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Figura 52. Clasificacion (en %) de los pacientes Grupo A en funcion de la gravedad de los
sintomas de anafilaxia presentados TO. A) En relacién a la PPDCCP con cacahuete. B) En

relacion a la PPDCCP melocoton.

Figura 53. N(%) pacientes grupo B con sintomas por inhalacién de polen (Rinitis o Rinitis y

Asma).

Figura 54. Clasificacion (en %) de los pacientes Grupo B en funcion de la gravedad de los

sintomas de anafilaxia presentados T0, en relacion a la PPDCCP con melocoton.

Figura 55. N(%) pacientes grupo C con sintomas por inhalacion de polen (Rinitis o Rinitis y

Asma).

Figura 56. Clasificacion (en %) de los pacientes Grupo C en funcion de la gravedad de los

sintomas de anafilaxia presentados T0, en relacion a la PPDCCP con melocoton.
Figura 57. Diagrama de los pacientes seleccionados para el estudio inicial y al afho.

Figura 58. Cambios en prueba cutanea intraepidérmica medida por planimetria del tamafo

del habén al inicio y tras un afo de ITSL-Pru p 3.

Figura 59. Cambios en prueba cutanea intraepidérmica medida por planimetria del tamafo

del habdn al inicio y tras un afno de seguimiento en el grupo no ITSL-Pru p 3.

Figura 60. Cambios en el tamafno de habdn por prueba intraepidérmica para Pru p 3 y

cacahuete en el Grupo A (mm?).

Figura 61. Cambios en el tamano de haboén por prueba intraepidérmica para Pru p 3 en el

Grupo B (mm?).



Figura 62. Cambios en el tamano de habdn por prueba intraepidérmica para Pru p 3 en el

Grupo C (mm?).

Figura 63. Diagrama de los pacientes seleccionados para el estudio inicial y al afio, y
resultados tras PPDCCP.

Figura 64. Gréfica con la cantidad de melocotdn tolerada a los 12 meses de ITSL-Pru p 3.

Figura 65. Grafica con la cantidad de melocotén tolerada tras PPDCCP a los 12 meses en

el grupo sin ITSL-Pru p 3.

Figura 66. Cambios en la cantidad de melocotén y cacahuete tolerada tras PPDCCP a los

12 meses en el grupo A.

Figura 67. Cambios en la cantidad de melocoton tolerada tras PPDCCP a los 12 meses en

el grupo B.

Figura 68. Cambios en la cantidad de melocotdn tolerada tras PPDCCP a los 12 meses en

el grupo C.

Figura 69. Comparacién de los cambios en IgEe para Pru p 3 y Ara h 9 durante el

tratamiento con ITSL-Pru p 3 (izquierda) y en el grupo No tratado (derecha).

Figura 70. Comparacién de los cambios de IgG4e para Pru p 3 y Ara h 9 durante el

tratamiento con ITSL-Pru p 3 (izquierda) y en el grupo no tratado (derecha).

Figura 71. Comparacion de los cambios en la proporcion IgG4/IgE para Pru p 3y Arah 9
durante los 12 meses de seguimiento en el grupo ITSL-Prup 3 (izquierda) y no ITSL-Pru p 3

(derecha).

Figura 72. Comparacién de los cambios de IgEe para Pru p 3 y Ara h 9 durante el
tratamiento con ITSL-Pru p 3 en el grupo de pacientes alérgicos a cacahuete (A) (primero),

sensibilizados tolerantes (B) (segundo), y no sensibilizados (C) (tercero).

Figura 73. Comparacién de los cambios en IgG4e para Pru p 3 y Ara h 9 durante el
tratamiento con ITSL-Pru p 3 para el grupo de pacientes alérgicos a cacahuete (A)

(primero), sensibilizados tolerantes (B) (segundo), y no sensibilizados (C) (tercero).

Figura 74. Comparacién de los cambios en IgG4e/lgEe para Pru p 3 y Ara h 9 durante el
tratamiento con ITSL-Pru p 3 para el grupo de pacientes alérgicos a cacahuete (A)

(primero), sensibilizados tolerantes (B) (segundo), y no sensibilizados (C) (tercero).



