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1. LA ALERGIA A POLENES

1.1 Definicion

Hace mas de 100 afios que von Pirquet propuso el término “alergia” para explicar los
fendmenos contradictorios observados en individuos sometidos a agentes externos, como

la vacunacion o la sueroterapia repetida.

Estas extrafias reacciones debidas a los tratamientos con antitoxinas o vacunas habian
sido observadas anteriormente por Magendie en 1839, quien advirtid que los conejos
inyectados con albumina de huevo morian después de repetir la inyeccion. También por
Pohl Pincus en 1882, quien observo inflamacion local en la administracion repetida de la
vacuna contra la viruela y por Arloing en 1888, que encontré que administraciones
repetidas de microorganismos tenian consecuencias fatales. Estas cuestiones también
fueron estudiadas por Coumont en 1891, con el bacilo de la tuberculosis, por Buerger y
por Knorr en 1895, con la toxina del tétanos en cabras, y por Berhing y Kitashima en

1901, con la difteria en caballos inmunes'.

Pero es el trabajo de Richet y el zo6logo Portier en 1902 el que establecid que repetidas
administraciones de una toxina pueden producir un efecto profilactico inmunizador y
también anafilaxia (del griego: a, contrario a + phylaxis, proteccion) neologismo que
inventaron para explicar “ese estado del organismo en el que este se vuelve hipersensible
en lugar de quedar protegido”. Un afio mas tarde, Arthus, demostr6 que repetidas
inyecciones intravenosas de una sustancia no toxica como el suero de caballo o la leche

esterilizada, podian producir también reacciones anafilacticas’.

La alergia (de ergeia, reactividad, y allos, alterada), es el término al que se refirid
entonces von Pirquet, en 1905 en el libro Die Serumkrankheit® , y en 1906 en el articulo
Allergie®* para explicar las reacciones de “supersensibilidad” (actualmente el término es
hipersensibilidad), en forma de fiebre, erupcion cutinea, artropatia y linfoadenopatias,
llamadas “enfermedad del suero”, secundarias a la administraciéon de una sueroterapia o
toxina. Atribuy6d este fendmeno y el de inmunidad a la formacion de anticuerpos,
contribuyendo de manera fundamental a la inmunologia. También propuso el término

“alérgeno”, para describir al agente que “sensibiliza” al organismo de una manera que
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después de varias administraciones, da lugar a esta reaccion paraddjica del sistema

inmune’.

En 1963, las enfermedades por hipersensibilidad (inmunopatologicas), fueron
clasificadas por Gell y Coombs en cuatro tipos de reacciones: I inmediata (mediada por
anticuerpos IgE); II citotoxica (mediada por anticuerpos IgG/IgM e IgA); III (mediada

por complejos inmunes) y IV, retardada (mediada por células T)®.

Las reacciones de hipersensibilidad tipo I, mediadas por IgE, son las responsables de la
mayoria de las enfermedades alérgicas. Se produce primero una sensibilizacion a un
alérgeno que entra en contacto por primera vez con el sistema inmunologico. El alérgeno
es procesado por las CPA (células dendriticas, monocitos-macrofagos) y presentado a las
células T CD4+, en presencia del CMH II. Se forma un complejo CMH/péptido. El
receptor de las células T (TCR) reconoce este complejo CMH/péptido y se une a ¢l
formando una “sinapsis especifica de alérgeno” (allergen-specific synapse) y se produce
una agregacion del TCR que activa a la célula T CD4+’. La célula T CD4+ activada
segrega citoquinas de tipo 2 como la IL-4, IL-5 y IL-13, que activan a las células B y a
los eosinodfilos. Las células B activadas segregan anticuerpos IgE especificos para el
alérgeno que sensibilizan a las células efectoras (mastocitos y basofilos). El alérgeno se

une a la IgE especifica ligada al receptor de IgE de alta afinidad de los basofilos y los

mastocitos (FcgRI), provocando la liberacion de mediadores y dando lugar a las

manifestaciones clinicas de la fase inmediata de la reaccion alérgica® como

broncoespasmo, rinitis, urticaria, diarrea, vomitos y/o anafilaxia.

Entre 6 y 12 horas después de la exposicion al alérgeno’ y la fase inmediata de la reaccion
alérgica, se produce una reaccion tardia, en la que secundariamente a la liberacion de
factores quemotécticos como la eotaxina y RANTES se reclutan eosindfilos, monocitos
y linfocitos B y T, que amplifican y prolongan la inflamacion: en las vias respiratorias
inferiores en forma de hiperreactividad bronquial, en las vias respiratorias superiores en

forma de obstruccion nasal, y en la piel en forma de eczema.

En 2001, la EAACI revisé la nomenclatura utilizada en alergia'® y posteriormente, la
WAQO la actualizé'' con el fin de presentar una nomenclatura globalmente aceptada para

las enfermedades alérgicas. De esta manera, el término hipersensibilidad deberia usarse
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para describir sintomas o signos objetivos y reproducibles, iniciados tras exposicion a un
estimulo definido, a una dosis tolerada por personas normales. El término alergia, se
refiere a una reaccion de hipersensibilidad iniciada por mecanismos inmunologicos
especificos que pueden ser mediados por anticuerpos, o mediados por células. Cuando se
demuestran otros mecanismos, como en la hipersensibilidad por aspirina'?, se deberia

utilizar el término hipersensibilidad no-alérgica''.

Los alérgenos son antigenos que causan reacciones alérgicas. Son proteinas o
glicoproteinas capaces de inducir la produccion de anticuerpos IgE especificos en
individuos susceptibles de desarrollar enfermedades alérgicas (individuos atopicos). Los
principales alérgenos inhalados responsables de causar hipersensibilidad tipo I son: los
polenes, los 4caros del polvo, los hongos, las cucarachas y los epitelios de animales'®. Se
considera a un alérgeno como principal cuando detecta a >50% de los individuos
sensibilizados a la fuente alérgénica que lo contiene y que tienen sintomas cuando se
exponen a ella'®. Los alérgenos menores son reconocidos por menos de un 50% de los

pacientes.

La alergia a pdlenes, o polinosis, consiste en la inflamacién de la mucosa nasal y/o

conjuntival y/o bronquial, resultado de la sensibilizacion a alérgenos de los polenes'>.

La primera descripcion en la historia de la Medicina de la rinitis alérgica estacional se
debe a Rhazes (865-932), médico musulman medieval que tituld una de sus publicaciones
“Una disertacion sobre la causa de la coriza que ocurre en primavera, cuando las rosas
liberan su perfume”. Posteriormente, el médico luso Rodrigues, conocido como Amato
Lusitano, atribuy6d a las rosas la presencia de estornudos en algunos individuos tras
olerlas'®. En 1533, el doctor Leonardo Botallus describié la reaccion en forma de
estornudos, picazon de nariz y dolor de cabeza que presentaba uno de sus pacientes al

contacto con rosas como fiebre de la rosa'’.

El término fiebre del heno para denominar la alergia al polen se debe a Bostock (1773-
1846) médico homedpata y catedratico de las Universidades de Liverpool y Londres.
Describio su propia enfermedad, como un proceso catarral, solamente durante la estacion
del heno en Inglaterra, en un trabajo que leyo en la Sociedad Médico-Quirtrgica de

Londres!'®. Mas tarde, Wyman identificaria el polen como causa de esta enfermedad'®
y p y
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Blackley? introdujo la prueba cutinea y la prueba de provocacion, que confirmaban la

etiologia de la fiebre del heno por pélenes de gramineas?®'.

Clinicamente la polinosis se caracteriza por sintomas de rinitis (estornudos, prurito nasal,
rinorrea, obstruccion nasal), conjuntivitis (prurito ocular, lagrimeo, hiperemia
conjuntival), rinoconjuntivitis y/o asma bronquial (disnea, sibilantes, tos, opression
toracica) que aparecen de forma periddica anual, en los mismos meses del afio,
coincidiendo con la polinizacidon de arboles o plantas. La polinosis puede presentarse
como enfermedad alérgica aislada o asociada a sensibilizacion a otros alérgenos, como
los 4caros del polvo, los hongos de la humedad, epitelios de animales o cucarachas®’. La
polinosis exacerba cuando el clima es templado y ventoso y mejora cuando el clima es
lluvioso (washout effect)?. También, en las ultimas décadas, se ha demostrado que la
polinosis puede iniciar o exacerbar la dermatitis atopica, sobretodo en los dias en los que
las concentraciones de polenes son mas altas?*~2°.

La polinosis requiere un enfoque clinico transversal y unitario con un protocolo
diagnostico especifico y una estrategia de tratamiento. En los tltimos 25 afios se ha
evidenciado un enorme progreso en los estudios sobre aerobiologia y alergia.
Actualmente, de las 250.000 plantas productoras de polen, se sabe que menos de 100 son
significativas en términos de alergia a polenes’’. Los pdlenes mas importantes
productores de polinosis en Espafia son los procedentes de los arboles cipreses en enero-
marzo, el arbol abedul en abril, el arbol platano de sombra en marzo-abril, las hierbas
gramineas y el arbol olivo en abril-junio, la maleza Parietaria de abril a junio, y la maleza

Chenopodium, de julio a septiembre?s.

1.2 Prevalencia de la alergia a polenes

Su prevalencia puede ser determinada en la poblacion general mediante cuestionarios y/o
mediante estudios de los marcadores de sensibilizacion como son las pruebas cutaneas

y/o la determinacion de IgE especifica®.

En este sentido un estudio epidemioldgico realizado en Suiza mediante entrevista

computerizada, pruebas cutdneas y determinacion de IgE especifica frente aeroalérgenos
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en una muestra de 8357 adultos (18-60 afos) en el afio 1991, demostr6é una prevalencia
de rinitis y conjuntivitis estacional del 14.5% en hombres, del 17.6% en mujeres, y del
7.2% en asma alérgica causada por pdlenes. Las pruebas cutdneas demostraron una
positividad del 16.3% por lo menos a uno de los 3 poélenes probados (abedul, gramineas
y Parietaria). Demostraron, ademas, que se habia producido un aumento en la prevalencia
de rinitis comparado con las prevalencias de otros afos: 0.82% en 1926; 4.8% en 1958 y
9.6% en 1986°°. En ese mismo afio, la prevalencia de rinitis en poblacién pediatrica por
acaros y polenes en Espaiia, estimada mediante cuestionario administrado a los padres de

6996 nifios escolares, fue de un 4.9%°'.

En el afio 2000, el estudio MAS (Multicenter Allergy Study) realizado en Alemania
analizd de forma anual los sintomas y la sensibilizacion determinada mediante IgE
especifica a polen de gramineas y abedul a nifios a las edades de 1 a 7 afios. Un 15 % de
los nifios presentaron rinitis alérgica estacional (sintomas estacionales e IgE especificas
positivas), y determinaron que eran necesarias por lo menos dos estaciones de exposicion
a polenes alergénicos para desarrollar rinitis alérgica de forma clinica, pues un 9% de
estos niflos presentaban sensibilizacion, es decir, pruebas cutaneas positivas sin

sintomatologia’?.

Desde entonces se ha demostrado que la polinosis tiene un gran impacto clinico y que su

prevalencia ha aumentado, estimandose en un 40% en Europa*’.

En Espafia, segin el estudio epidemiologico Alergologica 2005, un 51.8% de los
pacientes que acudieron a consultas de alergia por sintomas compatibles con
rinoconjuntivitis fueron diagnosticados de rinoconjuntivitis alérgica por polenes, y un
43.8% de los que acudieron por sintomas sugestivos de asma fueron diagnosticados de
asma alérgica por polenes. Comparado con el estudio previo de Alergoldgica 92, se
constatd un aumento de casi el 10% en la prevalencia de sensibilizacion a polenes. En
cuanto a los polenes a los que estaban sensibilizados, el polen de gramineas seguido del
polen de olivo son los que con mayor frecuencia causaban polinosis en Espafa. También
comparando con Alergologica 92, llamaba la atencion la aparicion de nuevos polenes
con importancia alergénica como el polen de platano de sombra y el polen de las
cupresdceas. También se observd un aumento en el nimero de pacientes

polisensibilizados*.
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Como responsable del aumento de la prevalencia de las enfermedades alérgicas, no se ha
identificado a un sélo factor. En el International Study of Asthma and Allergies in
Childhood (ISAAC) un estudio epidemioldgico a escala mundial de las tres enfermedades
alérgicas mas frecuentes en la poblacion infantil, asma, rinitis alérgica y eczema atopico,
realizado en los afios 90, se determind que los factores que causan variaciones en la
prevalencia podrian estar relacionados con el estilo de vida, habitos dietéticos, exposicion
microbiana, estatus econdmico, el medio ambiente, la variacidn climatica, la conciencia

de la enfermedad o la percepcién de los sintomas™.

1.3 Diagndstico de la alergia a polenes

Para el diagnostico de la alergia a podlenes debe existir una correlacion entre la
sintomatologia referida por el paciente, sugestiva de alergia, la determinacion de la
sensibilizacion IgE in vivo y/o in vitro, y la confirmacion de la relacion entre la exposicion

al alérgeno y el desarrollo de los sintomas mediante provocacion especifica.

La anamnesis o historia clinica, determinara si el paciente presenta sintomas sugestivos
de rinitis alérgica, como los estornudos, la obstruccion nasal, la rinorrea y/o el picor
nasal’*® y/o sintomas sugestivos de asma, como la disnea episodica, las sibilancias, la tos
y la opresion en el pecho®’®. Algunos pacientes pueden presentar una variante de asma
en forma de tos espasmodica, en la que el sintoma principal es la tos seca, sobretodo de
predominio nocturno®’. También se recogen los datos de filiacién y sobre la historia
familiar y personal de atopia, la estacionalidad de los sintomas y su gravedad, si son
continuos o intermitentes, desencadenantes especificos, comorbilidades, lugar de trabajo

y factores exacerbantes, como el tabaquismo, el aire frio o los resfriados.

La demostracion de sensibilizacion IgE in vivo se realiza mediante pruebas cutdneas
intraepidérmicas o en prick realizadas con extractos alergénicos. Demuestran la presencia
de IgE especifica unida a mastocitos en la piel, y debido a su simplicidad, rapidez de
realizacion, bajo coste y sensibilidad, son la prueba mas usada para el diagnostico de
sensibilizacion. Consisten en la aplicacion del extracto alergénico en forma de gota en la

superficie volar del antebrazo. Con una lanceta se puntea sobre la gota, el extracto
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alergénico se introduce en la piel y la respuesta se lee a los 15 minutos, midiendo la papula
y el eritema resultantes. Los alérgenos utilizados en las pruebas cutdneas deben incluir
aquellos de mayor prevalencia en la zona. Sin embargo, su fiabilidad depende de una
correcta realizacién y de la utilizacion de extractos alergénicos estandarizados. Deben
usarse controles positivos (histamina) y negativos (solucion salina) para interpretar

adecuadamente los resultados*’.

La demostracion de sensibilizacion IgE in vitro se realiza analizando el suero del paciente.
Se detectan los anticuerpos IgE especificos del alérgeno. El método mas comunmente
utilizado para medir los anticuerpos IgE especificos es el sistema ImnunoCAP®
(Phadia/Thermo Fischer Scientific, Uppsala, Suecia), que detecta la sensibilizacion IgE
de forma cuantitativa con un intervalo de 0.1 a 100 kU/l. Se trata de un
fluoroenzimoinmunoensayo clasico de tipo sandwich, en el que el alérgeno esté fijado a
una matriz (fase solida) y la anti IgE marcada con enzima beta-galactosidasa, libera el

producto fluorescente, que se mide y se compara con el suero de referencia.

La IgE total en suero generalmente estd elevada en individuos atopicos. Sin embargo sus
concentraciones fluctian extensamente, alrededor de una media de 125 IU/ml, entre
. o . , . r . 41 3 *r . .

individuos atopicos y no atdpicos™ . Su determinacion aislada no tiene valor como prueba

diagndstica de las enfermedades atopicas®*+>4,

Las pruebas cutaneas son consideradas las pruebas diagnodsticas de primera linea para
detectar la sensibilizacion mediada por IgE. Su mayor ventaja comparada con la
determinacion in vitro de las IgE especificas es que el resultado es inmediato a los 15
minutos y da lugar a una visualizacion de la sensibilizacion por parte del paciente que
puede impactar posteriormente en su actitud frente a la alergia. Las pruebas cuténeas,
ademas, pueden ser utilizadas con alérgenos para los que no se dispone comercialmente
de determinacion de anticuerpo IgE especifico, como farmacos o alimentos frescos. La
determinacion in vitro, sin embargo, puede ser mas especifica y menos sensible que las
pruebas cutaneas** dependiendo de la metodologia y los extractos alergénicos utilizados.
En los pacientes con niveles de IgE total muy elevados, las determinaciones bajas de IgE
especificas serian poco representativas de sensibilizacion relevante. La concordancia
entre los resultados in vitro y las pruebas cutaneas se ha demostrado entre un 85% y un

95% dependiendo del método utilizado para la determinacién de la IgE especifica®. El
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InmunoCAP® ha demostrado tener el mejor valor predictivo positivo para la deteccion

de sensibilizacion respiratoria en las enfermedades alérgicas®.

El diagndstico alergologico in vivo e in vitro se realiza con extractos obtenidos de las
fuentes biologicas. Los extractos alergénicos completos contienen diversas moléculas
alergénicas individuales, ademds de material no alergénico, y no permiten discriminar
entre co-sensibilizacion y reactividad cruzada a diferentes fuentes alergénicas*®. En las
ultimas décadas, la introduccion de la tecnologia con ADN recombinante ha permitido la
obtencion de alérgenos recombinantes con propiedades inmunoldgicas comparables a los
alérgenos naturales. El estudio in vitro con moléculas alergénicas se denomina
diagnostico por componentes o molecular y consiste en la determinacion cuantitativa de
IgE especifica frente a alérgenos individuales recombinantes o purificados nativos. El
diagnostico por componentes permite definir perfiles individuales de sensibilizacion
(perfil alergénico) en pacientes alérgicos, distinguir entre los fendmenos de reactividad
cruzada y co-sensibilizacion, y la identificacion de los alérgenos principales especificos
para una fuente alergénica determinada como marcadores diagnosticos. Los marcadores
diagnosticos permitirian diferenciar a aquéllos pacientes sensibilizados de forma primaria
a un alérgeno (sensibilidad genuina), de aquéllos sensibilizados de forma secundaria por
fenomenos de reactividad cruzada. Por ejemplo, los alérgenos del grupo 1, 2, 5y 6 del
polen de gramineas, indican sensibilizacion genuina a polen de gramineas pues se
expresan especificamente en dicho polen y no en el de otras especies. En cambio la
sensibilizacion a profilinas, que son panalérgenos presentes en multiples polenes y

alimentos vegetales, indicaria reactividad cruzada*®+’.

Se consideran marcadores de reactividad cruzada entre pdlenes y entre pdlenes y
alimentos a los panalérgenos: profilinas, polcalcinas, homdlogos de Ole e 1,
pectatoliasas, poligalacturonasas, determinantes carbohidratados, proteinas PR-10,

taumatinas o PR-5 y proteinas transferidoras de lipidos (LTP).

La profilinas son proteinas muy ubicuas en organismos eucarioticos que participan en la
germinacion de los polenes entre otras funciones, y son responsables de la reactividad
cruzada entre polenes y entre polenes y vegetales*. Algunas de las profilinas diponibles
comercialmente para determinacion de IgE especifica son: Bet v 2 (Abedul), Hev b 8

(Latex), Mer a 1 (Mercurialis) y Phl p 12 (Hierba timotea). Aunque se consideran de
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escasa relevancia clinica en la mayoria de casos, en una publicacion reciente se ha

demostrado su implicacion en reacciones sistémicas por alimentos*.

Las polcalcinas solo se encuentran en tejido polinico y explican fendémenos de reactividad
cruzada entre polenes de plantas y 4rboles®®. Entre las polcalcinas, se dispone para la

determinacion de IgE especifica Bet v 4 (Abedul) y Phl p 7 (Hierba timotea).

Dentro de la familia Oleaceae se dan fendmenos de reactividad cruzada entre el alérgeno
mayor del polen del olivo Ole e 1 y plantas de jardin como los “jazmines” (Jasminum
officinale, Jasminum primulinum), las “lilas” (Syringa vulgaris), los arbustos utilizados
como setos de “aligustre” (Ligustrum lucidum, Ligustrum vulgare) y los arboles del
género Fraxinus (Fraxinus excelsior, Fraxinus angustifolia y Fraxinus ornus)’'. La
reactividad cruzada debida a moléculas similares a Ole e 1 (Ole e 1 like) que no forman
parte de la familia Oleaceae sa he descrito con Phl p 11 (gramineas), Che a 1

(Chenopodium album) y Pla 11 (Plantago lanceolata).

Las pectatoliasas son alérgenos clasificados como polisacarido-liasas, una clase de
enzimas que escinden el 4cido galacturdnico que contienen las cadenas de polisacaridos.
Se dividen en 23 familias pero las pectatoliasas alergénicas se agrupan en la familia 1
(PL1). En las plantas superiores estan implicadas en la maduracion del fruto mientras que
en los polenes desempefian un papel en la remodelacion de tejidos. Se han reconocido

hasta ahora en el polen de 11 especies de plantas y 2 hongos (www.allergome.org). Se

han implicado en fenémenos de reactividad cruzada entre pdlenes de la familia
Asteraceae (Amb a 1, Art v 6) y entre polenes de la familia Cupressaceae (Cup a 1, Jun

alyCryj1)*

Las poligalacturonasas son pectinasas responsables de la degradacion de la pectina, un
heteropolisacarido complejo de las células vegetales®®. La primera poligalacturonasa
descrita como alérgeno en un polen fue Pla a 2 (pladtano de sombra) con reactividad
cruzada IgG con poligalacturonasas del tomate y con pectatoliasas del polen de

Cupressaceae™.

Existen dos tipos principales de proteoglicanos de plantas e invertebrados que contienen

determinantes carbohidratados: los N-glicanos y los O-glicanos. Los N-glicanos son
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conocidos como determinantes carbohidratados con reactividad cruzada (CCD) ya que
presentan una alta inmunogenicidad y su elevada homologia estructural justifica una
elevada reactividad cruzada®. Los CCD son estructuras carbohidratadas persentes en

156

multiples alérgenos de polenes, venenos y alimentos de origen vegetal® como el

cacachuete, el kiwi i la patata®’. Mientras que la sensibilizaciéon a O-glicanos se ha
asociado con sintomas alérgicos > incluso anafilaxia®’, la sensibilizacion a N-glicanos
(CCD) no tienen expresion clinica® %3, Es necesario tener en cuenta que los alérgenos
individuales nativos purificados pueden contener diferentes estructuras N-glicano que
pueden comportarse como CCD. Como marcador de sensibilizacion a determinantes
carbohidratados frecuentemente se ha utilizado a MUFX3 (fragmento de la bromelina de
la pina) que solo identifica una de las estructuras mas comunes de N-glicanos por lo que
se recomienda no descartar la sensibilidad a CCD solamente con la determinacion de la
IgE especifica a bromelina (Ana ¢ 2) o su fragmento MUXF3%*. Las proteinas glicosiladas

(CCD bearing proteins) nativas purificadas presentes en el microarray ISAC112® son:

Cynd1,Phlp4,Cupal,Cryjl, Oleel,Plaa2ylJugr?2 (allergome.com).

Las PR-10 son proteinas de defensa homologas de Bet v 1, alérgeno principal del polen
del arbol Abedul. Agrupa a numerosas proteinas de arboles, frutas y verduras. Se han
implicado en la reactividad cruzada entre polenes, y entre pdlenes y frutas®>. Algunas
PR-10 son: Bet v 1 (Abedul), Aln g 1 (Aliso), Cor a 1 (Avellana), Mal d 1 (Manzana),
Prup 1 (Melocoton), Act d 8 (Kiwi) y Gly m 4 (Soja).

Las taumatinas (thaumatin-like proteins o TLP) o proteinas de defensa PR-5 son proteinas
muy ubicuas en alimentos de origen vegetal y en algunos polenes, y se han implicado en
fendmenos de reactividad cruzada entre alimentos, causando desde Sindrome de Alergia
Oral (SAO) a anafilaxia®®. Algunos ejemplos de TLP incluyen: Mal d 2 (Manzana), Act
d 2 (Kiwi), Pru av 2 (Cereza), Cap a 1 (Pimiento) o Cup a 3 (Cupressus arizonica).

Las proteinas transferidoras de lipidos (LTP) son proteinas ampliamente distribuidas en
el reino vegetal encargadas sobretodo de la defensa de las plantas frente a patégenos. Son

la principal causa de alergia alimentaria en adultos del 4rea mediterranea®’-6®

y ha sido
demostrada su reactividad cruzada con polenes. El perfil de sensibilizacion y el perfil de
manifestacion clinica a LTP es heterogéneo® variando desde la sensibilizacion

asintomatica hasta la anafilaxia grave’®. Actualmente se dispone comercialmente de las
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siguientes LTP para determinacion de IgE especifica sérica:: Ara h 9 (Cacahuete), Cor a
8 (Avellana), Jug r 3 (Nuez), Pru p 3 (Melocoton), Art v 3 (Artemisia), Pla a 3 (Platano
de sombra) y Ole e 7 (Olivo).

El diagnostico mediante componentes permite identificar a los alérgenos especificos para
un correcto diagnostico alergologico para definir con mas precision el tratamiento con
inmunoterapia, y abre la puerta al tratamiento individualizado (component-resolved

immunotheraphy)’".

En el mercado se encuentra disponible la determinacion de IgE especifica frente a
componentes individuales (singleplex) o multiples (multiplex). El diagnostico de
componentes individuales se realiza mediante InmunoCAP y el diagdstico de multiples
componentes alergénicos se realiza mediante una plataforma de inmunoensayo
fluoroenzimatico (IEFE) con un panel de alérgenos nativos purificados y recombinantes
en formato de micromatriz (microarray) llamado Immuno Solid phase Allergen Chip
(ISAC). Ambos métodos son de laboratorios Thermo Fischer Scientific (Uppsala,

Suecia).

La sensibilizacion IgE, medida in vivo o in vitro, no confirma automaticamente la
enfermedad ni la importancia clinica de esta en un paciente dado*'. Por tanto, la
demostracion de que los sintomas de rinoconjuntivitis del paciente se relacionan con la
exposicion a un alérgeno al que se ha demostrado sensibilizacion IgE in vivo o in vitro,
ademas de basarse en la historia clinica del paciente, se debe confirmar mediante la
realizacion de pruebas de provocacion conjuntival o nasal. En asma, las pruebas de
provocacion bronquial especifica con el alérgeno sospechoso no se realizan de forma
rutinaria y se reservan para el diagndstico de enfermedades ocupacionales o para la
investigacion, pues precisan ser realizadas por personal entrenado y pueden dar lugar a

broncoespasmos graves72 .

1.3.1 Extractos estandarizados

Los extractos alergénicos aislados de fuentes naturales son mezclas complejas de
proteinas y otras moléculas. La composicion de estos extractos puede variar enormemente

en cuanto a su material alergénico y no alergénico. Por ello, las pruebas cutdneas deben
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realizarse con extractos de alérgenos estandarizados. La estandarizacion de un extracto
alergénico se basa en la cuantificacion de los alérgenos principales, en mantener una
minima variabilidad de un lote a otro, y en demostrar su potencia biolégica tanto in vivo

Ccomo in vitro.

La estandarizacion aumenta la seguridad y la eficacia de los extractos utilizados para
diagnostico e inmunoterapia. Los extractos estandarizados aumentan la reproducibilidad
de las pruebas cutdneas, disminuyen los falsos positivos y facilitan la comparacion entre

extractos’>.

En 2008, la Union Europea inicid un proyecto para la estandarizacion internacional de
extractos alergénicos (CREATE)’*. Sin embargo, hasta la fecha, este objetivo solo se ha

alcanzado con dos alérgenos: Bet v 1 (polen de abedul) y Phl p 5 (polen de Phleum).

Actualmente, la estandarizacion de extractos alergénicos ha avanzado y utiliza los
anticuerpos monoclonales y la espectrometria de masas para la correcta cuantificacion del
contenido de alérgenos. Sin embargo, siguen sin ser comparables las unidades entre los

diferentes laboratorios que los manufacturan.

1.3.2 Prueba de provocacion nasal

La valoracion objetiva y cuantitativa de la obstruccion nasal secundaria a un proceso
inflamatorio (alérgico o inespecifico), o secundaria a una alteracion anatémica (poliposis
nasal, hipertrofia de cornetes, desviacion del septum nasal, etc.) se puede constatar
mediante varios métodos, entre los que destacan la rinomanometria anterior activa (RN)

y la rinometria actstica (RA)".

Ambos métodos valoran la permeabilidad nasal y analizan aspectos diferentes de un
mismo fenomeno. En cuanto a sensibilidad y especificidad, la RN es mas especifica que
la RA, y la RA es mas sensible que la RN, aunque de forma global, ambas son igual de

ttiles en la practica clinica diaria’®.

La rinometria acustica valora las areas transversas (AT) y los volumenes nasales en base
a la informacion proporcionada por la reflexion de las ondas acusticas. La onda sonora se

genera a partir de un microprocesador a una frecuencia audible y se transmite a través de
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un tubo de un tamafio definido, al final del cual se colocan los adaptadores para las fosas
nasales, disponibles en varios tamafos especificos para el lado derecho e izquierdo. El
software del dispositivo realiza una comparacion de los impulsos sonoros reflejados con
el impulso inicial. Esta informacion se traduce en una imagen donde se observan las AT
a lo largo de la cavidad nasal. La AT1 (I-notch, istmus) corresponde a la valvula nasal
entre 0.5y 1 cm desde la narina, la AT2 (C-notch, concha) corresponde a la parte anterior
del cornete inferior entre 2 y 4 cm desde la narina y la AT3 corresponde con la porcion
media del cornete medio entre 4 y 6 cm desde la narina. El area transversa minima (ATM)

corresponde a la parte mas estrecha de la cavidad nasal’’ (Figura 1).
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* Muescas AT1, AT2 y AI3
que corresponden a las tres
areas transversas menores
de la cavidad nasal.

Area transversa minima (ATM):
2,4 cm desde la narina
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Figura 1: Grafica y parametros de valoracion de la rinometria acustica.
Reproducido con permiso del Dr. A.L. Valero, grafica del Capitulo III. Rinometria
acustica.

La RA se puede utilizar en cualquier individuo, requiere poca colaboracion de los
pacientes, lo que la hace util para pacientes pedidtricos, y es reproducible. No se ve
afectada por la presencia de rinorrea u obstruccion nasal, aunque est4 contraindicada en

casos de perforacion septal’®”,

La prueba de provocacion nasal especifica (PNE), consiste en reproducir de forma
controlada la respuesta de la mucosa nasal a la exposicion a alérgenos. Esta respuesta se
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caracteriza por picor, estornudos, rinorrea y edema de la mucosa nasal con aumento de

las resistencias nasales al flujo”.

La PNE consiste en aplicar una sustancia inerte (suero fisiolégico con fenol 0.4%) y
quince minutos después comprobar que la variabilidad de la respuesta nasal no supera el
10% de la determinacion basal para descartar una respuesta inespecifica. La prueba
continua con la aplicacion bilateral del alérgeno en las fosas nasales para reducir el sesgo

13°, a una concentracion conocida, a intervalos de 15 minutos. El

intrinseco al ciclo nasa
paciente permanece sentado, y en el momento de la seleccion de la grafica (Figura 1)
realiza una apnea. Se recomienda utilizar una escala visual analdogica (EVA) para la
valoracion de los sintomas subjetivos y se recomienda realizar una espirometria forzada,

antes y al final de la PNE, incluso en pacientes no asmaticos’.

Se considera positiva la PNE con RA cuando se objetiva una reduccion del 25% de los
valores de areas minimas o del volumen entre los 2 y los 6 centimetros de la cavidad nasal
desde el orificio nasal, secundarias a la administracion del alérgeno, y/o un aumento de 3
0 mds puntos en la escala analégica visual”.

