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La desertizaciéon es cada dia mas importante en nuestro pais y en concreto en
nuestra comunidad, Aragon, donde la cuarta parte del suelo se encuentra afectado.
El 28,66% de la superficie de la comunidad, es decir, 13.676 kilbmetros cuadrados,
el equivalente del territorio que ocupa la provincia de Teruel, se encuentra en esta
situacion y la provincia de Zaragoza es una de las mas afectadas.

Figura 1. Imagen de Los Monegros
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Este hecho hace, que especies como las Quenopodiaceas, con una gran capaci-
dad de adaptacion a los cambios climaticos, y a terrenos cuya vegetacion natural ha
sido dafiada por fenémenos ambientales, como la sequia o la salinizacién del suelo,
hayan aumentado su expansion y crecimiento. En la figura 1 se puede apreciar alguno
de los rasgos paisajisticos de este bello entorno.

La sensibilizacion a polen de Quenopodiaceas, es actualmente la tercera cau-
sa de rinitis/asma alérgica en Zaragoza y la polinizacién de las diferentes especies,
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se produce durante mas de 6 meses, comprendiendo desde marzo hasta octubre, lo
que deriva en sintomatologia en los pacientes, durante un amplio periodo de tiempo.

Por todo ello, la sensibilizacion y clinica debida a polen de Quenopodiaceas, es
cada vez mas relevante y tiene en este momento una importante repercusion social,
econdmica y sanitaria, en nuestra area.

En los ultimos afos, en el Hospital Clinico Universitario de Zaragoza, se han desa-
rrollado, diferentes estudios en la poblacién de Zaragoza, para valorar la sintomatolo-
gia de los pacientes alérgicos a este polen, y el desarrollo de un tratamiento a través
de inmunoterapia especifica. En el estudio realizado por Colas y cols, se observo, que
pacientes monosensibles a polen de quenopodiaceas, referian sintomas desde mayo
hasta octubre, encontrando las maximas concentraciones de polen en los meses de
julio y agosto. Posteriormente en el estudio EPOSAL realizado por la Dra. Ferrer y cols,
con pacientes monosensibilizados a polen de quenopodiaceas durante los afios 2007-
8, concluyeron que la polinizacién de C. dlbum no se correlacionaba con la sintomato-
logia de los pacientes y S. kali, parecia no ser la Unica responsable de la sintomatolo-
gia, siendo necesario tener en cuenta otras especies como C. vulvaria y A. patula.

El estudio que presentamos, es una continuacioén del estudio EPOSAL. Su objetivo
es mejorar el conocimiento de las especies de quenopodiaceas de nuestro entorno,
su relevancia clinica y la reactividad cruzada entre ellas, con la finalidad de mejorar
tanto el diagnéstico como el tratamiento.

A lo largo de la exposicion del mismo, vamos a intentar ir respondiendo a diferentes
cuestiones:

¢ ; Podemos identificar perfiles clinicos en pacientes monosensibilizados a po-
len de Quenopodiaceas?

¢ ;Qué especies de Quenopodiaceas son mas relevantes en nuestra zona y qué
repercusion tienen en la clinica?

¢ ;Qué relaciéon encontramos entre los patrones clinicos y los alérgenos mas
relevantes?

¢ ;Debemos considerar nuevos alérgenos para inmunoterapia?

Se trata de un estudio observacional, descriptivo, en el que se incluye a pacientes
atendidos en el Servicio de Alergia del Hospital Clinico de Zaragoza, en 2009, todos
ellos monosensibilizados a polen de Quenopodiaceas.

El esquema de estudio (Figura 2) es el siguiente:

¢ Estudio clinico: en el que se recogen los datos clinicos de seguimiento de nues-
tros pacientes.

e Estudio ambiental, en le que se incluye el recuento de polen ambiental de Que-
nopodiaceas y la floracién de las especies mas abundantes en nuestra zona.
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¢ Estudio invitro, que evalua Ig E especifica e inmunoblot para las diferentes es-
pecies de quenopodiaceas, en sueros individuales de cada paciente e inmuno-
blott inhibicidn

¢ Estudio estadistico,con multiples metodologias para correlacionar los datos an-
teriores.