Figura 75. Curva dosis-respuesta con concentraciones seriadas de (ug/mL) de Pru p 3 en
pacientes alérgicos a melocoton (N=5) y no sensibilizados-controles (N=5), para el test de

activacion de basdfilos.

Figura 76. Curva dosis-respuesta con concentraciones seriadas de (ug/mL) de Ara h 9 en
pacientes alérgicos a melocoton (N=5) y no sensibilizados-controles (N=5), para el test de

activacion de basdfilos.

Figura 77. Cambios en BAT en grupo tratados y no tratados durante 1 afio para Prup 3y
Arah 9.

Figura 78. Cambios en BAT en grupos A-C tratados con ITSL-Pru p 3 durante 1 afio, para
Prup 3yArah9, segiin % células CD63".

Figura 79. Resultados de maduracién CD a nivel basal en pacientes tratados, no tratados y
no sensibilizados a melocoton. IM expresado para los marcadores CD80, CD86, CCR/,
CD40, y CDS83.

Figura 80. Resultados de maduracion CD a distintos tiempos (basal, 1mes, 6 meses, y 12
meses) en pacientes tratados, no tratados y no sensibilizados a melocotdon. IM expresado

para los marcadores CD80 y CD86.

Figura 81. Resultados de maduracién CD secuencial (basal, 1mes, 6 meses, y 12 meses)
en pacientes tratados, no tratados y no sensibilizados a melocotén. IM expresado para los
marcadores CCR7, CD40 y CD83.

Figura 82. Fenotipo expresado en porcentaje de subpoblaciones linfocitarias (Th1, Th2,
Th9, NK, Cél. Plasmaticas, y Treg) previo al inicio de ITSL-Pru p 3 en el grupo de pacientes

que van o no a recibir el tratamiento, y sujetos tolerantes a melocotén.

Figura 83. Fenotipo secuencial (basal, un mes, 6 meses y a los 12 meses), expresado en
porcentaje de subpoblaciones linfocitarias (Th1, Th2, Th9) en pacientes tratados con ITSL-

Pru p 3, no tratados, y tolerantes a melocoton.

Figura 84. Fenotipo secuencial (basal, un mes, 6 meses y 12 meses), expresado en
porcentaje de subpoblaciones linfocitarias (NK®™@"y NK®™) en pacientes tratados con ITSL-

Pru p 3, no tratados, y tolerantes a melocoton.

Figura 85. Fenotipo secuencial (basal, T(1), T(6), T(12)), expresado en porcentaje de
subpoblaciones linfocitarias (Células Plasmaticas, y Treg) en pacientes tratados con ITSL-

Pru p 3, no tratados, y tolerantes a melocoton.



Figura 86. Analisis de la proliferacién de subpoblaciones linfocitarias (Th2, Th9, Th1),
expresado en |IP en estado basal frente a Pru p 3, para los grupos pacientes que van o no a

recibir ITSL-Pru p 3, y no sensibilizados a melocotén.

Figura 87. Analisis de la proliferacién (IP) frente a Pru p 3, de subpoblaciones linfocitarias
(NKB"" 'NKP™) en estado basal, para los grupos pacientes que van o no a recibir ITSL-Pru

p 3, y no sensibilizados a melocotén.

Figura 88. Analisis de la proliferacion (IP) frente a Pru p 3, en las CP y Treg a nivel basal,
para los grupos pacientes que van o no a recibir ITSL-Pru p 3, y no sensibilizados-control a

melocotén.

Figura 89. Analisis de la proliferacion (IP) secuencial (basal, a T(1), T(6), T(12) meses)
frente a Pru p 3, en las subpoblaciones de linfocitos Th2, Th9, Th1, para los grupos de

pacientes que van o no recibir ITSL-Pru p 3, y no sensibilizados-control a melocoton.

Figura 90. Analisis de la proliferacion (IP) secuencial (basal, a T(1), T(6), T(12) meses)
frente a Pru p 3, para los NK®"¥" y NKP™ en los grupos de pacientes que van a recibir o no

ITSL-Pru p 3, y no sensibilizados-control a melocoton.