Las indicaciones de la PNE y su metodologia, han sido revisadas recientemente por la

Sociedad Espafiola de Alergia e Inmunologia Clinica” (Tabla 1).

La PNE es capaz de diferenciar a los pacientes con una sensibilizacion a un alérgeno
clinicamente relevante (alergia) de los pacientes con pruebas cutaneas positivas a un
alérgeno sin sintomas secundarios a su exposicion natural (sensibilizacion clinicamente

silente)®!.

En casos seleccionados, la PNE se utiliza también para el diagndstico de la rinitis alérgica

182,83

loca , que se define como rinitis alérgica con pruebas cutdneas y serologicas

negativas, y PNE positiva.
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Tabla 1. Indicaciones de la Provocacion Nasal Especifica con Alérgeno

1- Diagnéstico de confirmacidn de la rinitis alérgica, evaluando el significado clinico
de un alérgeno individual en pacientes con pruebas cutaneas positivas a multiples
alérgenos.

2- Diagnéstico de confirmacion de la sensibilidad de un alérgeno en un paciente cuando
existe discrepancia entre la historia clinica y los resultados de las pruebas cutaneas y/o
las pruebas seroldgicas.

3- En investigacion, en el estudio de las reacciones retardadas y los mecanismos
fisiopatolégicos de la respuesta nasal a los alérgenos (determinacion de mediadores,

células, etc).

4- Evaluacion de la eficacia y seguridad de los farmacos utilizados para tratar la rinitis
alérgica.

5- Seguimiento de la respuesta clinica después de la administracion de inmunoterapia
especifica, en pacientes con rinitis alérgica.

6- Estudio etiologico en las enfermedades ocupacionales de origen alérgico.

La PNE no tiene contraidicaciones absolutas y tiene escaso riesgo de reacciones
adversas®®. En cuanto a sus limitaciones se encuentra la variabilidad de la metodologia
utilizada, el modo de aplicacion del alérgeno, la interpretacion de los resultados o la
ausencia de comparacion con la exposicion “natural” al alérgeno’®. Es una prueba muy
dependiente del personal que la realiza y los valores de normalidad se ven influenciados

por la talla, el género (mayores en los hombres)’® y por la raza’®%4,

Las causas de los falsos positivos son, la alta concentracion del alérgeno en el extracto
aplicado, infecciones o alergia en las 2-4 semanas previas a la PNE y las condiciones del
extracto como su pH, temperatura, osmolaridad y excipientes. Las causas de los falsos
negativos son, el uso de farmacos contraindicados antes de la realizacion de la PNE,

cirugia nasal en las 8 semanas previas, rinitis atrofica y la inmunoterapia especifica’.
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1.4 Reactividad cruzada, co-reconocimiento y co-sensibilizacion

La Reactividad cruzada (Rc) es la reaccion entre un antigeno y un anticuerpo que fue
generado contra un antigeno diferente pero de estrucrura similar. En alergia, la Rc ocurre
cuando los anticuerpos IgE frente a un alérgeno reconocen a una proteina similar
procedente de otra fuente alergénica. Expresado de diferente manera, dos alérgenos

presentan Rc si un anticuerpo IgE (o un receptor de célula T), reacciona con ambos.

El fundamento molecular de la Rc en alergia es la presencia de alérgenos homdlogos en
distintes especies. Las proteinas pueden ser homdlogas a nivel de estructura primaria
(secuencia de aminodcidos) o terciaria (plegado en 3 dimensiones de la secuencia de
aminoacidos) de manera que los epitopos comunes son reconocidos por un mismo tipo
de anticuerpo IgE. Los epitopos son estructuras de la superficie de la proteina que
interaccionan con el fragmento Fab del anticuerpo IgE, y pueden ser de dos tipos: lineales
o secuenciales y conformacionales®>#®. En general, se requiere mas de un 70% de
identidad en la secuencia de aminoacidos para que las proteinas exhiban Rc*®. Cuando la
identidad en la secuencia de aminoacidos es inferior a un 35% , la Rc es poco probable®!.
La interaccion con la proteina de homologia similar puede, entonces, dar lugar a sintomas

alérgicos o ser completamente irrelevante para el paciente®’.

La definicion molecular de la Rc no se basa unicamente en la homologia de las secuencias
de aminoacidos. Se ha demostrado que identidades de secuencia de aminoacidos del
25%?% o del 35-40%, pueden dar lugar a Rc si se conserva la estructura conformacional

de la proteina®®

, 0 incluso, una region concreta de la proteina altamente conservada
filogenéticamente, como la region pectatoliasa en los alérgenos del polen de ciprés®. Por
el contrario, alérgenos con homologia significativa pueden no tener Rc debido a
diferencias en los epitopos expuestos por diferencias en la estructura terciaria®®’'. El uso
de fragmentos de alérgenos recombinantes y de péptidos sintéticos ha ayudado a definir
los determinantes antigénicos de las células B y T, por lo que la Rc entre alérgenos puede

ser estudiada también a nivel de células B y T*%.

La Rc en el caso de los pdlenes de plantas estd muy relacionada con la taxonomia. Las

plantas del mismo género son las que compartirdn un mayor nimero de alérgenos con
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homologia de secuencia y estructura conformacional. Los fendmenos de Rc entre plantas

muy distantes filogenéticamente se deben a los panalérgenos®.

El co-reconocimiento ocurre cuando la reactividad IgE se debe a la co-exposicion de
diferentes fuentes alergénicas que comparten moléculas homologas, pero en las que no es

posible la identificacion del sensibilizante primario®’.

Por ultimo, la co-sensibilizacion describe la presencia de multiples sensibilizaciones IgE
hacia epitopos que no son compartidos entre las diferentes fuentes o moléculas

alergénicas®’.

La co-sensibilizacion seria entonces la sensibilizacion a dos o mas fuentes alergénicas de
forma primaria (sensibilidad genuina), en contraposicion a la reactividad cruzada donde

la sensibilizacion multiple se produce de forma secundaria®.

La diferenciacion entre Rc y co-sensibilizacion es esencial a la hora de indicar un

tratamiento con inmunoterapia®*.

1.5 Recuentos polinicos: utilidades v limitaciones

Los recuentos polinicos permiten identificar los pdlenes que producen polinosis en cada
ciudad o 4rea geografica®®. Permiten conocer el periodo de polinizacién para un
determinado polen y determinar cuando los pacientes pueden presentar sintomas. Ayudan a
entender mejor la variabilidad en la intensidad de los sintomas de polinosis de unos afios a
otros y de unas areas geograficas a otras, debido a las variaciones interanuales de un mismo
tipo de polen. También pueden detectar la presencia de polenes nuevos, y son utilizados para
estudios clinicos sobre la eficacia de los firmacos y las vacunas alergénicas para la rinitis
y/o el asma estacional”’.

El primer listado de p6lenes que podia causar fiebre del heno fue realizado en Tejas, Arizona,
y se debe a Kahn, en 1925. Utiliz6 un método en placa segiin Scheppegrell (contador de
polen), para estudiar los diferentes pdlenes, y fue el primero en relacionar la sintomatologia

de sus pacientes con la polinizacion de diferentes plantas y arboles. Quedo establecido que
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era fundamental determinar el contenido de polen atmosférico para saber cudles son los
polenes alergénicos relevantes y potencialmente tributarios de ser usados en

inmunoterapia®®.

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

durante el tiempo que dura el muestreo””.

El colector Burkard, basado en el principio de impacto de Hirst (1952), es el mas utilizado
por la mayoria de las redes aerobiologicas de todo el mundo. Consta de una camara de
admision que aspira un volumen de aire de 10 litros por minuto a través de una pequefia
hendidura de 14 mm de largo por 2 mm de ancho que esta permanentemente orientada hacia
la direccion del viento gracias a la accion de una veleta incorporada en el colector. Las
particulas contenidas en el aire succionado son impactadas en una cinta muy proxima a la
hendidura. La cinta consiste en una pelicula transparente de plastico, que se monta sobre un
tambor que rota a una velocidad de 2 mm/hora y durante un periodo de hasta 7 dias. Los
recuentos de pdlenes obtenidos se expresan como medias diarias, aunque es posible realizar

el recuento por hora (2 mm), obteniendo asi curvas circadianas'®.

En Espafia estan funcionando dos grandes redes de muestreo atmosférico, la del Comité de
Aerobiologia de la SEAIC, y la de la Red Espafiola de Aerobiologia (REA). Las redes
nacionales son posibles gracias a la contribucion de redes autondémicas como la de la Unidad
Boténica- Departamento de Biologia Animal, Biologia Vegetal y Ecologia en el Instituto de
Ciencia y Tecnologia Ambientales de la Universidad Autonoma de Barcelona, que recoge
los datos para la Sociedad Catalana de Alergia e Inmunologia Clinica (SCAIC) y los envia
periddicamente a la base de datos de la red nacional®.

Se provee informacion a la poblacion de los recuentos polinicos a través de los medios de

comunicacion (television, internet, prensa, radio, telefonia movil) con el fin de predecir la
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potencial intensidad de los sintomas y aplicar medidas de evitacion o adecuar la

planificacion de los viajes de ocio o trabajo”’.

En general, se puede encontrar una correlacion entre los recuentos de polen atmosféricos y
la sintomatologia alérgica®®!°""1% Sin embargo, esta relaciéon es de tipo no-lineal. La
gravedad de la polinosis es variable de unos pacientes a otros. Muchos pacientes son
alérgicos a multiples pélenes que pueden florecer al mismo tiempo, y pueden presentar un

efecto de “priming”!'*

, segun el cudl, el umbral de respuesta de la mucosa nasal y bronquial
disminuye a medida que avanza la estacion polinica, de manera que cada vez es necesaria
una exposicion al alérgeno menos intensa para desencadenar sintomas. Por otro lado, los
pacientes pueden presentar sintomas de alergia de aparicién 1 o 2 dias después de un pico
de polen atmosférico'® o siguiendo unos dias de lluvia, como consecuencia de una reaccion

en fase retardada'®!1%,

Los recuentos de pdlenes en los tejados de edificios resultan imperfectos a la hora de reflejar

la exposicion humana a los pdlenes!®

. A pesar de que los colectores de polenes se colocan
en una superficie plana de facil acceso, encima de un edificio a una altura determinada para
evitar el rozamiento de las capas de aire, sin edificios colindantes que hagan de pantalla, y
lejos de fuentes de emision de particulas de material biologico y no bioldgico'”’, se ha
demostrado que existen variabilidades de hasta un 25% en las concentraciones de polen en
una misma ciudad!®!%°. La exposicion humana a los pélenes también varia, puede aumentar
dependiendo de la actividad, como cortar el césped, ir en el automoévil con las ventanillas

bajadas o realizar ejercicio al aire libre'!?, y del lugar donde se reside'!".

Se asume de forma habitual que se debe alcanzar una determinada concentracion de polen
en el ambiente para desencadenar sintomas en los pacientes con polinosis. Sin embargo,
este concepto de umbral para desencadenar sintomas alérgicos presenta dificultades
debido al caracter dindmico, dependiente de la exposicidn, y el cardcter personalizado de
dicho nivel. La gravedad de los sintomas de polinosis no se correlaciona con el recuento
de pdlenes, pero, si se ha demostrado un aumento en la presencia de sintomas de alergia
cuando los niveles de polen son mas altos!®. Esto es debido a: (i) factores biogénicos
como la cantidad de alérgenos por grano de polen, (ii) factores individuales como el hecho
de ser atdpico, o estar en tratamiento farmacologico y (iii) a factores ambientales, como

la calidad del aire!!'?.
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Por estos motivos, una prediccion personalizada de los sintomas se consideraria mejor
que una prediccion de los recuentos de polenes. Los datos necesarios para el desarrollo
de servicios personalizados de informacion predictiva de los sintomas estan siendo
recogidos por primera vez en Europa con la ayuda de (1) el sistema Patient’s Hay-Fever
Diary (PHD)'!3, (2) el sistema de informacion de los recuentos de polenes europeo (base
de datos de la European Aeroallergen Network, EAN), (3) las predicciones de la calidad
del aire y las concentraciones de polen a nivel europeo basado en el sistema SILAM
(System for Integrated modeling of Atmospheric composition), disponible actualmente

114,115

solo para algunos polenes y (4) la aplicacion de métodos de inteligencia

computacional que permitan el andlisis de los datos para desarrollar una prediccion

116

personalizada Este sistema que todavia esta en desarrollo permitird un mejor

reconocimiento y tratamiento de las polinosis.

La REA propone una serie de categorias polinicas, segiin distintos umbrales, que clasifican
las concentraciones de los polenes resultantes de los muestreos. Diferencia 4 grupos en base
a 3 criterios: caracter anemofilo/entomofilo de las especies, Indice Polinico Anual y la

posible capacidad alergogena de las distintas especies (Tabla 2).

Esta clasificacion nos permite conocer si el contenido polinico de la atmdsfera es bajo,
moderado o alto. Sin embargo no se correlacionan exactamente con la aparicion de sintomas
en las personas afectadas de polinosis porque la presencia de un polen viene condicionada
por su abundancia en una zona concreta, y por la posible presencia de otras especies de polen
con reactividad cruzada. Ademas, las condiciones climatologicas particulares influyen en la
cantidad de polen, en su contenido en alérgenos liberados a la atmosfera, no solo por el
polen, sino por otras partes de las plantas como los tallos y las hojas'!’, y en su alergenicidad.

33,118

Es el caso de la presencia de tormentas , el aumento de temperatura en invierno''’, la

pluviometria y los contaminantes atmosféricos. Todas estas circunstancias no quedan

reflejadas en los recuentos atmosféricos!%7:118:120-125

Ademas, la informacion de los recuentos polinicos se basa en recuentos de granos de polenes
intactos. Estudios inmunoquimicos han demostrado la presencia de particulas alergénicas de
pequeio tamafo (menos de 7,4 um de diametro aerodindmico) que aparecen varias semanas
antes del inicio de la polinizacién'?®, lo que provoca que los pacientes més sensibles inicien

los sintomas de alergia hasta dos semanas antes del inicio de la polinizacion'?’.
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Tabla 2: Categorias polinicas segun la REA.

GRUPO 1 2 3 4
POLENES Parietaria Poaceae Betula Olea
Urtica membrandcea Chenopodiaceae- Casuarina, Corylus Cupressus
Mercuriali, Amaranthaceae, Castanea Eucalyptus Platanus
Echium Plantago Alnus Populus
Fabaceae Rumex Hacer Quercus
Apiaceae Artemisia Populus Pinus
Cannabis Ericaceae Asteraceae Ulmus
Brassicaceae Helianthus Ligustrum
CATEGORIAS Nulo <1 grano/m? Nulo <1 grano/m? Nulo <1 grano/m? Nulo <1 grano/m?

Bajo 1-15 granos/m?

Moderados 16-30

granos/m’

Altos > 30

granos/m>.

Bajo 1-25 granos/m?

Moderados 26-50

granos/m®

Altos > 50

granos/m>.

Bajo 1-30 granos/m?

Moderados 31-50

granos/m>

Altos > 50

granos/m>.

Bajo 1-50 granos/m?

Moderados 51-200

granos/m?;

Altos > 200

granos/m>.

En consecuencia, la combinacion de los recuentos de polenes y la cuantificacion de los

alérgenos, podria contribuir a estimar de forma mas fiable la exposicion a los alérgenos de

las personas con polinosis'?*. En este sentido, Takahashi demuestra que los sintomas de

inicio de polinosis por polen de Cryptomeria japonica ocurren en el 40% de los pacientes

polinicos cuando la cantidad de alérgeno principal del polen de Cryptomeria japonica Cry j

1 detectado en la atmdsfera es de 1 pg/m?®, lo que ocurre unas 2-3 semanas antes del primer

dia de la polinizacion. Y que algunos pacientes presentan los sintomas coincidiendo con el

aumento de 1 a3 pg/m®de Cryj 1 en el aire, lo que demuestra que los recuentos de polenes

y la cantidad total de Cry j 1 detectada durante la estacion polinica no presentan una

correlacion precisa'?
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2. LAS CUPRESACEAS O CUPRESSACEAE

2.1 Taxonomia de Cupressaceae

La familia Cupressaceae pertenece al dominio Eukaryota, reino Plantae, division
Pinophyta (antes Coniferophyta), clase Pinopsida y orden Pinales.
El orden Pinales (antes Coniferales) abarca 6 familias: Pinaceae, Cupressaceae,

Cephalotaxaceae, Taxodiaceae, Araucariaceae y Podocarpaceae (Figura 2).

La familia Cupressaceae comprende 29 géneros y 128'%- 1303 especies. Los analisis
filogenéticos'*! y morfologicos del desarrollo temprano del cono en todos los géneros de

Cupressaceae dividen estos géneros en 7 subfamilias'?’.

e Athrotaxidoideae: Athrotaxis.
e C(allitroideae: Actinostrobus, Austrocedrus, Callitris, Diselma, Fitzroya,
Libocedrus, Neocallitropsis, Papuacedrus, Pilgerodendron, Widdringtonia.
e Cunninghamioideae: Cunninghamia.
e Cupressoideae: Calocedrus, Chamaecyparis, Cupressus, Fokienia, Juniperus,
Microbiota, Platycladus, Tetraclinis, Thuja, Thujopsis.
e Sequoioideae: Metasequoia, Sequoia, Sequoiadendron.
e Taiwanioideae: Taiwania.
e Taxodioideae: Taxodium, Glyptostrobus, Cryptomeria.
En esta clasificacion se excluye a Sciadopityaceae, considerada anteriormente como un
género de la familia Cunninghamiaceae. Sciadopityaceae es considerada una familia

monotipica, con un Unico género y especie: S. verticillata, distribuida en Japon'?’.

Dentro de la familia Cupressaceae encontramos los arboles mas viejos (2000-3000 afos)
y mas altos del mundo (hasta 100 metros) como Sequoiadendrum giganteum (4rbol del
mamut), Sequoia sempervirens (sequoia) y Taxodium mucronatum (ciprés mejicano), del
que hay un ejemplar en Oxaca de 34 metros de didmetro y unos 2000 afios!*?. A esta
familia pertenecen también el género Cryptomeria japonica (cedro japonés), que ocupa
el 18% del area total de la isla de Japon, y el género Chamaecyparis obtusa (ciprés

japonés), que se concentra en la regién de Kanto y la parte oeste de la isla japonesa'®>.

Se han descrito como fuentes de alérgenos a géneros de las familias Cupressaceae,

Taxodiaceae, Podocarpaceae y Pinaceae.
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Los géneros mas importantes desde el punto de vista alergolégico de la familia
Cupressaceae son: Cupressus (cipreses), Juniperus (enebros y sabinas), Chamaecyparis
(cedro de Oregon y especies afines), Calocedrus (cedro blanco de California), Thuja

(4rbol de la vida)'** y Cryptomeria®®.

PLANTAE (Reino)
PINOPHITA (Divisién)

PINOPSIDA (Clase)

CORDAITALES PINALES (Orden) VOJNOVSKYALES VOLTZIALES

r PINACEAE
CUPRESSACEAE
ARAUCARIACEAE

Familias < CEPHALOTAXACEAE

PODOCARPACEAE

TAXACEAE

\  SCIADOPITYACEAE

FIGURA 2. Taxonomia de CUPRESSACEAE. En rojo los 6rdenes extintos.

2.2 Distribucion de Cupressaceae en Espaiia v Cataluiia

La presencia de Cupressaceae antes de la division de los continentes hace que sean la
familia de coniferas con una distribucion mas global, pues las encontramos actualmente

tanto en el hemisferio Norte como en el Sur, y en todos los continentes, excepto la

Antartida.

En Espafia, la familia Cupressaceae esta compuesta por dos géneros nativos Juniperus

(con 6 especies) y Tetraclinis (una especie), y diversos géneros exdticos cultivados como
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ornamentales o como especies forestales: Cupressus, Chamaecyparis y Platycladus, los

mas comunes'®. La distribucion geografica de estas especies es la siguiente:

o Juniperus communis esta presente en el centro, norte y sureste de la Peninsula
Ibérica, a altitudes entre 450 y 1400 metros.

o Juniperus oxycedrus presente en toda la Peninsula Ibérica excepto en la zona
noroeste, principalmente cerca de la costa, a altitudes de 1200 metros.

e Juniperus navicularis presente en la zona sur entre 500 y 1000 metros.

e Juniperus phoenicea lo encontramos en el noreste y sur de la Peninsula Ibérica.

o Juniperus thirifera presente en el centro, este y sur de la Peninsula Ibérica.

e Juniperus ashei en el este de la Peninsula Ibérica y la Cordillera Cantabrica.

o Tetraclinis articulata presente cerca de Cartagena, en Murcia.

o Cupressus sempervirens, Cupressus arizonica, Cupressus macrocarpa,
Cupressus lusitanica, Chamaecyparis lawsoniana y Platycadus orientalis son

géneros plantados por toda Espafia con fines forestales u ornamentales.
En Catalufia, concretamente encontramos las siguientes especies!*¢:

o Juniperus oxycedrus. desde el litoral hasta las montafias subpirindicas y cada vez
mas raro a medida que aumenta la altitud y la lluvia. Frecuente en encinares,
pinedas y en llanos y faldas de montafias soleadas, en las zonas calcareas y secas
como la Seu d’Urgell, Solsona, Cardona, Berga, etc. La subespecie macrocarpa
en las montanas cerca de Barcelona y en el Emporda, Roses y Cadaqués.

e Juniperus communis: frecuente en los bosques de pinos, robles, abetos y hayas,
sobretodo en las comarcas siliceas de la parte himeda de Cataluiia, y la cordillera
litoral: Vallés, la Selva, Emporda, etc. La subespecie alpina (o Juniperus nana) se
distribuye por todo el Pirineo y cimas del Montseny.

e Juniperus phoenicea: se encuentra presente en zonas calcareas de la costa, hasta
los Pirineos.

e Juniperus ashei. se encuentra presente en Solar de Espot, rocas de la Molina, cerca
de Tossa, en Conflent y en el Coronado.

o Cupressus sempervirens: lo encontramos muy frecuentemente plantado en

parques, cementerios, ermitas y urbanizaciones por toda Cataluna.
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e De la familia Taxaceae (ver figura 1) en Catalufia solo hay una especie; Taxus
baccata, presente en bosques mixtos, barrancos, laderas y pefiascos, de indiferente
sustrato, casi siempre en escaso nimero de individuos, desde el Montsia a los

Pirineos.
En la zona de estudio, el Vallés occidental, encontramos'*’:

o Juniperus communis: en lugares selvosos.

e Juniperus oxycedrus.:en bosques y matorrales.

o Juniperus phoenicea: en los montes de Sant Lloreng, Ubach y otros.

o Taxus baccata: en Montserrat y en el desfiladero de San Jerénimo a Santa Cecilia.

e Cupressus arizonica.

Las especies de Cupressaceae citadas corresponden a aquéllas observadas por los
botédnicos. En las areas urbanas, en cambio, el arbolado viario estd controlado por los
Ayuntamientos, que se encargan de su plantado, cuidado y reposicion. Los
Ayuntamientos publican las especies del arbolado viario de la ciudad y en ocasiones
también su numero de individuos. Asi, en la ciudad de Terrassa, constan plantados unas
49 unidades de Cupressus sempervirens, 1 unidad de Cupressus macrocarpa y 2 unidades
de Cupressus arizonica y Thuja occidentalis. En Matadepera constan plantadas
Cupressus sempervirens, Cupressus glabra y Thuja occidentalis. En Sant Quirze del
Vallés hay plantados 4885 arboles, siendo el mas presente Cupressus sempervirens
(Fuentes: Ajuntament de Terrassa, Manteniment urba; Pla de Gestio de I’arbrat de
Matadepera; Ajuntament de Sant Quirze del Valles). No se cuentan, sin embargo, los
arbustos ornamentales de Cupressaceae presentes en jardines privados. En concreto en
Sant Quirze del Vallés abundan los setos ornamentales de Cupressus arizonica. El
aumento en la plantacion de especies de la familia Cupressaceae como arbustos
ornamentales en urbanizaciones, en parques y jardines, o para reforestacion, es uno de los

factores que explican el aumento de la prevalencia de la alergia a polen de Cupressaceae.
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2.3 Caracteristicas botanicas de la familia Cupressaceae

Las Cupressaceae son arboles, perennes, raramente arbustos, resinosos, con hojas

polimorficas en todas las especies.

Las flores son siempre unisexuales (no tienen verdaderas flores), pequenas, y sus 0rganos
reproductores son los conos o estrobilos, que pueden ser monoicos (en la misma planta
los dos sexos) o dioicos (en distinta planta), con escamas opuestas o

verticiladag!?%:130-135.138

Los conos son caracteristicos de las coniferas (de aqui el nombre del anterior orden de
Coniferales, actualmente Pinales). Los conos femeninos estan formados por un eje central
en el que se colocan en espiral numerosas escamas concrescentes, planas o peltadas
(bracteas tetrices) con 2-24 rudimentos seminales por escama, que después de la
polinizacion y la fecundacion, se transforman en semillas. Los conos masculinos son
siempre mas pequefios que los femeninos y se agrupan alrededor del final de las ramas.
En cada escama (brdacteas poliniferas) encontramos de 3 a 7 sacos polinicos. Su posicion
favorece la dispersion del polen, que en las Cupressaceae es aneméfila'>®!34, El polen es

liberado en grandes cantidades y forma nubes amarillas cuando se mueven las ramas'*.

Las caracteristicas botanicas de las especies de la familia Cupressaceae y la familia

Taxaceae presentes en Catalufia son las siguientes'*’:

Cupressus sempervirens. arbol de hasta 30 m, con ramas fastigiadas; hojas 0.5-1 mm,
obtusas; estrobilos 2.5-4 cm, de color pardo-grisiceo al madurar, con 8-14 escamas

obtusamente mucronadas. Se caracteriza por copa de aspecto fusiforme o conico.

Cupressus arizonica: arbol de hasta 30 metros, con ramas fastigiadas o ascendentes; hojas
1.5-2 mm, glaucas; estrobilos 2-3.2 cm glaucos de jovenes, con 6-8 (10) escamas

obtusamente mucronadas.

Juniperus communis: 4rbol de hasta 15 m o arbusto, erecto o postrado, dioico; hojas 10-

20 x 1-2-mm, punzantes, con una sola franja estomatica blanca longitudinal en el haz,
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raramente dividida en la base por un nervio fino; galbulo de 6-10 mm, de maduracion bi
o trienal, azul negruzco. La subespecie alpina es un arbusto con ramas ascendentes; hojas

10-15 x 1,3-2 mm, incurvas, con una franja estomatica blanca muy ancha.

Juniperus oxycedrus: arbusto dioico de hasta 15 m, con hojas de 8-25 mm patentes, con
2 franjas estomaticas blancas en el haz; galbulo 0.8-1.5 cm, de rojo a purpura oscuro en
la madurez. La subespécie macrocarpa es un arbusto de hasta 3 m, muy ramoso y copa
amplia; hojas 20-25 x 2-2.5 mm, atenuadas; galbulo de 12-15 mm castafio purpureo al

madurar.

Juniperus phoenicea: pequeiio arbol de hasta 8 m o arbusto, monoico, copa conico-
fastigiada; hojas5-14 x 0.5-1 mm, ovado-romboidales, densamente imbrincadas, obtusas
o agudas, con margen estrecho escarioso; galbulo de 8-14 mm, madura a los 2 afios, rojo

oSscuro.

Juniperus sabina: arbusto dioico, de olor intenso al frotarlo; hojas de 4 mm las jovenes y

1-1.3 mm las adultas; galbulo de 4-6 mm, negro azulado.

Taxus baccata: arbusto o arbol de hasta 20 m, copa piramidal amplia, con ramas
horizontales o algo colgantes; hojas 10-30 x 1,5-3 mm de color verde oscuro por el haz y
verde amarillento por el envés, terminadas en punta cérnea. Planta muy toxica por

contener el alcaloide taxina.

2.3.1 Caracteristicas morfologicas vy funcionales del polen de Cupressaceae

El polen de Cupressaceae es de morfologia esferoidal con un tamafno entre 15 y 35 pm
(excepto, Cupressus dupreziana, 38 pm)'*° y microverrugado, con numerosos orbiculos
distribuidos irregularmente sobre la superficie de la exina (capa mas externa y resistente
de la pared del polen) (Figura 3). La intina (capa mas interna de la pared del polen) es
muy gruesa y encierra un protoplasto con forma de estrella.

El grano de polen tiene un Unico poro con una pequeia protuberancia similar a una

estructura tipo opérculo donde la exina es muy delgada (Figura 4).
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El contacto del polen con un ambiente himedo provoca una hidratacion rapida, la intina,
constituida en su mayoria por pectinas, se dilata, y provoca la ruptura de la exina a través
del poro apertural, que se rasga longitudinalmente. El protoplasto es expulsado fuera de
la exina, cubierto por la intina dilatada, dando lugar a una microparticula independiente,

de 0.8-1 um de grosor (Figura 5)'°.

Figura 3: Grano de polen de Cupressus arizonica con la protuberancia apertural y
numerosos orbiculos. Reproducido con permiso del Dr. A.L. Valero, imagen del

Capitulo: Biologia celular del polen: factores de biodiversidad.

Figura 4: Estructura de la exina a nivel de la apertura en el polen de Cupressaceae.
Reproducido con permiso del Dr. A.L. Valero, imagen del Capitulo: Biologia celular

del polen: factores de biodiversidad.
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Figura 5: Secuencia del proceso de hidratacion del polen de Cupressaceae.
Reproducido con permiso del Dr. A.L. Valero, imagen del Capitulo: Biologia celular

del polen: factores de biodiversidad.

En este proceso los orbiculos quedan libres formando particulas paucimicrénicas de 0.2-
0.7 um de didmetro. La funcidén de los orbiculos en la dispersion del polen es desconocida.
Los orbiculos se desarrollan al mismo tiempo que la exina del polen y estan formados por
esporopolenina (polimero equivalente a la exina del polen). Su forma y su arquitectura es
similar a la del polen del cual proceden, y estan formados por proteinas, pectinas,

polisacaridos y glicolipidos'*!.

Debido al shock osmoético también se rompe la intina y se libera el contenido intracelular
con numerosos granulos de almidon (starch granules). En el caso del polen de gramineas,
pruebas in vitro han demostrado la liberacion de hasta 700 granulos de almidon por cada

grano de polen sometido a humedad'?!.

Tanto los granulos de almidon como los orbiculos, se liberan a la atmosfera en gran
cantidad después de la humidificacion del polen, y contienen alérgenos!?!:!41:142 E]
alérgeno principal de Cryptomeria japonica, Cry j 1, se ha localizado en la exina, la intina,
la pared celular, el aparato de Golgi y los orbiculos del polen joven y maduro de

Cryptomeria japonica'®.

Estas particulas paucimicronicas son mucho mas numerosas que los granos de polen, lo
que implicaria una multiplicacion importante del niimero de particulas alergénicas
emitidas a la atmdsfera por cada grano de polen de Cupressaceae'*® con capacidad de

penetrar en las vias respiratorias inferiores.
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Este mecanismo de hidratacion del polen y la posterior liberacion de diferentes
microparticulas se ha observado en Cupressus arizonica, Cupressus sempervirens y

Juniperus communis, y podria considerarse especifico de algunas coniferas!.

El polen de las especies de Cupressaceae se caracteriza por una baja concentracion de

proteinas'® y un alto contenido en carbohidratos.

En el caso de Juniperus ashei, el contenido esta formado por un 80-90% de hexosas y
pentosas, y un 10-20% de proteinas!*®. Las glicoproteinas del polen de Juniperus ashei
tienen la capacidad de inducir IgE especifica. Se ha demostrado que el polen de Juniperus
ashei, en ausencia de IgE y de forma no dependiente del calcio extracelular, aumenta los
niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS) que causan estrés oxidativo en los
mastocitos e induce la liberacion de aminas bidgenas y citoquinas IL-4 e IL-6'*. La
produccion de citoquinas estd influenciada, ademds, por la contaminacion, pues la
produccion de 1L-4 e IL-6 por parte de los mastocitos puede ser modulada con la

exposicion a particulas diesel y formaldehido'#®.