Figura 2. Esquema del estudio EPOSAL 2009
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1. Estudio clinico
1.1. Poblacién a estudio
Se incluyeron 36 pacientes monosensibilizados a polen de quenopodiaceas.
Todos ellos presentaron rinitis y 12 de ellos asociaron asma.
La edad oscilé entre 8 y 75 afios, con una media de 37,9 + 11,2 afos. Y en cuanto
al sexo, 30 fueron mujeres (83%) y 6 hombres (17 %)
1.2. Pruebas cutaneas

Se realizaron pruebas cutaneas intraepidérmicas, para 11 especies de Quenopo-
diaceas, seleccionadas como mas relevantes, por el especialista en botanica que
colaboro6 en el estudio. Estas fueron las siguientes:

— Chenopodiaceae (S. kali, S. vermiculata, S. oppositifolia, A. halimus, A. patula, B.
scopatria, C. album, C. murale, C. opulifolium)

— Amaranthaceae (A. muricatus y A. deflexus)

Todas ellas, fueron positivas, en todos los pacientes a excepcién de C. opolifolium
que soélo fue positiva en 11 de ellos.

En cuanto al analisis de las papulas, aunque la de mayor tamario fue para S. Kali
(7,8 £ 2,3 mm) y la de menor tamafo fue para C. murale (5,7+2,2 mm), las medias de
las diferentes especies presentaron valores similares para la mayoria de ellas.
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1.3. Seguimiento clinico de los pacientes

Se realiz6 a través de 5 visitas en la consulta (Figura 3), coincidiendo con periodos
de floracion de las especies de quenopodiaceas, mas representativas en Zaragoza.

Figura 3. Cronograma del estudio
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En cada una de las 5 visitas, se realiz6 a cada paciente (Figura 5)
— Cuestionarios de calidad de vida:
- Cuestionario ESPRINT para evaluar calidad de vida en rinitis.
- Cuestionario mini-AQLQ, para evaluar calidad de vida en asma.
— Escala analégica visual
— Registro del consumo de medicacion
— Pruebas complementarias
Espirometria forzada
Determinacién de 6xido nitrico exhalado (FeNO)

Figura 5. Variables Clinicas
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1.4. Estudio estadistico

Para poder identificar perfiles clinicos, es decir, pacientes con comportamiento
similar, se utilizaron analisis cluster o de conglomerados.

Los datos y variables que se utilizaron para el andlisis, fueron inicialmente las di-
ferentes variables clinicas por separado y a partir de estas, se construyeron otras,
combinandolas entre si y siguiendo la siguiente estructura:

- incluyendo a todos los pacientes

— pacientes con asma: con medicacién /sin medicacion

— pacientes sin asma: con medicacién/sin medicacion.

Debido a la amplia extension del estudio, exponemos Unicamente como ejemplo
uno de ellos. Esta variable, incluye a los 36 pacientes que completaron el estudio y se
define como la suma de las escalas ESPRINT y EVA, asi como la utilizacién de medi-
cacion nasal. Se obtiene una escala que toma valores de 0 a 200 y podemos ver que
los pacientes se agrupan en 4 cluster (Figura 6).

Figura 6. Los cuatro tipos de cluster encontrados. El nimero de conglomerados o clister
oscilé para cada variable a estudio, y fue desde 2 a cuatro grupos.

ANALISIS CLUSTER O CONGLOMERADOS ESPRINT + EVA+ MEDICACION NASAL

ESPRINT + EVA + NASAL - Cluster 1 ESPRINT + EVA + NASAL - Cluster 2
=0

e N e : tdiia. Ml el Uil beealifaad  Mesiived

ESPRINT + EVA + NASAL - Cluster 4

Mesthaal  MedfsReal  MetEeal  WestRAal  MeRival Mestutvhel  Medtabvied  AWdfabdel  Medfifead  Mesmitessd

Podriamos responder a la primera pregunta que nos haciamos, afirmando que en
nuestro estudio, hemos encontrado perfiles clinicos diferentes. Los pacientes han
podido agruparse en cluster o grupos de comportamiento similar.
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2. Estudio ambiental
2.1. Recuento de polen ambiental

Los datos de los recuentos de pdlenes de Quenopodiaceas, fueron cedidos por los
Drs. Pola y Zapata, responsables de la estacion de recuento de pdlenes de la SEAIC

en Zaragoza, que consta de un captador de pdlenes de tipo Burkaard, a 15 m de al-
tura 'y con un flujo de aspiracién de 10 L/min.

