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RESUMEN

En los ultimos afios se ha registrado un incremento sustancial en el nimero de pacientes
sensibilizados al polen de Olea en la provincia de Alicante, a pesar de tener esta una baja
densidad de cultivo del olivo. EIl presente trabajo de investigacion busca determinar las
caracteristicas aerbioldgicas del polen de Olea en la zona de Alicante (2010-2015), e
identificar y cuantificar el transporte del mismo desde otras regiones de origen, definiendo
para ello un nuevo parametro denominado indice Polinico Externo (EPI, del inglés o
external pollen index). El estudio también pretende establecer los niveles de exposicion
al polen de Olea en la ciudad de Alicante mediante una nueva metodologia basada en

percentiles estadisticos.

Los niveles anuales de polen de Olea registrados en Alicante mostraron: concentraciones
maximas durante el mes de mayo, poca correlacion con los factores meteoroldgicos
locales y una importante contribucién procedente de areas fuente situadas en el oeste de
la Peninsula Ibérica. En base a ello, el EPI se definié como la suma de las aportaciones
de polen transportado por masas de aire procedentes del suroeste y noroeste de Espafia.
La contribucion de aportes foraneos se obtuvo mediante andlisis cluster. La buena
correlacion entre el EPI y la concentracion polinica anual (APIn annual pollen integral)
(R?0,818; p-valor 0,013) sugiere que el aporte total de polen de las regiones del oeste
puede ser un buen predictor del APIn del polen de Olea registrado en Alicante. Se ha
estimado que, en ausencia de las citadas contribuciones externas, la concentracién anual
de polen de Olea en el area de estudio se establece alrededor de 1300 polen/m®. De la
citada metodologia basada en percentiles, se pudieron determinar los niveles de
exposicion para el polen de Olea en la ciudad de Alicante, los cuales fueron: bajo (<20
polen/m?), moderado (20-50 polen/m?), alto (51-100 polen/m®) y muy alto (>100
polen/m?). Los niveles de exposicion altos y muy altos se asociaron con contribuciones

del noroeste y suroeste peninsular respectivamente.
Las investigaciones futuras deberian considerar las contribuciones EPI en los modelos de

prediccion para obtener una mejor estimacion de los niveles de polen en Alicante y, en

consecuencia, mejorar la informacion proporcionada a la poblacion alérgica.
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ABSTRACT

In recent years there has been a substantial increase in the number of patients with allergic
sensitization to Olea pollen in the province of Alicante located in southeastern Spain,
despite there being a low density of olive cultivation. The present investigation seeks to
determine the aerobiological characteristics of Olea pollen in the city of Alicante (2010-
2015), and identify and quantify the transport of Olea pollen from other source regions,
defining a new parameter called External Pollen Index (EPI). This study also aims to
define the Olea pollen exposure levels in Alicante by means of a new method based on
statistical percentiles.

The annual levels of olive pollen registered in Alicante showed: maximum concentrations
in the month of May, low correlation with local meteorological parameters and significant
contribution to the pollen levels from the Western Iberian Peninsula. Thus, the EPI is
defined as the sum of the contributions of pollen transported by air masses from
southwestern and northwestern Spain. These external contributions were obtained by
cluster analysis. The good lineal correlation between the EPI and the annual pollen
integral (APIn) (R?=0,818; p-valor 0,013) suggests that the total contribution of pollen
from western regions may be a good predictor of the APIn of Olea pollen registered in
Alicante. It has been estimated that, in the absence of external contributions, the annual
Olea pollen levels in the study area would be around 1300 pollen/m?. The following Olea
pollen exposure levels were determined in Alicante using a new method based on
statistical percentiles: Low (<20 pollen/m®), Moderate (20-50 pollen/m?), High (51-100
pollen/m®) and Very High (>100 pollen/m®). High and very high exposure levels were

associated with northwestern and southwestern contributions, respectively.
Future research should consider EPI contributions in prediction models in order to get a

better estimation of pollen levels in Alicante and, consequently, improve the information

provided to the allergic population.
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1. Introduccion

Los granos de polen transportados por el aire son ampliamente conocidos por ser uno de
los factores de alergia mas importantes que afectan la salud humana. En Europa se ha
observado un aumento de la prevalencia de alergias de hasta un 40% debido a varias
causas antropogénicas, como la urbanizacion excesiva, el aumento de la contaminacion
del aire, el uso frecuente de plantas productoras de polen alergénico y una distribucion

desigual de la poblacién humana (D'Amato, et al., 2007).

En general, existe un aumento en la incidencia de enfermos con alergias respiratorias a
nivel mundial. Las causas de dicho aumento, aunque no se conocen con certeza, apuntan
hacia aspectos que tienen que ver tanto con el individuo como con factores ambientales
de carécter bioldgico y meteoroldgico, ademas, de los antropogenicos. Las enfermedades
alérgicas representan un problema de salud global que no solo reducen significativamente
la calidad de vida de la poblacidon alérgica, sino que también tienen un impacto econémico

significativo en la sociedad (Zuberbier, et al., 2014).

