata, A. patula, y B. scoparia en la bateria comun de

aeroalérgenos.

180



Vil. ANEXOS
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Anexo |

2. HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE SOBRE EL ESTUDIO.

A continuacién se detallan los aspectos del estudio que son de interés para usted:

Se le propone participar en un estudio de ambito regional, propuesto por el servicio de
Alergologia del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza, en el que se controlara a los
pacientes alérgicos a polen de Salsola durante 6 meses, para conocer mejor su sintomatologia y valorar la

correlacion con la concentracién de polen en el ambiente.

El beneficio que usted conseguird, en caso de participar, sera que estara controlado con una

mayor precisién y un mejor seguimiento durante 6 meses. Para ello se le solicita que acuda regularmente
a las 5-6 visitas que le va a programar su médico especialista de alergologia. Estas visitas tendran lugar al
inicio, a los 15 dias, al mes, 4, 5 y 6 meses. Durante estas visitas en el servicio de alergia, su_ médico le

controlara los sintomas y se le realizaran pruebas cutdneas mediante prick test a bateria estandar de

aeroalergenos que habitualmente se testan en la consulta, con el fin de conocer exactamente su
sensibilizacidn, asi como espirometria en el caso de precisarlo por tratarse de patologia asmatica. Usted le

contarad sus problemas, si los tiene, con la medicacién que esté tomando.

En el caso que sus sintomas no se controlen, su médico le aumentard la medicacién, para

conseguir un buen control. Los farmacos que su médico le indicard, son eficaces y con buena tolerancia,

como han demostrado numerosos estudios, estando universalmente aceptado su uso para el tratamiento

de la rinitis, siendo de eleccién para usted y usado habitualmente en numerosos pacientes como usted.

Su participacién es voluntaria y toda la informacion obtenida sera tratada confidencialmente de

conformidad con la Ley 15/1999 de proteccién de datos personales.

Sus datos permanecerdn en formato papel hasta la finalizacion del Estudio siendo
posteriormente destruidos. Sus datos se documentardn antes de su destruccion de manera andénima y se
identificaran mediante un numero, sus iniciales y la fecha de nacimiento en una base de datos

informatizada, de modo que la informacidn que se obtenga de los mismos no pueda asociarse a persona
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identificada o identificable. Su médico personal sera el Unico que conozca sus datos personales y adoptara

las medidas oportunas para evitar su acceso a terceros no autorizados.

Los Cuadernos de Recogida de Datos solo estaran disponibles a representantes autorizados o
autoridades sanitarias apropiadas. En ningun caso estaran disponibles para terceras personas. Las
personas autorizadas para su uso (médico personal, investigador principal) se comprometen a mantener

la confidencialidad de sus datos personales.

Ayudenos a conocer diferentes aspectos del tratamiento.

Si precisa mas informacidn, por favor pregunte a su médico: Dr/a. Lucia Ferrer

Claveria..................cccoevvvvvuvnnnnncnn.

Centro de Salud: .......coovveviiiiiiiiiieiiieee e B =11 o] Lo RO
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Anexo Il

CONSENTIMIENTO INFORMADO

(Nombre y apellidos del participante)

- He leido la hoja de informacion que se me ha entregado

He podido hacer preguntas sobre el estudio

He recibido suficiente informacién sobre el estudio

HE Nablado CON: ..eeeeeeeeeee e e e e e e et be e e e e e e e e aabaeeeeeeeeeeennnaraeeas
(Nombre y apellidos del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme del estudio:

1.- Cuando quiera; 2.- Sin tener que dar explicaciones y 3.- Sin que esto repercuta en mis cuidados

médicos.

De igual modo declaro haber sido informado de las medidas que serdn adoptadas en aras a
garantizar la confidencialidad y disociacién de cuanta informacion sobre mi persona pudiere recogerse
durante el desarrollo del estudio, asi como de la posibilidad de abandonar el estudio en cualquier

momento.