La polinizaciéon de Chenopodiacea/Amaranthaceae para Zaragoza en 2009, se re-
gistrd entre abril y octubre, alcanzando el maximo absoluto de la temporada, de casi
80 granos/m? a finales de agosto, con el nivel maximo de polinizacién.

En la siguiente ilustracion, representamos los niveles de polen ambiental recogidos
en Zaragoza en el afo 2009 (Figura 7).

Figura 7. Concentracion de polen de quenopodiaceas en 2009
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2.2. Fenologia de la floracion de las especies de Quenopodiaceas

Se realizé el seguimiento y evaluacion, del estado de floracién y polinizaciéon de
un listado de especies de la familia Chenopodiaceae y Amaranthaceae en el entorno
urbano de Zaragoza y cercanias, en un radio aproximado de 8 a 10km desde mayo
hasta principio de octubre de 2009.

En el mapa podemos ver los puntos de observacién (Figura 8), que se encuentran
en los cuadrantes noroeste, suroeste y sureste del entorno de Zaragoza capital. Se
cubrieron asi las principales direcciones de los vientos dominantes de componente



IMPORTANCIA CLINICA DE LAS DIFERENTES ESPECIES DE QUENOPODIACEAS EN ARAGON 21

Figura 8. Situacion de los puntos de observacion de la floracion de las distintas especies
de quenopodiaceas con su entorno caracteristico
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oeste-noroeste y sureste que son, en principio, los responsables de arrastrar el polen
hacia la ciudad.

Se siguieron dos métodos de observacion: un método general aplicado a las 11
especies indicadas anteriormente mas abajo para determinar el estado global de flo-
racion y otro, mas especifico y detallado, aplicado a las especies mas abundantes
y que mas podian contribuir a la aportaciéon de polen al aire, que fueron: S. kali, S.
vermiculata, C.album, C.opolifolium, B.scoparia, B.vulgaris, A. halimus.

Método general
Por el método general se estimaron tres categorias o niveles de floracion:

— Nivel I: Floracion escasa, cuando alguno ejemplares aislados o dispersos se en-
contraban en floracién

— Nivel Il. Floracién media. Grupos continuos de ejemplares en floracién

— Nivel lll: Floracion alta. La mayor parte de ejemplares, presentaban flores en
abundancia

Método especifico

Dicho método consistié en el seguimiento individualizado de un ndmero suficiente
de plantas representativas que han sido previamente marcadas, para registrar el por-
centaje de ramas que presentan flores masculinas en antesis.

Se determiné tanto el porcentaje de ejemplares que presentaron flores en un 25%
0 mas, de sus ramas, asi como el porcentaje total de ramas con flores de todos los
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ejemplares marcados. Con este método especifico de caracter semicuantitativo se
pretendid detectar con mayor precisiéon el momento de maxima polinizacién de la
especies objeto de seguimiento (Figura 9).

Figura 9. Metodologia especifica de evaluacion de la floracién

FENOLOGIA
METODO ESPECIFICO SEMICUANTITATIVO DE ORSHAN

S. vermiculata

100 porcentaje de ejemplares que
90 T ——
R presentaron el 25% o mas de
g A sus ramas con flores
g - AVARVE
s \//\
w
o //// \/\ \-\-—-/\-—q
% Y A .
20 V- ~X porcentaje de ramas con
‘Z N— flores considerando a todos
I S S S los ejemplares marcados

2.3. Resultados floracion método general

Como observacion general se puede decir que se encontraron plantas en floracion
de las familias Chenopodiaceae y Amaranthaceae durante todo el periodo de estudio,
desde mediados de abril hasta primeros de octubre.

Podemos destacar la floracién muy corta en el tiempo, aproximadamente 1 mes,
para B. vulgaris y C. murale al principio de la temporada en abril-mayo y A. prostrata'y
A. patula Gnicamente en septiembre. El resto de especies, presentan varios meses de
floracion entre junio y septiembre, con un gran solapamiento entre ellas, por lo que es
habitual normal encontrar varias especies polinizando a la vez, aunque con diferente
grado de intensidad.