Debido a su tamafio (> 5 micras), el polen de Cupressaceae puede ser eliminado
facilmente por los mecanismos protectores de la mucosa nasal y el tracto
traqueobronquial, siendo incapaz de alcanzar el arbol bronquial. Las particulas que
miden entre 5 y 10 um alcanzan el arbol traqueobronquial, y so6lo las particulas de 0.5 a
5 um se cree que alcanzan el alveolo mediante sedimentacion y difusién browniana'#’ .
Esta seria la razon por la que mayoritariamente la polinosis por el polen de Cupressaceae
tiende a causar mas rinoconjuntivitis y rinitis que asma. Sin embargo, el contacto del
polen con la humedad de la mucosa nasal y la rapida liberacion de los orbiculos y los
granulos de almidon (tamafo inferior a 5 pm), hace que puedan ser absorbidos a través
de la mucosa respiratoria antes de ser eliminados, y causar asma'>*!>!, Estas particulas,
debido a su pequefio tamafio, pueden estar en suspension en la atmosfera antes del inicio
y después del final de la polinizacion de Cupressaceae, prolongando los sintomas
respiratorios de los pacientes alérgicos?”'>* 1>, Ademds pueden unirse a aerosoles de la
contaminacion, como las particulas de carbono diesel, durante los periodos de humedad
relativa alta, o después de la lluvia, hecho que facilita la transmision de los alérgenos del

polenl 18,120
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Gran parte de las particulas de carbono diesel son inferiores a 1 pm (30-60 nanémetros
de diametro), funcionan como transportadoras de sustancias organicas e inorganicas que
se mantienen en la atmésfera durante periodos largos de tiempo, y son capaces de

funcionar como adyuvantes en la produccion de anticuerpos IgE!'>.

El tamafio del polen es considerado un caracter con valor taxondmico, pues permanece
estable, en general, dentro de una misma especie. Dentro del orden Pinales, todas las
familias (excepto Pinaceae) tienen el mismo tipo de polen, y no es posible distinguir entre
géneros, especies o familias, en base a la morfologia del polen!*%!33156 Por ello, al
identificar estos pdlenes al microscopio se les denomina Cupressaceae-Taxaceae (sin

tener en cuenta el resto de familias de Pinales)'2.

49



3. AEROBIOLOGIA DEL POLEN DE CUPRESSACEAE

La cantidad de polen de Cupressaceae-Taxaceae recogido depende de muchos factores
como la cantidad de arboles y nimero de conos masculinos por rama'>’| la hora del dia,
la pluviometria, la intensidad del viento y la contaminacion. Para la familia
Cupressaceae, se ha demostrado que los recuentos polinicos estan muy influenciados por
la proximidad de plantas ornamentales cerca del captador de polen, y no tanto en relacion

con los parametros geograficos!'%!33,

En general, la polinizacion de Cupressaceae-Taxaceae se centra en invierno y principio

de la primavera, con variaciones segun la especie y la geografia.

En Espafia, el periodo de polinizacion de Cupressaceae-Taxaceae es similar al de Francia
e Italia, iniciandose el mes de diciembre y finalizando el mes de abril, con recuentos

maximos de polen los meses de febrero y marzo!3*!%°,

En Catalufia'®®, la polinizacion de los diferentes géneros varia ligeramente. Asi,
Cupressus sempervirens poliniza desde el mes de marzo hasta el mes de abril y Cupressus
arizonica poliniza el mes de enero'*’. Para Juniperus communis la polinizacion se inicia
el mes de marzo y finaliza el mes de mayo. La subespecie alpina de Juniperus communis
poliniza los meses de junio y julio, Juniperus oxycedrus poliniza los meses de abril y
mayo, Juniperus phoenicea poliniza los meses de febrero y marzo, Juniperus ashei

poliniza los meses de abril y mayo, y Taxus baccata poliniza en los meses de marzo y

abril.

En cuanto a la concentracion de pdlenes de Cupressaceae en 24 ciudades espafiolas, los
dias pico mas elevados se produjeron en Toledo con 2660 granos/m? (19 de diciembre de
1998), Ciudad Real con 1602 granos/m* (13 de febrero de 2001), Avila con 1256
granos/m? (4 de febrero de 2000), Barcelona con 1077 granos/m?® (13 de febrero de 1997)
y Madrid con 1005 granos/m*® (29 de enrero de 1999). En el resto de ciudades, los

maximos recuentos de polen se produjeron en el mes de febrero!*2.

50



3.1 Calendario polinico de Cupressaceae en el area del Vallés occidental

El calendario polinico es una representacion grafica que resume la dindmica anual de los
principales tipos de polen de una localidad, ordenados en funcion de su periodo de

polinizacion®.

Las modificaciones de las condiciones climaticas habituales registradas en los ltimos
afios, con un aumento general de la temperatura anual y cambios significativos en la
distribucion y cantidad de las precipitaciones, estan incidiendo en un retraso en la
floracion de algunas hierbas y en un adelanto en la floracion de arboles primaverales de
la region mediterranea. Esta situacion potencia el solapamiento de la floracion de distintas

especies con potencial alergogeno'?.

La polinizacion de Cupressaceae coincide con la polinizacion de otros arboles como el
avellano, la acacia, el fresno, el aliso, el olmo, el pino, el chopo o el platano de sombra.
Tanto Cupressaceae como Platanus tienen polen de elevado potencial alergdgeno, y
coexisten aun concentraciones moderadas de Cupressaceae cuando se incia la floracion

del platano de sombra a principios de la primavera'?’ (Figuras 6 y 7).

750

625 +

375

125

od
E F M A M J J A s o N D

Figura 6. Concentraciones medias de los polenes de Cupressaceae.
P/m3: Bellaterra 1994-2011.

-Concentraciones medias (1994-2011) E’v\éximos absolutos (1994-2011)
EAﬁo de comparacion (2011)
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Figura 7. Concentraciones medias de los polenes de Platanus.
P/m3: Bellaterra 1994-2011

-Concentraciones medias (1994-2011) EMéximos absolutos (1994-2011)
EAﬁo de comparacion (2011)

La polinizacion del fresno (Fraxinus excelsior) ocurre a finales de invierno y principios
de primavera (Figura 8). Aunque las concentraciones de polen son bajas en el area de
estudio, se conoce que el fresno es un arbol de la familia Oleaceae y por lo tanto presenta
reactividad cruzada con el polen del olivo (Olea europea). El polen de olivo poliniza de
forma tardia en los meses de primavera (mayo-junio). De esta manera encontramos
pacientes alérgicos al polen de olivo que inician los sintomas a finales de invierno y otros

a finales de primavera'>®.
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Figura 8. Concentraciones medias de los polenes de Fraxinus.
P/m3: Bellaterra 1994-2011

-Concentraciones medias (1994-2011) I:lMéximos absolutos (1994-2011)
EAﬁo de comparacion (2011)
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A continuacion se detalla el calendario polinico de Bellaterra (estacion aerobiolégica del

Vallés occidental) donde se observa el solapamiento de la polinizaciéon de especies de

interés alergologico (Figura 9).
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Figura 9. Calendario pOliIliCO de Bellaterra http://www.lap.uab.cat/aerobiologia/general/pdf/calendaris.
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4. ALERGIA A POLEN DE CUPRESSACEAE

La primera descripcion de la alergia al polen de Cupressaceae consta del 1929, por Black,
que atribuyo¢ la fiebre del heno de sus pacientes entre los meses de diciembre y febrero a la
polinizacion de un arbol nativo de Tejas (Arizona), el Juniperus ashei (Mountain cedar).
También advirti6 que especies no nativas de Tejas, como Chamaecyparis lawsoniana
(nativa de Oregdn y California) o Chamaecyparis nootkatensis, eran utilizadas como arboles
y arbustos ornamentales en amplios territorios y eran agrupadas dentro del mismo grupo que
Juniperus ashei por los botanicos. Comprob6 que Chamaecyparis lawsoniana (Port Orford
cedar) no se encontraba presente ni en el norte ni en el centro de Tejas. Realizo pruebas
cutaneas con Chamaecyparis lawsoniana a 40 de sus pacientes tratados para la polinosis a
Juniperus ashei y en 39 de ellos la prueba cutanea fue positiva con ambos polenes. De los
39 positivos, 24 mostraron una prueba cutanea positiva mayor a Juniperus ashei y 15
mostraron una prueba cutanea positiva mayor a Chamaecyparis lawsoniana. Decidi6 tratar
a sus pacientes con immunoterapia con el polen que habia dado mayor papula en la prueba
cutanea. Tratd a 24 pacientes frente al polen de Juniperus ashei y a 15, frente al polen de
Chamaecyparis lawsoniana. Comprobd que mas del 90% de los pacientes tratados con
inmunoterapia mejoraron un 80% su polinosis. Concluyo que la proteccion frente a un polen
nativo, puede asegurarse utilizando un polen estrechamente relacionado botanicamente,

aunque el paciente nunca haya estado expuesto a é1'>°.

Un afio mas tarde, Kahn describi6 fiebre del heno y asma en invierno debido al polen de

Juniperus virginiana'®.

Posteriormente, se describid alergia a pdlenes de Cupressaceae en Sudéfrica, donde desde
principios del siglo XX Cupressus arizonica era el ciprés mas abundante pues se utilizaba
como cortavientos, en setos ornamentales y para dar sombra'!; en Japén debida al polen
de Cryptomeria japonica'® y en el area Mediterranea, debida al polen de Cupressus

sempervirens'®,

Otros arboles pertenecientes a la familia Cupressaceae causan polinosis, como Callitris
glaucophylla en Australia'®*, Thuja en el norte de Francia'®® y Calocedrus decurrens en
Italia'®. El polen de Taxodium distichum, una especie del género Taxodium, de la familia
Taxodiaceae, es causa de polinosis en Florida, Estados Unidos'¢’.
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También se han dado casos de asma ocupacional por madera de Thuja plicata en relacion
con la fabricacion de guitarras'®®y en serrerias, en relacion con la madera de Thuja

occidentalis'®.

4.1 Prevalencia de la polinosis por Cupressaceae

La prevalencia de alergia a polen de Cupressaceae varia en gran medida segun la

poblacion en estudio y su grado de exposicion al polen.

En estudios de poblacion general expuesta a polen de Cupressaceae, la prevalencia varia
de un 2.4%, basada en cuestionarios y prueba cutdnea positiva realizados en 4700 adultos
del sud-este de Francia'’%, a un 9.6%, basado en pruebas cutaneas positivas realizadas en

2500 escolares, de entre 9 y 12 afios, también en Francia'”'.

En los afos 90, en Madrid, un estudio realizado en 705 pacientes con rinoconjuntivitis
y/o asma, detect6 una prevalencia de sensibilizacion por prueba cutdnea con extracto de
polen de Cupressus arizonica del 10.3%'7> y en Cordoba, del 18%, con un extracto de
polen de Cupressaceae'”. En Toledo, las pruebas cutaneas realizadas en 216 pacientes

polinicos revelaron una prevalencia de sensibilizacion a polen de Cupressus arizonica

del 20.6% '™

El Comité de Aerobiologia de la Sociedad Espanola de Alergologia e Inmunologia
Clinica realiz6 en 2003 un estudio epidemiolégico multicéntrico en la poblacion espafiola
con polinosis, utilizando una bateria de extractos alergénicos de los 24 podlenes mas
relevantes en Espana. Dentro de Cupressaceae se incluyeron extractos de Cupressus
arizonica, Cupressus sempervirens y Juniperus oxycedrus. Las ciudades con mayor
prevalencia de pruebas cutdneas positivas a Cupressus arizonica fueron Madrid, Burgos,

Toledo, Zaragoza y Barcelona (Tabla 3)'32,
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Tabla 3: Prevalencia de sensibilizacion a Cupressaceae en pacientes con polinosis, en

los afios 2002-2003 en varias ciudades espaiiolas.

Ciudad Cupressus Cupressus Juniperus
(n° pacientes) Arizonica Sempervirens Oxycedrus
Badajoz (191) 4.19 1.57 0.52
Barcelona (32) 21.88 18.75 18.75
Bilbao (44) 2.27 - -
Burgos (146) 19.18 11.64 15.07
Ciudad Real (175) 11.43 5.14 12

La Corufia (78) 1.28 1.28 1.28
Logrofio (38) 13.16 10.53 10.53
Madrid (93) 55.91 40.86 49.46
Santander (56) 3.57 3.57 1.79
Sevilla (99) 4.04 2.02 5.05
Toledo (135) 20 15.56 22.22
Vitoria (67) 5.97 4.48 4.48
Zaragoza (148) 21.62 12.84 16.89

Posteriormente, en el estudio epidemiolégico nacional Alergolégica 2005, se detectd que
el 9,2% de los pacientes con rinitis alérgica y el 7,5% de los pacientes con asma alérgica
estaban sensibilizados a especies de Cupressaceae. Se objetivd una gran variabilidad de
prevalencias segun las diferentes Comunidades Auténomas: del 0% en Pais Vasco,
Galicia, Canarias, Cantabria, Ceuta y Melilla al 34.4% para rinitis y 24.7% para asma en
Madrid. En Cataluiia se detectd un 5.7% de pacientes con rinitis (de los cuales un 15.3%

eran menores de 14 afos), y un 3.6% de pacientes con asma alérgica por Cupressaceae™.

La gran variabilidad de prevalencias segun el area geografica también se ha constatado

en otros paises como Francia!’>, Italia!’*'"® o Albania'”.

En las altimas décadas se ha constatado un aumento en la prevalencia de alergia a polen

29,180-182

de Cupressaceae-Taxodiaceae, tanto en el area Mediterranea , como en Japon,

donde la alergia a polen de Cryptomeria japonica ha aumentado en mas de un 10% segiin

un cuestionario en poblacion con rinitis, respecto a datos de 1998',

Se han propuesto varios factores para explicar el aumento de prevalencia de la alergia a
polen de Cupressaceae-Taxaceae, como son: (1) el aumento de las concentraciones de
polen de Cupressaceae en el area mediterranea, principalmente debido a un aumento en

la plantacion de especies de esta familia como arboles y arbustos ornamentales en jardines
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y parques, para reforestacion, o como barreras para el ruido y el viento, a partir de los
afios 70183184 'y en Japon, debido a la reforestacion con Cryptomeria japonica después de
la Segunda Guerra Mundial'®; (2) la elevada reactividad cruzada entre los polenes de la
familia Cupressaceae y también con los polenes de la familia Taxodiaceae; (3) la mejora
en los extractos alergénicos para el diagnéstico'®®!87; (4) la evidencia de que la
contaminacion, donde hasta el 90% de las particulas ambientales corresponden a

1?7, aumenta la alergenicidad del polen'>’; (5) la presencia

particulas de los motores diese
de particulas submicronicas (orbiculos, 300-600 nm) que se desprenden del polen de
ciprés en condiciones ambientales de humedad relativa baja y temperatura media y

8

pueden persistir durante y después del periodo de polinizacién'®® y (6) por ultimo, el

cambio climatico global'®~1%%,

De esta manera, arboles de la misma especie en diferentes localizaciones (por ejemplo,
cerca de autopistas o en areas rurales) y en diferentes afios, pueden expresar niveles de

proteinas de defensa variables, que modifican la potencia alergénica de los polenes'®’.

El ultimo factor, el cambio climatico global, seria el mas determinante en el aumento de
prevalencia de la alergia a pdlenes, pues estudios epidemioldgicos han demostrado que el
cambio climatico global correlaciona con el nimero de polinosis sintomaticas y las

enfermedades alérgicas en general'®>.

4.2 Caracteristicas de la polinosis por Cupressaceae

En 1993, Bousquet et al, estudiaron las caracteristicas de 89 pacientes alérgicos a polen
de Cupressus sempervirens. Todos ellos presentaban sintomatologia de rinitis entre los
meses de enero y marzo y prueba cutdnea positiva a polen de Cupressus sempervirens.
Solo 26 pacientes (29,2%) eran monosensibles a polen de Cupressus sempervirens, y el
resto estaban polisensibilizados. Respecto a los pacientes polisensibilizados los pacientes
monosensibles a polen de Cupressus sempervirens iniciaban los sintomas unos 10 afios
mas tarde, presentaban valores de IgE total normales o bajos y de IgE especifica mas
bajos, clinica de rinitis similar pero con sintomas de conjuntivitis més frecuentes e

importantes, y menor incidencia de asma. Estas diferencias se explicarian por la gran
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cantidad de polen de Cupressaceae durante la polinizacion, que haria que pacientes no
atopicos se sensibilizasen y también, por la interaccion alérgeno-contaminacion que
favorece la alergenicidad de estos polenes y la exposicion en la mucosa nasal>®.

En Espafia, enun estudio realizado en Cérdoba, se encontrd que la sensibilizacion a polen
de Cupressaceae era mas frecuente en adultos que en nifios (37% vs. 24%), de mas larga
duracion comparada con pacientes alérgicos a otros pdlenes (mas de 8 afios) y que todos
los pacientes sensibilizados a polen de Cupressaceae presentaban ademds pruebas
cutaneas positivas con polen de olivo (Olea europea) y polen del fresno (Fraxinus
excelsior). Se interpretd que la sensibilizacion a Cupressaceae se iniciaba de forma
subclinica, y solo cuando el paciente presentaba empeoramiento de los sintomas por
sensibilizacion a polenes con mayor potencial alergénico en la zona, como el olivo o las
gramineas, consultaba al médico. No encontraron ninglin paciente monosensibilizado a

polen de Cupressaceae'™.

Posteriormente, otro estudio, realizado en Francia, compar6 las caracteristicas de
pacientes alérgicos a polen de Juniperus ashei y de pacientes alérgicos a polen de
gramineas, confirmando que en pacientes monosensibles a polen de Juniperus ashei los
sintomas de alergia se iniciaban mas tarde en la edad adulta (34.8 vs 19.7 afios) y
presentaban una elevada prevalencia de tos seca (21.4 vs 0%). En este estudio también se
constato una diferencia en la edad de inicio de polinosis entre los pacientes monosensibles
a polen de Juniperus ashei (34.9 aios) respecto a pacientes alérgicos a polen de Juniperus
ashei y a otros pdlenes (polisensibilizados), que iniciaban la polinosis a edades inferiores

(28.5 afios)*!.

Estudios més recientes muestran que la monosensibilizacion a polen de ciprés (Cupressus
sempervirens) es baja en el drea mediterranea. Seglin un estudio realizado a 455 pacientes
en Turquia, de los 65 pacientes con pruebas cutaneas positivas a Cupressus sempervirens,
solamente 1 paciente era monosensible (0.22%). En 50 de estos pacientes se determino la
IgE especifica y resultd positiva en 37 pacientes, a los que se les realiz6 una prueba de
provocacion nasal especifica con polen de Cupressus sempervirens, resultando positivo
unicamente en el paciente monosensible. Los autores concluyen que la presencia de
pruebas cutaneas positivas puede no reflejar la prevalencia real de la sensibilizacion a

polen de Cupressaceae, sobretodo cuando la presencia de determinantes carbohidratados
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es elevada en la familia de Cupressaceae, y esto condiciona una elevada reactividad

cruzada con otros pdlenes?’?,

Este ultimo dato ya habia sido apuntado por Ramirez en 1984. Estudio a 234 pacientes
alérgicos a Juniperus ashei en San Antonio, Tejas, y encontrd que el 34% (80 pacientes),
eran monosensibles. Comparé a los pacientes monosensibilizados a polen de Juniperus
ashei con 154 pacientes sensibilizados ademds a otros poélenes. Los pacientes
monosensibilizados iniciaban los sintomas de polinosis mas tarde, tenian una proporcion
menor de antecedentes familiares de atopia y unos niveles de IgE total menores que los
pacientes polisensibilizados. Y atribuy6 la polinosis por polen de Juniperus ashei en

pacientes no atopicos a la presencia de determinantes carbohidratados en dicho polen®®*.

Un estudio posterior, confirmé que los pacientes alérgicos monosensibles a Juniperus

ashei podian no tener otros signos de atopia®®*.

En cuanto a las caracterisiticas de la polinosis de Cupressaeae en Japdn: la mayoria de
los pacientes alérgicos a Cyptomeria japonica (70%) se sensibilizan también al ciprés
japonés Chamaecyparis obtusa, lo que provoca que los sintomas alérgicos continuen en
la estacion polinica de Chamaecyparis obtusa (abril) cuando ya ha finalizado la

polinizacion de Cryptomeria japonica (marzo)'*.
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5. ALERGENOS DEL POLEN DE CUPRESSACEAE

Se han descrito numerosos componentes en los diferentes pdlenes de especies de

E 186,188,205

Cupressaceae con capacidad para unir Ig , pero solo unos cuantos alérgenos han

sido descritos a nivel molecular y expresados de forma recombinante.

Los alérgenos de polenes de Cupressaceae se han clasificado en cuatro familias
principales, en relacion con su actividad biologica®’® :

e ¢l grupo 1 perteneciente a la familia de las pectatoliasas (Cupa 1, Cups 1, Juna
I,Junv1,Cryjl,Chao 1),

e ¢l grupo 2, a la familia de las poligalacturonasas (Cup a 2, Juna 2, Cryj 2, Cha
02),

e ¢l grupo 3, a la familia de las taumatinas (Cup a 3, Cup s 3, Juna 3, Cryj 3),

e ¢l grupo 4, correspondiente a la familia de las proteinas de union al calcio (Cup
a4,Juno 2,Junv4, Cryj4).

A continuacion, se describen los alérgenos de la familia Cupressaceae descritos hasta la

actualidad (Tabla 4).

Para Cupressus arizonica se han identificado: Cup a 1 (43 kDa), considerado el alérgeno

principal'¥¢-207-211: Cup a 2 (41,4 kDa),?'2, Cup a 3 (23 kDa), que solo se expresa en el

122,123 y Cllp

polen sometido a contaminacion y no en el polen de areas no contaminadas
a 4 (18 kDa)*!3.

Se ha descrito una proteina de 35 kDa como alérgeno principal de Cupressus arizonica
en pacientes alérgicos a este polen en Teheran'*® y a un alérgeno de 15 kDa en un grupo
de pacientes con sintomas respiratorios por Cupressus arizonica y alergia a melocoton
realizado en Espafia, que podria corresponder a una LTP, aunque no se ha confirmado

posteriormente?'*.
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Tabla 4. Alérgenos de la familia Cupressaceae.

Familias de alérgenos Otros
Especies alérgenos
Pectatoliasas | Poligalacturonasas | Taumatinas | Proteinas
unidn
calcio
35 kDa
Cupressus Cupal Cupa? Cupa3 Cupad 15 KDa (LTP)
arizonica
14 kDa
Cupressus Cups1i Cups? Cups3 B galactosidasas
sempervirens Cup s 8 (Profilina)
Juniperus Junal Juna?2 Juna3
ashei
Juniperus Junv1 Junv4 Junv3
virginiana
Juniperus Junol Juno4
oxycedrus
CPJ-4
Cryptomeria Cryjil Cryj2 Cryj3 CPJ-6
japonica CPJ-8
CPA9
CPA63
Chamaecyparis Chaol Chao2
obtusa

Para Cupressus sempervirens se han descrito: Cup s 1 (43-45 kDa) considerada el

alérgeno principal>'>2!'° y Cup s 3 (34 kDa)?'". Recientemente se ha descrito una proteina
g p p yCup p

de 43 kDa (Cup s 2 putativa), y una proteina de 14 kDa que parece ser especifica de

Cupressaceae. Esta proteina de 14 kDa, se expresa en mayor cantidad en el polen de

Cupressus sempervirens que en el polen de Cryptomeria japonica o en el polen de

Cupressus arizonica, contiene epitopos conformacionales resistentes al calor y no

contiene determinantes carbohidratados, por lo que no tiene reactividad cruzada con

polenes de otras especies'®. En base al reconocimiento de la IgE de pacientes alérgicos

a las diferentes proteinas del polen de Cupressus sempervirens se han descrito dos

patrones de sensibilizacion: el primero representa a los pacientes con IgE especifica frente
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alérgenos con pesos moleculares altos entre 35 y 94 kDa, y el segundo, a los pacientes
con IgE especificas frente el alérgeno de 14 kDa, con reactividad débil o nula con los
alérgenos de peso molecular alto'®®,

En la caracterizacion de los alérgenos de Cupressus sempervirens, se ha demostrado el
papel potencial como alérgenos de proteinas pertenecientes a las familias de las -

galactosidasas®!'’ y de las profilinas (Cup s 8)*%°.

Para Juniperus ashei se han descrito: Jun a 1 (42 kDa) considerada el alérgeno
principal??!*22; Jun a 2 (43 kDa)?*** y Jun a 3 (30 KDa) considerada el segundo alérgeno
principal de Juniperus ashei y que se expresa de forma variable en el polen segin su

exposicion a la contaminacién ambiental'®’.

Para Juniperus virginiana se han descrito: Jun v 1 (43 kDa); Jun v 3 (10 kDa) y Junv
4 (145 kDa)**,

Para Juniperus oxycedrus se han identificado: Jun o 1 (43 kDa) y Jun o 4 (antes Jun o

2) de 17 kDa??*’.

Para Cryptomerya japonica se han descrito: Cry j 1 (40.6 kDa) considerada el alérgeno
principal??®22%; Cry j 2 (37 kDa) también alérgeno principal’**?*° y Cry j 3 (27 kDa),

cuyas isoformas Cry j 3.4, 3.5, 3.6 y 3.8 tienen una homologia significativa con las

proteinas similares a la taumatina®*!'~233,

Se han descrito también: CJP-4 (Cry j Chitinase), alérgeno principal perteneciente a la
familia de las quitinasas clase 1V, de 34 kDa, responsable de la potencial reactividad
cruzada con plantas con quitinasas clase I, como el latex?**; CPJ-6 (30 kDa) alérgeno
principal de la familia de las isoflavonas reductasa, con homologia del 61% con el polen
de abedul (Bet v 5) y del 60% con la pera (Pyr ¢ 5)*° y CJP-8 (17 kDa), un alérgeno

menor con § cisteinas que estructuralmente sugiere pertenecer a la familia de las LTP con

236

capacidad para actuar como un alérgeno con reactividad cruzada™®. Presenta una

homologia del 11% con Par j 1 de Parietaria judaica y del 15% con el melocoton (Prunus

persica)®’.

Ademas, se han descrito nuevas regiones de genes en el polen maduro de Cyptomeria

238

Jjaponica (CjMP-1), que transcriben proteinas de 11 kDa y 17 kDa*°, y genes presentes
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durante el desarrollo de los 6érganos reproductores masculinos (estrobilos), que trancriben
péptidos entre los cuales hay alérgenos no identificados®*°.

Recientemente se ha descrito a CPA9 como una subtilisin-like serin proteasa no
registrada en las bases de alérgenos con homologia del 40% con el meléon (Cuc m 1) y
por lo tanto capacidad para inducir sindrome de alergia oral, y a CPA63 una proteina

aspartica de 42 kDa presente en el polen maduro de Cryptomeria japonica®’.

Para Chamaecyparis obtusa (ciprés japonés), se han descrito: Cha o 1 (48.5 a 52 kDa)
alérgeno principal>*® y Cha o 2 (46 kDa) segundo alérgeno principal de Chamaecyparis

obtusa**".

Los marcadores diagnosticos de sensibilidad genuina a polen de Cupressaceae-
Taxodiaceae serian los alérgenos mayores de Cryptomeria japonica, Cry j 1 (una
pectatoliasa) y Cry j 2 (una poligalacturonasa). Sin embargo, existen pocos estudios que

confirmen esta hipotesis®!.

5.1 Reactividad cruzada del polen de Cupressaceae

De las seis familias que componen el orden Coniferales, tres familias han demostrado

elevada reactividad cruzada: Cupressaceae, Taxodiaceae y Podocarpaceae.

En este sentido, los primeros estudios fueron realizados por Black en 1929, que demostro
reactividad cruzada (Rc) mediante pruebas cutaneas entre Juniperus ashei y
Chamaecyparis lawsoniana'® y por Kahn en 1931, que demostrd Rc entre Juniperus

ashei y Juniperus virginiana'®.

Posteriormente, se ha demostrado una amplia Rc entre familias de coniferas

geograficamente muy distantes. Mediante pruebas cutaneas y estudios de inhibicion, se

demostré Rc entre: Cryptomeria japonica, Juniperus ashei y Chamaecyparis obtusa®*S;

Cupressus sempervirens y Cryptomeria japonica'®’; Cupressus sempervirens y Callitris
glaucophyla®*; Cupressus sempervirens, Podocarpus gracilior y Callitris verrucosa**
;Cupressus sempervirens 'y Cupressus arizonica*** y Cryptomeria japonica 'y

Chamaecyparis obtusa**.
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Se ha demostrado mediante estudios de inhibicion reactividad cruzada entre los polenes
de Callitris glaucophylla, Cupressus sempervirens, Lolium perenne o Betula pendula y
con otros pdlenes de especies no relacionadas taxondémicamente como Dactylis
glomerata, Cynodon dactylon, Chenopodium album, Parietaria judaica, Olea europea,

Plantago lanceolata y Ambrosia elatior**,

También mediante estudios de inhibicion se ha demostrado que extractos de pdlenes de
Juniperus oxycedrus, Juniperus ashei, Cupressus arizonica, Cupressus sempervirens,
Parietaria judaica, Olea europea y Lolium perenne son capaces de inhibir la polcalcina
de Juniperus oxycedrus Jun o 4, a diferentes concentraciones®*. De forma similar, se ha
demostrado que extractos de polenes de Lolium perenne, Artemisia vulgaris, Betula
verrucosa, Pinus silvestris y Cupressus sempervirens inhiben la union IgE de los
pacientes alérgicos a polen de olivo (Olea europea)**’. Estos ensayos sugieren que estos
polenes pueden compartir epitopos y que pacientes alérgicos a polen de gramineas
(Lolium perenne), de malezas (Parietaria judaica) o de olivo (Olea europea) puedan

presentar Rc con polenes de arboles de la familia Cupressaceae.

Sin embargo, no parece existir Rc entre la familia Cupressaceae y Taxus baccata
(perteneciente al orden Taxales), ni con otras coniferas como la familia Pinaceae (Pinus,

Abies, Cedrus, Arix y Picea)'¥*>*,

En cuanto a los alérgenos de Cupressaceae-Taxodiaceae, se ha demostrado que el
alérgeno principal de Cupressus arizonica, Cup a 1, presenta una gran homologia de
secuencia de amonodacidos con el alérgeno principal de Juniperus ashei Jun a 1 (91%),
con el alérgeno principal de Chamaecyparis obtusa Cha o 1 (81%) y con el alérgeno
principal de Cryptomeria japonica Cry j 1 (75%), lo que explicaria la elevada Rc entre
los polenes de coniferas. El hecho de que esta Rc se pierda con la deglicosilacion de las
proteinas sugiere que la Rc puede estar mediada por los carbohidratos presentes en el

lugar de la unién de la IgE de estos alérgenos®"’.

El alérgeno Cup a 3 de Cupressus arizonica, es una taumatina con una homologia de
secuencia del 95% con el alérgeno de Juniperus ashei, Jun a 3,y del 94% con el alérgeno

de Juniperus virginiana, Jun v 3'22,
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Por otra parte, el alérgeno principal de Juniperus ashei, Jun a 1, presenta elevada
homologia de secuencia y Rc con los alérgenos principales de Cryptomeria japonica, Cry

j 172!y de Juniperus virginiana, Jun v 1>%*,

El alérgeno Jun a 2 de Juniperus ashei presenta una homologia de secuencia del 70.7%
con el alérgeno de Cryptomeria japonica Cry j 2,y del 82% con el alérgeno Cha o 2 de
Chamaecyparis obtusa. Los alérgenos Jun a 2, Cha o 2 y Cry j 2, comparten 19 de los
20 residuos de cisteina que forman parte del dominio activo de poligalacturonasa, lo que
sugiere que los tres alérgenos comparten una estructura conformacional similar que

justifica su Re?%.