Acepto que mis datos personales (nombre, edad, sexo, domicilio, teléfono, movil) sean conocidos
Unicamente por los investigadores y personal autorizado por estos para la realizacidon del estudio, y
utilizados segun el protocolo del Estudio. Mis datos personales seran disociados, antes de su destruccion,
de modo que la informacién que se obtenga de los mismos no pueda asociarse a persona identificada o
identificable. Solamente mi médico personal conocerd mis datos personales y adoptard las medidas

oportunas para evitar el acceso a los mismos de terceros no autorizados.

Acepto y presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha /__/ Fecha [/
dia mes afio dia mes afio
Firma del paciente Firma del investigador
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Anexo llI- Informe de aprobacion del protocolo del estudio

—w‘ GOBIERNO Informe Dictamen Protoctzl:: Fz\llopl;z:ﬂ;
=—<DE ARAGON pe
08 de agosto de 2008
Departamento de Salud y Consumo

CEIC Aragon (CEICA)

Dfia. Maria Gonzalez Hinjos, Secretaria del CEIC Aragén (CEICA)

CERTIFICA

19, Que este Comité en su reunién de 6 de agosto de 2008, correspondiente al Acta n® CP06/08/2008, ha
evaluado la propuesta del investigador referida al estudio:

Titulo: Correlacién entre la clinica y la concentracién de polen de Chenopodiaceas en la ciudad de Zaragoza (estudio
EPOSAL)

Investigador: Lucia Ferrer Claveria

Version Protocolo: mayo de 2007

Version Hoja Informacidn al Paciente: V1 de 01/05/07

20, Considera que

- Se respetan los principios éticos basicos y es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento
informado.

39, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

Lo que firmo en Zaragoza, a 08 de agosto de 2008

Fdo:

Dfia. Maria Gonzalez Hinjos
Secretaria del CEIC Aragdn (CEICA)

i@
HEE
S

INAC

}
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Anexo IV- Informe de viabilidad de proyectos de investigacion

=== GOBIERNO 1505
==DE ARAGON =

Cepartamenta de Salud ¢ Carsuma

COMISION DE INVESTIGACION

INFORME DE VIABILIDAD DE PROYECTOS DE INVESTIGACION

El proyecto titulado: Correlacién entre la clinica y la concentracién de polen
de Chenopodiaceas en la ciudad de Zaragoza (estudio EPOSAL), cuyo
investigador principal es Lucia Ferrer Claveria, ha sido presentado para su
evaluacion por parte de esta Comisidon de Investigacién que, una vez evaluado,

considera que:

La hipdtesis y los objetivos son claros, concretos y con posibilidades de avance

en el area de conocimiento en que se enmarca.

e La metodologia es correcta, adecuada a los objetivos y bien planteada en sus

distintos aspectos.

e La factibilidad es alta, dada la consistencia del grupo investigador, su

trayectoria investigadora y su experiencia en esta linea.

e La relevancia cientifica y sanitaria prevista es importante.

Por todo ello, esta Comisién de Investigaciéon considera que el proyecto es viable,

aragoza, a 28 de julio de 2008

Alexandra Pyados Torres

Presidenta Comisidén Investigacion
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Anexo V-Cartilla de registro de sintomas

imiciatel_____|
fecha 1 dia:l:l

mamero |
fecha 7° dia:l:l

[1°-did [2° dia] [3°" did |4° dia][5° dial [6° dia]|7° dial

¢Ha tenido sintomas
hoydurante el dia ? :>|

si/no  si/no  si/no  si/no  si/no  si/no  si/no

¢Ha tenido sintomas

hoydurante la noche ’?:>| || || || || || || |
si/no  si/no  si/no  si/no  si/no  si/no  si/no

en cada casilla

escriba cadaddibh 2 6 3
del siguiente cuadro, valorando la cuantia de los mismos segun se indica a continuac

En caso de que haya tenido sintomas ,

[

0 NINGUNO
1 LEVE

2 MODERADO
3 GRAVE

— Sin sintoma

— Trivial, el sintoma esta presente pero no es mol:
—> Molesto, perono interfiere en su actividad diar

— Siinterfiere en su actividad diaria

[1°rdid |20 dia] [3°r did|4° dial|5° dia] |6° dial|7° dial

Di a
Noche

E stornud os|

Dial
Noche

hidrorrea (aguilla|

obstruccion nasal (atascg) Dial

Noche

picor nasa Dial

picorocula

lagrimed

tos

pitos en el pechp Dial

ahogo en el pechjp Dial

otro:
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Anexo VI- Cartilla de recogida de puntuacion de medicacion

I ¢Ha necesitado emplear hoy la medicacion prescrita porsu medico ?
cion NO = escriba 0 (cero) en las casillas comrespondientes del siguiente cuadro.
Si = escriba enlas casillas correspondientes el NUMERO de comprimidos,

capsulas, inhalaciones, gotas, etc que haya utiizado ese dia.