2.4. Resultados de la floracion. Método especifico

Si comparamos las floraciones de estas especies, podemos apreciar que algunas
de ellas, presentan una floracién muy larga en el tiempo pero con unos niveles muy
bajos de floracién como ocurre con C. Album y C.opolifolium (Figura 10).

En cambio las otras 4 especies, con periodos de floracién maximo entre junio y
septiembre, presentas niveles de floraciéon mucho mas elevados, con picos maximos
muy altos (Figura 11).
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Ambos datos deben considerarse al valorar la relacién de su floracién con la clinica
presentada por los pacientes.

Figura 10
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2.5. Comparacion del recuento de polen ambiental y la floracién de las especies

Cotejando los datos de recuentos de pdlenes de Chenopodiaceae/Amaranthaceae
para Zaragoza,, con los datos de campo, se ve que existe coincidencia de fechas del
maximo absoluto de la temporada, que fue de casi 80 granos/m? a finales de agosto
de 2009, con el nivel maximo de polinizacién observada en el campo para B. scoparia
a lo que hay que sumar unos elevados niveles de polinizacién de A. halimus, ademas
de S. kali y S. vermiculata.

2.6. Comparacion de los perfiles clinicos con el nivel de polen ambiental
y la floracién de las especies.

Los perfiles clinicos obtenidos, se correlacionaron con las 7 especies de queno-
podiaceas cuya floracion se siguié de forma mas detallada: S. kali, S. vermiculata,
C.album, C.opolifolium, B.scoparia, B.vulgaris, A. halimus y también con el recuento
de polen de quenopodiaceas, ambiental.

La metodologia estadistica que se utilizo fue la estandarizacién y comparacion
de medias.

Se compararon estas medias estandarizadas con las medias estandarizadas de la
floracién de cada una de las especies y se calcularon las diferencias entre las medias
para decidir si los grupos encontrados se ajustaban a la floracion. Se pretende asi
inferir si los sintomas de cada grupo de pacientes pueden o no guardar relaciéon con
la floracion de una cierta planta (Figura 12).

Figura 12
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De los datos obtenidos, podemos decir, que algunos de los clusters de las varia-
bles clinicas, presentan un buen ajuste con el recuento de polen ambiental, pero no
todos. En trabajos como el de la Dra. Ferrer, se planteaba la hipétesis de que algunas
especies que no tienen una gran relevancia en la suma total de polen ambiental, po-
drian estar causando sintomatologia de estos pacientes.

De los resultados obtenidos al comparar los perfiles clinicos y la floracion de las
especies de Quenopodiaceas, se observa en general, que hay relacion entre la evolu-
cion temporal de los sintomas de alguno de los grupos de pacientes con la floracién
de alguna de las especies a estudio. Esta similitud sugiere que hay pacientes que
presentan sensibilidad a esa floracion, mientras que otros no.

De todo ello, podemos afirmar que existen perfiles clinicos que se corresponden
con determinadas floraciones de quenopodiaceas y no con otras, siendo las que ma-
yor ajuste presentaron S. kali, S. vermiculata, B. scoparia y A. halimus (Figura 13).

También pudimos ver que C. Album, no presentd ajuste con ninguna de las varia-
bles clinicas de los pacientes y C. opolifolium lo hizo de forma muy aislada.

Figura 13
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3. Estudio in vitro

El estudio se realiz6 para las cuatro especies mas relevantes en el seguimiento de
campo realizado en nuestra area y en el analisis detallado de la floracién y que pre-
sentaron una mayor correlacion con los perfiles clinicos de los pacientes.

Estas especies fueron: S. kali, S. vermiculata, B. scoparia yA. halimus

Para la caracterizacion de los sueros de los pacientes se realizaron los siguientes
ensayos (Figura 14):
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Figura 14
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e Determinacion de la IgE especifica: En las muestras de suero , de forma indi-
vidual, de pacientes monosensibilizados a Quenopodiaceas se determiné la IgE
especifica frente a las cuatro especies seleccionadas.

e Perfil alergénico de los pacientes: El suero de los pacientes, se utilizé para reali-
zar un ensayo de inmunoblot, con el que se determiné el perfil alergénico de cada
uno de ellos, para las 4 especies de Quenopodiaceas seleccionadas.