Las poligalacturonasas, como Cry j 2, también se han identificado en el polen de
gramineas (alérgenos del grupo 13), aunque no parece que haya reactividad cruzada entre

las poligalacturonasas de gramineas, malezas y arboles®*.

Sin embargo, el alérgeno de Juniperus ashei Jun a 3, cuya expresion estd modulada por
las condiciones ambientales de contaminacion, no presenta homologia de secuencia con
Cry j 1 niconCry j 2. La secuencia de aminoacidos de la proteina madura de Jun v 3 se
diferencia en solo un aminoacido de la secuencia de Jun a 3, sin embargo, no existe Rc
entre estos dos alérgenos debido a la presencia de un codén de stop en el nucledtido 274
de Jun v 3, que resultaria en una proteina con menos aminoacidos y carente de la region

C-terminal, responsable de la union con la IgE en Jun a 3224,

A nivel de secuencia de aminoacidos, Cha o 1 (Chamaecyparis obtusa) comparte
homologia a nivel del dominio de pectatoliasa en un 79-80% con Cry j 1 (Cryptomeria
Jjaponica), en un 46-49% con Amb a 1 (Ambrosia artemisiifolia) y en un 49% con Amb
a 2. Asimismo, las galacturonasas de Chamaecyparis obtusa, Cha o 2, y de Cryptomeria
Jjaponica, Cry j 2, muestran una homologia de secuencia del 74.3%>*!. También se ha
demostrado similaridad de secuencia de Cha o 1 con regiones limitadas de pectatoliasas

de bacterias patdgenas de plantas como Erwinia chrysanthemi y Erwinia carotovora®®.

Se ha demostrado la presencia de epitopos de células T especificos en Cha o 1 y Cha o
2 (Chamaecyparis obtusa) y que Cry j 1 (Cryptomeria japonica) y Cha o 1

(Chamaecyparis obtusa) comparten sus epitopos de célula T y presentan R¢>%%!,
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Recientemente se ha descrito a una proteina de 10.8 kDa (Ole e 10) como un alérgeno
principal en el polen de olivo que comparte identitad del 53% con la 1,3-beta gluconasa
de olivo (Ole e 9) y presenta reactividad cruzada a nivel de IgE especifica. Ole e 10
comparte epitopos IgE en células B con proteinas de la familia Oleaceae, Gramineae,
Betulaceae, Chenopodiaceae, Cupressaceae, polen de Ambrosia (Asteraceae), polen de
Parietaria (maleza), latex y alimentos vegetales como el tomate, el kiwi, la patata y el

melocoton, y es considerando como un panalérgeno??,

Entre las causas de la elevada reactividad cruzada entre las familias de Cupressaceae y

especies no relacionadas taxondémicamente, se encuentran:

1- La composicion del polen de Cupressaceae con elevadas cantidades de carbohidratos.
La presencia en el polen de Cupressaceae de N-glicanos similares a los presentes en la
bromelina de la pina y la fosfolipasa de Apis mellifera, como la B1-2xilosa, la al-
3fucosa’™ y la al-6fucosa, explicarian la Rc con especies no relacionadas
taxonomicamente. De hecho, nOlel estd considerado como un alérgeno de la familia de
las proteinas portadoras de CCD (CCD-bearing proteins) a la que también pertenecen Pla

a2,Cynd1,Phlp4, Cupal,Cryjl) 20825425

2- La elevada homologia de los alérgenos del grupo 1 de Cupressaceae (Juna 1, Junv 1,
Cups1,Chaol, Cryjl). Esta homologia se deberia a la conservacion de la secuencia

89,207

de aminoacidos correspondiente a la actividad pectatoliasa de estos alérgenos ,ya

que comparten epitop05256.

3- La estructura terciaria similar de los alérgenos del grupo 1 de Cupressaceae®’. Se ha
demostrado que Jun a 1 tiene una estructura conformacional en helice § en paralelo con
cuatro epitopos lineares, que es casi idéntica a la encontrada en pectinas/pectatoliasas de

microorganismos patdgenos de plantas®®’,

4- Entre los alérgenos de Cupressaceae hay panalérgenos como son las profilinas y las
proteinas de union al calcio (polcalcinas). En concreto, las polcalcinas se han identificado
en diferentes polenes de especies no relacionadas (gramineas, arboles, malezas)>®. Se ha
demostrado que las polcalcinas de polenes de gramineas (Phl p 7, Cyn d 7)%, polen de
betulaceas (Aln g 4, Bet v 3) y de ciprés (Jun o 4) comparten epitopos y que Cup a 4

66



muestra homologia con otras polcalcinas como Ole e 3, Ole e 8 (polen de Olivo) y Phl p

7 (polen de gramineas)?'3.

5.2. Reactividad cruzada del polen de Cupressaceae con alimentos

Varios alérgenos de Cupressaceae presentan homologia con alérgenos de alimentos.

El sindrome polen-alimentos se refiere al cuadro clinico que presentan los pacientes
alérgicos a polenes que secundariamente a la ingesta de una fruta o vegetal presentan
sindrome de alergia oral (prurito, escozor, edema de labios, paladar o faringe, con

ocasional prurito de oidos y opresion de faringe)®*®

y es debido a la presencia de
panalérgenos con elevada Rc presentes tanto en la fuente polinica como en el alimento

vegetal.

La taumatina de Cupressus arizonica Cup a 3, presenta identidad de secuencia con
taumatinas presentes en frutas como la cereza (homologia del 45% con Prua 2) y la
manzana (homologia del 48% con Mal d 2)'*. Por otro lado, la taumatina de la cereza,
Pru a 2, tiene una homologia de secuencia del 39% con la taumatina del trigo, y del 50

% con Jun a 3%.

Los alérgenos Cup a 2, Cry j 2 y Cha o 2, que son poligalacturonasas, presentan elevada

homologia con las poligalacturonasas del tomate, el aguacate y el maiz?°.

Estudios de inhibicion han sugerido Rc entre el polen de Juniperus ashei y el melocoton,

260

mediada por una proteina de 45 kDa"™, entre el polen de Cupressus arizonica y el

214

melocoton, mediada por una proteina de 15 kDa“"* y entre el polen de Cryptomeria

Jjaponica y el tomate (Lycopersicon esculentum)®°'.

Se ha descrito que el 4% de los pacientes sensibilizados a polen de ciprés sintomaticos
durante la estacion polinica presentan sindrome de alergia oral con melocotén'”, pero no
se ha demostrado mediante estudios de inhibicion una correlacion entre la proteina de 45
kDa descrita por Hugues y el melocoton, y estd por demostrar la correlacion entre la
proteina de 15 kDa descrita por Sanchez y el melocoton?$?. Sin embargo, recientemente

si que se ha descrito una correlacion significativa entre la sensibilizacion a proteinas de
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bajo peso molecular caracteristicas de la sensibilizacion a Cupressus semperviens (14
kDa basic protein) y la sensibilizacion a Pru p 3 en poblacion francesa y no en poblacion

italiana con alergia a polen de ciprés®®.

Recientemente se ha descrito la asociacion de rinitis alérgica por polen de ciprés y alergia

a citricos?*.

68



6. AREA DEL ESTUDIO

El Vallés Occidental es la denominacion historica del territorio situado, de oeste a este,
entre el Rio Llobregat y el macizo del Montseny, y de norte a sur entre las cordilleras
Prelitoral y Litoral. La comarca se encuentra en la parte central de la Region
Metropolitana de Barcelona y limita con el Vallés Oriental, al nordeste; el Barcelonés, al

sudeste; el Baix Llobregat al sudoeste y el Bages al noroeste.

En cuanto a su orografia, la altura media de la llanura sobre el nivel del mar es de 200
metros, y la altura de las cordilleras circundantes oscila entre 500 y 600 metros. Las

montafias mas altas son el Montseny y Sant Lloreng de Munt!?’,

La superficie comarcal es de 583,2 km2, lo que representa un 1.8% de la superficie total

de Cataluna (http://www.ccvoc.cat/).

Es una comarca esencialmente urbana, con mas de 800.000 habitantes, repartidos en 23
municipios (Badia del Valles, Barberd del Vallés, Castellar del Vallés, Castellbisbal,
Cerdanyola del Vallés, Gallifa, Matadepera, Montcada i1 Reixac, Palau-solitd y
Plegamans, Polinyd, Rellinars, Ripollet, Rubi, Sabadell, Sant Cugat del Vallés, Sant
Lloreng Savall, Sant Quirze del Vallés, Santa Perpetua de Mogoda, Sentmenat, Terrassa,

Ullastrell, Vacarisses y Viladecavalls).

En el Vallés Occidental hay dos subtipos de clima mediterraneo, el litoral (zona que
pertenece a la cordillera prelitoral) y el subhiimedo (zona de la llanura). En las zonas mas
montafiosas de la comarca, las precipitaciones medias rondan los 700 mm anuales,
mientras que en la llanura no llega a 500 mm y predominan los vientos de componente

oeste.

El Vallés Occidental pertenece a la Region Forestal V. Su superficie forestal es de
184.090 hectareas, de las que 133.085 corresponden a bosques. Segin el Inventari
Ecologic i Forestal de Catalunya, en esta region predomina el bosque mediterraneo. En
tres cuartas partes de este territorio los bosques son, en orden decreciente de importancia,

de pino blanco (Pinis halepensis), de encina (Quercus ilex) y de pino pifionero (Pinus
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pinea). Destaca también, la presencia de un porcentaje de bosques mixtos del 10% (

http://www.creaf.uab.cat/iefc/pub/regions/SinopsiRF5.htm).
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Figura 10. Mapa del Vallés Occidental ( http://www.gencat.cat.con).
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JUSTIFICACION

La rinoconjuntivitis alérgica por polen de ciprés representa una causa emergente de
morbilidad en adultos jévenes del area Mediterranea pero la mayoria de estudios sobre
prevalencia de la sensibilizacion a poélenes se han realizado en base a cuestionarios o
positividad en las pruebas cutaneas, con o sin la determinaciéon concomitante de la IgE

especifica, y este hecho puede no reflejar la prevalencia real de la alergia a polenes.

En el diagnostico de la alergia a pdlenes es muy importante la correlacion entre la
sintomatologia presentada por el paciente (historia clinica) y la positividad en las pruebas

cutaneas para establecer una relacion causa-efecto.

Sin embargo, este diagnostico se ve complicado por varios factores: (1) la poca fiabilidad,
o la falta de precision, en la descripcion de la sintomatologia, su intensidad y su
estacionalidad, por parte del paciente; (2) el aumento en el nimero de pacientes
polisensibilizados; (3) la coincidencia en el tiempo de polinizacion de diferentes especies
alergénicas y el avance en el inicio de la polinizacion de algunos arboles, lo que favorece
la superposicion de periodos polinicos; (4) el no disponer de extractos estandarizados
potentes alergénicamente para todos los pdlenes; (5) la sensibilidad y especificidad de las
pruebas in vivo (pruebas cutaneas) e in vitro (IgE especifica) y (6) que tanto las pruebas
in vivo como in vitro detectan sensibilizacion pero no confirman la enfermedad de alergia

ni su importancia clinica, en un paciente dado.

En concreto, en la poblacion estudiada no se conocen la sensibilidad ni la especificidad
de las determinaciones de IgE especifica ni de los extractos comerciales de polen de

Cupressaceae.

Las pruebas de exposicion especifica al alérgeno, como la provocacion nasal especifica,
pueden ayudarnos a realizar con mas precision el diagnostico etioldgico de la polinosis.
La provocacion nasal especifica con alérgeno es capaz de diferenciar a los pacientes con
sensibilizacion a un alérgeno clinicamente relevante (alergia), de los pacientes con
pruebas cutaneas positivas a un alérgeno sin sintomas secundarios a su exposicion

(sensibilizacion clinicamente silente). Sin embargo, no existe suficiente experiencia en la
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realizacion de pruebas nasales especificas con poélenes mediante rinometria acustica, y

actualmente no se realizan de forma rutinaria en las Unidades de Alergia.

Por otro lado, el avance de la biologia molecular nos permite la determinacion de
sensibilizacion a moléculas alergénicas y nos ayuda a discriminar entre una
sensibilizacion genuina y una sensibilizacion por reactividad cruzada, lo que permite
mejorar la indicacion de inmunoterapia especifica. El perfil de sensibilizacion a alérgenos
varia segun las distribuciones geograficas de forma que no se puede extrapolar de estudios

en otras zonas geograficas y debe ser estudiado en cada poblacion.
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OBJETIVOS

I- Determinar la incidencia anual de la sensibilizacion a polen de Cupressaceae
(Cupresaceas), en la poblacion del Vallés Occidental con sintomatologia compatible con

alergia respiratoria.

2- Describir las caracteristicas clinicas y el perfil alergénico molecular de los pacientes

con sensibilizacion a polen de Cupresaceas en el area del Vallés Occidental.

3- Estudio comparativo de la deteccion de la sensibilizacion en prueba cutanea de los
diferentes extractos de polen de Cupressaceae utilizados: Cupressus sempervirens,

Cupressus arizonica y Juniperus ashei.

4- Determinar la sensibilidad y la especificidad de las determinaciones de IgE especificas

a los diferentes extractos de polen de Cupresaceas probados, y de los alérgenos Cup a 1

yCryj 1.

5- Determinar la capacidad predictiva de la presencia de sintomatologia debida a polen

de Cupresaceas mediante la provocacion nasal especifica con polen de Juniperus ashei.
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METODOS
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7. DISENO DEL ESTUDIO

Se realizdé un estudio prospectivo, de corte transversal, de los pacientes del Vallés
Occidental con sospecha de sintomatologia respiratoria sugestiva de alergia, derivados en
primera visita a la Unidad de Alergia del Hospital de Terrasa (Consorci Sanitari de

Terrassa).

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital de Terrasa con fecha del 30
de junio de 2009.
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8. SELECCION DE PACIENTES

El reclutamiento de los pacientes para el estudio se inici6 el 1 de febrero de 2010, y
finaliz6 el 31 de enero de 2011. En este periodo se programaron para primera visita en la
Unidad de Alergia del Hospital de Terrasa 1920 visitas procedentes del area de influencia

del Hospital de Terrasa (Tabla 5).

Tabla 5. Centros y poblacion de referencia del CST (datos de 2010 de la Memoria
Anual del Hospital de Terrasa):

Centros Poblacion de referencia
ABS Sant Llatzer 40.748

ABS Est 26.617

ABS Terrassa Nord (incluye Matadepera) 43.256

ABS Anton de Borja (incluye Castellbisbal) 42.239

ABS Sant Genis 15.095

Poblacion asignada para la Atencion Especializada

Sant Quirze del Vallés 16.630

Can Rull (barrio de Sabadell) 22.028
oblacion total: 206.613

Los criterios de inclusion consistian en: (1) ser mayor de 6 afios; (2) consultar por
sintomas respiratorios sugestivos de alergia: rinitis (estornudos, rinorrea, obstruccion
nasal, rinorrea postfaringea), conjuntivitis (lagrimeo, hiperemia conjuntival, prurito
ocular), asma (sibilantes, ahogo) y/o tos espasmoédica y (3) presentar una prueba cutanea
positiva a uno o mas de uno de los polenes de Cupressaceae probados (Juniperus ashei,

Cupressus sempervirens, Cupressus arizonica).

El grupo control estaba contituido por los pacientes con sintomatologia sugestiva de
alergia respiratoria y pruebas cutdneas positivas a neumoalérgenos pero negatividad al

polen de Cupresaceas.

A los pacientes de la muestra se les realizo una Historia Clinica donde se recogieron
datos sobre (1) la edad en el momento de la inclusion en el estudio, (2) el género, (3) la
historia familiar de atopia, (4) la edad de inicio de la sintomatologia alérgica, (5) los

sintomas, su intensidad y tiempo de evolucion, (6) el nimero de afios residentes en el
76



area del Vallés Occidental, (7) el lugar de la vivienda (rural o urbana) y (8) las alergias

alimentarias concomitantes.

Se consideraron nifios a los pacientes de 7 a 15 afos y adultos a los mayores de 16 afios.

La intensidad o gravedad de la sintomatologia se valor6 segun los criterios ARIA para la

rinitis alérgica®® (Tabla 6) y segtin los criterios GEMA para el asma”®® (Tabla 7).

Tabla 6: Criterios ARIA para la clasificacion de la gravedad de la rinitis alérgica.

Sintomas intermitentes:
e <4 djas a la semana
e 0 <4 semanas consecutivas

Leves:
e suefio normal
e actividades diarias, deporte y ocio

normales

e trabajo y actividad escolar
normales

e sintomas presentes pero  no
molestos

X

Sintomas persistentes:
e >4 dias a la semana
e y>4 semanas consecutivas

Moderados-graves:

e alteracion del sueno

e interferencia en actividades diarias
deporticvas o de ocio

e interferencia en la
escolar o el trabajo

e sintomas molestos

actividad

Todos los pacientes dieron su consentimiento por escrito (anexo 1) para participar en el

estudio.
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Tabla 7: Clasificacion de la gravedad del asma en adultos y nifios segun la Guia

GEMA 2009.

Gravedad del asma en el adulto:

Intermitente Persistente Persistente Persistente
Leve Moderada grave
Sintomas diurnos No Mas de 2 Sintomas a diario | Sintomas
dias/semana continuos
Medicacion de alivio No Mas de 2 Todos los dias Varias veces/dia

dias/semana pero

tolerancia a

no a diario
Sintomas nocturnos No mas de dos Mas de 2 Mas de una Frecuentes
veces/mes veces/mes vez/semana
Limitacién de Ninguna Algo Bastante Mucha
actividad
Funcién pulmonar FEV1 >80% > 80% > 60%- < 80% < o igual 60%
o PEF % teorico
Exacerbaciones Ninguna Una o Dos o mas /afio Dos 0 mas/afio
ninguna/aiio
Gravedad del asma en ¢l nifo:
Episddica Episédica Persistente Persistente
Ocasional Frecuente Moderada grave
Episodios De pocas horas o <1 cada 5-6 <1 cada 4-5 Frecuentes
dias de duracion semanas semanas
<1 cada 10-
12/semanas Méximo 6-8
M‘é)'qmo 4-5 crisis/afio
crisis/afio
Sintomas intercrisis Asintomatico, buena | Asintomatico Leves Frecuentes

ejercicio

Sibilancias - Con esfuerzos Con esfuerzos Con esfuerzos
intensos moderadados minimos

Sintomas nocturnos - - < 2noches/semana | <2 noches/semana
Medicacié de alivio - - < 3 dias/semana < 3dias/semana
Funcion pulmonar >80% <70%
FEV1 >20% <80% >70%- < 80% >30%
Variabilidad PEF <20% >20% -<30%

FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo. PEF: flujo espiratorio maximo.
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9. PRUEBAS CUTANEAS

Para realizar las pruebas cutdneas, los pacientes debian suspender la toma de

antihistaminicos los 4 dias anteriores a su realizacion.

Se realizaron las pruebas cutaneas con la bateria estandar de alérgenos que habitualmente
se aplica a los pacientes afectos de patologia respiratoria sugestiva de alergia. Esta bateria
incluia los neumoalérgenos habituales en el area de estudio mas los extractos de
Cupressaceae seleccionados para el estudio, Juniperus ashei, Cupressus sempervirens y

Cupressus arizonica (Tabla 8).

Tabla 8. Bateria de alérgenos para pruebas cutaneas.

Extracto de alérgeno Laboratorio que lo comercializa
Dermatophagoides pteronysinus LETILSL.
Dermatophagoides farinae LETILSL.

Blatella germanica LETILSL.

Alternaria alternata ALK-Abello,SA.
Cladosporium herbarum ALK-Abello, SA.

Epitelio de gato STALLERGENES,SA
Epitelio de perro STALLERGENES,SA
Polen de Juniperus ashei STALLERGENES,SA
Polen de Cupressus sempervirens IPI-STALLERGENES,SA
Polen de Cupressus arizonica IPI-STALLERGENES,SA
Polen de Platanus acerifolia LETIL,SL.

Polen de Pinus ssp. BIAL-Aristegui,SA

Polen de Olea europea BIAL-Aristegui,SA

Polen de Lolium perenne BIAL-Aristegui,SA

Polen de Phragmites communis BIAL-Aristegui,SA

Polen de Cynodon dactylon BIAL-Aristegui,SA

Polen de Artemisia vulgaris BIAL-Aristegui,SA

Polen de Chenopodium album BIAL-Aristegui,SA

Polen de Plantago laceolata BIAL-Aristegui,SA

Polen de Parietaria judaica BIAL-Aristegui,SA

Las pruebas cutdneas se realizaron mediante la técnica de prick, siguiendo las
recomendaciones de la Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica**?%’. Como
control positivo se utiliz6 histamina (BIAL-Aristegui, SA, Portugal) a una concentracion
de 10 mg/ml, y como control negativo, suero salino con glicerol (BIAL-Aristegui, SA,

Portugal). Las pruebas cutineas se realizaron en la cara volar del antebrazo, utilizando
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lancetas de punta de 1 mm estériles (ALKLancet, ALK-Abelld, Dinamarca). Se utiliz6
una lanceta para cada extracto de alérgeno. Las pruebas se midieron segln el diametro
mayor (D) y perpendicular (d) de la papula resultante, transcurridos 15 minutos. Se

consideraron positivas las papulas cuyo diametro (D+d/2) fuese igual o superior a 3 mm.
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10. EXTRACTOS DE POLEN DE CUPRESSACEAE

En este estudio se utilizaron tres extractos de polen de Cupressaceae.:

1- Juniperus ashei 100 IR/ml: referencia n°® 716 Stallergenes S.A. Estandarizado

Concentracion de alérgeno principal 100 pgr/ml de Juna 1.

2-  Cupressus sempervirens 100 IR/ml: referencia n° 626. IPI-Stallergenes.

Estandarizado. No cuantificado el alérgeno principal Cup s 1.

3- Cupressus arizonica 100 IR/ml: referencia n° 056 IPI-Stallergenes S.A.

Estandarizado. No cuantificado el alérgeno principal Cup a 1.

El IR (indice de reactividad) es la unidad para medir la alergenicidad de un extracto
alergénico. El extracto alergéncio tiene 100 IR/ml cuando la prueba cutinea realizada con
un Stallerpoint® induce un didmetro de papula de 7 mm en 30 pacientes sensibilizados a
ese alérgeno (medida geométrica). La reactividad cutédnea de estos pacientes se demuestra
simultaneamente mediante una prueba cutanea positiva a 10 mg/ml de histamina o fosfato
de codeina al 9%. La unidad de IR de Stallergenes no es comparable a las unidades usadas

por otros fabricantes de alérgenos.
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11. CUANTIFICACION DE IgE TOTAL E Igk ESPECIFICA

11.1 Determinacion de IgE total e IgE especifica a los polenes de Cupressaceae

A todos los pacientes incluidos se les realiz6 una extraccion sanguinea de 10 ml mediante
Vacutainer SST® (BD, SA) para la determinacién en suero de la IgE total y la IgE
especifica a Cupressus arizonica, Cupressus sempervirens y Juniperus ashei. En un
subgrupo de pacientes, se extrajo ademas un segundo tubo que se dejaba a temperatura
ambiente para coagular la sangre, durante por lo menos una hora. Posteriormente se
centrifugaba a 2500 rpm durante 10 minutos (Centrifugador Megafuge 2.0). El suero
sobrenadante se distribuia en 1 tubo (Microtube 2 ml PP, Sarstedt, Niimbrecht),
debidamente etiquetado y almacenado a menos 75- 80°C hasta su utilizacion para los

estudios de perfiles moleculares.

Las determinaciones de IgE total e IgE especifica a Cupressus arizonica, Cupressus
sempervirens y Juniperus ashei se realizaron en el laboratorio del Consorci Sanitari de
Terrassa (CATLab), de forma automatica, mediante un analizador UniCAP 250®
(Phadia, Uppsala, Suecia) segin especificaciones del fabricante. Se consideraron

positivas las IgE especificas séricas con un valor superior a 0.10 kU/L.

11.2 Determinacion de la IgE especifica a un panel de alérgenos purificados por
microarray

La determinacion de la IgE especifica sérica a un panel de de 112 alérgenos individuales
se realiz6 mediante un ensayo semicuantitativo. Se utilizé el ensayo ImmunoCAP ISAC®

sIgE 112 (Thermofisher, Uppsala, Suecia).

El procedimiento consistidé en inmovilizar los componentes alergénicos individuales en
un sustrato s6lido en formato de micromatriz (chip). Se procedi6 a un prelavado del chip
y cuando estuvo seco se colocod en una camara himeda. Se le anadié 30 pl de suero de
paciente y se incub6 durante 120 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente a la
incubacion se procedioé a un lavado del chip (washing solution: Tween 20 al 0.05% en
tampon fosfato salino con pH 7.4) para eliminar la IgE no especifica. Se incorpor6
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entonces anticuerpo antihumano IgE marcado con fluorescencia y se incubd durante 30
minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. Tras la incubacion, los anticuerpos
antihumanos IgE marcados con fluorescencia que no se habian unido se eliminaron
mediante lavado (washing solution). Se realizd6 medicion de la fluororescencia mediante
un escaner de micromatriz (Scan Array Gx Microarray Scanner, Pekin Elmer. Waltham,
Massachusetts, EUA). Los resultados de la prueba se analizaron con el software Phadia
Microarray Image Analysis (MIA) que realiz6é una curva patrén mediante la calibracion
del suero analizado. Con esta curva, las intensidades fluorescentes se transformaron en

unidades estandarizadas ISAC para IgE especifica (ISU-E).

Se consideraon positivos los valores de ISU-E superiores a 0.3 ISU-E.

El listado de los componentes alergénicos inmovilizados en el chip ImmunoCAP ISAC®

sIgE 112 se muestra en el Anexo 2.

Este procedimiento se realizd en el laboratorio de la Unidad de Investigacion de

Alergologia del Institut de Recerca Vall d’Hebron.
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12. DEFINICION DE ALERGIA A POLEN DE CUPRESSACEAE

Se consider6d que los pacientes con sintomas por polen de Cupressaceae eran aquellos
que presentaron clinica compatible con alergia respiratoria los meses de enero, febrero o

marzo de 2011 (pico polinico).

Los pacientes con pruebas cutaneas positivas a polen de Cupressaceae y con
sintomatologia respiratoria alérgica entre los meses de enero y marzo de 2011 se
consideraron alérgicos al polen de Cupressaceae (patron oro). Los pacientes con pruebas
cutaneas positivas a polen de Cupressaceae pero sin sintomatologia respiratoria durante
el pico polinico de Cupressaceae, se consideraron como sensibilizados silentes o

asintomaticos.

A partir de los datos obtenidos se calculd la incidencia de la sensibilizacion a polen de
Cupressaceae: los casos nuevos de pacientes con prueba cutanea positiva a lo largo de un

ano natural.
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13. PROVOCACION NASAL ESPECIFICA CON POLEN DE

Juniperus ashei

Se realiz6 una prueba de provocacion nasal con extracto comercial de Juniperus ashei
(Stallergenes, SA, Paris, Francia) a un subgrupo de pacientes alérgicos a polen de
Cupressaceae y a un subgrupo de pacientes con sensibilizacion silente que aceptaron y

firmaron la hoja de consentimiento informado (Anexo 3).

Se utilizd como pacientes controles a pacientes alérgicos a los acaros del polvo,
monosensibilizados, que aceptaron y firmaron la hoja de consentimiento informado

(Anexo 3).

Las pruebas de provocacion nasal especifica con extracto de polen de Juniperus ashei se
evaluaron mediante un rindmetro acustico (Rhinometrics SRE2000), siguiendo las
recomendaciones del Comité de Rinoconjuntivitis de la Sociedad Espafiola de Alergia e

Inmunologia Clinica’ (Figura 11).

Tras informar a los pacientes del estudio y explicarles la metodologia de la prueba se les
indico evitar antihistaminicos desde los 4 dias antes de la prueba, corticoides nasales 48-

72 h antes y fumar y beber alcohol las 24 h previas a la prueba.

En ningun caso los pacientes presentaban asma bronquial inestable, perforacion septal,

obstruccion nasal total o muy intensa que desaconsejaran la realizacion de la prueba.

La habitacion donde se realizaba la prueba se mantuvo a una temperatura media de 22°C,
una humedad relativa del 60% y un ruido exterior inferior a los 60 decibelios. El paciente
se aclimataba a dicha habitacion durante 20 minutos en reposo antes de la realizacion de

la prueba.

El extracto utilizado para la provocacion nasal fue suministrado en forma de extracto
liofilizado de polen de Juniperus ashei por los laboratorios Stallergenes, SA. El extracto
en frascos era reconstituido con 3 ml de diluyente fisiolégico no fenolado (extracto
madre) para obtener un producto de 100 IR/ml con una cuantificacion de alérgeno Jun a

1 de 100 pgr/ml. Una vez reconstituido, la caducidad era de 6 meses, conservado en
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nevera entre 2 y 8 °C. Las diluciones se realizaban el mismo dia de la prueba para asegurar
la reproducibilidad y se desechaban cada semana. Todas las provocaciones nasales fueron

realizadas con el mismo lote de frascos de liofilizado de polen de Juniperus ashei.

Las pruebas de provocacion nasal se realizaron seguidamente de la realizacion de las
pruebas cutaneas y las pruebas in vitro por lo que se realizaron de forma consecutiva a

medida que los pacientes aceptaban realizarla a lo largo de todo el afio.

Las concentraciones utilizadas en la PNE fueron: 0.01 IR, 0.1 IR, 1 IR, 10 IR y 100 IR.

De igual manera en los pacientes controles.

En cada paciente se realiz6 un primera valoracion clinica, una rinoscopia anterior de las
fosas nasales, una espirometria forzada y una rinometria basal con diluyente (suero
fisiologico con fenol al 0.4%). Si existia una reduccion del volumen nasal mayor o igual
al 10% después de la administracion del diluyente se suspendia la prueba por
hiperreactividad nasal inespecifica (pacientes con prueba de provocacion nasal positiva a
suero fisiologico). Partiendo de la provocacion con diluyente como el estado basal, se
procedia a la repeticion de la prueba tras la aplicacion del extracto alergénico a

concentraciones crecientes a intervalos de 15 minutos.

El extracto de Juniperus ashei se administraba mediante una nebulizacidon con spray nasal

de 80 microlitros por nebulizacion en cada una de las narinas.

La respuesta nasal fue monitorizada mediante: (1) puntuacion clinica con una escala
visual analogica (EVA) y (2) mediante rinometria acustica (Figura 11). La EVA mide de
forma subjetiva caracteristicas que no pueden ser medidas directamente o de forma
objetiva como la intensidad de la rinorrea, los estornudos, la obstruccion nasal o el prurito
nasal. Es util en estudios que miden sintomas de baja intensidad (floor effect) o alta
intensidad (ceiling effect)’®®. La escala utilizada en este estudio consiste en una linea por
sintoma a evaluar numerado de 0 a 10 cm (intensidad leve de 1 a 3 cm, moderada de 4 a

7 cmy grave de 8 a 10 cm)*® .

La rinometria actstica se realiz6 con un rindmetro acustico (Rhinometrics SRE2000).

Durante la realizacion del registro, el paciente debia estar tranquilo, con la boca
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entreabierta y en apnea respiratoria en el momento de la medicion. El examinador se
colocaba delante del paciente aplicando el adaptador nasal a la narina. El dngulo entre
adaptador y narina debia ser constante alrededor de 45°. Se realizaban varios registros
(curvas) primero en la narina derecha y luego en la narina izquierda. Los valores que se

obtienen son el resultado del promedio de las curvas de cada lado.

La prueba se daba por finalizada cuando se alcanzaba la dosis maxima o cuando se
producia una respuesta positiva: reduccion del volumen nasal entre 2 y 6 cm desde el
orificio nasal igual o superior al 25% (AT2 + AT3 =/> - 25%)° y/o si la puntuacion de la

EVA aumentaba igual o mas de 5 puntos (cm), comparada con la basal.