Figura 91. Analisis de la proliferacion (IP) secuencial (basal, a T(1), T(6), T(12) meses)
frente a Pru p 3, para las CP y Treg, en los grupos de pacientes que van a recibir o no ITSL-

Pru p 3, y no sensibilizados-control a melocoton.
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INDICE DE ABREVIATURAS:

AAAAI: Academia Americana de Alergia, Asma, e Inmunologia (del inglés, American

Academy of Allergy, Asthma and Immunology).

Ac: Anticuerpo

Act ¢ 1: kiwi (del latin, Actidinia chinensis)

Ag: Antigeno

AINE: antiinflamatorio no esteroideo

Amb a 6: ambrosia (del latin, Ambrosia artemisifolia)
Ana c 1: pifia (del latin, Ananas comosus)

Ana o 3: anacardo (del latin, Anacardium occidentalis)
Antihistaminicos-H1: receptor de histamina tipo 1
Antihistaminicos-H2: receptor de histamina tipo 2

Api g 4: apio (del latin, Apium graveolens)

Ara h 6: cacahuete (del latin, Arachis hiipogea)

Art v 3: polen de artemisa (del latin, Artemisia vulgaris)
Asp o 1: esparrago (del latin, Asparagus officinalis)
Ba: Basdfilo

BAT: test de activacion de basdfilos (del inglés, Basophil Activation Test)
Ber e 1: nuez de Brasil (del latin, Bertolletia excelsa)
Bet v 3: polen de abedul (del latin, Betula verrucosa)
Bra o 3: repollo (del latin, Brassica oleacea)

Bra r 1: nabos (del latin, Brassica rapa)

°C: grados centigrados



Cap a 2: pimiento (del latin, Capsicum annuum)
Cari 1: nuez pecana (del latin, Caria illinoinensis)
Cas s 5: castana (del latin, Castanea sativa)

CCD: Determinantes de carbohidratos con reactividad cruzada (del inglés, Cross-reactive

Carbohydrate Determinants)

CD: Cluster of differentiation

CD: células dendriticas

CD95L.: ligando para FAS

CDim: Célas dendriticas inmaduras

CEl: células del epitelio intestinal

CEIl: Comité de ética de la investigacion

Células M: enterocitos especializados sin borde en cepillos
CFSE: 5,6-carboxifluoresceina diacetato N-succinimidyl ester
Cic a: garbanzo (del latin, Cicer arietinum)

Cit 1 3: limon (del latin, Citrus limon)

Cit r 3: mandarina (del latin Citrus reticulata)

Cit s 2: naranja (del latin, Citrus sinensis)

Cm: centimetros

cm?®: centrimetros cubicos

CMP: proteinas de la leche de vaca (del inglés, Cow Milk Proteins)
Co.: Compafdiia

COg: diéxido de carbono

Cols.: Colaboradores

Cor a 2: avellana (del latin, Corylus avellana)



CPA: Célula presentadora de Antigeno

CTLA-4: antigeno asociado a linfocitos T citotoxicos (del inglés Cytotoxic T-Lymphocyte

Antigen-4)

Cu+2: i6n cobre

Cuc m 2: meldn (del latin, Cucumis melén)

Cys-Cys: Residuos de Cisteina

Dau c 4: zanahoria (del latin, Daucus carota)

DCCP: doble ciego controlado con placebo

Der p 1: acaro del polvo doméstico (del latin, Dermatophagoides pteronisimus)
DMSO: dimetilsulféxido

EAACI: Academia Europea de Alergologia e Inmunologia Clinica (del inglés, European

Academy of Allergy and Clinical Immunology)

ECF-A: factor quimiotactico del eosindfilo para la anafilaxia (del inglés, Eosinophil

Chemotactic Factor of Anaphylaxis)

ECP: proteina cationica del eosindfilo (del inglés, Eosinophil Cationic Protein)
EDTA: acido etilen-diamino-Tetra-Acético

ELISA: enzimoinmunoensayo (del inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
EMEA: agencia europea del medicamento (del inglés European MEdicines Agency)
Eo: Eosinofilo