¢ Reactividad cruzada: Los estudios de reactividad cruzada se realizaron median-
te inmunoblot inhibicién, con un pool de sueros, con aquellos que reconocieron
alguna banda en alguno de los 4 extractos mediante inmunoblot.

Figura 15.
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3.1. Resultados de la determinacion de IgE especifica

Como podemos ver, los niveles de IgE especifica mas elevados, con medias muy
similares fueron para S. vermiculata (16,5 £1,8 kU/L) y B. scoparia (15,2+2,9 kU/L),
con cifras menores pero proximas para S. kali. El nivel mas bajo de IgE detectado fue
para A. halimus, con una diferencia muy importante con respecto a las otras espe-
cies.

Se realiz6 asi mismo, un andlisis estadistico de las diferencias entre la IgE de cada
una de las especies, encontrandose Unicamente diferencias significativas con A. ha-
limus, (Figura 15)

3.2. Resultados de la comparacion de los perfiles clinicos,
con la Ig E especifica de las especies

Cada cluster de estas dos variables de sintomas se compararon con los valores de
IgE especifica obtenida para cada una de las especies de quenopodiaceas seleccio-
nadas: S. kali, S. vermiculata, B. scoparia y A. halimus.

Debido al pequefio numero de casos en cada grupo, se utilizo el test no para-
métrico de Kruskal-Wallis, para comprobar si existian diferencias estadisticamente
significativas o no.

A pesar de que se observan diferencias en los valores de IgE para las dos variables
a estudio de los grupos de pacientes con sintomas similares, no se pueden conside-
rar estas diferencias como estadisticamente significativas, debido principalmente al
reducido numero de pacientes en el estudio.

Sdlo en el caso de S. kali, se hallaron diferencias estadisticamente significativas
entre las medias, por lo que seria el primer resultado a confirmar y estudiar en mas
profundidad (Figura 16).

Figura 16.
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3.3. Resultados de la comparacion de los perfiles clinicos,
con la Ig E especifica de las especies

En el grafico de la figura 17, se muestra el nimero de bandas reconocidas en el
total de los pacientes, dentro de cada uno de los intervalos de tamafio establecidos
(Figura 17).

Figura 17.
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Al analizar estos resultados, podermos apreciar las diferentes bandas proteicas y
su tamafio, reconocidas por la IgE presente en los sueros de cada paciente, en rela-
cidn a cada una de las especies de Quenopodiaceas.

En general, los pacientes con mayor reconocimiento de bandas, reconocen los ex-
tractos de las cuatro especies. Sin embargo, cinco de los pacientes (14%), solamente
reconocen bandas en los extractos de S. vermiculata y B. scoparia.

En S. kaliy S. vermiculata, reconocen un nimero similar de bandas, siendo A. hali-
mus, el extracto en el que se ha reconocido un nimero menor de ellas.

En cuanto al tamafo de las bandas, podemos decir que el mayor nimero de ellas,
en los extractos de las 4 especies, se encuentra en rangos de entre 20 a 50 kDa. En
el caso de S. kali y S. vermiculata, también se encuentra un alto reconocimiento de
bandas de 10 a 20 kDa que no ocurre en el caso de B. scoparia 'y A halimus.

En cuanto al perfil de reconocimiento de estas bandas, vemos que el que presentan
S. Kaliy S. vermiculata es muy similar. No ocurriendo asi en los otros dos extractos.
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Finalmente, comparando el nivel de IgE especifica para cada especie de quenopo-
diaceas, de cada uno de los pacientes hemos podido comprobar que no tiene rela-
cioén con el numero ni la intensidad de las bandas proteicas alergénicas reconocidas
en el inmunoblot.

3.4. Resultados de la comparacion de los perfiles clinicos, con las bandas proteicas

Para ello se utilizé como metodologia estadistica, la comparacién de medias. Se
comparo la media de la suma de las bandas, teniendo en cuenta su rango de tamafio,
con los cluster clinicos de los pacientes.