Aunque es mas que evidente la importancia del polen, concretamente, en Alicante los
estudios realizados son muy escasos, habiéndose observado un aumento sustancial del
namero de pacientes con sensibilizacién alérgica al polen en Elche. En ausencia de un
estudio aerobioldgico mas amplio, dicho aumento se insinla que podria deberse al
registro de dias con concentraciones elevadas (Fernandez, et al., 2015). Asi, en este
trabajo se realiza un amplio estudio aerobioldgico en la ciudad de Alicante, situada
aproximadamente a 20 km de Elche. El estudio se centra en el polen de Olea, taxén que
describe el mayor aumento en la sensibilizacién de la poblacion ilicitana, pasando a ser

la principal causa de polinosis en la zona.

A continuacion, para proporcionar un marco de referencia a los resultados observados, se

describen brevemente el proceso de alergia al polen y el taxdn de Olea.
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1.1. Alergia al polen

La polinosis es una enfermedad que se presenta normalmente durante la primavera-
verano, causada por una reaccion alérgica frente a los pdlenes. En general, las alergias
aparecen cuando el sistema inmunitario reacciona, ante una particula o sustancia que
percibe como extrafia, produciendo una respuesta inmunolégica especifica. Esta respuesta
se caracteriza principalmente por la produccion de anticuerpos especificos
(inmunoglobulinas tipo E o IgE), que identifican al alérgeno como dafiino y se fijan a la
superficie de determinadas células del sistema inmune. En el caso concreto de los pdlenes,
estos llegan a nuestro organismo a través de las mucosas expuestas al aire que nos rodea
y respiramos, es decir, la conjuntiva ocular, la nasal y la del arbol bronquial. En dichas
mucosas se encuentran los mastocitos, células del sistema inmune, que en individuos
sensibilizados al polen tendran fijadas en su superficie las IgE especificas para reconocer
al polen. Asi, ante una nueva entrada de polen, estas lo reconoceran y atraparan
provocando la liberacidn de ciertas sustancias, como la histamina, y, en consecuencia, los
sintomas clinicos de las enfermedades alérgicas (Figura 1). Segun el érgano afectado,
estas son: conjuntivitis (0jos), rinitis (nariz) y asma (bronquios), que pueden aparecer de
forma simultanea en el mismo individuo, o predominar Unicamente los sintomas de una

de ellas.

1. Los alérgenos entran por la nariz y la boca

2. Los alérgenos son absorbidos por los tejidos

o
Y .
- X
R A
X
q)\ o 3. Estimulan a las células inmunes a secretar

anticuerpos (IgE), que se une a ellas

4. La combinacién de ambos, hace que las células inmunes
liberen histamina, provocando inflamacién y secrecién de
moco

Figura 1. Representacion esquemaética de la reaccion del sistema inmune ante la entrada del polen y, en
consecuencia, sus alérgenos. Imagen adaptada de http://defensaeninfeccion.blogspot.com/2017/05/vias-
de-diseminacion-de-agentes.html.
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Las sustancias que tienen capacidad alergénica, no son los propios polenes, sino los
alérgenos que contienen, los cuales son capaces de inducir una respuesta inmunoldgica
mas o0 menos intensa dependiendo de multiples factores como, por ejemplo, su tamafio,
su solubilidad y/o su estructura espacial. Asi, los alérgenos polinicos son proteinas,
glicoproteinas o lipoproteinas de bajo peso molecular, que entran en el organismo tras ser
difundidos a través de la pared del polen cuando este entra en contacto con un medio
himedo, como las mucosas. Por otro lado, los granos de polen se pueden fragmentar
osmoticamente en la atmdsfera, a causa de su hidratacion debido a una elevada humedad
ambiental o la lluvia, generando particulas mas pequefias que transportan a los alérgenos
(Solomon, 2002).

El tamario es uno de los factores que esta directamente relacionado con la alergenicidad
de una molécula o particula inhalada, ya que un menor tamafio permitiria una mayor
penetracion en las vias respiratorias. Asi, las particulas con un didmetro aerodinamica
>10 um, pueden depositarse en diferentes zonas de la buco-faringe. Mientras que, otras
mas pequefias pueden penetrar hasta las vias respiratorias centrales (2,5-10 um), o llegar
a los alvéolos (<2,5 um) (Figura 2) (EPA, 2004).

Conducto nasal i .. L.
postenion —t = Region Extratoracica
- Faite nassl )
Fannge

2y {Parzs oral % >10 um

Laringe

Traquea

Region Traqueobronquial
Bronquio prncipal

2,510 ym

Bronguio

e N G » bt
-— 9 N Q
A )
Bronquiolos oy Region braquial
L g - b
- \ "t e f)| Imerstico alveciar
oo
~ —
"L nh -

Bronquicios
== Temminal dei tronquoio

Region Alveolar
= Bronquioios respiratarios

<25um
- Conducto alveolar «
aiveolo

Figura 2. Regiones del aparato respiratorio humano y capacidad de penetracion de las
particulas segln su tamafio. Imagen adaptada de EPA, 2004.