Marque con unaB [157 did |20 dia| |35 did |40 dial|5° dial|6° dial|7° dial
N

Clarityne (comprimidos

TT

Stopcold (capsulag

Nasacort (inhaladon)

U

Afluon (colirig
Pulmicort Turbuhaler (inh

Dacortin (comprimidog

L1 T¥JT

Ell En caso de que padezca asma

Por favor, escribala mejor medida de tres obtenida con el medidorde
PICOFLUJO, durante el dia y porla noche.

PICO-FLUJO (Umin)

[1°7did [2° dia| |35 did |4° dial|5° dial|6° dial|7° dial
o | J__ L J_ I |
Noche [ [ I J J g [ |
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area (mm?)

area (mm?)

area (mm?)

area (mm?)

area (mm?)

area (mm?)

area (mm?)

area (mm?)

Anexo VII-Plantilla de recogida de pruebas cutaneas

Histamina

Salsola Kali

Salsola Vermiculata

Salsola Oppositifolia

Chenopodium Album

Chenopodium Vulvaria

Chenopodium Murale

Atriplex Halimus
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area (mm?)

area (mm?)

area (mm?)

area (mm?)

Amaranthus Muricatus

Amaranthus Deflexus

Atriplex Patula

Basia Scorapia
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Anexo VIII. Especies de Chenopodiaceae/Amaranthaceae (S. Pike, J. Puente, Atlas)

ZGOZA Valle del Ebro

S. Pike J. Puente Atlas
Atriplex halimus F X CC | VX
Atriplex patula F X VII-IX C [ VII-IX
Atriplex prostrata C X F VI-IX
Atriplex rosea D X F VII-IX
Atriplex semibaccata RR
Atriplex tornabenei RR
Bassia scoparia C X VII-VIII F VIII-X
Beta vulgaris F X V-V R IV-IX
Beta maritima D X V-V F IV-IX
Camphorosma monspeliaca F X F VII-X
Chenopodium album C X VI-XII C | VXl
Chenopodium ambrosioides F X F V-XII
Chenopodium botrys R
Chenopodium chenopodioides R
Chenopodium ficifolium RR
Chenopodium glaucum F X VII-IX E VI-IX
Chenopodium multifidum D R | VI-X
Chenopodium murale F X V-XII E I-X11
Chenopodium opulifolium F X VII-VIII F IV-XI
Chenopodium striatiforme R
Chenopodium urbicum RR
Chenopodium vulvaria F X VI-XI F V-X
Halopeplis amplexicaulis RR X
Kraschenninikovia ceratoides RR X
Microcnemum coralloides RR X
Salicornia europaea/ S.patula RR X
Salsola kali C X C [ VII-X
Salsola vermiculata C X C [ VI-X
Suaeda spicata R
Suaeda vera D X C 11-X
Amaranthus albus R E |V-XI
Amaranthus blitoides C X VI-XII F IV-I
Amaranthus blitum RR
Amaranthus blitum emarginatus D X VII-VIII RR | VI-IX
Amaranthus deflexus C X V-XI E V-I
Amaranthus graecizans D E VI-XII
Amaranthus hybridus bouchonni D RR | VI-XI
Amaranthus h. cruentus F RR | V-XII
Amaranthus h. hypochondriacus R
Amaranthus muricatus C VI-XI E IV-I
Amaranthus retroflexus C VI-XII F V-|
Amaranthus viridis R
Abundancia S. Pike C>F>D>R>RR
Abundancia H. Jaca CC>C>F>E>R>RR
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