EVA: escala visual analdgica

Fab: fragmentos de union al antigeno

FceRI: receptor de alta afinidad para la fraccion FC de la IgE

FceRIl: receptor de baja afinidad para la fraccion FC de la IgE

FEV1: Volumen Espiracion Maxima

FITC: isotiocianato de fluoresceina



FLAZ2: proteina Fosfolipasa A2

fMLP: péptido quimiotactico N-Formil-Met-Leu-Phe

Foxp3: factores de transcripcion de la familia de proteinas forkhead
Fra a 4: fresa (del latin, Fragaria ananassa)

FPIES: sindrome de Enterocolitis inducida por proteinas (del inglés, Food Protein-Induced

Enterocolitis Syndrome)

FSC: tamano celular (Forward scatter celular)

g: gramos

GALT: tejido linfoide asociado a mucosas del sistema gastrointestinal.

GITR: receptor de la familia del TNF inducido por glucocorticoides (del inglés,

Glucocorticoid-Induced Tumour Necrosis Factor Receptor-related gene)
GLP: similar a germinas (del inglés, Germin-Like Protein)
Gly m 5: soja (del latin, Glycine max)

GM-CSF: factor estimulacion de colonias de granulocitos-macréfagos (del inglés,

granulocyte macrophage colony-stimulating factor)

Hel a 3: semilla de girasol (del latin Helianthus annuus)

Hev b 6.01: latex (del latin, Hevea brasiliensis)

HLA: haplotipos del antigeno leucocitario humano (del inglés Human leukocyte Antigen)
Hor v: cebada (del latin, Hordeum vulgare)

HRUM: Hospital Regional Universitario de Malaga

HTA: Hipertension arterial

1'*: yodo marcado radioactivamente

IBIMA: Instituto de Investigacién Biomédica de Malaga

IE: indice de estimulacion

IECA: inhibidor del enzima convertidor de angiotensina



IgA: Inmunoglobulina tipo A

IgE: Inmunoglobulina tipo E

IgG4: Inmunoglobulina tipo G-4

IL: Interleuquina

IL-2R: Receptor para la IL-2

IFN-y: interferon gamma

IM: indice de maduracion

IMAOQ: inhibidor de la monoaminoxidasa

IQR: rangos intercuartilicos

IT: Inmunoterapia

ITO: Inmunoterapia oral

ITSC: Inmunoterapia subcutanea

ITSL: Inmunoterapia sublingual

ITSL-Pru p 3: inmunoterapia especifica sublingual con extracto enriquecido en Prup 3
iv: intravenoso

Jug r 1: nuez de nogal (del latin Junglan regia)

KDa: KiloDalton

kU/L: KiloUnidades/Litro

LAG-3: gen de activacion de linfocitos (del inglés, Lymphocite-Activation Gene-3)
Lac s 1: lechuga (del latin, Lactuca sativa)

LEAP: aprendizaje temprano acerca de alergia cacahuete (del inglés, Learning Early About

Peanut allergy)
Len c 2: lenteja (del latin, Lens culinaris)

LOAEL: nivel minimo observable a partir del cual se desencadena una reaccion (del inglés,

Low Observable Adverse Event Level)



LPS: lipopolisacarido

LT: linfocito T

LT: Leucotrienos

LTP: proteina de transferencia de lipidos (del inglés, Lipid Transfer Protein)
M: Molar

Mal d 1: manzana (del latin, Malus domestica)

MALT: sistema inmunitario asociado a mucosas (del inglés, Mucosa-Associated Lymphoid

Tissue)

Ma: Mastocito

MC: medio completo

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés, Major Histocompatibility Complex)
MHC-II: complejo mayor de histocompatibilidad clase Il
ug: microgramos

mg/mL: miligramos/mililitros

Mor n 3: mora (del latin, Morus nigra)

Mm:milimetros

Mus a 1: platano (del latin, Musa acuminata)

ng: nanogramos

NIAID: Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades Infecciosas (del inglés, National

Institute Allergic and Infectious Diseases)
NK: Linfocito T Natural Killer

NOAEL: nivel minimo observable a partir del cual no se encuentra reaccion (del inglés, Non

Observable Adverse Event Level)

NORA: estudio Europeo con datos de una red de reacciones alérgicas graves (del inglés,