19



Tesis Doctoral

Segun el tamafio de los granos de polen, la probabilidad de que estos penetren mas alla
de la region extratoracica es escasa y, por tanto, sus alérgenos difundiran rapidamente a
sus mucosas produciendo sintomas conjuntivales y/o nasales. Mientras que sus
fragmentos, de menor tamafo, podrian llegar hasta las vias aéreas mas bajas con el
consiguiente desarrollo de sintomas asmaticos, ademas de los anteriores. Asimismo,
existen estudios que indican que la presencia combinada de particulas contaminantes y
polen, puede generar un incremento en el nimero de pacientes alérgicos y una
exacerbacion de los sintomas (Konishi, et al., 2014). Las particulas contaminantes unidas
al polen pueden desencadenar reacciones quimicas que modifican las sustancias proteicas
del polen aumentando su capacidad alergénica (Emberlin, 1995; Reinmuth-Selzle, et al.,
2017). Por otro lado, las particulas contaminantes pueden actuar como transportadores de
alérgenos polinicos, arrastrandolos hacia lo mas profundo de las vias respiratorias
(Ormstad, 2000; Namork, et al., 2006).

La alergia al polen no tiene cura, pero la poblacion alérgica puede tomar medidas
preventivas para reducir los sintomas y aumentar su calidad de vida, como evitar la
exposicion en los dias de maxima concentracion. Para ello deben conocer la época
principal de polinizacion de los distintos tipos de polen alergénicos en su habitat y su
concentracion en el aire. Esta informacion, ademas, es (til para los profesionales clinicos
para pautar y ajustar adecuadamente los tratamientos farmacoldgicos a sus pacientes
alérgicos, para que estos pueden iniciarlo de manera precoz para evitar el empeoramiento
de los sintomas ya que una vez iniciados, éstos continuaran manifestandose a lo largo de

toda la temporada de polen (Targonski, et al., 1995).

Actualmente, a través de las sociedades y asociaciones aerobioldgicas y alergoldgicas a
nivel regional y nacional se realiza el seguimiento de las concentraciones polinicas en el
aire. Estas entidades realizan de forma sistematica el recuento polinico, mediante la toma
de muestras con captadores volumétricos y su, posterior, analisis por microscopia optica.
La identificacion y recuento de los distintos pdlenes se realiza de forma individualizada
y segun su morfologia (Galan, et al., 2007). A través de esta metodologia solo se
contabilizan los granos de polen integros, pero no los fragmentos que puedan estar
presentes en el aerosol atmosférico. Estos podrian ser la consecuencia de que los

sintomas, sobre todo el asma, no concuerden, con los recuentos polinicos, sobre todo en
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aquellas zonas donde los recuentos no son muy elevados (Sanchez-Mesa, et al., 2005;
Moreno-Grau, et al., 2006; Negrini, et al., 2011; Plaza, et al., 2016). Por ello, surge el
concepto de carga alergénica o concentracion de alérgenos polinicos en el aire, cuya
cuantificacion precisa de métodos inmunoquimicos. Estos junto con los recuentos
polinicos permitirian un mayor acercamiento a la realidad aerobioldgica de cada zona
geogréfica. Sin embargo, el recuento polinico sigue siendo el método maés util y eficaz
como via de informacién polinica, debido a su sencillez, rapidez y menor gasto de

recursos (Zapata Jiménez, 2003).

Las sociedades cientificas, con el fin de facilitar la interpretacion de los recuentos
polinicos a la poblacion alérgica, establece valores umbral de reactividad para los polenes
mas alergénicos. Estos umbrales se refieren a concentraciones de polen asociadas a la
posibilidad de provocar sintomas en un porcentaje bajo, medio o alto de la poblacion
alérgica (Galan, et al., 2007). Dicha informacion es proporcionada de forma
esquematizada por colores, analogamente a un semaforo; rojo para niveles polinicos altos,
que supondrian un riesgo elevado de alergia; naranja para los moderados; y, verde para
las concentraciones bajas, las cuales no supondrian riesgo a la poblacién alérgica. Sin
embargo, la variabilidad en la relacion entre las concentraciones de polen y los sintomas
de alergia ha puesto de relieve las dificultades para encontrar un umbral clinico universal.
Por ejemplo, concentraciones de polen de Olea superiores a 400 granos de polen/m®
causaron sintomas leves de rinitis en la poblacion alérgica de un area con una alta
densidad de olivares (Florido, et al., 1999). Por el contrario, en areas con menor densidad
de cultivos, concentraciones de 162 granos de polen/m? o incluso mucho menores fueron
suficientes para inducir efectos alérgicos (Waisel, et al., 2004; Feo Brito, et al., 2011).
Los valores umbral, ademas de depender de factores clinicos, dependen de otros factores
que condicionan la presencia de polen en una determinada regién, como son la
abundancia de una especie en una zona concreta o las condiciones meteorologicas
particulares de esa regién. Por tanto, los valores umbral seran, en gran medida,

caracteristicos de cada zona geografica (Cecchi, 2013).

21



Tesis Doctoral

1.2. Olea.

El género Olea, segun el sistema de clasificacion botanico, incluye a mas de 30 especies,
la mayoria de ellas, arbustos y arboles (Zohary, 1973). En Espafia, solo esta presente una
de sus especies el olivo (Olea europaea) (Lopez Gonzalez, 2006).

El cultivo del olivo juega un importante papel socioeconomico y cultural, representando
una fuente importante de ingresos (Loumou y Giourga, 2003). La gran extension de
superficie dedicada al cultivo del olivo en la cuenca del Mediterraneo representa el 95%
del cultivo mundial (Figura 3). La region de Andalucia concentra el 15 % de los olivares
a nivel mundial y el 60% de todo el cultivo espafiol, que se concentra principalmente en
las provincias de Jaén y Cérdoba (International Olive Council, 2017). Asi, Andalucia

produce el 80 % del aceite de oliva espariol (Barranco y Rallo, 2000).