Al finalizar la prueba se realizaba de nuevo una rinoscopia anterior de las fosas nasales y

una espirometria forzada final.
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HOSPITAL DE TERRASSA

Provocacion nasal a

Unitat d’Al-lergia

PACIENTE H.C.
EDAD PESO TALLA FECHA
BASAL |SF o, DOSIS % |DOSIS| % DOSIS % |45 %
BASAL DLy 2 DLy 3 DILUY DILUY
Suma
VOL
an’ % 45 % 60" % 75 % o' % Post- %
DILUY DILUY DILUY DILUY DILUY | tratam. | BASAL
Suma
VoL
BASAL | FINAL %
BASAL
FEVC BASAL FINAL
Rinoscopia
FEV: Anterior
PEF
FEFM
ESCALA VISUAL ANALOGICA
RR 0 5 10
E 0 5 10
ON 0 5 10
PN 0 5 10

Figura 11. Prueba de Provocacion Nasal Especifica con la Escala Visual Analogica

y la Espirometria.
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14. CALENDARIO DE SINTOMAS

A todos los pacientes con sintomatologia de alergia respiratoria y prueba cutanea positiva
a polen de Cupressaceae (122 pacientes), se les entregd y entrend para la
cumplimentacion de un calendario de sintomatologia durante la época de polinizacién del

polen de Cupresaceas, los meses de enero-febrero-marzo de 2011 (Figura 12).

El calendario (Figura 12) permitia seguir la evolucion diaria de los sintomas (estornudos,
picor de nariz, mucosidad, nariz tapada, picor de ojos, 0jos rojos, tos, ahogo, asma)

presentados por los pacientes durante un periodo determinado. Lo cumplimentaban por

la noche y valoraban la intensidad de 0 a 3?7°:
0=sin sintomas
I=pocos sintomas
2=bastantes sintomas
3=muchos sintomas
Afio Mes Nombre Historia Clinica
112 (34|56 (7|89 (101112 (13|14|15(16 (17|18 (1920|121 (22 (23|24 25|26 |27 |28 (29 (31|31

ESTORNUDOS

PICOR DE NARIZ

MUCOSIDAD

NARIZ TAPADA

PICOR DE OJOS

0OJOS ROJOS

TOS

AHOGO

ASMA

Figura 12: Calendario de sintomas.

Se considerd clinica alérgica como la presencia de sintomas 10 dias o mas, cada mes de

polinizacion de Cupressaceae.
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15. RECUENTOS POLINICOS DE CUPRESSACEAE

La Red Aerobioldgica de Catalunya (Xarxa Aerobiologica de Catalunya, XAC)

http://lap.uab.cat/aerogiologia/es suministra recuentos polinicos desde 1983. En dichos

recuentos, el polen de Cupressaceae-Taxodiaceae, por ser indistinguibles
morfologicamente, se expresan como Cipreses (Xiprers). El periodo analizado en este

estudio comprende los meses de enero a mayo, ambos incluidos, de 2011.

Segtn la Red Espafola de Aerobiologia (REA), el polen de Cupressaceae pertenece a la
categoria polinica Grupo 4. En esta categoria polinica se consideran recuentos de polen
bajos entre 1 y 50 granos/m?; moderados entre 51 y 200 granos/m? y altos los recuentos

superiores a 200 granos/m?3'%7.
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16. ANALISIS ESTADISTICO

La descriptiva de las variables se realizo mediante estadisticos resumen como nimero de
observaciones, media, desviacion tipica, mediana, minimo, maximo y percentiles 25 y 75
para las variables continuas y frecuencia y porcentaje para las variables categoricas. Se

disefiaron ademas graficos box-plot y de barras.

Se ajust6 un modelo logistico multivariante para evaluar la posible influencia de variables
sobre la positividad en prueba cutanea a polen de Cupressaceae. Se calcularon odds-
ratios considerando interaccion e intervalos de confianza para los mismos. La bondad del
ajuste del modelo se comprob6 mediante el area bajo la curva y el test de Hosmer —

Lemeshow.

Para comparar los extractos entre si se empled la prueba de Kruskal-Wallis de
comparacion de puntuaciones de Wilcoxon. Las comparaciones dos a dos se realizaron
calculando intervalos de confianza, ajustando un modelo lineal general de los rangos de

los valores de la variable.

Para las comparaciones para IgE total entre sensibilizados a ciprés y controles se
transform6 la variable IgE total a logaritmos neperianos con el fin de conseguir
centralidad y se compararon aplicando la prueba t de Student para datos independientes

o apareados.

La relacion entre sensibilizaciones a polen de Cupressaceae y a otros polenes, la relacion
entre positividades a Cup a 1 y a otros pdlenes y la relacion entre positividades a Cry j 1
y a otros polenes, se realizo calculando los intervalos de confianza para la diferencia
mediante el método recomendado de Newcombe asi como mediante la prueba de Chi

cuadrado o de Fisher, dependiendo de los efectivos disponibles.

Para encontrar puntos de corte (cut-off) se ajustaron curvas ROC tomando como patréon
oro la presencia de sintomas. La relacion entre la presencia o no de sintomas (patron oro)
y el resultado de la prueba nasal especifica se ha calculado mediante cocientes de

verosimilitudes o probabilidades.

Todos los datos se han gestionado y analizado con SAS 9.4 y SAS Enterprise 6.1.
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RESULTADOS
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17. INCIDENCIA DE LA SENSIBILIZACION A POLEN DE
CUPRESSACEAE

En la figura 13 se muestra el diagrama de seleccion de los pacientes estudiados. En el
periodo de inclusion de pacientes (un afio natural) se visitaron 1278 pacientes mayores de
6 afios en primera visita. El 53,7% (805) presentaron sintomatologia respiratoria (244
nifos, 561 adultos). E1 80,9% (562) presentaron pruebas positivas a neumoalérgenos (192
nifios, 460 adultos). E1 15,1% (122) presentaron pruebas negativas a neumoalérgenos y

el 3,8% (31) no se presentaron a realizar dichas pruebas.

De los 652 (80,9%) pacientes con pruebas cutaneas positivas a neumaoalérgenos, 122
(18,7%) presentaron pruebas positivas por lo menos a uno de lo polenes de la familia

Cupressaceae probados (25 nifos, 97 adultos) (Figura 13).

1278 pacientes

mayores de 6 afios
visitados

805 pacientes CON
sintomas respiratorios
sugestivos de alergia:
244 nifos, 561 adultos

473 pacientes SIN
sintomas respiratorios
sugestivos de alergia

652 pacientes con
pruebas cutaneas a

122 pacientes con pruebas
cutdneas a 31 pacientes no
neumoalérgenos acudieron a ralizar
NEGATIVAS pruebas cutaneas

NO ATOPICOS

neumoalérgenos
POSITIVAS: 192 nifios,
460 adultos.

ATOPICOS
1

122 pacientes con pruebas

530 pacientes con pruebas
cutaneas negativas a polen de
Cupressaceae: 166 nifios y 364

adultos

cutaneas positivas a polen de
Cupressaceae: 25 nifios y 97
adultos

Figura 13: Pacientes visitados en el estudio. Relacion de pruebas cutineas positivas
y negativas a neumoalérgenos entre los pacientes con sintomas respiratorios

sugestivos de alergia.
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Esto implica que la inicidencia de sensibilizacion a polen de Cupressaceae en base a
prueba cutinea entre los pacientes derivados a la Unidad de Alergia del Hospital de
Terrassa por sintomas respiratorios es del 15,1% (122/805): 10,2% (25/244) en nifios y
17,2% (97/561) en adultos.

Desglosando cada uno de los pdlenes de Cupresiceas analizado, la incidencia de
sensibilizacion en base a pruebas cutaneas resulté ser en nifios de un 9,8% (24/244) para
Juniperus ashei, de un 1,6% (4/244) para Cupressus sempervirens y de un 9,8% (24/244)
para Cupressus arizonica. Y en adultos resulto ser de un 15,8% (89/561) para Juniperus
ashei, de un 11% (62/561) para Cupressus sempervirens y de un 16,3% (92/561) para

Cupressus arizonica.

Respecto a la sensibilizacion determinada por IgE especifica sérica, un 90,9% (111/122)
de la muestra presento IgE especifica positiva por lo menos a uno de los pdlenes de la
familia Cupressaceae probados. Esto implica que la inicidencia de sensibilizacion a
polen de Cupressaceae en base a IgE especifica sérica entre los pacientes derivados a la
Unidad de Alergia del Hospital de Terrassa por sintomas respiratorios es del 13,7%

(111/805): 9,4% (23/244) en ninos y 15,5% (87/561) en adultos.

La incidencia de sensibilizacion en base a IgE especifica sérica resulto ser en nifios de
un 9,4% para Juniperus ashei, de un 6,5% para Cupressus sempervirens y de un 8,6%
para Cupressus arizonica. Y en adultos resulto ser de un 15,5% para Juniperus ashei, de

un 10,8% para Cupressus sempervirens y de un 13,9% para Cupressus arizonica.

Se pudo obtener una segunda aliquota para el andlisis de IgE especifica a componentes
alergénicos mediante la plataforma ISAC®112 en 94 pacientes (77%) del total de 122
pacientes. Segun los resultados obtenidos con este andlisis, la incidencia de
sensibilizacion a los marcadores genuinos de sensibilizacion a polen de Cupressaceae
CupalyCryj1 fuedel 10,6% (7,3% en nifios y 11,9% en adultos) y del 8% (5,3% en

nifios y 9,2% en adultos) respectivamente.
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18. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

18.1 Caracteristicas demograficas

La media de edad de los pacientes con pruebas cutaneas positivas a polen de
Cupressaceae fue de 31,1 afios: 11,2 (7-15) afios en nifios y 36,3 (16-67) afos en adultos.

En los pacientes del grupo control la media fue de 27,3 afios: 10,8 (7-15) afios en nifos y
34 (16-73) anos en adultos.

En cuanto al género, de los 122 pacientes conpruebas cutaneas positivas a polen de

Cupressaceae, 69 eran varones (18 nifios y 51 adultos) y 53 eran mujeres (7 nifias y 46

adultas).

Se observd que no hay diferencia de género estadisticamente significativa entre la
proporcion de adultos con prueba cutdnea positiva a polen de Cupressaceae (p= 0.29)

pero si en nifios (p = 0.04), en los que habia una proporcion significativamente mayor de
nifos respecto a nifias (Figura 14).

; p=0.29

60.00% - 56.50% e

50.00%
43.40%

40.00%

p=0.04

30.00% oo [ ] Pru.el?as cutaneas
. positivas a polen de

20.00%

10.00%

. Cupressaceae

0.00%

Hombres .
Mujeres .
Ninos

Figura 14: Distribucion de pacientes segun el género y la positividad de prueba

cutanea a polen de Cupressaceae.
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18.2 Antecedentes familiares de atopia

Presentaron antecedentes familiares de atopia el 44,2% (39 adultos, 15 nifios) de los
pacientes con pruebas cutaneas positivas a polen de Cupressaceae y el 45,2% (140

adultos, 100 nifios) de los pacientes del grupo control.

Entre los pacientes adultos y nifios con sensibilizacion a polen de Cupressaceae no hubo

diferencias significativas respecto a la historia familiar de atopia (p= 0.21) (Figura 15).

70.00%
50.38% W ATOPIA NO
57.70%

60.00% & ATOPIASI

50.00% -

40.00% -

30.00% -

20.00% -

10.00% -

0.00% -

ADULTOS

Figura 15: Distribucion de pacientes segiin la edad y la historia familiar de atopia.

En cambio, en el andlisis estadistico de los pacientes del grupo control si se encontraron
diferencias significativas. La presencia de historia familiar de atopia fue mayor en los

nifios respecto de los adultos de forma significativa (p < 0.0001) (Figura 16).

96



80.00%

H ATOPIANO

*
70.72%

70.00%

57.71% u ATOPIA S|
60.00%

50.00% -

42.29%

40.00% -

30.00% -

20.00% -

10.00% -

0.00% -

*p <0.0001

ADULTOS NINOS

Figura 16: Distribucion de pacientes segin la edad y la historia familiar de atopia

en los pacientes con pruebas cutaneas negativas a polen de Cupressaceae.

18.3. Edad de inicio de la sintomatologia alérgica

La edad de inicio de la sintomatologia alérgica de los pacientes en estudio fue de 22 afios
de mediana (rango 1 a 66 afios). En el 10,6% no se pudo concretar la edad de inicio de

los sintomas.

18.4 Sintomatologia presentada en el momento de inclusion en el estudio

La sintomatologia respiratoria referida por los pacientes en el momento de la inclusion en

el estudio se detalla en la figura 17.
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Sintomas

B Rinitis

B Rinoconjuntivitis

W Asma

M Rinitis o Rinoconjuntivitis + Asma

M Rinitis o Rinoconjuntivitis + Tos
espasmadica

Figura 17: Sintomas referidos por los pacientes en el momento de la inclusion en el

estudio.

En el momento de la inclusion en el estudio todos los pacientes referian sintomatologia
respiratoria sugestiva de alergia (rinitis, rinoconjuntivitis, asma y/o tos espasmoddica)

seglin las guias ARIA?%° y GEMA2%,

18.5 Tiempo de evolucion de la sintomatologia alérgica

Respecto al tiempo de evolucion, 89 pacientes (72,9%) referian sintomas de alergia
desde hacia menos de 10 afios, 14 pacientes (11,4%) entre 11 y 20 afios, 9 pacientes
(7,37%) entre 21 y 30 afios, 9 pacientes (7,37%) entre 31 y 40 afios y 1 paciente (0,8%)

padecia sintomas de alergia desde hacia mas de 40 anos.

En el andlisis estadistico de los datos se observo que los adultos de la muestra referian un
mayor nimero de afios de evolucion de los sintomas respiratorios alérgicos (7 afos),

respecto de los nifios (2 afios) (Tabla 9).
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Tabla 9: Analisis estadistico del tiempo de evolucion de alergia respiratoria segun

grupo de edad.

TIEMPO DE EVOLUCION (afios)
N [Media| DT | Mediana | Minimo | Maximo | P25| P75
CLASE DE EDAD
Adultos 97| 11.12 |11.83 7.00 1.00 55.00 |2.00|16.00
Nihos 25| 3.36 | 2.34 2.00 1.00 8.00 |2.00| 5.00

No se encontraron diferencias significativas en el tiempo de evolucidon de sintomas

alérgicos para el polen de Cupressaceae entre pacientes con sintomas y pacientes

sensibilizados silentes, ni en adultos (p=0.781) ni en nifios (p= 0.869) (Tabla 10).

Tabla 10: Analisis estadistico del tiempo de evolucion de alergia respiratoria entre

pacientes con sintomas por polen de Cupressaceae y pacientes del grupo control.

TIEMPO DE EVOLUCION (afios)
N [Media| DT |Mediana | Minimo | Maximo [P25| P75
CLASE DE EDAD
Adultos con sintomas [21| 12.14 [12.68( 8.00 1.00 39.00 |2.00|18.00
Adultos asintomaticos |54| 10.64 |10.50( 8.00 1.00 40.00 |2.00|16.75
Nifios con sintomas 5| 3.20 | 2.16 | 2.00 2.00 7.00 |2.00| 5.00
Nifios asintomaticos (20( 3.40 | 2.43 2.50 1.00 8.00 (1.00] 5.00
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18.6 Area de la vivienda

En Espafia se considera area urbana aquella con mas de 10.000 habitantes y area rural

aquella con menos de 10.000 habitantes.

De los 122 pacientes con pruebas cutaneas positivas a polen de Cupressaceae, s6lo 14
vivian en area rural (11,4%): 6 en Castellbisbal, 4 en Matadepera, 2 en Vacarisses, 1 en
Castellar del Vallés y 1 en El Papiol. Los 108 restantes vivian en area urbana (88,5%):
70 en Terrassa, 19 en Rubi, 15 en Sant Quirze del Vallés, 1 en Esparraguera, 1 en Sant

Cugat del Vallés, 1 en Sabadell y 1 en Cerdanyola.

18.7 Tiempo de residencia en el area de estudio

Respecto al niumero de afios residiendo en el area del Vallés Occidental: se obtuvieron
los datos de 94 de los 122 pacientes. Entre ellos, la mediana de afios de residencia en el

Vallés Occidental fue de 22,1 afios (rango 1 a 63 afios).

18.8 Sensibilizacion a alimentos

En los pacientes con pruebas cutaneas positivas a polen de Cupressaceae se encontrd un
porcentaje significativamente mayor de pruebas cutaneas positivas a alimentos

respecto a los pacientes del grupo control (18% vs 7,5%) (p= 0.0005).

Entre los alérgenos de origen vegetal la sensibilizacidon mas frecuente en los pacientes del
estudio fue al melocotdn en el 7,3% (9/122), al melon en el 4% (5/122) y al kiwi en un
4% (5/122) de los casos.
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18.9 Influencia de las variables demograficas sobre la positividad de las pruebas

cutaneas a polen de Cupressaceae

Mediante regresion logistica se analizé si la edad, la presencia o no de historia familiar
de atopia, el género, la presencia o no de sensibilizacion a alimentos y el tiempo
transcurrido hasta el inicio de la sintomatologia alérgica, influian en la probabilidad de

estar sensibilizado a polen de Cupressaceae por prueba cutanea o no (Tabla 11).

Tabla 11: Modelo de regresion logistica de la influencia de las diferentes variables

demograficas sobre la posibilidad de tener una prueba cutanea positiva a polen de

Cupressaceae.
Error Wald Probabilidad de Chi?

Parametro Estimado | estandar Chi? estadistica
Edad Adultos | 0.8369 0.4190 3.9896 0.0458
Género Hombre | 0.3119 0.2227 1.9621 0.1613
Atopia 0.1908 0.2311 0.6820 0.4089
Alimentos 0.1525 0.2966 0.2645 0.6070
Tiempo -0.2417 0.0759 10.1507 0.0014
Tiempo*Edad| Adultos | 0.1568 0.0769 4.1542 0.0415

El modelo de regresion mostrod que solo las variables de Edad y Tiempo de inicio de los
sintomas se asociaban significativamente a una mayor probabilidad de prueba cutanea
positiva a polen de Cupressaceae. Asi, a mayor edad y con mayor tiempo de evolucion
de patologia respiratoria alérgica, mayor es la probabilidad de presentar pruebas cutaneas
positivas apolen de ciprés. Por cada afio de aumento en el tiempo la posibilidad de
presentar sintomas de alergia respiratoria en adultos se multiplica por 0.9, y en niflos se

multiplica por 0.7 (Tabla 12).

101



Tabla 12: Calculo del Odds-Ratio para la interaccion entre Tiempo de evolucion

(afios) y Edad (adultos, nifios) sobre la probabilidad de presentar sintomas de

alergia respiratoria.

Estimaciones Odds Ratio e Intervalos de confianza
Etiqueta Estimado | 95% Limites de Confianza

Edad Adultos vs Nifios en Tiempo=5 5.056 2.767 9.239
Edad Adultos vs Nifios en Tiempo=10 11.073 3.722 32.938
Edad Adultos vs Nifios en Tiempo=15 24.246 4.110 143.030
Edad Adultos vs Nifios en Tiempo=20 53.095 4.361 646.489
Edad Adultos vs Nifios en Tiempo=21 62.105 4.404 875.858

Tiempo en Edad=Adultos 0.919 0.897 0.941

Tiempo en Edad=Nifios 0.785 0.677 0.911
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19. PRUEBAS CUTANEAS

19.1 Pruebas cutaneas a pélenes de Cupressaceae

Todos los pacientes incluidos en el estudio presentaron positividad a una o varias de las
pruebas cutaneas con los extractos de polen de Cupressaceae probados: Juniperus ashei,

Cupressus sempervirens y Cupressus arizonica.

El desglose del resultado de las pruebas cutaneas segun el tipo de extracto mostro que: el
50,8% (62/122) de los pacientes estaban sensibilizados a los 3 extractos de pdlenes de
Cupressaceae, €l 95% (116/122) a polen de Cupressus arizonica, el 92,6% (113/122) a
polen de Juniperus ashei y el 53,2% (65/122) a polen de Cupressus sempervirens (Figura
18). El desglose de las pruebas cutaneas positivas a pdlenes de Cupreassaceae segin

nifios y adultos se muestra en la Tabla 13.

C. arizonica J. ashei
116 113

C. sempervirens
65

Figura 18: Positividad de las pruebas cutaneas a polenes de Cupressaceae.

103



Tabla 13. Desglose de las pruebas cutaneas a los diferentes extractos de polen de

Cupressaceae probados en nifios y adultos.

Nifios Adultos Total
Positivos | Negativos | Positivos Negativos | positivos
C. arizonica 24 1 92 5 116
J. ashei 24 1 89 8 113
C. sempervirens 8 17 57 40 65

Destacan 2 pacientes adultos (1,63% de la muestra total, 2,06% de los adultos) con

pruebas cutdneas positivas a extracto de polen de Cupressus sempervirens y negativas a

polen de Cupressus arizonica y Juniperus ashei.

En cuanto al tamafio de la papula, los valores de la media y la mediana de cada extracto

de polen de Cupressaceae probado se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14: Tamafio de la papula para los diferentes extractos de polen de

Cupressaceae.
TAMANO DE LAS PAPULAS

N | Media | DT | Mediana | Minimo | Maximo | P25 | P75

EDAD EXTRACTO
Todos J.ashei 122| 4.43 (2.01| 4.00 0.10 12.50 |3.00(5.00
C. sempervirens |122| 2.00 [1.92 3.00 0.10 9.50 [0.10)3.50
C.arizonica 122 5.34 |2.24 5.00 0.10 10.00 |4.00(7.00
Adultos J. ashei 97 | 4.52 |2.16 4.50 0.10 12.50 |3.00(5.50
C. sempervirens | 97 | 2.21 [1.96 3.00 0.10 9.50 [0.10)3.50
C. arizonica 97| 5.54 ]2.30 5.00 0.10 10.00 |4.00(7.00
Nifhos J. ashei 25| 4.08 |1.23 4.00 0.10 6.50 3.5015.00
C. sempervirens | 25| 1.22 [1.56 0.10 0.10 4.00 (0.10)3.00
C. arizonica 25| 4.58 [1.83 4.50 0.10 9.00 [3.00)5.00
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Analizando los resultados de las papulas con el Test de Kruskal-Wallis, se observaron

diferencias significativas entre los tres extractos tanto en adultos como en nifios.

Se observd que en el total de pacientes y en adultos las papulas con el extracto de
Cupressus arizonica fueron mayores que con el extracto de Juniperus ashei (p < 0.05) y
de Cupressus sempervirens (p < 0.05) y que las papulas con el extracto de Cupressus
arizonica 'y de Juniperus ashei fueron mayores que con el extracto de Cupressus

sempervirens (p< 0.05).

En nifios, sin embargo, no se vieron diferencias significativas entre el tamafio de papulas
con el extracto de Cupressus arizonica y el de Juniperus ashei (p > 0.05). El tamafo de
papulas con el extracto de Juniperus ashei fueron mayores que las de Cupressus
sempervirens (p < 0.0.5) y el tamano de papulas con el extracto de Cupressus arizonica
fueron mayores que el de Cupressus sempervirens de forma significativa (p < 0.05)

(Figura 19).
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Figura 19: Comparativa del tamaiio de las papulas (en milimetros) inducidas por

los extractos de polen de C. arizonica, J. ashei 'y C. sempervirens.
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Cuando se realizo el mismo andlisis estadistico considerando solamente las papulas
mayores de 5 mm, se observo que en el total de pacientes (p <0.01) y en adultos (p <
0.04) las papulas con el extracto de Cupressus arizonica eran mayores que con el extracto
de Juniperus ashei. No hubieron diferencias significativas entre el extracto de Juniperus

ashei o el de Cupressus arizonica comparando con el de Cupressus sempervirens (p >

0.05).

En nifios, no se observaron diferencias significativas entre el tamafio de papulas con el
extracto de Cupressus arizonica y el de Juniperus ashei (p= 0.09). No se encontraron

papulas mayores de 5 mm con el extracto de Cupressus sempervirens.

19.2 Pacientes monosensibles

La monosensibilizacion a polen de Cupressaceae fue escasa entre los pacientes del
estudio. Solo un 2,4% de los pacientes sensibilizados a polen de Cupressaceae eran
monosensibles, dato significativamente menor que el 36,4% de monosensibilizados a

otros alérgenos en el grupo control (p < 0.0001).

19.3 Pruebas cutaneas a otros alérgenos

El 97,5% (119/122) de los pacientes de la muestra estaban polisensibilizados. Entre
estos, 18 (14,7%) pacientes estaban oligosensibilizados (presentaban pruebas cutdneas

positivas solo a un neumoalérgeno ademas de a polen de Cupressaceae ) (Figura 20).
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Figura 20: Pacientes oligosensibilizados.

Entre todos los pacientes con pruebas cutdneas positivas a polen de Cupressaceae, las
sensibilizaciones concomitantes mas frecuentes fueron a polen de gramineas, seguidas

del polen de olivo, epitelio de gato y acaros del polvo (Figura 21).
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Platano de sombra

Acaros

Gato
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Gramineas 63.90%

0.00% 10.00% 20.00% 30.00% 40.00% 50.00% 60.00% 70.00%

Figura 21: Distribucion de las sensibilizaciones concomitantes en los pacientes con

pruebas cutaneas positivas a polen de Cupressaceae.
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La comparacion entre las diferentes sensibilizaciones concomitantes en prueba cutanea
entre adultos y nifios con prueba cutanea positiva a polen de Cupressaceae se muestra en

la Figura 22.
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Hongos(Alternaria) 24%

20% H Nifios

Plantago 35 60%
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Perro
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Olivo

Gramineas 76%

0.00% 20.00% 40.00% 60.00% 80.00%

Figura 22: Comparativa entre los positivos en prueba cutinea a los diferentes
alérgenos sensibilizados concomitantemente entre los adultos y nifios con pruebas

cutaneas positivas a polen de Cupressaceae.

A continuacion se expone una grafica con las sensibilizaciones a neumoalérgenos en el

grupo control (Figura 23).
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Figura 23: Comparativa entre los positivos en prueba cutinea a los diferentes

alérgenos entre los adultos y nifios del grupo control.

19.4 Asociacion entre pruebas cutaneas positivas a polenes

Para establecer si habia un patron de sensibilizacion a polenes diferente entre los pacientes
con y sin sensibilizacion a polen de Cupressaceae se realizd un andlisis estadistico de

comparacion de porcentajes.

Tal y como demuestra la tabla 15, en los nifios con prueba cutidnea positiva a polen de
Cupressaceae habia mayor proporcion de positividades a polen de gramineas, platano de
sombra, Chenopodium, Artemisia y Plantago, que en los nifios del grupo control de forma

estadisticamente significativa.
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Tabla 15: Asociacion entre pruebas cutaneas a polenes (nifios).

Polen Prueba | Diferencia Intervalo de confianza Valor P
Graminea Chi-2 -0.253 -0.380, -0.137 < 0.0001
Platanus Fisher -0.595 -0.803, -0.235 0.0007

Chenopodium | Fisher -0.384 -0.633, -0.131 0.0024
Artemisia Fisher -0.273 -0.563, -0.034 0.0371
Plantago Fisher -0.294 -0.561, -0.063 0.0154
Parietaria Fisher -0.110 -0.561, 0.102 0.4613

De la misma manera, en la tabla 16 se observé que en los adultos habia mayor proporcion

de positivos a polen de gramineas, platano de sombra, Chenopodium, Artemisia,

Plantago y Parietaria en el grupo sensibilizado a polen de Cupressaceae respecto del

grupo control.

Tabla 16: Asociacion entre pruebas cutaneas a polenes (adultos).

Polen Prueba | Diferencia Intervalo de confianza Valor P
Graminea Chi-2 -0.102 -0.174, -0.029 0.0054
Platanus Chi-2 -0.357 -0.473, -0.239 < 0.0001

Chenopodium | Chi-2 -0.318 -0.458, -0.179 < 0.0001
Artemisia Chi-2 -0.313 -0.447,-0.179 < 0.0001
Plantago Chi-2 -0.199 -0.332, -0.079 0.0004
Parietaria Chi-2 -0.177 -0.306, -0.066 0.0009
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20. DETERMINACION DE IGE TOTAL

No se encontraron diferencias significativas en el valor de IgE total entre los pacientes

sensibilizados a polen de Cupressaceae y el grupo control (Figura 24).

Ln(IgE total)

Media=5.3 Media= 5.1

Positivo Negativo
Resultado a ciprés

Figura 24: Resultado expresado en medias de IgE total en el total de pacientes.
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21. DETERMINACION DE IgE ESPECIFICA A EXTRACTOS
COMPLETOS DE POLEN DE CUPRESSACEAE

21.1. IgE especifica a polenes de Cupressaceae

Se obtuvieron resultados positivos de IgE especifica sérica a Juniperus ashei en 119
pacientes, a Cupressus arizonica en 115 y a Cupressus sempervirens en 105 pacientes.

Se consideraron positivas las IgE especificas séricas con un valor superior a 0.10 kU/ml.
Los resultados se muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Resultado de los valores de las IgE especificas séricas para los diferentes

extractos de polen de Cupressaceae.

IgE ESPECIFICA

N |Media| DT |Mediana|Minimo |Maximo|P25| P75

EDAD EXTRACTO
Todos J. ashei 119 9.03 |13.17 4.41 0.09 89.10 [1.53|11.40

C. sempervirens |105| 1.97 | 3.11 0.75 0.01 19.10 (0.33]2.31

C. arizonica 115} 5.05 | 7.19 2.47 0.09 44.80 10.83]|5.43

Adultos J. ashei 95| 8.12 |10.32) 4.33 0.09 56.10 |1.36(11.40

C. sempervirens |84 | 1.70 | 2.12 0.81 0.01 10.60 (0.33] 2.33

C.arizonica 91| 5.08 | 7.29 2.52 0.09 44.80 10.78] 6.03

Nifos J. ashei 24 112.65]20.92| 4.65 0.18 89.10 |2.00{11.37

C. sempervirens | 21| 3.06 | 5.50 0.63 0.09 19.10 (0.45] 2.10

C. arizonica 24 | 4.94 | 6.96 2.39 0.16 28.20 |1.50] 4.93

En el andlisis estadistico realizado mediante Test de Kruskal-Wallis se evidenciaron
diferencias significativas entre los niveles medios de IgE especifica sérica a los tres
extractos para todos los pacientes y para adultos (p < 0.0001). Se observo que la media
de la IgE especifica a Juniperus ashei era mayor que la media de la IgE especifica a

Cupressus arizonica y Cupressus sempervirens, y que la media de la IgE especifica a
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Cupressus sempervirens era menor que la media de la IgE especifica a Cupressus

arizonica (Tabla 18).

Tabla 18: Comparativa de las medias de IgE especifica sérica para cada uno de los

extractos de Cupressaceae. Estadistico en todos los pacientes (a), adultos (b) y nifios

(¢)-

(a)

Extracto

Comparacion

Diferencia entre Medias

95% Limite de confianza

Juniperus - Arizonica 33.03 9.81 56.24 ok
Juniperus - Sempervirens 94.63 70.86 118.40 ok
Sempervirens - Arizonica 61.60 37.64 85.56 ok

*** Comparaciones con significancia al nivel 0.05. Test de Kruskall-Wallis.
(b)
Extracto
Comparacion Differencia entre Medias | 95% Limite de confianza

Juniperus - Arizonica 24.57 3.75 45.39 ok
Juniperus - Sempervirens 74.26 53.00 95.52 ok
Sempervirens - Arizonica 49.69 28.21 71.17 ok

*** Comparaciones con significancia al nivel 0.05
(c)
Extracto 95% Limite de
Comparacion Diferencia entre Medias confianza
Juniperus - Arizonica 9.042 -1.602 19.685
Juniperus - Sempervirens 20.812 9.795 31.830 ok
Sempervirens - Arizonica 11.771 0.754 22.788 ok

*** Comparaciones con significancia al nivel 0.05

En nifios no se observaron diferencias significativas entre la media de la IgE especifica a

Juniperus ashei y la de Cupressus arizonica. En cambio, la media de la IgE especifica a
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Juniperus ashei fue mayor que la media de la IgE especifica a Cupressus sempervirens y
la media de la IgE especifica a Cupressus sempervirens fue menor que la de Cupressus

arizonica de forma estadisticamente significativa (p= 0.0024) (Figura 25).
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Figura 25: Diferencias entre las IgE especificas para los diferentes extractos de

Cupressaceae. Resultados de IgE especifica expresados en kU/L

21.2 Relacion entre los niveles de IgE especifica v la presencia de alergia a polen de

Cupressaceae

Se realiz6 un analisis estadistico para comprobar si habia diferencias entre los niveles de
IgE especifica en pacientes alérgicos respecto de los pacientes sensibilizados

asintomaticos (silentes).