First European data from the network of severe allergic reactions)



nsLTP: Lipid Transfer Protein no especifica (del inglés, no specific)

Ole e 1: polen de olivo (del latin, Olea europea)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

Ory s: arroz (del latin, Oryza sativa)

PAF: factor activador plaquetario (del inglés, Platelet-Activating Factor)
Par j 2: polen de parietaria (del latin, Parietaria judaica)

PBMC: fraccion mononuclear (del inglés, peripheral blood mononuclear cells)
PBS: Tampon Fosfato salino (del inglés, phosphate buffer saline)

PE: ficoeritrina

Pers a 1: aguacate (del latin, Persea americana)

Pha v 3: judias verdes (del latin, Phaseolus vulgaris)

Phl p 7: polen de gramineas (del latin, Phleum pratensis)

Pis v 1: pistacho (del latin, Pistachia vera)

Pla a 3: platanero de sombra (del latin, Platanus acerifolia)

PPDCCP: Pruebas de provocacion a doble ciego controlada con placebo
PR: proteinas de defensa (PR, del inglés Pathogenesis-Related proteins)
Pru ar 3: albaricoque (del latin, Prunus armeniaca)

Pru av 4: cereza (del latin, Prunus avium)

Pru d 3: ciruela (del latin Prunus domestica)

Pru du 3: almendra (del latin Prunus dulcis)

Pru p 3: Género Prunus, especie persica, y el numero de orden con el que fue descubierto 3.
Pun g 1: granada (del latin, Punica granatum)

p/v: peso/volumen

Pyr ¢ 4: pera (del latin, Pyrus communis)



Q-50: cuestionario de calidad de vida
RAST: prueba de radio alergo absorcién (del inglés, Radio-Allergo-Sorbent Test).

RCSB Protein Data Bank: Estructura bioinformatica de colaboracién para la investigacion de

la estructura (del inglés: Research Collaboratory for Structural Bioinformatics)
RD: Real Decreto

rhiL-3: Interleuquina tipo 3 recombinante humana

ROC: Receiver Operating Characteristic.

RP40: medio Roswell Park

Rpm: revoluciones por minuto

RPMI: medio Roswell Park Memorial Institute

rPru p 3: alérgeno recombinante Pru p 3

S: Svedbergs

S.A.: Sociedad Anénima

SAOQ: sindrome de alergia oral

SBF: suero bovino fetal

SEAIC: Sociedad Espafiola de Alergologia e Inmunologia Clinica

Ses i 4: sésamo (del latin, Sesamun indicum)

Sl: indice de estimulacion (del inglés Stimulation Index)

Sin a 1: mostaza (del latin, Sinapis alba)

Sola | 3: tomate (del latin, Solanum lycopersicum)

Sola t 2: patata (del latin, solanum tuberosum)

SSC: granularidad celular (side scatter celular)

STATG: polimorfismo del gen (del inglés, signal transducer and activator of transcription-6)

TCR: receptor tipo Toll (del inglés T Cell Receptor)



TGF-p: Factor de crecimiento transformante-beta (del inglés, Transforming Growth Factor-
beta)

Th: Linfocito T colaborador (del inglés, Helper)

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa (del inglés, Tumour Necrosis Factor-alfa),
Treg: Células T reguladoras

Tri a 36: trigo (del latin, Triticum aestivum)

TSLP: limfopoyetina del estroma timico (del inglés, Thymic stromal lymphopoietin)
TTL: Test de transformacion linfocitaria

UGC: Unidad de Gestion Clinica

Ul: Unidad Internacional

UK: Reino Unido (United Kingdom)

Vit v 1: uva (del latin Vitis hipogea)

VPN: valor predictivo negativo

WAO: Comité de la Organizacion Mundial de Alergia (del inglés, World Allergy Organitation)

Zea m 14: maiz (del latin, Zea mays)
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Introduccion

1.- ALERGIA ALIMENTARIA

1.1. Conceptos

En los ultimos 50 afos, se ha producido un aumento de la prevalencia de las enfermedades
alérgicas, que ha alcanzado proporciones epidémicas, asi como un aumento del niumero de

hospitalizaciones (2), como ha sido demostrado en estudios poblacionales longitudinales (3).