Figura 3. Distribucion del cultivo del olivo en la cuenca del Mediterraneo (I0C, 2017).

La alta densidad de superficie de olivares en la cuenca del Mediterraneo convierte al polen
de Olea en una de las principales causas de las enfermedades alérgicas respiratorias
(Gioulekas, et al., 2004; De Linares, et al., 2007; Cebrino, et al., 2017). Es la segunda

22



Alice C. Viney

causa de polinosis en Espafia, y la primera causa en las regiones mas al sur (Florido, et
al., 1999; Feo Brito, et al., 2011). Como consecuencia, el polen de Olea es el mas
abundante en la zona del Mediterraneo, debido a las grandes cantidades de polen (~9,4 x
10* granos de polen por antera) liberadas a la atmosfera durante su temporada de

polinizacién (Ruiz-Valenzuela y Aguilera, 2018; Martinez-Bracero, et al., 2019).

El olivo es una especie vecera en la que se alternan afos de elevada y afios de escasa
produccién, como resultado de un ciclo reproductor bienal. En el primer afio se forman
las yemas, cuyo destino vegetativo (de crecimiento) o reproductor queda determinado por
la cosecha de ese mismo afio, principal factor responsable de variacion interanual de la
floracion (Stutte y Martin, 1986). Las yemas reproductoras dardn lugar a las
inflorescencias en el segundo afio, tras la acumulacion de horas de frio durante el invierno.
Las temperaturas optimas estan comprendidas entre 2,5-15 °C, con un maximo efecto a
12,5 °C (Rallo, et al., 1994), ya que a temperaturas superiores dejan de acumular frio e
incluso pierden parte del frio acumulado y si el frio acumulado no es suficiente la
floracion podria no darse (De Melo-Abreu, et al., 2004). En este sentido, el calentamiento
global y el previsible cambio climéatico afectan, en gran medida, en el proceso

reproductivo del olivo (Rallo y Cuevas, 2017).

Durante la floracién tienen lugar la polinizacion, la fecundacion y el cuajado de frutos.
La polinizacion es la transferencia de polen desde la antera de la flor al estigma de otra
flor, que en el caso del olivo lo realiza el viento (polinizacion anemofila). El polen de
Olea es de pequefio tamafio (< 20 um) lo que le permite dispersarse por la atmosfera con
mucha facilidad, pudiendo permanecer incluso durante varias semanas seguidas en el aire
(Tormo-Molina, et al., 1996; Galan, et al., 2008). La emision de polen a la atmosfera tiene
lugar tras su madurez, mediante la apertura de las anteras o dehiscencia de las flores
(Strassburger, 1994). Este proceso precisa de temperaturas medias diarias superiores a 18
°C, alcanzando su méaxima eflorescencia de la flor en las horas centrales del dia (Richard,
1985). Por otro lado, una elevada humedad relativa del aire (Keijzer, et al., 1996) o la
presencia de precipitaciones (Pérez, et al., 2009; Recio, et al., 2010), por accidn mecanica,
no permiten o dificultan la apertura de las anteras inhibiendo la descarga de polen al

exterior.
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La mayor parte del polen de Olea emitido a la atmosfera queda depositado cerca de la
fuente emisora (Griggs, et al., 1975), mientras que el resto puede ser transportado por el
viento a otros lugares mas alejados (Bullock y Clarke, 2000; Hernandez-Ceballos, et al.,
2011; Koracin, et al., 2011; Rolph, et al., 2014). Estudios recientes del transporte de polen
a mediay larga distancia, tratan sobre fendmenos como la expansion de cultivos a nuevas
areas (Garrido, et al., 2021), la renovacion genética de especies en peligro de extincion
(Lopez-Orozco, et al., 2020) o el desarrollo de estrategias de biocontencién y mitigacion
del flujo transgénico entre cultivos (Zhang, et al., 2021). Existen diferentes modelos
meteoroldgicos que permiten estudiar el transporte como, por ejemplo, SILAM (System
for Integrated modeLling of Atmospheric coMposition), FLEXPART (Flexible Particle
Dispersion model) o HYSPLIT (Hybrid Single Particle Lagrangian Integrated Trajectory
Model).

El modelo HYSPLIT permite simular el movimiento de las masas de aire, desde un punto
(forward) o hasta un punto determinado (back), durante un intervalo de tiempo
determinado (Draxler y Rolph, 2015). Ademas, el modelo mediante el analisis de cluster
permite identificar las principales fuentes de origen. Este modelo ha sido el més utilizado
en el transporte de polenes a corta y media distancia. Asi, amodo de ejemplo, en Izquierdo
et al. (2011) observan que eventos esporadicos de transporte de polen desde el sur de la
Peninsula Ibéricay el norte de Africa, que representan el 89-97 % de los recuentos anuales
de Olea, pueden ser la causa de los episodios de alergia respiratoria en Tenerife. Por otro
lado, en la ciudad de Cdérdoba se determina la influencia del polen transportado desde
otras regiones de la provincia con gran densidad de olivares y en distintos periodos dentro
de la temporada de polinizacion, observandose transporte a corta distancia a principios de
mayo desde el suroeste, a mediados de mayo desde el sur y, desde el este, a finales de

mayo/principios de junio (Hernandez-Ceballos et al., 2014).
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2. Objetivos

El objetivo general de la presente tesis es de realizar el primer estudio aerobioldgico

completo en la ciudad de Alicante.