Se comprobd que en los pacientes con sintomas los valores de IgE especificas son
significativamente mayores que en los pacientes sin sintomas por polen de Cupressaceae

(Tabla 19).
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Tabla 19: Comparativa entre los niveles de IgE especifica sérica a los diferentes

extractos de Cupressaceae y la presencia de sintomas.

Sintomas SI Sintomas NO P

(n=26) (n=72)

Mediana Minimo Maximo Mediana Minimo Maximo

C. arizonica 4.855 0.8 44.8 2.300 0.2 20.1 <0.001
J. ashei 11.90 0.7 56.1 3.640 0.2 27.4 <0.0001

C. sempervirens 1.320 0.3 19.1 0.660 0.1 6.1 <0.034

Cupal 13.500 2.7 46.0 6.900 0.0 46.0 <0.015

Cryjl 1.550 0.0 10.0 0.800 0.0 16.0 <0.034
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21.3 Sensibilidad v Especificidad de las IgE especificas a poélenes de Cupressaceae

Considerando como prueba patron la presencia de sintomas durante la estacion polinica,
se calcularon la sensibilidad y especificidad de las IgE especificas a los diferentes
extractos de polenes de Cupressaceae probados mediante curvas ROC (Figuras 26, 27 y

28).
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Figura 26: Curva ROC para la IgE especifica de Juniperus ashei. Punto de corte: 5,36
kU/1 para una sensibilidad del 66% y una especificidad del 69%.

116



Sensibilidad

1.0 —4

o o o o o o o o
M [F%) £ (A} o =] ow w
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|III

2
-

2
=]

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Especificidad

o
=}
et
fa

variable — carizonica

Figura 27: Curva ROC para la IgE especifica de Cupressus arizonica. Punto de corte:

3,76 kU/1 para una sensibilidad del 69% y una especificidad del 65%.
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Figura 28: Curva ROC para la IgE especifica de Cupressus sempervirens. Punto de

corte: 0,82 kU/] para una sensibilidad del 60% y una especificidad del 62%.
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22. DETERMINACION DE IgE ESPECIFICA A ALERGENOS
INDIVIDUALES DE CUPRESSACEAE

El estudio de alergia molecular se realizo en 94 pacientes (76 adultos y 18 nifios).

Se consideraron positivas las IgE especifica séricas con un valor superior a 0.3 ISU-E

segun especificaciones del fabricante.

22.1 IgE especificaaCupalvyCryijl.

Respecto al porcentaje de positividad de IgE especificaa Cupa 1l yCryj1: un91,5 % de
los pacientes estaban sensibilizados a Cup a 1 yun 69,1% a Cry j 1. En la mayoria de los
casos los pacientes reconocian ambos marcadores de sensibilizacion genuina, pero el
22,3% de los pacientes con Cup a 1 positivo no estaban sensibilizados a Cry j 1. Todos
los pacientes sensibilizados a Cry j 1 lo estaban también a Cup a 1. Un 8,5% de los

pacientes no estaban sensibilizados a ninguno de los dos alérgenos.

Los resultados de los valores de IgE especifica a Cup a 1 y Cry j 1 se muestran en la

Tabla 20.

Tabla 20: Resultados de las positividades a Cupa 1y Cryj 1.

Cup a1ISU-E
N | Media DT Mediana | Minimo | Maximo | P25 | P75

CLASE DE EDAD
Adultos 69| 14.09 [ 12.23] 9.10 0.00 46.00 |4.20(21.00
Nifios 18| 11.56 | 15.13 | 5.55 0.40 45.00 |2.62|12.25
Todos 86| 13.72 | 12.82| 8.00 0.40 | 46.00 |3.82]21.00

Cryj1ISU-E

N | Media | DT Mediana Minimo | Maximo | P25 | P75

CLASE DE EDAD
Adultos 52| 2.45 [2.33 1.40 0.30 10.00 |0.82(4.17
Nifios 13| 3.23 [4.83 0.90 0.30 16.00 |0.75]4.25
Todos 65| 2.60 |2.96| 1.30 0.30 16.00 |0.804.15
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Se comprobd que existia una diferencia estadisticamente significativa entre los valores de
IgE especifica a los diferentes extractos completos de polen de Cupressaceae y la
positividad o negatividad a Cry j 1. Cuando Cry j 1 era negativo, los valores de IgE
especifica a extractos completos de Cupressaceae eran significativamente mas bajos

(Tabla 21).

Tabla 21: Relacion entre los valores medios de IgE especifica a los diferentes

extractos completos de polen de Cupressaceae y Cry j 1.

IgE especifica Cryj1 Pacientes Media Significancia
C. arizonica Positivo 40 10.45 P <0.0001
Negativo 23 2.70

J. ashei Positivo 41 15.87 P <0.0001
Negativo 24 4.15

C. sempervirens Positivo 39 3.90 P <0.003
Negativo 22 1.13

Ademas, en el analisis estadistico no se observaron diferencias en los valores de IgE
especificas a alérgenos completos e individuales en funcidon de la presencia o no de

antecedentes familiares de atopia.

Los valores de IgE especifica sérica para cada uno de los extractos completos y alérgenos

individuales de cada paciente se muestran en el Anexo 4.

22.2 Sensibilidad v especificidad de Cupa 1y Cryijl.

Se calculd la sensibilidad y especificidad de las IgE especificas séricas a los diferentes
alérgenos individuales de Cupressaceae (Cup a 1 y Cry j 1) comparado con el patron oro.

(Figuras 29 y 30).
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Figura 29: Curva ROC para la IgE especifica de Cup a 1. Punto de corte: 6,9.1 ISU-
E para una sensibilidad del 55% y una especificidad del 57%.
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Figura 30: Curva ROC para la IgE especifica de Cry j 1. Punto de corte: 0,9 ISU-E
para una sensibilidad del 60% y una especificidad del 60%.
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23. PERFILES MOLECULARES DE LA MUESTRA EN ESTUDIO

23.1 Sensibilizacion a componentes especie-especificos

23.1.1 Sensibilizacion a alérgenos ambientales

En las co-sensibilizaciones a nivel molecular se observd una elevada sensibilizacion de
alérgenos especie especificos de otras fuentes polinicas, especialmente de gramineas y de

olivo ademas de a epitelios y a acaros del polvo (Figura 31).
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Figura 31: Distribucion de las co-sensibilizaciones mas frecuentes a nivel molecular

en la poblacion estudiada.
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23.1.2 Sensibilizacion a alérgenos de alimentos

En 20 de los los 24 pacientes que referian alergia a alimentos se realizé un ISAC112®.
Se encontraron las siguientes co-sensibilizaciones a alimentos: § positividades a LTP, 1
positivo a proteinas de almacenamiento, 1 positivo a Taumatina (Act d 1), 1 positivo a

arginina kinasa (Pen m 2) y 1 positivo a la proheveina del Latex (Hev b 6).

En 6 pacientes que no referian sintomas de alergia con alimentos se encontraron la
siguientes positividades a alérgenos alimentarios epecie-especificos: 1 positivo a Nuez
(Jugr 1), 1 aleche (Bos d lactoferrina), 2 a Kiwi (Actd 1, Act d 5), 1 atrigo (Tria 14) y
2 Anisakis (Anis 1).

23.2 Sensibilizacion a componentes panalérgenos

En la figura 32 se muestran los porcentajes de positividad a panalérgenos en la poblacion

estudiada (94 pacientes, 18 nifnos,76 adultos).
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Figura 32: Relacion de positividades a panalérgenos en nifios y adultos.

122



De los 8 casos de sensibilizacion a profilinas: 6 resultaron positivos a las 4 profilinas
presentes en el ISAC® (Bet v 2, Hev b 8, Mer a 1 y Phl p 12). Todos ellos estaban

sensibilizados también a polen de gramineas.

Es conocido el elevado porcentaje de determinantes carbohidratados en el polen de
Cupressaceae, por ese motivo se realizd un andlisis de cudntos pacientes en la muestra
del estudio (94 pacientes) eran positivos a proteinas portadoras de determinantes
carbohidratados (CCD bearing proteins) (Tabla 22). En el momento del estudio, el
alérgeno individual del polen de olivo Ole e 1 se encontraba en su forma nativa en la
micromatriz ISAC, por lo que también se analizé en el conjunto de las CCD-bearing

proteins.

Tabla 22: Porcentaje de positividad a CCD bearing proteins en la muestra del

estudio.
Alérgeno Frecuencia Porcentaje
Cupal 86 91,4
Cryj1 63 67
Cynd1 48 51
Oleel 44 46,8
Phlp 4 29 30,8
Pla a 2 27 28,7
Jugr?2 11 11,7
MUXEF3 6 6,3

Debido a que se ha descrito que los determinantes carbohidratados pueden ser
responsables de fendmenos de reactividad cruzada a multiples fuentes alergénicas sin
relevancia clinica, se analizd el porcentaje de pacientes con sensibilizacion a marcadores
de sensibilizacion genuina y cuando fue posible, la relevancia clinica de dicha

sensiblizacion, en aquellos pacientes con IgE especifica a CCD bearing proteins.
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Destaca que ninguno de los pacientes con positividad a Jug r 2 (n=11) presentaba
sintomas con la ingesta de nuez ni estaban sensibilizados a Jug r 1 . Un 63,6% reconocian

la LTP de nuez, Jug r 3, con valores medios globalmente mas bajos.

Asimismo, se evalu6 las positividades para marcadores de sensibilizacion genuina para
polenes de los pacientes con IgE especificas positivas para las CCD bearing proteins de
polenes. Asi, se comprobod que de todos los pacientes con positividad a Plaa 2 (n=27), un
70,3% no presentaban sensibilizacion a Pla a 1. Respecto a los alérgenos de gramineas
con CCD, un 13,7% de los pacientes con IgE especifica positiva para Phl p 4 (n=29) y
un 6,2% de lospacientes con IgE especifica positiva para Cynd 1 (n=48) no presentaban

sensibilizacion a Phlp 1.

Los valores medios de IgE especifica para cada uno de los alérgenos con determinantes

carbohidratados (CCD) se muestra en la tabla 23.

Tabla 23 . Valores medios de IgE especifica para los alérgenos con CCD en unidades

ISU-E).

Cupal Cryjl Cyndl Oleel Phlp4 Plaa2 Jugr2 MUXF3

N 94 94 94 94 94 94 94 94
Media 13.14 2.66 8.98 10.8 4.24 4.60 2.71 1.71
Mediana 7.87 1.33 5.03 4.50 1.78 1.92 1.3 1.25
Desviaciéon 12.45 3.05 10.63 14.57 5.10 7.96 3.03 1.77
tipica
Rango 0.43- 0.32- 0.35-48 0.32- 0.33-16 0.31- 0.32- 0.34-
46.10 16.30 47.70 37.90 10.30 5.20
Percentil 3.26 0.79 1.81 1.42 0.49 0.55 0.67 0.55
25
Percentil 20.4 4.19 12.1 14.7 5.39 3.83 4.37 2.53
75
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Destaca que mientras los valores medios de Cup 1 eran de 13,14 ISU-E para el resto de

CCD bearing proteins los valores medios resultaron inferiores.

De los 3 pacientes monosensibles en prueba cutanea a polen de Cupressaceae se obtuvo

el estudio molecular de 2 de ellos (Tabla 24).

Tabla 24. Caracteristicas moleculares de los pacientes monosensibilizados en prueba

cutanea a polen de Cupressaceae.

ID Sintomas por |[Cryj1l | Cupal | Co- sensibilizaciones
Cupressaceae

72 nifio RCMP 1,3 6,2 NO

61 adulto | NO 4,6 36 Ole e 1 (0,5 ISU-E), Pla a 2 (3,1

ISU-E), Cyn d 1 (2,1 ISU-E), Phl p
1 (17 ISU-E), Phl p 4 (4,4 ISU-E),
MUXF3 (1,2 ISU-E), Act d 5 (0,8

ISU-E)

RCMP: Rinoconjuntivitis moderada persitente, ID: Identificacion.

Destaca que el paciente monosensible sin sintomas por polen de Cupressaceae presentaba
positividades a proteinas portadoras de determinantes carbohidratados (CCD bearing

proteins) y al marcador genuino del polen de gramineas Phlp 1.

En la tabla 25 se muestran los pacientes que presentaron positividad a CCD-bearing
proteins y sintomas durante la polinizacion del polen de ciprés. La positividad frente a
Ole e 1 y Jug r 2 se asociaba de manera estadisticamente significativa con ausencia de

sintomas con la exposicion a polen de ciprés.
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Tabla 25. Pacientes con positividad a CCD bearing proteins y presencia de sintomas

por polen de Cupressaceae.

Sintoma
Si

Sintoma
no

Perdido

P(Chi?)

Cupal Cryjl

0.28

16

36

11

0.59

Cynd1l Oleel

28

11

0.39

22

13

0.025

Phip 4

14

0.08

Plaa2 Jugr2 MUXF3
5 2 0
14 4 3
8 5 3

0.18 0.04 0.07
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24. PRUEBA DE PROVOCACION NASAL ESPECIFICA CON
POLEN DE JUNIPERUS ASHEI

En total se realizaron 57 pruebas de provocacion nasal especifica con polen de Juniperus

ashei cuyos resultados se muestran en la Figura 33.

57
realizadas

43 negativas
a SF

14 positivas
aSF

38 positivas 5 negativas

Figura 33: Resultados de la PNE con polen de Juniperus ashei.

Los resultados de las provocaciones nasales realizadas y la presencia de sintomatologia
presentada por los pacientes o no durante la estacion polinica del polen de Cupressaceae
se muestran en el Anexo 5. En ninguin paciente se constataron cambios significativos en

la funcién pulmonar durante la realizacion de la prueba.

Se realizd un calculo del cociente de verosimilitud (modelo estadistico que permite
calcular inferencias acerca de su valor a partir de un conjunto de observaciones) para
aquellos valores (mostrados como CP) que indicarian una mayor capacidad para

diagnosticar la presencia de sintomas (Tabla 26).

La sensibilidad de la PNE fue del 100% pero la especificidad fue del 15%. Los valores

positivos con la concentracion 1 IR y 10 IR discriminaron mejor la probabilidad de tener
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sintomas (Ppost Corr = 0,52). Para la concentracion en PNE de 1 IR la sensibilidad fue

del 50% y la especificidad fue del 69% (Tabla 26).

Tabla 26: Cocientes de verosimilitud de las PNE positivas y negativas realizadas.

RESULTADO Sensibilidad Especificidad CP PpostCorr
NEGATIVA 0.0000 0.84615 0.00000 | 0.00000
POSITIVO 0,01 IR 0.0625 0.92308 0.81250 | 0.35135
POSITIVO 0,1 IR 0.1875 0.80769 0.97500 | 0.39394
POSITIVO 1 IR 0.5000 0.69231 1.62500 | 0.52000
POSITIVO 10 IR 0.1875 0.88462 1.62500 | 0.52000
POSITIVO 100 IR 0.0625 0.84615 0.40625 | 0.21311
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25. RECUENTOS POLINICOS DE CUPRESSACEAE

Seglin el calendario de polinizacion de Cupressaceae en 2011 (Figura 34), se pudo
observar que desde finales de enero hasta mediados de marzo de 2011, se captaron niveles
de polen de Cupressaceae considerados moderados y altos solo en los meses de febrero
y marzo, con la excepcion del dia 9 de enero. El resto de la temporada de polinizacion de

Cupressaceae, hasta mayo, los niveles fueron bajos (Anexo 6).

Barcelona UAB (Bellaterra)
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50

D 4
30-Dec 14-|an 29-]an 13-Feb 28-Feb 15-Mar 30-Mar 14-Apr 29-Apr 14-May 29-Ma
Fecha

& Cupresaceas

Figura 34: Calendario de polinizacion de Cupressaceae en 2011. Datos de la estacion
aerobiologica de Bellaterra (Xarxa Aerobiologica de Catalunya).

(http://www.lap.uab.cat/aerobiologia/general/pdf/calendaris).
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Como se puede observar el la Figura 35, durante los meses de febrero y marzo de 2011

los recuentos de Cupressaceae representaron el 50% del total de polen, seguido del polen

de Pinus (19%), Populus (11%) y Platano de sombra (10%).
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Figura 35: Concentraciones medias diarias de los polenes en la estacion de Bellaterra

durante los meses de febrero y marzo de 2011. Datos de la Xarxa Aerobiologica de Catalunya,

XAC (http:/lap.uab.cat/aerobiologia). Las concentraciones medias diarias (P/m?) se han obtenido mediante

un captador Hirst y aplicando la metodologia de anélisis de la REA!?.
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26. CALENDARIO DE SINTOMAS

De los 122 pacientes, entregaron el calendario 58 pacientes (47,5%), acudieron a las
visitas pero no entregaron el calendario 40 pacientes (32,7%) , y dejaron de asistir a una,

varias o a todas las visitas posteriores de seguimiento 24 pacientes (19,6%).

De los 98 pacientes que reportaron los sintomas bien por calendario o anamnesis durante
la estacion polinica de Cupressaceae, 72 estaban asintomaticos. La clinica mas frecuente
entre los 26 pacientes que si presentaron sintomas fue la rinoconjuntivitis seguida de la

rinitis (Figura 36).

Sintomas en 2011

1.00%_ 1.00% _1.00%

B Ninguno

M Rinitis

W Rinoconjuntivitis

B Conjuntivitis

M Asma

M Tos espasmaédica

Figura 36. Distribucion de la sintomatologia objetivada mediante calendario de

sintomas durante la polinizacion de Cupressaceae en 2011.

La intensidad de la sintomatologia presentada se muestra en la Figura 37.
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Intensidad de los sintomas

Conjuntivitis leve intermitente
Rinitis leve intermitente
Rinitis moderada intermitente
Rinitis moderada persistente

Rinoconjuntivitis leve persistente

Sintoma

Rinoconjuntivitis moderada intermitente

Rinoconjuntivitis moderada persistente

Rinoconjuntivitis moderada persistente +
Asma leve intermitente

Rinitis moderada persistente + Tos
espasmadica leve intermitente

Numero de pacientes

Figura 37: Intensidad de los sintomas de rinoconjuntivitis y/o asma de acuerdo con

las clasificaciones ARIA y GEMA.

Los resultados pormenorizados de los datos relativos a la sintomatologia presentada por

los pacientes con pruebas cutdneas positivas a polen de Cupressaceae durante la

polinizacion del afio 2011 se muestran en el Anexo 7.
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DISCUSION
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El trabajo de la presente tesis se ha planteado para establecer la incidencia anual de la
sensibilizacion a polen de Cupressaceae en el area del Vallés Occidental (Barcelona) en
la actualidad y describir las caracteristicas clinicas y moleculares de los pacientes con

dicha sensibilizacion.

El disefio del estudio ha comprendido varias fases: primero la inclusion de los pacientes
(nifios y adultos) durante un afio natural, segundo la realizacion de las pruebas cutaneas
in vivo y las pruebas in vitro con determinacion de IgE especificas y alérgenos
individuales, y, en tercer lugar, la realizacion de una prueba especifica de exposicion nasal

con el polen de Juniperus ashei.

A continuacion se discuten los resultados de cada uno de los aspectos del estudio.

INCIDENCIA DE LA SENSIBILIZACION A POLEN DE CUPRESSACEAE

La incidencia de sensibilizacion en base a pruebas cutaneas a polen de Cupressaceae fue

del 15,1% en la muestra analizada (10,2% nifios , 17,2% adultos).

La incidencia y la prevalencia son medidas de la frecuencia de una enfermedad. La
prevalencia describe la proporcion de la poblacion que padece la enfermedad en un
momento determinado mientras que la incidencia contabiliza el nimero de casos nuevos
en un periodo de tiempo determinado. En este trabajo se realizd por primera vez un
estudio de la incidencia anual de la sensibilizacion a polen de Cupressaceae en el area
del Vallés occidental. La mayoria de publicaciones epidemiologicas sobre sensibilizacion
a polen de ciprés han calculado prevalencia en sus respectivas areas geograficas mientras
que en este estudio se han incluido los casos nuevos de sensibilizacion a polen de

Cupressaceae, por lo que no se dispone de datos previos con los que comparar.

En estudios publicados se observa un aumento de la prevalencia de sensibilizacion a polen
de Cupressaceae en los ultimos afios. Asi, en el estudio epidemiologico Alergologica
2005 se describi6 una prevalencia de rinitis por Cupressaceae en Cataluia del 5,7%*
mientras que un estudio realizado en 2012 se detectd una prevalencia de sensibilizacion

a Cupressus arizonica por prueba cutanea del 14,4% ’'. Con las salvedades en lo que
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respecta a la diferente metodologia de ambos estudios, se podria concluir que la
prevalencia de sensiblizacion a polen de ciprés se ha duplicado o incluso triplicado en los

ultimos 10 afios.

Esto ha sido reflejado también en Palermo, donde se ha detectado un aumento en la
prevalencia de sensibilizacion a polen de Cupressus sempervirens del 17% en 2005 al
29% en 201082 y en Japdn, donde han detectado un aumento de casi el doble en la
prevalencia de sensibilizacion a polen del ciprés japonés Cryptomeria japonica, que fue

de un 19,4% en el afio 2001 y de un 36,7% en el afio 200772,

En el presente estudio, la incidencia de sensibilizacion a Cupressaceae resultd ser algo
inferior cuando se calculd en base a IgE especifica sérica a extracto completo (13,7% de

la muestra) o a componentes alergénicos individuales (inferior al 11%).

Estos datos son inferiores a lo publicado en estudios de prevalencia de otras areas
geograficas como Salamanca (Cup s 1: 19,1%27%), Madrid (Cup s 1:20,9%2"%), Italia (Cup
a 1: 42,7%" en adultos, 15% en nifos*’®), zona este de Europa (Cup a 1/Cry j 1 del
14,1%7") y Japén (Cry j: 13,7% 2"8en nifios) probablemente debido a una mayor
presencia de arboles de ciprés en estas areas geograficas. En este sentido, es conocido que
una elevada exposicion a polenes se considera un factor de riesgo para el desarrollo de

rinitis alérgica'”’.

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

En este estudio la edad media de los pacientes adultos (36,3 afios) fue similar a la descrita
para pacientes polinicos polisensibilizados en Madrid en 2010 (34 afios)®” . Sin embargo,
esta media de edad es superior a la descrita para pacientes espafioles con rinoconjuntivitis
(29,9 afios)** y para pacientes monosensibles a ciprés en poblacion francesa®®' (28,5
afios). Es probable que las diferencias sean atribuibles a la elevada frecuencia de
polisensibilizacion en nuestra muestra. No se pudo analizar si la edad media era inferior

en el grupo de pacientes monosensibilizados por el escaso nimero de pacientes de este

grupo.
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En cuanto al género, no se encontraron diferencias en la poblacién adulta pero si en
poblacion pediatrica donde hay una mayor proporcion de nifios sensibilizados a
Cupressaceae respecto de nifias. Estos datos contrastan con estudios previos de pacientes
monosensibles a polenes de la familia Cupressaceae donde se ha descrito una mayor
afectacion de las mujeres (57,6%°%- 65% 2%%) y también en Alergologica 2005, donde la
frecuencia de rinoconjuntivitis es mayor en mujeres que en hombres (55,4% vs 44,6% )*.
En cambio en estudios pediatricos es un dato conocido la mayor prevalencia de asma®”
u otras enfermedades en nifios®® respecto de las nifias. Estos datos sugieren que en

poblacion adulta polisensibilizada, la sensibilizacion a polen de Cupressaceae ocurre de

manera similar en hombres y mujeres.

Tampoco parece, a la luz de nuestos resultados, que la historia familiar de atopia juege
un papel relevante en la sensiblizacion a polen de Cupressaceae, con un porcentaje de
antecedentes familiares de atopia similar entre el grupo control y los pacientes
sensibilizados a polen de ciprés entorno al 44%. Estos datos son muy similares a los
descritos por Agea en el afio 2002 en poblacion italiana, en el que el 40,3% de los
pacientes sensibilzados a polen de Cupressus arizonica o Cupressus sempervirens tenia
antecedentes familiares de atopia®®!. Al igual que en los estudios de Guerra!”® en
poblacion andaluza o de Tanaka en poblacion japonesa®®?, en los que no encuentran
diferencias significativas en cuanto a la historia personal o familiar de atopia en pacientes

con pruebas cutdneas positivas y negativas a pdlenes de la familia Cupressaceae.

Pareceria que en el caso de la polinosis por Cupressaceae, la carga genética de atopia es

menos importante que en la descrita para otras polinosis.

En este estudio la edad de inicio de la sintomatologia alérgica de los pacientes (en su
mayoria polisensibilizados) fue de 22 afios, lo que estd en consonancia con la edad de

incio de la rinitis alérgica estacional segin datos publicados por la Sociedad Espafiola de

Alergia e Inmunologia Clinica (www.seaic.org).

Cuando se analizo la influencia de las diferentes variables demograficas sobre la
sensibilizacion a polen de Cupressaceae se observo que la posibilidad de estar
sensibilizado al polen de Cupressaceae es siempre mayor en adultos que en nifos. Estos

datos concuerdan con lo encontrado por Guerra en 1996, donde las tasas de polinosis por
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Cupressaceae son mayores en adultos a partir de los 25 afios, que en nifios menores de
14 afios (37% vs. 24%)'7. Los resultados, vienen por tanto a confirmar que la polinosis
por Cupressaceae es una patologia de aparicion en edades mas avanzadas que la causada

por otros pdlenes.

Respecto a la sintomatologia presentada en el momento de inclusién en el estudio
predominan los sintomas de rinoconjuntivitis, lo que concuerda con los sintomas descritos
para pacientes monosensibles a polen de Cupressaceae donde predominan los sintomas

de rinitis y conjuntivitis con tasas de asma bajas?°*2%,

En el presnete estudio, hemos inferido que el tiempo de residencia en el area de estudio
se corresponde, en la mayoria de pacientes, con el tiempo de exposicion al polen de
Cupressaceae. De acuerdo con nuestros resultados, los adultos de la muestra precisarian
mas afios de exposicion al polen de Cupressaceae (7 anos) para iniciar sintomas
respiratorios alérgicos que los nifios (2 afios). En norte-américa, en zonas con elevada
exposicion a polen de Juniperus, se describid en la década de los 80 en una muestra de
pacientes polisensibilizados, que precisaban 5,7 afios de exposicion al polen de Juniperus
ashei para desarrollar sintomas alérgicos, mientras que los los pacientes

293, En el caso

monosensibilizados requerian practicamente el doble de tiempo (14,4 afios
de los nifos, en el afio 2000 se apuntd que eran necesarias por lo menos dos estaciones

de exposicion a polenes alergénicos para desarrollar sintomas de rinitis alérgica®2.

Pareceria que en adulto es necesaria una mayor carga de exposicion al polen para que se
inicien los sintomas y que la polisensibilizacion aceleraria este proceso. Posiblemente la
sensibilizacion a otros polenes podria ejercer un efecto de cebado que favorece un inicio

de los sintomas por ciprés mas precoz que en el caso de monosensibilizacion!®,

Se ha descrito que la frecuencia de presentacion de enfermedades alérgicas como la
rinitis/conjuntivitis y el asma bronquial varia segtn el habitat residencial del paciente, y
se encuentra una mayor prevalencia de rinitis/conjuntivitis en areas urbanas y zonas
residenciales con amplias zonas verdes®**. Como en otros estudios, la mayoria de los

pacientes del presente estudio residen en un area urbana.
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La media de afios de residencia en el area del Vallés occidental fue de 21,2 afios. Este

dato concuerda con lo descrito por Ramirez*®

, en un estudio en el que los pacientes
nativos de una zona poblada de cipreses precisaban una media de 22 afios de exposicion
al polen para sensibilizarse, comparado con los 9,9 afios de exposicion que precisaban los
no nativos. Estos datos confirman que el lugar geografico de residencia es muy

determinante en el desarrollo de la sensibilizacion a polenes.

Atribuimos la elevada sensibilizacion a alimentos en la muestra de este estudio al
elevado porcentaje de polisensibilizacion y no tanto al hecho de estar sensibilizado a

polen de Cupressaceae por prueba cutanea.

La sensibilizacion a melocoton en este estudio es similar a la descrita en una muestra de
pacientes sensibilizados a polen de ciprés del sur de Francia!”. En diferentes estudios se
ha apuntado que ni la sensibilizacidn a profilinas (Cup s 8, Pru p 4) ni a taumatinas (Cu p
s3, Pru p 2) explicaria una asociacion entre la sensibilizacion a polen de ciprés y el

175,283,262

melocoton y se ha sugeridon aunque no confirmado, que podria deberse a

214 En otro estudio se ha demostrado

reactividad cruzada por LTP de Cupressus arizonica
una correlacion significativa entre la sensibilizacion a proteinas de bajo peso molecular
del polen de Cupressus semperviens (14 kDa) y la sensibilizacion a melocoton en

poblacion francesa®®’.

En el presente estudio, de los 65 pacientes con prueba cutanea positiva a polen de
Cupressus sempervirens se pudo analizar el perfil de sensibilizacion a alérgenos
individuales en 51. De ellos, el 92,15% estaban sensibilizados a Cup a 1 y el 8,51% a Pru
p 3, la LTP del melocotdn. Llama la atencion el elevado porcetaje de sensiblizacion a un
alérgeno alimentario en una poblacion seleccionada por polinosis. Barber y

colaboradores*®*

ya habian descrito en 2008 que en Espafia el porcentaje de
sensibilizacion a Pru p 3 es del orden del 12% en una poblacion estudiada también por
polinosis, con variaciones en funcion de las distintas regiones de la peninsula. No
encontraron relacion entre la sensibilizacion a Pru p 3 y la polinosis por olivo, gramineas
y malezas como salsola, chenopodium o artemisia. En nuestro estudio no se han realizado
ensayos de inmunodeteccion para determinar si los pacientes sensibilzados a Pru p 3

estaban también sensibilizados a una LTP de polen de Cupressus semprevirens que

pudiera explicar reactividad cruzada entre ambas fuentes.
138



En resumen, las caracteristicas de los pacientes sensibilizados a ciprés en la muestra del
presente estudio muestran algunas diferencias con las descritas por otros autores, lo que
probablemente sea atribuible a a las diferencias metodologicas (éste es un estudio de
incidencia y no de prevalencia), las diferencias de exposicion en funcion del area
geografica®, y en el porcentaje de pacientes polisensibilizados frente a

monosensibilizados.

PRUEBAS CUTANEAS

Para valorar si la reactividad cutdnea era equiparable con los diferentes extractos de polen
de Cupressaceae probados se compar6 el tamafio de las papulas. Se observo que el
tamafno de la papula del extracto de Cupressus sempervirens fue inferior al de los
extractos de Cupressus arizonica y Juniperus ashei, lo que coincide con datos publicados
anteriormente!'¥”-?°. Este hecho puede explicarse porque el extracto de Cupressus

sempervirens no es suficientemente potente!®” 206,

Se ha descrito en la bibliografia una discordancia entre el resultado de la prueba cutanea
y el resultado de la IgE especifica para la mayoria de los polenes. En concreto, para el
polen de Cupressus arizonica esta discordancia seria del 11,8%. Asimismo se ha descrito
inconsistencia entre el resultado de la prueba cutanea y el resultado del diagnostico por
componentes y que un 15% de los pacientes con pruebas cutaneas positivas a extracto de
polen de Cupressus arizonica presentan IgE especifica negativa frente a Cup a 1. Para
disminuir estas inconsistencias y aumentar la especificidad diagnostica, se ha propuesto

considerar positiva una papula superior a 5 mm?>7°.