Mediante un analisis descriptivo, podemos decir que el reconocimiento de bandas
alergénicas para los 4 cluster es muy elevado entre las bandas de entre 10 a 50 kDa.
Aunque este reconocimiento presenta caracteristicas similares, vemos que en el clus-
ter 1 aparece un elevado reconocimiento de bandas de entre 15 y 25 kDa, significati-
vamente mayor que en los otros 3 cluster (Figura 18).
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Asi mismo en los cluster 1 y 3 aparece un moderado reconocimiento de las bandas
de entre 55 y 65 kDa.

Las bandas mayores de 65 KDa, no son apenas reconocidas por los cluster.

Podriamos decir por lo tanto que los alérgenos responsables de la sintomatologia
de los pacientes, son bandas entre 10 a 50 kDa. Aunque los perfiles inmunoldgicos
de los pacientes son muy similares, podemos ver diferencias, como es el caso del
cluster 1 en el que las bandas de entre 15 y 25 kDa, tendrian una mayor repercusion
clinica que en los otros cluster. Asi mismo, no encontrariamos relacién clinica apenas
con bandas mayores de 65KDa.
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Podemos decir que el reconocimiento de bandas alergénicas para el cluster 1y 2
es de rangos entre 10 y 60 kDa a excepcion del cluster 3 que unicamente reconoce
bandas de entre 30 y 45 kDa y elevado entre las bandas de entre 10 a 50 kDa. Aun-
que este reconocimiento presenta caracteristicas similares, vemos que en el cluster
1 aparece un elevado reconocimiento de bandas de entre 15 y 25 kDa, significativa-
mente mayor que en los otros dos cluster al igual que ocurria con la variable anterior.
También en el cluster 1 se reconocen bandas de rangos de entre 70 y 90 kDa vy el
cluster 2 de entre 80 y 90 kDa.. De nuevo vemos que aunque hay mucha similitud en
el reconocimiento de proteinas alergénicas por todos los grupos de pacientes, tam-
bién existen diferencias y algunas excepciones (Figura 19).

Figura 19
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3.4. Reactividad cruzada entre especies

S. kali y S. vermiculata presentan una elevada reactividad cruzada entre ellas pero
no completa, ya que aparece una banda de unos 40KDa en S. vermiculata que no es
inhibida por S. kali.

S. kali y S. vermiculata tienen también una elevada reactividad cruzada con A. hali-
mus y B. scoparia.

B. scoparia presenta una reactividad cruzada completa con A. halimus, ya que inhibe
su reconocimiento de forma completa y de forma parcial con S. kali y S. vermiculata.

A. halimus es la que menos capacidad de inhibicion presenta. Dado que se inhibe
completamente con el resto de extractos y él no es capaz de inhibir al resto. Esto nos
indicaria que la sensibilizacion a este alérgeno es por reactividad cruzada y que el
sensibilizador primario es Salsola y/o Bassia (Figura 20).
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Figura 20
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Por todo lo expuesto podemos concluir lo siguiente:

— Podemos identificar perfiles clinicos en pacientes monosensibilizados a polen de
Quenopodiaceas.

— Las floraciones de S. kali, S. vermiculata, B. scoparia y A. halimus fueron las que
mayor ajuste presentaron con los perfiles clinicos.

— C. album, una de las especies, considerada tradicionalmente como parte funda-
mental en la alergia a quenopodiaceas en nuestra zona, no ha presentado ninguna
relacién con los perfiles clinicos de nuestros pacientes.

— La sintomatologia de algunos de los grupos de pacientes, se ajustan bien a la flora-
cion de A. halimus, deberia tenerse en cuenta en estudios futuros.

— La reactividad cruzada entre S. kali y S. vermiculata es alta, pero no completa, al
igual que ocurre con B. scoparia.

— Las conclusiones anteriores, nos llevan a proponer cambios en el diagndstico y
tratamiento actual de alergia a Quenopodiaceas en Zaragoza. Por un lado dejar de
considerar a C. album, como parte de ellos. Confirmar a S. kali, como parte funda-
mental y valorar afiadir especies como S. vermiculata y B. scoparia.
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