Con el fin de alcanzar dicho objetivo, se plantean los siguientes objetivos especificos:

¢ Realizar un estudio aerobioldgico del polen de Olea en la ciudad de Alicante, mediante
el andlisis de las concentraciones diarias y bihorarias de polen registradas durante

2010-2015 y su relacién con los pardmetros meteorologicos locales.

¢ Identificar y cuantificar el transporte de polen de Olea desde otras regiones, definiendo

un nuevo parametro, indice polinico externo (EPI, External Pollen Index).
e Determinar los niveles de exposicion al polen de Olea en la ciudad de Alicante
mediante un nuevo método basado en percentiles estadisticos y analisis de regresion

lineal.

e Estimar el riesgo de alergia al polen de Olea en la ciudad de Alicante utilizando los

niveles de riesgo de la REA y los niveles de exposicion determinados para Alicante.
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3. Materiales y métodos

3.1. Area de estudio y potenciales regiones fuente de polen de Olea

La toma de muestra se realizé en la zona norte de la ciudad de Alicante (38°21°48°°N;
0°29°21”’W; 40 msnm). La ciudad, situada en la costa mediterranea al sur de la
Comunidad Valenciana, cuenta con una poblacion de aproximadamente 330.000
habitantes. Segun la clasificacion climéatica de Kdppen, su clima es semiarido célido
(Bsh), con inviernos suaves y veranos largos y secos. Generalmente, el mes mas frio es
enero, con una temperatura media de 12 °C, mientras que agosto registra las temperaturas
mas altas (26 °C). Durante la primavera, cuando se da la estacion de polinizacion del olivo
la temperatura media es ~19 °C. Las precipitaciones anuales suelen ser bajas (<300 I/m?),
concentrandose principalmente en los meses de primavera y otofio. La ciudad registra una
humedad media anual del 66 %, variando muy poco a lo largo del afio debido a su
localizacion costera. El régimen de vientos dominante es el de brisas marinas del sureste

durante los meses mas calidos y vientos procedentes del noroeste en los meses frios.

La figura 4a muestra el porcentaje de superficie cultivada de olivo por comunidades

auténomas en Espafia.

------

*,

5, “Alicante

Estremadurd §

- % ) /
An S L4
: 1 \
Andalus P
- /
t ARV

\ £

Figura 4. a) Localizacién del punto de muestreo y porcentaje de superficies cultivadas de olivo en Espafia
(solo se muestran aquellas regiones donde la superficie cultivada representa >2% de la superficie total
cultivada de olivo en Espafia) (MAPA, 2013). b) Superficie cultivada de olivo en la provincia de Alicante
obtenida de la base de datos CORINE Land Cover (CLC, 2012).
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Se asume que el porcentaje de area agricola dentro de una regidn esta relacionado con las
emisiones relativas de polen de Olea en dicha region. En base a ello, Andalucia es, sin
duda, la regién que méas polen de Olea emite a la atmdsfera, especialmente en las
provincias de Jaén y Codrdoba, seguidas por las regiones de Castilla La Mancha y
Extremadura. Mientras que, la Comunidad Valenciana sdlo representa el 3,7 %, del cual
un tercio aproximadamente corresponderia a la provincia de Alicante. El cultivo de olivo
en la provincia de Alicante se concentra principalmente en tercio norte de la misma
(Figura 4b).

3.2. Datos polinicos y meteorolégicos

Las concentraciones diarias y bihorarias de polen de Olea, en Alicante, durante el periodo
de estudio, se obtuvieron de la estacion polinica que la Sociedad Espafiola de Alergologia
e Inmunologia Clinica (SEAIC) tiene al norte de la ciudad. La estacion cuenta con un
captador tipo Hirst (Burkard Manufacturing Co. Rickmansworth, Hertfordshire, Reino
Unido) con un caudal de 10 I/min, situado en la azotea del Centro de Especialidades del
Hospital General Universitario de Alicante (HGUA), a una altura de aproximadamente

20 metros sobre el nivel del suelo (Figura 5).

Figura 5. Localizacion del captador tipo Hirst (Burkard) en el HGUA.
Imagen disponible en http://www.avaic.es.
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La captacion y analisis del polen fue realizado por el personal del departamento de alergia
del HGUA en colaboracion con la Asociacion Valenciana de Alergia e Inmunologia
Clinica (AVAIC), con el apoyo de Laboratorios Leti, siguiendo el protocolo estandar
elaborado por la Red Espafiola de Aerobiologia (REA) y las recomendaciones minimas

de la Red Europea de Aeroalergenos (EAN).

Los captadores recogen muestras en continuo durante 7 dias y, posteriormente estas son
analizadas al microscopio optico, realizandose un recuento e identificacion individual de
los distintos tipos polinicos segun su morfologia. Se entiende por tipo polinico el conjunto
de caracteres morfoldgicos que presentan los granos de polen y que son una combinacion
unica, que los hace distinguibles e identificables al microscopio electronico en cuanto a
su morfologia polinica, pudiendo ser una agrupacion de familias
(Chenopodiaceae/Amaranthaceae) o géneros similares (Olea) (Figura 6). A partir del
recuento polinico, es decir, nimero de granos de polen contabilizados y su multiplicacion
por un factor el cual tiene en cuenta el volumen de succion de aire muestreado y la
superficie del campo del microscopio utilizado, se obtienen las concentraciones polinicas

expresadas en granos de polen por metro clbico de aire (polen/m?).