Asi, en este estudio, cuando se considero la positividad a partir de 5 mm, encontramos
que el tamano de la papula para Cupressus arizonica es mayor que con el extracto de

Juniperus ashei o Cupressus sempervirens.

No hay estudios previos que comparen extractos comercializados de polen de
Cupressaceae para la realizacion de pruebas cutdneas. En estudios con extractos IHRS
(in-house reference extract) el tamafo de las papulas para Cupressus arizonica es mayor

que para Cupressus sempervirens*®® y el tamafio de las papulas para Juniperus ashei es
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mayor que para Cupressus arizonica o Cupressus sempervirens*®?%’. Estos datos dieron
pie a que se propusiera al extracto de Juniperus ashei como el patron oro para el

diagndstico de la sensibilizacion a polen de ciprés en el drea Mediterranea®%%’

aunque
Juniperus ashei no es endémico en Europa y pudiera no ser realmente representativo de

las especies de ciprés mediterraneas®s®.

Estos resultados son importantes a la hora de seleccionar qué extracto/s de polen de
Cupressaceae se escoje para realizar las pruebas cutdneas diagnodsticas y decidir el
tratamiento con inmunoterapia, pues es complicado en la rutina habitual probar los tres
extractos disponibles comercialmente. Segin los resultados de esta tesis, usando
unicamente el extracto de polen de Cupressus arizonica se pierden un 3,27% de los
diagnosticos, mientras que si se utiliza el extracto de polen de Juniperus ashei se pierden
un 5,73%. Para aumentar la sensibilidad del diagnostico seria recomendable utilizar
ambas especies, Cupresus arizonica y Juniperus ashei. De esta manera se incrementaria

en un 9% el nimero de pacientes con sensibilizacion a polen de Cupresaceas detectados.

Como limitacion de este estudio se debe mencionar que los tres extractos alérgenicos de
polen de Cupressaceae utilizados provenian de un solo manufacturador, y por lo tanto, es

posible que los resultados no sean extrapolables a productos de otras casas comerciales.

La monosensibilizacion a polen de ciprés es excepcional en el presente estudio , tanto en
nifios como en adultos, siendo la polisensibilizacion la circunstancia mas habitual. Estos
datos coinciden con estudios previos. En concreto, un estudio realizado en Turquia mostro
que el 98,4% de los pacientes con prueba cutdnea positiva a polen de Cupressus
sempervirens estaban polisensibilizados?’?. Posteriormente, un estudio observacional con
2415 pacientes con rinitis alérgica detectd a un 25,7% de pacientes monosensibles, pero
solo uno de ellos (0,16% de la muestra de 621 pacientes) estaba monosensibilizado a

polen de ciprés®®.

Actualmente, hay multiples estudios describiendo que la polisensibilizacion es comun en
la poblaciéon mundial, dependiendo los porcentajes de la poblacion y de la region en
estudio**. En Europa entre un 12,8% y un 25,3% de la poblacion general®® y en USA, un

291

38,8% de la poblacion general, estd polisensibilizada”". De hecho, cuando se estudian

poblaciones de pacientes alérgicos, la polisensibilizacion se situa en cifras entorno al 70-

140



80%2%? 22, También se ha demostrado que la polisensibilizacién aumenta con la edad.
Asi, entre un 20 y un 50% de nifios de 3 a 4 afios estan polisensibilizados*? frente a mas
del 50% en pacientes adultos**. En nuestro estudio un 50,8% de pacientes estaban
sensibilizados a 2-4 alérgenos, y un 31,9% estaban sensibilizados a 5 o mas. Estos
resultados concuerdan con un estudio reciente, donde la sensibilizacién a 2 hasta 4
alérgenos resultd ser de un 47,4%, y los pacientes sensibilizados a 5 o mas alérgenos

resultd ser de un 21,5%%%.

Las sensibilizaciones concomitantes mas frecuentes resultaron ser a polen de gramineas
(63,9%) y a polen de olivo (59%), datos que coinciden con un estudio previo realizado en
Turquia en pacientes con prueba cutanea positiva a Cupressus sempervirens donde la co-
sensibilizacion mas fecuente fue a polen de gramineas (86%) seguida del polen de olivo
(72%)%*. Ademas, estos resultados van en consonancia con lo descrito a nivel nacional
sobre las caracteristicas clinicas de la poblacion que acude a las consultas de alergologia
realizado en 2005 donde se observo que los pdlenes mas fecuentemente implicados en la
rinitis alérgica eran los pélenes de gramineas (24,8%) y de olivo (29,7%)*.

En el estudio estadistico sobre la asociacion entre pruebas cutineas a poélenes se
observd que tanto los niflos como los adultos sensibilizados a polen de Cupressaceae
presentan mayor probabilidad de estar sensibilizados a otros polenes, tanto de arboles
como de malezas, datos que coinciden con estudios previos'’”> y se deben tanto a

fendmenos de de co-sensibilizacidn como de reactividad cruzada.

En cuanto a fenomenos de co-sensibilizacion se ha descrito que es bastante comun entre
polen de gramineas, olivo, Parietaria judaica, Plantago, Artemisia y Chenopodiaceae®**.
Se ha demostrado reactividad cruzada parcial entre polen de platano de sombra, de
gramineas (Lolium perenne) y de olivo en pacientes polisensibilizados, pero no en
pacientes monosensibilizados a polen de platano de sombra. Se ha demostrado cierta
reactividad cruzada entre el polen de platano de sombra y el polen de Cupressaceae,
debido a la presencia de poligalacturonasas™. Se ha descrito una elevada reactividad
cruzada mediante estudios de inhibicion con ELISA entre pacientes alérgicos a polen de
platano de sombra y el polen de gramineas®’®. También se ha demostrado que la enzima

beta-galactosidasa del polen de olivo presenta reactividad cruzada con la beta-

galactosidasa del polen de ciprés (Cupressus arizonica 'y Cupressus sempervirens), pero
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que esta actividad se perderia en el momento del almacenamiento de los granos de polen
y no estaria presente en los extractos disponibles para diagndstico o tratamiento®'’. Por
ultimo, en un estudio realizado en Santiago de Compostela sobre una poblacion
mayoritariamente sensibilizada a los &4caros del polvo se demostr6 una minima
interferencia de los CCD, detectada mediante el marcador MUXF?3, en el diagndstico de

la alergia respiratoria®.

En el presente estudio, la elevada polisensibilizacion de la muestra se explicaria mas por
fenomenos de co-sensibilizacion que de reactividad cruzada posiblemente debido a una

mayor presion alergénica de los acaros del polvo que de los pdlenes.

DETERMINACION DE IGE TOTAL

Tal como era de esperar no se encontraron diferencias significativas en el valor de IgE
total entre los pacientes sensibilizados o no al polen de Cupressaceae. Estos datos
concuerdan con los descritos anteriormente para pacientes polisensibilizados. Sin
embargo, tanto Ramirez como Bousquets detectaron que los pacientes monosensibles a
Cupressaceae presentaban valores de IgE total normales o bajos comparados con los

200,203

pacientes polisensibilizados Dado el bajo nimero de monosensibles a

Cupressaceae en la muestra del estudio, este hallazgo no se ha podido replicar.

DETERMINACION DE IgE ESPECIFICAS

En cuanto a los valores de IgE especifica sérica a los diferentes extractos de polen de
Cupressaceae, en adultos, la sensibilidad de los métodos in vitro para detectar la IgE
especifica es superior para Juniperus ashei con respecto a Cupressus arizonica y
Cupressus sempervirens, coincidiendo con otros autores'®”?!2%7 Sin embargo en nifios,
no se observaron diferencias significativas entre las determinaciones de IgE especifica a

Juniperus ashei y de Cupressus arizonica.
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En cuanto a la sensibilidad y especificidad de cada una de las IgE especificas a los
diferentes polenes de Cupressaceae probados los datos obtenidos en este estudio no
coinciden con la sensibilidad (91,7%) y especificidad (80,4%) de la IgE especifica de
Cupressus arizonica demostrada por el fabricante de la técnica de CAP para un punto de
corte de 0.35 kU/l y tampoco para un punto de corte mas optimo propuesto por Cabrera-
Freitag et al. en poblacion alérgica a polen de cipres con prueba cutanea positiva a
Cupressus arizénica de 0.66 kU/l (S=91,7%, E=89,1%)%®. La explicacion de estas
discordancias podria deberse a las caracterisiticas de las diferentes poblaciones. En los
estudios publicados los valores de sensibilidad y especificidad se calculan en muestras de
pacientes alérgicos monosensibilizados u oligosensiblizados al polen de Cupressaceae,
mientras que en el presente estudio la poblacion estudiada se encuentra mayoritariamente

polisensibilizada.

Por tanto, en esta poblacion se han detectado unos valores de corte superiores a los
descritos en estudios previos realizados con pacientes monosensibilizados, ademas de

presentar una sensibilidad y especificidad menor.

DETERMINACION DE IgkE ESPECIFICAS A ALERGENOS INDIVIDUALES
DE CUPRESSACEAE

Los resultados de sensibilidad y especificidad de Cup a 1 en este estudio son
relativamente bajos para un punto de corte de Cup a 1 alto comparado con lo publicado
anteriormente. Cabrera-Freitag et al. realizaron un estudio en 2011 en 104 pacientes
alérgicos a polen de Cupressus arizonica donde para un punto de corte de 0.82 ISU-E, la
sensibilidad de Cup a 1 era de un 91,7% y la especificidad de un 95,6%%%. Es probable
que la discrepancia de resultados radique, de nuevo, en las caracteristicas de las muestras.
En este estudio los pacientes estan polisensibilizados, mientras que en el estudio de
Cabrera-Freitag los pacientes incluidos eran en su mayoria monosensibles al polen de

Cupressaceae.
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Respecto a Cry j 1, la sensibilidad y especificidad para un punto de corte de 0.9 ISU-E
fue del 60% en nuestra muestra. Este el primer resultado analizado hasta la fecha sobre

Cryj 1, porlo que no se ha podido contrastar con estudios previos en poblacion espafiola.

Los resultados de este estudio sugieren que los valores de corte de 0.3 ISU-E propuestos
por el fabricante de la micromatriz ImmunoCAP-ISAC® tanto para Cup a 1 como para
Cry j 1 detectarian sensibilizacion pero son insuficientes para detectar alergia
clinicamente relevante en poblacion polisensibilizada. En base a los resultados obtenidos
recomendaria en poblaciones polisensibilizadas como la del estudio, aumentar el punto
de corte a 0,9 ISU-E para Cryj 1 ya 6,9 ISU-E para Cup a 1 para aumentar la sensibilidad

y especificidad, por otro lado, inferiores al 70%.

En conclusion, las pruebas analiticas para determinacion de IgE especifica sérica a
componentes individuales no son tutiles para predecir alergia clinicamente relevante por
polen de Cupressaeae y es necesaria una sintomatologia clinica compatible y/o la
realizacion de pruebas de provocacion especificas para un adecuado diagnostico

alergologico.

PERFILES MOLECULARES DE LA MUESTRA EN ESTUDIO

En adultos, las co-sensibilizaciones mas frecuentes por orden decreciente fueron a los
marcadores de sensibilzacion genuina de polen de gramineas (Phl p 1), polen de olivo
(Ole e 1), epitelio de gato (Fel d 1) y polen de platano de sombra (Pla a 1/Pla a 2). En
nifios fueron a gato y a polen de gramineas, polen de olivo, 4caros (alérgenos del grupo
1) y perro (Can f5). Estos datos concuerdan con los resultados del estudio de la Red
Europea Global de Alergia y Asma (GA2LEN) sobre una muestra de 3451 participantes
de entre 18 y 75 afios en 13 zonas europeas, donde se comprueba que la sensibilizacion a
los 4caros del polvo, polen de gramineas, epitelio de gatos y perros son las mads

frecuentes®”’.

Sin embargo, el perfil de sensibilizacion de nuestra muestra es diferente al descrito en
poblacion del centro de la peninsula en 187 nifios donde la sensibilizacién mas frecuente

fue a Phlp 1 (46%), Ole e 1 (36,4%), Cup s 1 (20,9%), Alta 1 (19.8%), Phlp 5 (19,33%)
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y Cynd 1 (17,7)*™. Estos datos vienen a reforzar la necesidad de conocer los perfiles de
sensibilizacion local, ya que varian en funcion de las zonas geograficas y en funcion de

los diferentes niveles de exposicion a polenes.

En este estudio la sensibilizacion detectada en prueba cutanea para Alternaria alternata
fue de un 19,5% en adultos y de un 24 % en nifios. Sin embargo solo se detectd el alérgeno
principal Alt a 1 en el 15,3% de los casos. Estos datos concuerdan con lo descrito por
Nieto et al. donde el 3,1% de los pacientes con prueba cutanea positiva e IgE positiva a
Alternaria alternata son negativos para Alt a 1, indicando que otros alérgenos de
Alternaria alternata como Alt a 6 0 9 pueden ser importantes en una proporcion de

pacientes®®,

Siguiendo en la linea de los perfiles de sensibilizacion local, a diferencia de otras areas

geograficas de Espafia, como Madrid o Toledo*!

, la sensibilizacion a profilinas y
polcalcinas de la muestra del presente estudio ha sido muy baja y solo podria explicar

una pequefia proporcion de las polisensibilizaciones encontradas.

La frecuencia de sensibilizacion a profilinas de nuestra muestra ha sido del 8,5% mientras
que la de LTP es alta (26,6%) en comparacion con estudios previos como el realizado en
Madrid sobre 430 pacientes no seleccionados con enfermedades alérgicas donde
encontraron que el 12,1% se encontraban sensibilizados a profilina y el 12,3% a LTP3*.
En Italia, Asero y colaboradores, detectaron un 20% de positividades a profilina y un 8%
de positivos a polcalcina en 200 pacientes polinicos polisensibilizados®’. También en
[talia se han detectado un 39% de sensibilizaciones a profilina y/o polcalcina en pacientes

con pruebas cutdneas positivas a Cupressus arizonica *°.

Los resultados de este estudio coinciden sin embargo con lo descrito en otras areas
geograficas como Murcia, donde Huertas y colaboradores detectaron un 5,9% de
pacientes polinicos sensibilizados a profilina*®®. Este dato se puede explicar porque tanto
Murcia como la zona geografica del estudio son de elevada presion alérgenica respecto a

los acaros del polvo y de baja presion alérgenica respecto a los polenes.

En el andlisis de las diferentes profilinas disponibles para determinacion de IgE especifica

se observo que un 2,12% de los pacientes sensibilizados, tenian resultados positivos para
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Bet v 2, Hev b 8 y Mer a 1 sin positividad a Phl p 12, lo que apoya la hipdtesis de que
Hev b 8 y Mer a 1 en la micromatriz ISAC son los alérgenos mas sensibles para detectar

la sensibilizacién a profilinas®?°.

El hecho de que la frecuencia de sensibilizacion a profilinas sea baja en este estudio esta
en relacion con (i) la fuente alergénica, (ii) los niveles de exposicion y (ii) el area
geogafica’®. La sensibilizacion al polen de gramineas explica un elevado porcentage de
positividades a profilina, por lo que en las areas geograficas con mayor prevalencia de
alérgicos a polen de gramineas pueden presentar una mayor prevalencia de

sensibilizacion a €ste panalérgeno.

Las polcalcinas son responsables de reactividad cruzada entre polenes, pero no estan
implicadas en fendmenos de Rc con alimentos vegetales®®. Se ha demostrado que las
polcalcinas de polenes de ciprés comparten epitopos con polcalcinas del polen de
gramineas y polen de betuldceas y que presentan homologia con polcalcinas del polen de
olivo y de gramineas?!®. La sensibiliacién a polcalcina en el presente estudio es baja
(5,3%) por lo que podria deducirse que los fendmenos de reactividad cruzada debidos a

Rc entre polcalcinas de pdlenes estan poco presentes en la poblacion estudiada.

La sensibilizacion a polen de olivo es mayoritariamente debida a sensibilizacion genuina,
con un 50% de los adultos de la muestra estudiada sensibilizados a Ole e 1. La
sensibilizacion a moléculas relacionadas con Ole e 1 (Ole e I-like ) como Phl p 11, Che
al oPlall resulté muy inferior, no superando el 20% y es probable que fuera debida a
un fenémeno de Rc por sensibilizacion primaria a polen de olivo. Aproximadamente una
cuarta parte de los pacientes sensibilizados a Cup a 1 (el 26,4% de los adultos y el 22,2%
de los nifios) estaban también sensibilzaos a Ole e 1 nativo purificado. Teniendo ambos
alérgenos un alto contenido en CCD (CCD bearing proteins) no puede excluirse algin
fendmeno de Rc debido a CCD, hipdtesis que no se pudo confirmar porque no se

realizaron ensayos de inhibicion.

En este estudio se detecta un porcentaje bajo de sensibilizacion a Bet v 1, lo que concuerda
con que en el Vallés occidental no se detecta apenas polen de abedul, ni de especies que
presenten alérgenos homologos de Bet v 1. Estos datos son diferentes a lo descrito en

diferentes regiones de Italia con elevada exposicion a polen de abedul, donde detectan un
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predominio de alérgenos homodlogos de Bet v 1, seguido de positividades a LTP y

profilinas®®.

La sensibilizacion a la poligalacturonasa de polen de platano de sombra, Pla a 2, fue del
34,6%, practicamente el doble de lo descrito en poblacion centroeuropea con polinosis
(15,5%)*”7. Este hecho puede ser debido tanto a una sensibilizacién genuina a polen de
platanus, en una region con alta carga de exposicion, como a fendémenos de reactividad

cruzada con poligalacturonasa de Cupressaceae**°, o con proteinas portadoras de CCD.

Los determinantes carbohidratados (CCD) son epitopos glucidicos responsables de
reactividad cruzada entre diferentes familias de proteinas. Actualmente, dentro de la
micromatriz comercial ISAC s6lo se incluye MUXF-3 como marcador de sensibilizacion
a CCD, pero hay que tener en cuenta que los alérgenos con alto contenido en
glicoproteinas (CCD bearing proteins) que se encuentran en forma nativa purificada en
dicha micromatriz también pueden constituir marcadores relevantes de sensibilizacion a

CCD y no a la parte proteica del alérgeno.

La utilizacion de MUFX3 como tnico marcador de sensibilizacion a CCD es poco
sensible, su negatividad no descarta la totalidad de los marcadores a determinantes

carbohidratados’?6-37

ya que soOlo identifica una de las estructuras mas comunes de N-
glicanos presentes en los polenes. En el presente estudio el porcentage de sensibilizacion
a MUXEF3 fue menor que el de todas las CCD-bearing proteins analizadas, con valores
(6,3%) muy similares a los descritos en poblacion espafiola con polinosis (5,6%)%%.

La prevalencia de sensibilizacion a los CCD varia segliin la poblacion estudiada. Varios
estudios han descrito una prevalencia de sensibilizacion entre el 20 y el 37% de los
pacientes con alergia a polen de gramineas y a venenos de himendpteros®’. La prevalencia

296,308

a CCD varia de pacientes no alérgicos a pacientes alérgicos no polinicos y pacientes

polinicos, aumentando en pacientes polisensibilizados (71%)%.

La sensibilizacion a CCD carece de expresion clinica®' %1%, En el caso de la muestra
estudiada destaca que ninguno de los pacientes sensibilizados a Jug r 2, alergeno nativo
purificado que forma parte de las CCD-bearing proteins, tenia sintomas con la ingesta de

nuez lo que viene a apoyar lo descrito anteriormente por Villata y cols®'!. Una
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comunicacion reciente de Lopez Salgueiro y colaboradores®!? apuntaba que Jug r2 podria

ser mejor marcador de sensibilizacon a CCD.

En el caso de sensibilizacon a pdlenes, observamos que un porcentage importante de
pacientes con sensibilizacion a Pla a 2 no reconocian el otro alérgeno especie-especifico
de platanus, Pla a 1, lo que podria deberse a una sensibilizacion a CCD sin relevancia
clinica y no una sensibilizacion genuina a polen de platanus. Se requeriran estudios con

pruebas de provocacion y ensayos de inhibicion para verificar esta hipotesis.

Los pacientes de la muestra sensibilizados a polen de ciprés pero sin sintomas con la
exposicion tenian globalmente un mayor porcentage de sensibilizacion a alérgenos de la
famillia de las CCD bearing proteins que los pacientes con sintomas, aunque la
dieferencia entre ambos grupos solo alcanz6 significacion estadistica para los alérgenos

Oleel ylJugr?2.

Respecto a la reactividad cruzada entre los alérgenos principales de polen de
Cupresaceae, en un estudio sobre poblacion italiana sensibilizada a polen de ciprés se
realizaron ensayos de inhibicion que demostraron que la sensibilizacion a alérgenos del
polen de ciprés (Cup a 1) es primaria, que presenta una elevada reactividad cruzada con
Jun a 1 debido a su elevada homologia (91%), una reactividad cruzada limitada con Cry
j 1 debido a una identidad de secuencia de solo el 75% y una nula reactividad cruzada con
el polen de Artemisia®?. En nuestro estudio todos los pacientes sensibilzados a Cryj 1 lo
estaban también a Cup a 1 lo que estd en consonancia con la elevada reactividad cruzada
descrita entre ambos alérgenos. A pesar de que no se pudo determinar la presencia de IgE
especifica a Jun a 1, el hecho de que el 96% de los pacientes con prueba cutanea positiva
a extracto de Juniperus ashei estuviera también sensibilizado por prueba cutdnea a
Cupressus arizonica apoya también la elevada Rc entre los alérgenos principales de
ambas fuentes. El bajo grado de sensibilizacién al alérgeno individual de polen de
Artemisia Art v 1 (3,77% en adultos y 7,69% en nifios) también estd en consonancia con

la nula Rc entre el polen de ciprés y de Artemisia®!?.

En la poblacion estudiada se detectd que casi una cuarta parte de pacientes con alergia a

alimentos estaban sensibilizados a LTP (24%)), lo que esta en concordancia con un estudio
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previo realizado en Madrid en 2011 donde el 37% de los pacientes sensibilizados a LTP

refieren sintomas en relacion con alimentos vegetales®2.

Asimismo se detectd un elevado porcentage de positividades a proteinas de
almacenamiento de semillas (14,8%), de los que casi una tercera parte (28,5%)
presentaban alergia alimentos. Se puede concluir que en la poblacion estudiada, la alergia
a alimentos se asocia mayormente a positividad a LTP y/o proteinas de almacenamiento

de semillas y no a la sensibilizacion a profilinas.

Al contrario de en otras regiones como la zona centro de Europa, donde la elevada
frecuencia de polisensibilizacion se debe a fendmenos de Rc por sensibilizacion a
panalérgenos®, en nuestra muestra parece deberse a co-sensibilizacion genuina a
diferentes fuentes alérgénicas mas que a fenomenos de reactividad cruzada. Asi lo apoyan
la escasa frecuencia de sensibilizacion a los panalérgenos mas frecuentemente
involucrados en fendémenos de reactividad cruzada en pacientes polinicos (profilina,
polcalcina, homdlogos de Bet v 1) y una baja presencia de sensibilizacion a alimentos
vegetales®'®. La diferente carga de exposicion a pdlenes influye notablemente en los
perfiles de sensibilizacion molecular, conocer el perfil local en nuestra zona es de especial
importancia tanto para la interpretacion de los estudios diagnosticos como para la

indicacion de tratamientos especificos.

PRUEBA NASAL ESPECIFICA CON POLEN DE JUNIPERUS ASHEI

Se ha sugerido que la prueba nasal especifica correlaciona mejor con los sintomas nasales
que las pruebas cutdneas en el caso del diagndstico de la rinitis alérgica, pero su
utilizacion no es factible en la préactica clinica habitual ya que son pruebas que requieren

mucho tiempo y dedicacion’'>.

Estudios previos han descrito una buena correlacion entre la historia clinica, las pruebas
cutaneas, las IgE especificas?’, la prueba nasal especifica (PNE)*!¢32° y la provocacion
conjuntival especifica®?’. Pero no es igual para todos los polenes. La combinacién de la
historia clinica con unas pruebas cutaneas e IgE especificas positivas a polen de abedul

son suficientes para el diagnostico de alergia a polen de abedul considerandose las
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pruebas de provocacion inecesarias®?’. En el caso del polen de gramineas la historia
clinica, las pruebas cutaneas y las IgE especificas positivas a polen de gramineas (Phleum
pratense) no discriminan entre la alergia clinicamente relevante y la clinicamente silente,
precisando realizar una PNE para llegar a un diagnostico preciso®?’. Asi, Petersson et al.
encontraron un 9% de PNE negativas en pacientes con historia clinica, prueba cutdnea e
IgE especifica positivas a polen de Phleum pratense, similar a la encontrada en el presente
estudio con polen de Juniperus ashei (11,1% de PNE negativas)*?°.

En el caso de Taxodiaceae, se ha demostrado que la prueba cutanea positiva a polen de
Taxodium distichum predice una positividad en la prueba nasal especifica en el 71% de

los casos'®’.

Las pruebas de provocacion nasal especifica se realizaron con el extracto del polen de
Juniperus ashei debido a que: (1) su alérgeno mayor Jun a 1 presenta una elevada
reactividad cruzada (75-90% de homologia) con el alérgeno mayor de Cupressus

arizonica Cup a 12!, (2) porque es un alérgeno estandarizado®®’

, mientras que los de
Cupressus no y, (3) finalmente, debido a su elevada potencia alergénica®®®. Fueron
realizadas con dos protocolos de concentraciones diferentes (1,10 y 100 IR y 0.01,0.1 y
1 IR) para disminuir la posibilidad de falsos positivos en el caso de estar aplicando una

alta concentracion del extracto alergénico.

Se observo que la prueba de provocacion nasal especifica con polen de Juniperus ashei
tiene una elevada sensibilidad (100%) pero una muy baja especificidad (15%) excepto
para la concentracion de 1 IR (sensibilidad del 50% y especificidad del 69%). Esta baja
especificidad puede ser debida a que un elevado nimero de pacientes estaban
polisensibilizados, pudiendo no ser realmente “alérgicos” (sensibilizacion sin

expresividad clinica) al polen de ciprés.

En los estudios sobre rinitis alérgica se ha descrito una presencia de hiperreactividad nasal
inespecifica elevada (63%)**!, lo que va en consonancia con el resultado de las PNE en
este estudio, donde la positividad al suero fisiologico ocurrid en el 25% de las pruebas

realizadas.
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De hecho, se han descrito una serie de limitaciones de la PNE, entre las que destacan: (1)
la hiperreactividad nasal inespecifica presente en pacientes con rinitis alérgicas y no
alérgicas®!, (2) el conservante presente en los extractos que también puede dar lugar a
resultados falsamente positivos, (2) existe poca estandarizacion y reproducibilidad de la
prueba con algunos extractos alergénicos y (3) el modo de exposicion al alérgeno no es
natural, pues es aplicado directamente en la nariz a concentraciones muy altas en poco

tiempo>%2.

En este estudio, la realizacion de la PNE presento y la interpretacion de los resultados se
ven afectados por los siguientes problemas: (1) la muestra final de pacientes al que se
realiz6 la PNE era pequefia, y (2) el extracto alergénico utilizado (Jun a 1 purificado)
puede no representar al alérgeno nativo pues es predominantemente monomérico,

pudiedo comportar una reactividad clinica diferente®?3.

En definitiva, a pesar de las recomendaciones de guia clinica de incluir la PNE como
método diagnostico no se ha podido demostrar su utilidad en este estudio probablemente
debido las limitaciones comentadas y probablemente debido a la elevada

polisensibilizacion de la poblacion estudiada.

RECUENTOS POLINICOS DE CUPRESSACEAE

Los recuentos de polen identifican los tipos de polen presentes en la atmosfera, y que por
tanto, pueden desencadenar sintomas alérgicos en una determinada area local. Los
calendarios polinicos sirven para establecer la duracion e intensidad de las estaciones
polinicas locales*?*. En el caso del polen de Cupressaceae no es posible distinguir entre

132,135,156

géneros, especies o familias, en base a la morfologia del polen y estos polenes se

identifican al microscopio como Cupressaceae-Taxaceae'>,

Los niveles de polen de Cupressaceae-Taxaceae en la atmosfera durante el afio 2011 se

ajustaron a las estacionalidad media de la polinizacion, es decir, no se detectd una

adelanto ni un retraso en la polinizacion de Cupressaceae-Taxaceae. También se observa
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que se alcanzaron maximos absolutos en las concentraciones polinicas en el mes de

febrero de 2011 (Figura 33).

Aunque de forma global se considera que los recuentos polinicos son de gran utilidad para

interpretar la relacion entre la sensibilizacion y los sintomas de alergia, no siempre existe

correlacion absoluta entre los recuentos de polen atmosféricos y la expresividad clinica, asi

como tampoco la hay entre los recuentos polinicos y la frecuencia de sensibilizacion a

p6lenes®?. La falta de correlacion se debe a varios factores:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

la gravedad de la polinosis es variable de unos pacientes a otros.

muchos pacientes son alérgicos a multiples especies que florecen y polinizan al
mismo tiempo.

el efecto “priming” o de cebado en el que el umbral de respuesta de la mucosa
nasal y bronquial disminuye a medida que avanza la estacion polinica, de manera
que cada vez es necesaria una exposicion al alérgeno menos intensa para
desencadenar sintomas'%*,

las concentraciones de polenes obtenidas dependen de la localizacion de los
captadores de polen. En zonas cercanas a la fuente polinica los recuentos de polen
pueden exceder a los registrados en las estaciones captadoras®2S.

la exposicion humana a los polenes varia dependiendo de la actividad!'® (cortar el
césped, trabajar en lugares climatizados y cerrados, etc).

la presencia de particulas alergénicas de pequefio tamafio puede provocar que los
pacientes mas sensibles inicien los sintomas de alergia hasta dos semanas antes del
inicio de la polinizacion detectable'?’.

los niveles de polen atmosférico necesarios para desencadenar sintomas son
variables de un polen a otro. Por ejemplo 50 granos de polen/m’ para los polenes de
gramineas®?’ y 400 granos de polen/m? para el polen de olivo™?.

la concentracion de los aeroalérgenos especificos puede ser independiente de los
recuentos del polen de donde proceden, como se ha demostrado para el polen de

Platanus acerifolia donde las concentraciones de la proteina Pla a 1 no siguen la

misma distribucion que las concentraciones de polen®*,
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En el caso concreto de la polinizacion de Cupressaceae-Taxaceae en el ano 2011 se
puede observar una buena relaciéon entre los recuentos polinicos y la presencia de
sintomatologia compatible con el polen de ciprés, lo que permitié establecer un patron
oro . Se observa en la grafica con doble eje (Figura 35) que no hay superposicion polinica
de envergadura que pueda solaparse a la polinizacion de Cupressaceae-Taxaceae. Los
recuentos polinicos de Fraxinus, Corylus y Urticaceas son inferiores a 20 granos de
polen/m’ mientras que los recuentos de polen de Cupressaceae-Taxaceae estan por
encima de los 100 a 200 granos de polen/m?® la gran mayoria de dias excepto un dia en

febrero (dia 28) y 13 dias de marzo de 2011 (Anexo 6).

CALENDARIO DE SINTOMAS

Los pacientes incluidos en este estudio no fueron monitorizados sino que siguieron la
rutina de la préctica clinica habitual en una consulta externa de un Hospital, donde el
porcentaje de no presentados en primeras visita y visitas de seguimiento es elevado. Por
ello el seguimiento de la sintomatologia de los pacientes de una manera objetiva se

alcanzo6 en menos del 50% de los pacientes.