El término alergia a los alimentos se refiere a una respuesta inmunoldgica especifica
dirigida frente a un alimento, que ocurre de forma reproducible tras exposicién a dicho
alimento. En estos afios se ha avanzado para promover una terminologia comun, dada la
gran confusidn que existia en torno al concepto de alergia y especificamente alimentaria. La
creacion de una nomenclatura sistematica idea del Dr David Marsh en 1970, junto a la
primera definicion de alérgeno mayoritario (o mayor) y alérgeno minoritario (0 menor),
sentaron las bases de la nomenclatura actual para la clasificacion y designacién de los
alérgenos (4). En ella se diferencian los alérgenos del extracto completo de la fuente
alergénica segun la frecuencia con la que se detecta inmunoglobulina E (IgE) especifica
frente a los mismos en la poblacion de pacientes sensibilizados. En este sentido, se definen
como “alérgenos mayoritarios” aquellos en los que se detecta unién a IgE especifica con
una frecuencia superior al 50%, y “alérgenos minoritarios” los que producen IgE con niveles
de deteccion por debajo del 50% (5). En 1984, el Comité de Reacciones Adversas a
Alimentos de la Academia Americana de Alergia e Inmunologia Clinica (AAAAI, del inglés
American Academy of Allergy, Asthma and Immunology) y el Instituto Nacional de Alergia y
Enfermedades Infecciosas (NIAID, del inglés National Institute Allergic and Infectious
Diseases) (6) publicaron el “Manual de Reacciones Adversas a Alimentos” (7), que fue
posteriormente modificado en 1995 por el Subcomité de Reacciones Adversas a Alimentos
de la European Academy of Allergy and Clinical Immunology (EAACI) (8). En este
documento se define a la reaccion adversa a alimentos como cualquier reacciéon anémala
producida por la ingestién de un alimento. Estas reacciones han sido clasificadas en base a
los mecanismos implicados como: téxicas, las que pueden afectar a cualquier individuo
cuando se administra a una dosis suficiente; y no toxicas, o dependientes de la
susceptibilidad individual, que pueden asi mismo ser mediadas por mecanismos tanto
inmunolégicos o alérgicos como no inmunoldgicos o de intolerancia. En la nomenclatura
revisada en 2001 se propuso la definicion de hipersensibilidad a alimentos como cualquier

reaccion adversa a alimentos (9) (Figura 1), que incluye:
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Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

i) Alergia a alimentos mediadas por mecanismos inmunolégicos, subdivididos en
mediadas por IgE, o no mediadas por IgE. Estas Ultimas se caracterizan por la no existencia
de anticuerpos IgE especificos frente al alimento y por tanto no se puede confirmar por
pruebas in vivolvitro, ni pruebas de provocacion, ni existe clinica que se correlacione con un
mecanismo IgE. Pueden afectar a cualquier individuo susceptible, generalmente son de
inicio tardio (mas de 2 horas tras la ingesta del alimento), afectacion tipo gastrointestinal, y

gue no ceden tras tratamiento con antihistaminicos o adrenalina.

ii) Reaccion adversa no inmunoldgica a alimentos. Son reacciones no mediadas por
mecanismos inmunoldgicos, producidas por déficits enzimaticos o sustancias vasoactivas

presentes de forma natural en algunos alimentos.

Esta clasificacion fue refrendada en 2003 por el Comité de la Organizacion Mundial de
Alergia (WAOQ) y modificada por la NIAID en 2010 (Figura 1) (6, 10).

Reacciones adversas a alimentos

Mecanismo Mecanismo No inmunolégico.
inmunoldgico. ALERGIA INTOLERANCIA

Mediada por No mediada

IgE por IgE Indeterminada

Enzimatica Farmacoldgica

Dermatitis atépica

Esofagitis eosinofilica
Proctocolitis

Enterocolitis inducida por
proteinas

Sindromes enteropatia

Figura 1. Clasificacion de las reacciones adversas a alimentos de la EAACI, WAO, y NIAID 2010.