Figura 6. Descripcion morfolégica de los granos de polen al microscopio electrénico para su agrupacion
en familias (Chenopodiaceae/Amaranthaceae) (imagen izquierda) o géneros similares (Olea) (imagen
derecha).

A partir de las concentraciones polinicas diarias de Olea se determinaron los parametros

polinicos que caracterizan el periodo de polinizacion:
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= Periodo principal de polinizacién (MPS, Main Pollen Season): periodo de tiempo en
el que se recoge el 95% de polen de Olea, descartando las dos colas de la distribucion
anual (Andersen, 1991).

= Inicio del periodo principal de polinizacion (SPS, Start of Pollen Season): fecha en la
que se registra el 2,5% de la carga total de polen del afio.

= Final del periodo principal de polinizacion (EPS, End of Pollen Season): fecha en la

que se registra el 97,5% de la carga total de polen del afio

= Duracién del periodo principal de polinizacion (LPS, Length of Pollen Season):

numero de dias entre el comienzo y el final de la MPS.

= Concentracion polinica anual (APIn, Annual Pollen Integral): suma de las

concentraciones polinicas diarias registradas durante el afio.

= Concentracién pico (PC, Peak Concentration): concentracion maxima diaria de polen
de Olea registrada durante el afio.

= Fecha de la concentracion pico (PD, Peak Date): fecha en la que se registra la

concentracion pico.

Los datos meteoroldgicos horarios se obtuvieron de la estacion de Rabasa en Alicante,
perteneciente a la Red de Vigilancia y Control de la Calidad del Aire (RVCCA) de la
Generalitat VValenciana, situada a ~2 km al noroeste del punto de muestreo. Las variables
consideradas para este estudio fueron: temperaturas media, maxima y minima; radiacion
solar media; la lluvia acumulada; la humedad relativa media y la velocidad media del

viento.
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3.3. Andlisis de datos

Para caracterizar la aerobiologia del polen de Olea en la ciudad de Alicante, se realizé un
analisis descriptivo determinando la variacion de los parametros polinicos a lo largo del
periodo de estudio y, el patron diario de Olea a partir de las concentraciones polinicas
bihorarias. La tendencia de los pardmetros polinicos a lo largo del estudio, se analizo
empleando el test estadistico de Mann-Kendall. Mediante la prueba no paramétrica de
correlacion de Spearman se estudio la relacion entre las variables meteoroldgicas y las
concentraciones polinicas registradas durante toda la MPS y durante el periodo pre-pico,
(el cual comprende el intervalo temporal que va desde la SPS hasta el PD). Este periodo
también es utilizado para analizar la relacion entre los pardmetros meteoroldgicos y las
concentraciones ya que es mas fiable a la hora de explicar fendémenos como la emisién de
polen (Ribeiro, et al., 2006; Pérez-Badia, et al., 2011).

El origen de las masas de aire que llegaron a Alicante, durante la estacion de polinizacion
de cada afio, se determind mediante el modelo HYSPLIT (Hybrid Single-Particle

Lagrangian Integrated Trajectory model) (Draxler y Rolph, 2015). Para ello:

a) Se simularon retrotrayectorias a intervalos de 2 horas entre trayectorias consecutivas.
Ademas, las retrotrayectorias se simularon durante un periodo de 36 h y a una altura de
500 m a.g.l. Estas dos condiciones de simulacién son debidas a que por un lado sabemos
que el tiempo que tardan las masas de aire en recorrer la distancia existente entre las
distintas regiones fuentes de polen y el punto de muestreo es inferior a 36 horas y, por
otro lado, nos aseguramos que la llegada de la masa de aire que transporta el polen tenga
lugar por debajo de la capa de mezcla (ABL). La informacion meteoroldgica utilizada fue
la base de datos del Sistema Global de Asimilacion de Datos, del Centro Nacional de

Prediccion Ambiental (NCEP), incorporada en el modelo.

b) Se aplico el andlisis de cluster para clasificar las retrotrayectorias simuladas para cada
afio individualmente e identificar los principales origenes de las masas de aire y, a partir
de ellos derivar el posible aporte del polen de Olea transportado desde otras regiones. La
eleccion del numero final de clisteres se determino considerando cambios de mas del
40% en la varianza espacial total (TSV), calculada a medida que los agrupamientos se

emparejaban de forma iterativa.
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Para analizar la influencia de polen de Olea transportado desde una region sobre los
niveles polinicos anuales de Olea registrados en Alicante, se realizd inicialmente un
analisis de regresion lineal entre la concentracion polinica anual (APIn) y el indice
polinico de cada cluster (CPI, Cluster Pollen Index), calculado como la suma de las
concentraciones polinicas bihorarias de las retrotrayectorias agrupadas en cada direccion.
Y, posteriormente, se cuantificd dicha influencia mediante un nuevo pardmetro que se
denomino indice polinico externo (EPI, External Pollen Index). Este nuevo indice se ideo
a partir de la suma de las contribuciones de polen transportadas desde otras regiones que

mejor correlacionaban con APIn.