En base al modelo de polinizacion de Juniperus ashei, se requieren por lo menos 3 dias
consecutivos de 50 granos/m?® para la aparicion de sintomas suficientes de alergia, pero

no excesivos>?’

. Asi que, en base al calendario polinico del polen de Cupressaceae en
2011, se consider6 que los pacientes con sintomas por polen de Cupressaceae eran
aquellos que presentaron sintomas compatibles con alergia respiratoria los meses de enero
o febrero y marzo de 2011, pero no aquéllos que iniciaban la sintomatologia en marzo,
pues en marzo inician la polinizacidn otras especies relevantes como Parietaria judaica,

el pino o el fresno.

El 74% de la muestra no presentd sintomas durante la temporada de polinizacion de
Cupressaceae, y de los que si presentaron sintomas, la mayoria fueron en forma de
rinoconjuntivitis (16%) y rinitis (9%). Este hecho pone de manifiesto la relevancia de la

sensibilizacion asintomatica en esta poeblacion.
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Este porcentaje de pacientes sensibilizados sin sintomas de alergia es superior a estudios
previos. En general, se habia descrito que alrededor del 43% de los pacientes con una IgE
positiva a alérgenos inhalados no presentaban sintomas respiratorios®*°. En el caso del
ciprés, se ha detectado que solamente entre un 36,5% y un 46,4%28! 175 33! de pacientes
con IgE especifica positiva y prick test positivo presentan sintomas. En poblacion
pediatrica, en una cohorte de 651 nifios con rinitis alérgica por polenes se vid que mientras
el 96% de los sensibilizados a polen de gramineas presentaban sintomas de alergia, solo
el 64% de los pacientes sensibilizados a polen de Cupressus arizonica presentaban

sintomas durante la estacion polinica®’®

. De nuevo, este hecho podria explicarse por la
elevada polisensibilizacion de la muestra tanto en nifios como en adultos lo que provoca
que los pacientes consulten al médico por sintomas relacionados con otros pdlenes antes
de aparecer la sintomatologia por polen de Cupresssaceae, y que por lo tanto, a pesar de
constatarse sensibilizacion, esta se halla en una fase preclinica o se trata de una

sensibilizacion sin expresividad clinica (sensibilizacion inocente).

Se demuestra que la mayoria de las sensibilizaciones a polen de ciprés en la muestra del
estudio son asintomaticas, por lo que son pacientes sensibilizados no alérgicos. En cuanto
a la expresividad clinica, destaca la rinoconjuntivitis persistente moderada y la casi
ausencia de asma, lo que coincide con publicaciones anteriores??*?%!-*32_ Posteriormente,
un estudio francés mostrd que la alergia a ciprés se caracteriza por una alta prevalencia
de tos seca y una baja prevalencia de conjuntivitis en comparacion con los pacientes
alérgicos a polen de gramineas®®. Sin embargo en este estudio la tos espasmodica

representa solamente un 1% de la sintomatologia total.

Se han propuesto varios factores para explicar la diferencia entre pacientes sensibilizados
asintomaticos y pacientes alérgicos: la historia familiar de atopia, los niveles de IgE, IgE
especifica e IgG, el grado de policlonalidad de los epitopos especificos de la IgE, factores
serologicos todavia no identificados, el equilibrio de las células T reguladoras y las
células Th1/Th2, los polimorfismos del receptor de alta afinidad de la IgE y otros factores
que regularian su actividad en las células***. En este sentido se ha comprobado en la
poblacion estudiada que los valores de las IgE especificas a los diferentes extractos

probados de polen de Cupressaceae y a los alérgenos moleculares son mas elevados en
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los pacientes alérgicos que en los pacientes asintomaticos de forma significativa (Tabla

19) y que no se encuentran diferencias en cuanto a los antecedentes familiares de atopia.

Otro factor seria el nivel de exposicion de los pacientes al polen, ya que en areas con
elevada exposicion a alérgenos del polen aumenta el riesgo de desarrollar rinitis
alérgica'’®, aumentan los niveles de IgE especifica®® y se facilita la sensibilizacion a
alérgenos menores y la tolerancia hacia alérgenos principales. Ademas, esto tiene

implicaciones en los patrones de reactividades cruzadas detectados en los pacientes>*¢.

Las recomendaciones derivadas de este estudio para la practica clinica serian: realizar el
diagnostico in vivo de la sensibilizacidn a polen de ciprés con 2 extractos (Cupressus
arizonica y Juniperus ashei) para aumentar la sensibilidad, realizar determinaciones in
vitro de las IgE especificas a polen de Cupressus arizonica, del alérgeno individual Cup
a 1 y de los alérgenos considerados CCD bearing-proteins como Phlp 4, Pla2 o Jugr
2. Por ultimo, a pesar de la baja especificidad mostrada, se puede plantear la realizacion
de pruebas de PNE en los casos en los que la sintomatologia clinica y los resultados in

vitro no concluyan el diagnostico.

Para finalizar, aunque esta tesis es basicamente descriptiva, contribuye a valorar de forma
critica las herramientas disponibles para el diagnostico clinico de la alergia a polen de

Cupressaceae en nuestra area de estudio.
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CONCLUSIONES
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Los resultados de la presente tesis permiten concluir que:

I- La incidencia anual de la sensibilizacion a polen de Cupressaceae, por pruebas
cutaneas, en la poblacion del Vallés Occidental con sintomatologia compatible con

alergia respiratoria es de un 15,1%.

2- Los pacientes sensibilizados a polen de ciprés del estudio se caracterizaron por ser
mayoritariamente asintomaticos, presentar una elevada frecuencia de polisensibilizacion,
una predominancia del género masculino en la poblacion pediatrica y un tiempo de

exposicion al polen de ciprés prolongado para desarrollar la sensibilizacion.

El perfil de sensibilizacién a alérgenos individuales reveld que los pacientes estaban
mayoritariamente sensibilizados a Cup a 1 y Cry j 1 y que la polisensibilizaciéon era
principalmente a expensas de sensibilizacion genuina a otras fuentes polinicas. La

sensibilizacion a profilinas y polcalcinas fue baja.

3- Las papulas inducidas por extracto de polen de Cupressus sempervirens son inferiores
a las inducidas por Cupressus arizonica y Juniperus ashei y, en adultos, el extracto de

Cupressus arizonica induce papulas mayores que Juniperus ashei.

4- La sensibilidad y especificidad de las concentraciones de IgE especificas a los
diferentes extractos probados y alérgenos moleculares es inferior al 70% en la poblacion

estudiada.

5- La prueba de provocacion nasal especifica con polen de Juniperus ashei tiene una
elevada sensibilidad pero una muy baja especificidad excepto para la concentracion de 1

IR en la poblacion estudiada.
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ANEXO 1 : Consentimiento informado para pacientes.

FORMULARIO DE INFORMACION

(Ejemplar para el paciente)

Apreciado/a Sr/a:

Nos gustaria invitarle a participar en el estudio “Prevalencia de la sensibilizaciéon a polen

de ciprés en el Vallés Occidental” que se esta realizando en el Hospital de Terrassa.

El estudio se llevara a cabo mediante recogida de los datos del estudio Alergolégico
que se realice a los pacientes con sintomatologia respiratoria sugestiva de alergia a

polenes.

El estudio de la alergia respiratoria consiste en la realizacion de unas pruebas en la piel,
unos analisis, radiografias y unas pruebas de exposicion conjuntival y/o nasal, si es

preciso, para decidir el tratamiento de la alergia.

Si usted esta de acuerdo en participar, tiene que firmar el consentimiento informado.

Si tras leer esta informacién y hablar con el equipo médico, no desea participar en el

estudio, su decisién no afectara en modo alguno a la atencion médica que usted reciba.

La informacion recogida en el estudio sera totalmente confidencial, siendo solo
comunicable al equipo médico que le atiende. Sus respuestas se introduciran en una
base de datos protegida que imposibilitara su identificacion mediante un sistema de
disociacion, de acuerdo con la Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos de

Caracter Personal.
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HOJA DE CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

Titulo del estudio: “Prevalencia de la sensibilizacién a polen de ciprés en el Vallés
Occidental”.

He leido la hoja de informacién al paciente que se me ha entregado.
He podido realizar preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

Comprendo que mi participaciéon es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio cuando quiera, sin tener que dar
explicaciones y sin que esto repercuta en mi atencién médica.

Doy libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha Firma del participante

Firma del investigador principal
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ANEXO 2 : Componentes alérgenicos en el InmunoCAP ISAC112®.

ImmunoCAP ISAC 112 Componentes alergénicos

Componente
alergénico

Fuente del alérgeno

NOMBRE COMUN

NOMBRE LATINO

GRUPO PROTEICO

|IAlérgenos Alimentarios

nGal d 1

Clara de huevo

Gallus domesticus

Ovomucoide

nGal d 2 Clara de huevo Gallus domesticus Ovoalbumina

nGal d 3 Clara de huevo Gallus domesticus Conalbumina/Ovotransferrina
nGal d 5 Yema de huevo/Pollo Gallus domesticus Livetina/Albumina sérica
nBos d 4 Leche de vaca Bos domesticus Alfa-lactoalbimina

nBos d 5 Leche de vaca Bos domesticus Beta-lactoglobulina

nBos d 6 Leche de vaca/Ternera Bos domesticus Albumina sérica

nBos d 8 Leche de vaca Bos domesticus Caseina

nBos d lactoferrin Leche de vaca Bos domesticus Transferrina

rGad e 1 Bacalao Gadus callarias Parvalbumina
nPen m 1 Gamba Penaeus monodon Tropomiosina
nPen m 2 Gamba Penaeus monodon Arginina quinasa
nPen m 4 Gamba Penaeus monodon Proteina de unién a calcio
rAna 02 Anacardo Anacardium occidentale Prme‘f“’ de almacenamiento, 115
globulina
rBer e 1 Nuez de Brasil Berthollefia excelsa Protelpa de almacenamiento, 28
albumina
rCor a 1.0401 Avellana Corylus avellana PR-10
rCor a8 Avellana Corylus avellana LTP
nCor a9 Avellana Corylus avellana Protema de almacenamiento, 11S
globulina
, Proteina de almacenamiento, 2S
nJug r 1 Avellana Juglans regia .
albumina
, Proteina de almacenamiento, 7S
nJug r2 Avellana Juglans regia .
globulina
nJug r 3 Avellana Juglans regia LTP
. . . Proteina de almacenamiento, 2S
nSes i 1 Sésamo Sesamum indicum ]
albumina
rAra h 1 Cacahuete Arachis hypogaea Protema de almacenamiento,7S
globulina
rAra h 2 Cacahuete Arachis hypogaea P“’te'”? de almacenamiento,
Conglutina
rAra h 3 Cacahuete Arachis hypogaea Pr°te'.”a de almacenamiento, 115
globulina
nAra h 6 Cacahuete Arachis hypogaea P“’te'”‘i‘ de almacenamiento,
Conglutina
rArah 8 Cacahuete Arachis hypogaea PR-10
rArah 9 Cacahuete Arachis hypogaea LTP
rGlym4 Soja Glycinemax PR-10
nGlym 5 Soja Glycinemax Proteina dg glmaeenamento,
Beta-conglicinina
hGly m 6 Soja Glycinemax Prlotlellna de almacenamiento,
Glicinina
nFag e 2 Alforfén Fagopyrum esculentum Pr°,te'7‘a de almacenamiento , 28
albumina
rTri a 14 Trigo Triticum aestivum LTP
rTri a 19.0101 Trigo Triticum aestivum Omega-5 gliadina
nTri a ATI Trigo Triticum aestivum
nAct d 1 Kiwi Actinidia deliciosa
nActd 2 Kiwi Actinidia deliciosa Taumatina
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nActd 5 Kiwi Actinidia deliciosa

rAct d 8 Kiwi Actinidia deliciosa PR-10

rApig 1 Apio Apium graveolens PR-10

rMal d 1 Manzana Malus domestica PR-10
rPrup 1 Melocotén Prunus persica PR-10
rPrup 3 Melocotén Prunus persica LTP
|IAeroalérgenos

NnCyn d 1 Grama Cynodon dactylon Graminea grupo 1
rPhip 1 Timotea Phleum pratense Graminea grupo 1
rPhi p 2 Timotea Phleum pratense Graminea grupo 2
nPhl p 4 Timotea Phleum pratense

rPhl p 5 Timotea Phleum pratense Graminea grupo 5
rPhl p 6 Timotea Phleum pratense

rPhip 7 Timotea Phleum pratense Polcalcina
rPhl p 11 Timotea Phleum pratense

rPhip 12 Timotea Phleum pratense Profilina

rAln g 1 Aliso Alnus glutinosa PR-10

rBet v 1 Abedul Betula verrucosa PR-10

rBet v 2 Abedul Betula verrucosa Profilina

rBet v 4 Abedul Betula verrucosa Polcalcina
rCor a 1.0101 Avellano Corylus avellana PR-10

NCry j 1 Cedro japonés Cryptomeria japonica

NnCup a 1 Ciprés Cupressus arizonica

nOle e 1 Olivo Olea europaea

nOle e 7 Olivo Olea europaea LTP

rOle e 9 Olivo Olea europaea

rPla a1 Platano de sombra Platanus acerifolia

nPla a 2 Platano de sombra Platanus acerifolia

rPlaa3 Platano de sombra Plalanus acerifolia LTP

NnAmb a 1 Ambrosia Ambrosia artemisifolia

nArt v 1 Artemisa Artemisia vulgaris

nArt v 3 Artemisa Artemisia vulgaris LTP

rChe a1 Cénigo Chenopodium album

rMer a 1 Mercurial Mercurialis annua Profilina
rParj 2 Hierba de muro Parietaria judaica LTP

rPla 11 Llantén Plantago lanceolata

nSal k 1 Barrilla borde Salsola kali

rCan f 1 Perro Canis familiaris Lipocalina

rCan 2 Perro Canis familiaris Lipocalina

nCan f3 Perro Canis familiaris Albumina sérica
rCan f 5 Perro Canis familiaris Arginina esterasa
rEqu e 1 Caballo Equus caballus Lipocalina

nEqu c3 Caballo Equus caballus Albumina sérica
rFeld 1 Gato Felis domesticus Uteroglobina
nFeld 2 Gato Felis domesticus Albumina sérica
rFel d 4 Gato Felis domesticus Lipocalina

nMus m 1 Ratén Mus musculus Lipocalina

rAlt a 1 Alternaria Altemaria altemata

rAlt a 6 Alternaria Altemaria altemata Enolasa
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rAsp f 1 Aspergillus Aspergillus fumiga tus

rAsp f3 Aspergillus Aspergillus fumigatus

rAspf6 Aspergillus Aspergillus fumigatus Mn superéxido dismutasa
rClah 8 Cladosporium Cladosporium herbarum

rBlot5 Acaros del polvo Blomia tropicalis

nDerf 1 Acaros del polvo Dermatophagoides farinae

rDerf 2 Acaros del polvo Dermatophagoides farinae

nDer p 1 Acaros del polvo Zeerr';f;gg If"?aui oides

rDer p 2 Acaros del polvo Zeerr';f;gg If"? au?s oides

rDer p 10 Acaros del polvo Zeerr';f;gg If"?aui oides Tropomiosina
rLep d 2 I;\I(rf;?:zr?:mien to Lepidoglyphus destructor

Bla9 1 Cucaracha Blaftella germanica

rBla9 2 Cucaracha Blaftella germanica

rBla9 5 Cucaracha Blaftella germanica

nBla 97 Cucaracha Blaftella germanica Tropomiosina
Otros

rApi m 1 Veneno de Abeja Apis mellifera Fosfolipasa A2
nApim4 Veneno de Abeja Apis mellifera Melitina

rPol d 5 Veneno de Avispa Polistes dominulus Antigeno 5
rVes v 5 \c/;r;zrrw]o de Avispa Vespula vulgaris Antigeno 5
rAni s 1 Anisakis Anisakis simplex

rAni s 3 Anisakis Anisakis simplex Tropomiosina
rHev b 1 Latex Hevea brasiliensis

rHev b 3 Latex Hevea brasiliensis

rHev b 5 Latex Hevea brasiliensis

rHev b 6.01 Latex Hevea brasiliensis

rHev b 8 Latex Hevea brasiliensis Profilina
nMUXF3 Epftopo defa ceb
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ANEXO 3: Consentimiento informado para pacientes controles.

HOJA INFORMATIVA PARA CONSENTIMIENTO INFORMADO

(Ejemplar para el paciente)

Apreciado/a Sr/a:

Solicitamos su colaboracion para participar en el estudio “Prevalencia de la
sensibilizaciéon a polen de ciprés en el Vallés Occidental” que se esta realizando en el

Hospital de Terrassa.

El estudio ya se ha realizado en las personas con pruebas de alergia positivas a polen
de ciprés. Se les realizé pruebas en la piel, andlisis, radiografias y pruebas de

exposicion nasal con polen de ciprés.

Precisamos por tanto personas sin alergia a polen de ciprés para realizar pruebas de
exposicion nasal con extracto comercial de polen de ciprés para comparar los resultados

que ya tenemos (grupo control).

Si usted decide participar en el estudio, se le practicara una prueba de provocacion nasal
con polen de ciprés, totalmente indolora. La prueba consiste en aplicar el extracto de
polen de ciprés en forma de spray en la nariz y esperar 15 minutos. Se valora si usted
tiene sintomas de rinitis (estornudos, picor de nariz, obstruccion nasal...) y mediante un
rindémetro acustico, valoramos la obstruccion nasal. Colocamos una sonda en una narina
de la nariz mientras usted respira normalmente durante unos segundos y posteriormente
en la otra narina. La prueba se repite con 3 concentraciones diferentes de polen de
ciprés. La prueba finaliza cundo hay obstruccién de nariz o cuando hemos finalizado
todas las concentraciones de polen. Posteriormente a la prueba usted puede hacer vida

normal.

Los efectos adversos de ésta prueba consisten en sintomas de rinitis (estornudos, picor
de nariz, mucosidad o nariz tapada), y en ocasiones lagrimeo. Excepcionalmente puede
provocar sintomas de ahogo o tos por lo que antes de iniciar la prueba se le realizara
un espirometria. Como usted forma parte de un grupo control, puede ser que no

presente ninguno de estos efectos adversos.
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La participacion en éste estudio es totalmente voluntaria, pudiendo usted abandonar en
cualquier momento, sin tener que dar explicaciones. Su decisién no afectara en modo

alguno a la atencion médica que usted reciba.

La informaciéon recogida en el estudio sera totalmente confidencial, siendo solo
comunicable al equipo médico que le atiende. Sus resultados se introduciran en una
base de datos protegida que imposibilitara su identificacion mediante un sistema de
disociacién, de acuerdo con la Ley Organica 15/1999 de Proteccién de Datos de

Caracter Personal.

HOJA DE CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

Titulo del estudio: “Prevalencia de la sensibilizacién a polen de ciprés en el Vallés
Occidental”.

He leido la hoja de informacién al paciente que se me ha entregado.
He podido realizar preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio cuando quiera, sin tener que dar
explicaciones y sin que esto repercuta en mi atencion médica.

Doy libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha Firma del participante

Firma del investigador principal
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ANEXO 4. Relacion de los valores de IgE especifica sérica para los extractos

completos de Cupressaceae 'y los valores de IgE aCry j1y Cupal.

NR: no realizado. En azul se representan los pacientes pediatricos.

Paciente J. ashei C. sempervirens C. arizonica Cryj1 Cup a1
1 2,38 NR NR NR NR
2 1,53 0,27 0,78 0 2,3
3 2,69 0,16 1,4 NR NR
4 3,82 0,53 2,17 24 7,9
5 8,64 NR 4,44 NR NR
6 12,1 1,86 4,29 NR NR
7 31,8 3,7 9,94 7 37
8 14,7 0,41 4,62 1,7 17
9 17,1 0,56 4,94 0 23
10 24 2,34 10,1 1,7 34
11 1,03 <0,1 0,32 0 2,3
12 10,4 0,39 3,42 NR NR
13 3,57 0,66 1,98 0,6 7,1
14 0,18 <0,1 0,16 0 0,4
15 0,65 <0,1 0,37 0,7 1,8
16 3,71 1,19 2,98 2,7 11
17 0,33 <0,1 <0,1 0 0
18 10,8 0,79 3,23 0 21
19 25,7 2,61 6,03 NR NR
20 3,64 0,64 2,03 0,9 8,1
21 1,22 0,19 0,55 0,3 3
22 12,4 0,97 4,77 0,4 22
23 1,53 0,2 0,64 0,4 3,3
24 2,37 0,36 1,6 0 4.1
25 5,36 0,97 2,12 0 6,3
26 8,52 0,45 2,83 NR NR
27 14,1 0,59 5,32 0 2,7
28 4,82 0,54 2,63 1,4 7,1
29 51,3 19,1 17,1 10 42
30 1,7 0,32 1,33 0 3,6
31 10,6 8,95 7,29 6,7 17
32 8 1 4,01 NR NR
33 31,7 5,36 13 24 34
34 5,82 0,98 2,11 1,1 14
35 8,19 0,75 4,68 0,8 14
36 6,93 2,1 7,25 0,4 13
37 <0,1 NO <0,1 0 0
38 6,01 5,41 1,72 NR NR
39 2,15 1,15 13,4 29 57
40 <0,1 NR 0,13 NR NR
41 8,18 1,55 6,34 0 0
42 7,81 1,35 3,76 1 14
43 14,4 1,69 4,46 NR NR

166




44 3,35 NR 1,71 NR NR
45 5,87 0,63 2,57 1,4 9,1
46 0,75 <01 0,55 1,4 3,1
47 1,9 0,44 1,24 NR NR
48 6,29 1,13 5,43 NR NR
49 3,15 0,55 2,23 1 6,8
50 9,14 2,31 8,37 8 21

51 0,49 0,13 0,26 0 1,1
52 11,4 2,63 3,46 0,8 13
53 0,87 0,28 0,76 0 3,2
54 27,4 4,73 20,1 16 45
55 4,89 0,81 3,93 NR NR
56 3,07 0,59 2,41 0 8,8
57 0,36 0,12 0,31 0 1,4
58 6,61 1,82 2,39 0,9 12
59 1,93 0,48 1,44 0 5

60 0,22 <0,1 0,22 0 0,8
61 19,5 3,79 8,77 4,6 36
62 0,66 0,12 0,54 0 2

63 15,4 3,78 9,55 NR NR
64 10,2 1,45 54 1,3 17
65 0,9 0,24 0,36 1 46
66 1,16 0,33 0,86 0 3,9
67 2,89 0,65 2,3 0,8 6,9
68 4,41 1,44 2,75 1,4 59
69 5,88 1,25 5,22 1,4 12
70 13,7 3,11 9,38 2,8 20
71 1,92 0,59 1,46 0,7 5,1
72 14,1 6,29 4,64 1,3 6,2
73 4,33 1,76 2,52 1 9,4
74 10,7 NR NR NR NR
75 0,15 0,16 0,83 0 0

76 1,44 0,21 0,6 0 2,7
77 56,1 6,8 44,8 5,1 46
78 1,36 0,38 1 0 2,7
79 11,6 2,42 8,59 4,2 24
80 49,3 10,6 31 6,6 45
81 25,3 6,05 18,8 10 35
82 0,78 0,22 0,7 0 2,1
83 1,87 0,45 1,39 0,9 52
84 6,97 1,2 3,9 0,4 7,9
85 2,61 0,32 1,84 NR NR
86 42,9 18,3 28,2 7,1 44
87 0,42 0,17 0,19 0 0

88 16,8 3,01 14,2 4,3 23
89 19,8 3,88 15,4 4,6 30
90 18,5 4,71 10,4 2,3 16
9N 2,28 0,71 2,04 0,4 4,5
92 0,26 <0, 0,31 0 0

93 57 1,49 4,41 0,9 6,2
94 39,2 7,57 34,8 41 33
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95 6,41 2,29 5,7 1,3 6,9
96 1,98 0,33 1,79 0,6 5,1
97 12,7 3,02 13 6,5 26
98 0,73 0,33 0,78 1,8 6,4
99 14,6 4,04 11,8 2,1 21

100 8,49 1,69 6,46 1 16
101 0,7 NR 0,47 NR NR
102 1,64 0,82 1,34 0,4 3,1
103 14,4 4,33 12,1 5,6 31

104 <0,1 NO <0,1 0 0

105 1,54 0,54 1,88 0,3 4,7
106 <0,1 <0,1 <0,1 0 0

107 4,6 1,16 4,17 0,3 8,1
108 6,61 5,74 5,11 0,6 17
109 2,31 0,56 2,47 0,8 6,5
110 5,35 0,97 4,46 NR NR
111 1,17 NR NR 0,9 2,5
112 0,38 NR 0,27 NR NR
113 NR NR 0,13 NR NR
114 NR NR <0,1 NR NR
115 3 0,41 1,08 NR NR
116 89,1 NR NR NR NR
117 2,31 NO NO 4,2 14
118 2,13 0,63 1,66 0,9 3

119 1,05 NR NR NR NR
120 3,78 NR NR NR NR
121 1,16 0,29 0,92 0 24
122 NR NR 0,29 NR NR
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ANEXO 5. Tabla de los resultados de las pruebas de provocacion nasal especifica

con polen de Juniperus ashei y la presencia de sintomas o no durante la estacion

polinica de 2011.

NP: no presentado a sintomatologia. SF: positivo al suero fisiologivco. NP y SF en rojo. En azul los paciente

pediatricos.

PACIENTE RESULTADO SINTOMAS
2 SF NO
4 POSITIVO 0,1 IR Sl
7 POSITIVO 0,01 IR Sl
8 SF NO
9 SF Sl
10 SF NP
11 POSITIVO 0,1 IR NO
20 POSITIVO 100 IR NO
22 SF S|
25 POSITIVO 1 IR S|
26 POSITIVO 1 IR Sl
28 POSITIVO 1 IR NO
30 POSITIVO 100 IR NO
32 POSITIVO 100 IR Sl
33 SF NP
34 POSITIVO 1 IR Sl
36 POSITIVO 1 IR NO
39 POSITIVO 10 IR Sl
41 SF NO
46 POSITIVO 1 IR NO
47 POSITIVO EVA1IR Sl
49 POSITIVO EVA 10 IR Sl
50 SF Sl
51 SF NO
53 POSITIVO 10 IR NO
57 NEGATIVO 100 IR NP
61 POSITIVO 11IR NO
64 POSITIVO 1 IR NO
65 SF NO
67 POSITIVO 0.1 IR NO
68 POSITIVO 0,01 IR NO
70 POSITIVO 10 IR NO
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71 POSITIVO 1 IR NO
72 POSITIVO 1 IR S
73 NEGATIVA NO
75 NEGATIVA NO
76 POSITIVO 0.1 IR NO
77 SF S
78 POSITIVO 1 IR S
81 POSITIVO 10 IR NO
82 POSITIVOO,1 IR NO
86 POSITIVO 0,1 IR S
87 POSITIVO 1 IR NO
89 POSITIVO 10 IR S
90 POSITIVO EVA 1 IR Sl
91 POSITIVO 100 IR NO
92 NEGATIVA NO
93 SF S
95 POSITIVO 100 IR NO
96 POSITIVO 1 IR NO
97 SF NO
98 POSITIVO 1 IR S
102 POSITIVO 0,1 IR S
107 POSITIVO 0,1 IR NO
108 SF NO
111 POSITIVO 0,01 IR NO
121 NEGATIVA NO
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Anexo 6: Recuentos de polen de Cupressaceae hasta marzo de 2011. En rojo los recuentos moderados y

altos.

FECHA Concentracion media diaria polen/m? FECHA Concentracion media diaria polen/m?
01/01/2011 0,7 15/02/2011 203,7
02/01/2011 4,9 16/02/2011 159,6
03/01/2011 7,0 17/02/2011 219,8
04/01/2011 1,4 18/02/2011 145,6
05/01/2011 0,7 19/02/2011 963,2
06/01/2011 5,6 20/02/2011 486,5
07/01/2011 39,9 21/02/2011 605,5
08/01/2011 42,0 22/02/2011 1007,3
09/01/2011 109,2 23/02/2011 2331
10/01/2011 12,6 24/02/2011 422,8
11/01/2011 28,0 25/02/2011 624,4
12/01/2011 21,0 26/02/2011 678,3
13/01/2011 3,5 27/02/2011 300,3
14/01/2011 28,7 28/02/2011 51,1
15/01/2011 49,0 01/03/2011 14,0
16/01/2011 1,4 02/03/2011 109,9
17/01/2011 1,4 03/03/2011 16,8
18/01/2011 8,4 04/03/2011 143,5
19/01/2011 4,2 05/03/2011 91,0
20/01/2011 7,7 06/03/2011 784,7
21/01/2011 45,5 07/03/2011 478,1
22/01/2011 2,8 08/03/2011 291,9
23/01/2011 2,1 09/03/2011 23,1
24/01/2011 1,4 10/03/2011 67,9
25/01/2011 0,7 11/03/2011 174,3
26/01/2011 0,0 12/03/2011 19,6
27/01/2011 1,4 13/03/2011 67,9
28/01/2011 0,7 14/03/2011 112,7
29/01/2011 3,5 15/03/2011 4,2
30/01/2011 4,2 16/03/2011 14,7
31/01/2011 2,8 17/03/2011 144,2
01/02/2011 14,7 18/03/2011 543,9
02/02/2011 10,5 19/03/2011 130,9
03/02/2011 44,1 20/03/2011 39,2
04/02/2011 78,4 21/03/2011 42,7
05/02/2011 154,7 22/03/2011 32,9
06/02/2011 264,6 23/03/2011 4,9
07/02/2011 94,5 24/03/2011 3,5
08/02/2011 85,4 25/03/2011 21,0
09/02/2011 9,8 26/03/2011 21,7
10/02/2011 21,7 27/03/2011 42,7
11/02/2011 93,8 28/03/2011 20,3
12/02/2011 231,0 29/03/2011 14,0
13/02/2011 345,1 30/03/2011 4,9
14/02/2011 340,9 31/03/2011 1,4
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ANEXO 7. Sintomatologia de los pacientes durante la polinizacion del polen de

Cupressaceae en 2011.

Sintomas: NP=no presentado a visita; NO= sin sintomas. RLI: Rinitis leve intermitente; RMI: Rinitis moderada
intermitente; RMP: Rinitis moderada persistente; RCMP: Rinoconjuntivitis moderada persistente; ALI: Asma leve

intermitente; TELIL: Tos espasmddica leve intermitente.
En azul: pacientes pediatricos.

Paciente n° Sintomas en 2011
1 NP
2 NO
3 NP
4 RMI
6 NP
7 RCMP
8 NO
9 RMI
10 NP
12 NP
13 NO
16 NO
17 NP
18 NO
19 NP

20 NO
21 NP
22 RLI
23 NP
25 RLI
28 NO
30 NO
31 NP
32 RCMP + ALI
33 NP
34 NO
35 RCMI
37 NP
39 RCMP
40 NO
41 NO
42 NO
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43 RCLP
45 NP
46 NO
47 RCMP
48 NP
49 RCMI
50 RCMI
51 NO
52 RCMP
53 NO
56 NP
57 NP
58 NP
59 NP
60 NP
61 NO
62 NO
63 RCMP
64 NO
65 NO
66 NO
70 NO
71 NO
73 NO
74 NO
75 NO
76 NO
77 RCMP
78 RCMP
79 NO
80 NP
81 NO
82 NO
84 NO
85 NO
87 NO
88 NP
89 RCMI
90 RCMP
91 NO
92 NO
93 RMP + TELI
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94 NP
95 NO
96 NO
97 NO
98 RMP
99 NO
100 NO
101 NO
102 RMP
103 NP
104 NO
106 NO
107 NO
108 NO
110 NO
111 NO
112 NO
113 NO
114 NO
115 NO
117 NP
119 NO
120 NO
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