A la hora de abordar la evaluacion de una reaccion alérgica a alimentos es importante

diferenciar entre fuente, extracto y molécula alergénica:

* Fuente es aquel tejido o particula, comida u organismo, inductor de alergia, como
por ejemplo leche, o el acaro del polvo domeéstico (Dermatophagoides

pteronyssinus), de los que se obtiene el extracto crudo.

44



Introduccion

* Extracto es la mezcla no fraccionada de proteinas, polisacaridos, y lipidos que
incluye aquellos con capacidad alergénica y no alergénica.

* Moléculas alergénicas o alérgenos son las moléculas (proteinas y glicoproteinas)
derivadas del extracto con capacidad de ser identificadas por anticuerpos IgE

especificos tanto de forma nativa, como purificada, o recombinante.

En los ultimos afios, el Subcomité de la Nomenclatura del Alérgeno de las Sociedades
Inmunoldgicas de la Union Internacional (http://www.allergen.org) ha realizado distintas
propuestas de sistemas de clasificacion de los alérgenos alimentarios, basados en su
fuente de origen. Sin embargo, el sistema mas natural se basaria en las propiedades que
comparten los alérgenos en cuanto a su estructura y funcion. De esta forma se clasificarian
en familias si tienen una identidad de secuencia mayor al 30%, y en superfamilias si
comparten estructura y funcién que sugieran un origen filogenético comun a pesar de tener
una baja identidad de secuencia (11) (RCSB Protein Data Bank).

Como normal general, los alérgenos se nombran usando las tres primeras letras del género
para la primera palabra, seguido de una unica letra que identifica la especie (cuando
presenta al menos el 67% de homologia en la secuencia de aminoacidos), y de un numero
gue muestra el orden cronoldgico en el que fue identificado (12), como por ejemplo para el
alérgeno mayor del melocotén, Pru p 3, (Género Prunus, especie persica, y el numero de
orden con el que fue descubierto). Esto ha ayudado a la ordenacién y el manejo de la gran
cantidad de proteinas identificadas como alérgenos desde los afios 80 (13). Por ultimo, es
importante destacar que un alérgeno primario es aquella molécula que origind la
sensibilizacion, al contrario de la sensibilizacién secundaria que es debida a reactividad

cruzada. En general, los alérgenos mayores son también primarios y genuinos (14).
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1.2. Epidemiologia

La primera vez que se publicaron datos de reaccion anafilactica debida a la ingesta de
alimentos, fue en 1988 por Yunginger y cols (15). En este estudio realizado en un periodo
de 16 meses, se incluyeron 7 casos (11 a 43 anos de edad) de muerte por anafilaxia a
cacahuete, nuez pecana, cangrejo y pescado, en su mayoria ocurridas por su ingestion
fuera de casa sin la administracion de adrenalina, en los que se demostraron niveles
elevados de IgE contra el alimento causante. Desde este momento hasta nuestros dias es
un desafio determinar la prevalencia de la alergia alimentaria. Las dificultades que nos
encontramos para su determinacion son las diferencias en el disefio y tipo de estudios asi
como la propia definicion de alergia alimentaria en cada uno de ellos. Ademas, hay que
tener en cuenta que los estudios con cifras de prevalencia mas elevadas, se centran
unicamente en el analisis de los alimentos mas frecuentes (16). Durante mucho tiempo se
ha sobreestimado la prevalencia de las reacciones debidas a la ingesta de alimentos,
estimandose en torno al 6-8% de la poblaciéon pediatrica menor de 4 afios de edad, y
aproximadamente del 4% a partir de los 10 afios, segun un estudio de S. Allan Bock (17).
Actualmente las cifras que se calculan son mas bajas, con una incidencia en la poblacién

general en torno al 1-2% (18), en concordancia con la NIAID, y siempre menor al 10%.