El riesgo de alergia al polen de Olea se determind en funcion del niamero de dias en los
que las concentraciones de polen superaron los valores umbral establecidos por la Red
Espafiola de Aerobiologia (REA) para las concentraciones polinicas asociadas a la
posibilidad de causar sintomas en la poblacion alérgica (Galan, et al., 2007).
Concretamente, para taxones arboreos, como Olea, se considera que la posibilidad de
causar sintomas seria: baja, para concentraciones diarias <50 polen/m?; moderada, para
niveles polinicos entre 50 y 200 polen/m3y, alto, para concentraciones diarias superiores
a 200 polen/m?®,

Sin embargo, la variabilidad en la relacion ha puesto de relieve las dificultades para
encontrar un umbral clinico universal. La variabilidad de resultados encontrados entre los
recuentos polinicos y los sintomas de alergia y, en consecuencia, un consenso para los
umbrales de riesgo, puede deberse a diversos factores. Entre los clinicos se encontraria,
el amplio rango de gravedad de la polinosis de paciente a paciente, la sensibilizacion a
varios polenes que florecen en la misma estacion y, la variabilidad del umbral de respuesta
alo largo de la estacion (efecto priming). Por otro lado, a nivel aerobiolégico, se sabe que
los valores umbral dependen, en gran medida, de la cantidad de polen a la que suele estar
expuesta la poblacion alérgica que, a su vez, depende de la flora local y, por tanto, de la
zona geogréfica (Florido, et al., 1999; Feo Brito, et al., 2011; Annesi-Maesano, et al.,
2012).

La poblacion alérgica, a través de las diversas entidades regionales, puede conocer los

niveles polinicos en el aire de los principales taxones alergénicos que, sin duda, son utiles
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para mejorar su salud y su calidad de vida. Sin embargo, no resulta sorprendente que la
poblacion alérgica no sepa interpretar dicha informacidn, o bien, su interpretacion se basa
en valores umbral genéricos. Por tanto, cada vez son mas las entidades que a partir de las
concentraciones polinicas historicas registradas en un area calculan los valores umbral
asociados a un riesgo de exposicion, ante la dificultad de obtener la informacion clinica
detallada para calcular sus umbrales de riesgo de alergia.

En este trabajo, se disefi6 un método para determinar los niveles de exposicion al polen

de Olea para Alicante. EI método consiste en:

» Calcular las concentraciones promedio diarias por fecha (dd/mm), considerando
los dias incluidos en la estacion principal de polinizacion de todo el periodo, con
el fin de minimizar la influencia de los valores de concentraciones extremos y, en

general, de la variabilidad interanual en los niveles polinicos.

= Agrupar las concentraciones polinicas promedio diarias por percentiles, a
intervalos de 2,5 (desde P2.,5 a P97,5) y, ademas, se incluy6 P99. Cada percentil
indica el porcentaje de datos que son igual o menor que un determinado valor de

concentracion polinica.

= Representar graficamente el valor de concentracion polinica determinado para

cada percentil.

= Determinar los umbrales de exposicion mediante un analisis de regresion lineal,
ya que existen estudios que confirman la relacion lineal entre las concentraciones
de polen y los sintomas desarrollados por la poblacion alérgica (DellaValle, et al.,
2012; Kiotseridis, et al., 2013). Los valores umbral se asocian a los cambios de

pendientes entre dos lineas consecutivas.

» Definir los niveles de exposicion al polen de Olea, de bajo a muy alto, en funcién

de los valores umbral de exposicion identificados.
Los niveles de exposicion calculados a partir de esta metodologia se utilizaron, como una

alternativa a los umbrales clinicos de la REA, para estimar el riesgo de alergia al polen

de Olea en Alicante.
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4. Resultados y discusion

El polen de Olea es el taxobn méas representativo en el espectro polinico de Alicante,
alcanzandose un integral anual de polen promedio de 2671 polen/m3 con valores
maximos y minimos de 3598 y 1794 polen/m® respectivamente. La estacion de
polinizacion principal mostré una duracion media de 67 + 20 dias, con comienzos mas
tempranos en abril y finalizaciones més tardias en julio, registrandose el 62% del polen
de todo el periodo de estudio, entre mayo y junio. Las concentraciones pico registradas
mostraron valores dispares, con maximos de 741 polen/m?® y minimos de 170 polen/m?®.
Generalmente, estas concentraciones se registraron en mayo, a excepcion del afio 2013
que su registro fue en junio. Ademas, durante la estacion de polinizacion se registraron
dias consecutivos con concentraciones elevadas (incluida la PC), agrupados en dos o tres
periodos al afio, los cuales representaron el 25-68% del polen anual. No se observaron
tendencias significativas en ninguno de los pardmetros polinicos con el test de Mann-
Kendall. Las concentraciones polinicas de Olea en Alicante, en general, fueron muy
inferiores a las registradas en areas con alta densidad de olivos y, en consecuencia, una
mayor emision de polen a la atmoésfera. Por tanto, los dias consecutivos con
concentraciones inusualmente elevadas podrian ser una de las razones del posible

aumento de la poblacion sensibilizada al polen de Olea en la region.

Las concentraciones polinicas bihorarias de Olea mostraron un patron diario que no
presenta concentraciones maximas durante las horas centrales del dia (coincidiendo con
la méxima eflorescencia de la flor), lo que sugiere que la presencia de este polen se debe
a fuentes no locales. En Alicante, las concentraciones maximas se registraron en dos
periodos, antes del amanecer y durante la tarde, con valores maximos de 04:00 a 06:00
UTC y alrededor de 16:00 UTC. Las concentraciones durante la tarde fueron ligeramente

inferiores debido, posiblemente, al efecto lavado de la lluvia.

En Alicante, las variables meteoroldgicas registradas durante la estacion principal de
polinizacion de Olea no mostraron una variabilidad interanual destacable. Las
correlaciones entre los pardmetros meteoroldgicos y las concentraciones polinicas de
Olea mostraron coeficientes de Spearman bajos posiblemente debido al enmascaramiento

de otros factores, como el transporte de polen a larga distancia.

35



Tesis Doctoral

El estudio de la procedencia de las masas de aire, que llegaron a Alicante durante la
estacion polinicas de Olea, mostré cinco direcciones principales: Suroeste (SW),
Noroeste (NW), Norte (N), Este (E) y Recirculacion Regional (RR). Las masas de aire
que transportaron cantidades significativas de polen fueron las de origen SW y NW,
debido a su paso por regiones con las mayores extensiones de cultivo (Figura 4a). Para
cada afio de estudio, las retrotrayectorias se agruparon entre 3 o 4 direcciones. El
porcentaje de retrotrayectorias por clister no presentd una relacion clara con las
concentraciones polinicas anuales registradas debido, posiblemente, a que el transporte
de polen desde otras regiones depende de la emision de polen a lo largo del dia, y no sélo
del origen. Y, aunque la mayor contribucion a las concentraciones polinicas anuales fue
de la direccion SW (39%), el analisis de regresion lineal no dio claros resultados para
ninguna de las contribuciones individuales de cada cluster (CPI). Sin embargo, si fue
elevada y estadisticamente significativa para la contribucion polinica global de
procedencia oeste, es decir, la suma de las concentraciones polinicas de origen SWy NW.
Esta contribucion global constituye el denominado indice polinico externo (EPI, External
Pollen Index), el cual ha mostrado ser un buen parametro predictivo de la concentracion
polinica anual registrada en Alicante. Asi, el EPI representa un valor medio del 57% de
los niveles polinicos anuales, lo que pone de manifiesto la alta influencia de los aportes
externos a la zona de estudio. En ausencia de estos aportes foraneos el nivel alcanzado se
sitGia alrededor de 1300 polen/m3. Dicho valor representa la concentracion polinica anual
de origen local, la cual depende de las caracteristicas fenoldgicas del olivo y

meteoroldgicas del area de estudio.

Los niveles de exposicién al polen de Olea en Alicante, determinados por el cambio de
pendiente en los percentiles P37,5, P75 y P95, asociados a los valores umbral de
concentracion polinica, definen los niveles de exposicion como: Bajo (<20 polen/m3),
Moderado (20-50 polen/m3), Alto (51-100 polen/m®) y Muy Alto (>100 polen/mq). Estos
valores fueron significativamente menores que los umbrales de riesgo indicados por la
REA para taxones arboreos, pero similares a los propuestos en otras regiones con baja

densidad de olivares.

Las concentraciones polinicas diarias de Olea excedieron el umbral mas alto establecido

por la REA en solo 14 dias de los 6 afios de estudio presentando un riesgo bajo en mas de
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75% de los dias, a pesar de ser una de las principales causas de alergia en Alicante.
Considerando los niveles de exposicion estimados para Alicante, la mayoria de los dias
también fueron de exposicion bajo. Sin embargo, el estudio estadistico entre el nimero
de dias en cada nivel de exposicion y los distintos parametros polinicos revel6 que: a) un
mayor nimero de dias con concentraciones polinicas >50 polen/m? (nivel de exposicion
alto y muy alto) se asocié con periodos de polinizacion mas largos y el registro de
concentraciones pico mas tardias, y b) un mayor nimero de dias con concentraciones
polinicas >100 polen/m?® (nivel de exposicion muy alto) se asocié con periodos de
polinizacion més cortos y concentraciones polinicas anuales mas altas. Los dias que
registraron concentraciones por encima del umbral alto, se distribuyeron de manera
desigual a lo largo de la estacién de polinizacion principal debido a los aportes polinicos
desde SW y NW. Estas condiciones de concentraciones altas de polen durante periodos
mas prolongados de tiempo o concentraciones muy altas durante cortos periodos de
tiempo, serian aquellas que darian lugar a un mayor riesgo para la poblacion alérgica.
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5. Conclusiones y lineas de investigacion futuras

El transporte de polen a medio alcance, procedente de las regiones occidentales
peninsulares, tiene un impacto significativo en las concentraciones anuales de polen de
Olea registradas en Alicante. Este aporte fordneo enmascara la influencia de los
parametros meteorologicos locales sobre las concentraciones de polen. La contribucion
no local a los niveles de polen se cuantificd mediante un nuevo pardmetro denominado
indice de polen externo (EPI), que representa la suma de las concentraciones de polen de
Olea transportado por masas de aire provenientes de los sectores SW 'y NW. Los aportes
polinicos, en general, desde el oeste, ademas, de aumentar la concentracion polinica
anual, influyen sobre la duracion de la estacion de polinizacién, la concentracién pico
alcanzada y la fecha de su registro, y son la causa méas probable de los niveles de

exposicion altos y mu