Se estima que cada afo entre 4-5 habitantes de cada 100.000 sufren un choque anafilactico,
con un riesgo acumulado de 0.5-2% (19). En América y Europa, los alimentos son la
principal causa de anafilaxia atendidas en los servicios de emergencia, estimadas en
alrededor de 30.000 reacciones, y 200 muertes por afio solo en los Estados Unidos (20), y
48 muertes en Reino Unido (21). En una revision (22) en la que se incluyeron 117 pacientes
pediatricos atendidos por sospecha de reaccion alérgica en el Hospital de Melbourne, la
comida fue la causante del 85% de ellas. Aunque la frecuencia de estas reacciones no es
muy alta, la carga de la enfermedad es inmensa en cuanto a la reduccién de la calidad de
vida, no so6lo para los pacientes, sino para las familias, escuelas, y comunidades. Esto se
refleja en el estudio realizado por Avery y cols. donde se demuestra que la calidad de vida
de los nifios con alergia a cacahuete era peor que la de los que sufrian de diabetes mellitus
(23).

1.2.1. Factores de riesgo:

Los factores de riesgo comunes son la presencia de asma, el desconocimiento por parte de
los pacientes de haber ingerido un alimento al que eran alérgicos a pesar de haber

presentado sintomas mas leves previamente, el desarrollo de sintomatologia en menos de 2
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horas, y la presencia de frutos secos y cacahuete como los mas implicados. De hecho,
segun Bock y cols. (24), de 63 casos evaluados con sospecha de alergia a alimentos, el

90% se debieron a dichos alimentos.

Aunque en la actualidad se han identificado como alérgenos mas de 170 proteinas de los
alimentos caracterizados en distintas familias, la mayor prevalencia se concentra en unos
pocos grupos principales, como frutos secos, frutas, huevos, leche, y pescados-mariscos,
siendo estos los responsables de alrededor del 90% de reacciones alérgicas por alimentos
(6, 25).

Respecto a la edad, la alergia alimentaria es mas frecuente en la infancia, donde predomina
la alergia a la leche y el huevo, en los que se alcanza la tolerancia espontanea ampliamente
en la edad escolar. Sin embargo, en la edad adulta emergen nuevas alergias como son los
crustaceos, moluscos, y vegetales (26), y los patrones de presentacion cambian,
encontrandose reacciones a alimentos dentro de la misma familia en el caso de origen
animal, a diferencia de la alergia a alimentos de origen vegetal que frecuentemente se
presenta con manifestaciones debidas a alimentos de diversas familias (27). La prevalencia
de alergia a leche de vaca, huevo, cacahuete, pescado y mariscos es de un 3% para todas
las edades segun un meta-analisis del programa de EuroPrevall publicado en 2007 (28), en
el que se realizé una revision en MEDLINE y EMBASE entre 1900-2005, centrandose sélo
en aquellos estudios que incluyeran provocaciones a doble ciego (N=6). En EuroPrevall (29)
también se reviso la prevalencia de alergia a alimentos de origen vegetal, incluyendo frutas,
vegetales, legumbres, frutos secos, trigo, cereales, soja, y semillas, y encontraron que era
del 0.1-4.3% para frutas y frutos secos; 0.1-1.4% para vegetales; y menor del 1% para trigo,
soja, y sésamo. Otros estudios posteriores han obtenido resultados similares, como el de
Venter y cols. (30) en Reino Unido, y Osterballe y cols. (31) en Dinamarca, en los que si
bien encontraron, segun un cuestionario, una prevalencia del 20% de reacciones adversas
para alimentos no relacionados con polen, ésta bajaba al 1.7% tras pruebas de provocacion.
Usando los resultados serologicos de IgE de las muestras recogidas durante la Inspeccién
Nacional de Salud y Nutricion de Estados Unidos entre 2005-2006, Liu y cols. (32)
estimaron el riesgo de alergia a alimentos para leche de vaca en un 0.4%, para huevo de
gallina del 0.2%, para cacahuete del 1.3%, y para gamba del 1%; siendo del 1.8% para

cada uno cuando se estratifica por edad de 1 a 5 anos.

Ademas hay que tener en cuenta que la prevalencia de reacciones a estos alimentos se ve
influenciada por las diferencias geograficas atribuidas a los distintos habitos de consumo,

como en el caso del sésamo en Israel, consumido desde la infancia, y que ocupa el tercer
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lugar (33); el pescado en Espafa o Japon (34-36), las frutas y verduras en Europa (34, 37-
39); el cacahuete en EEUU (40), y que ha doblado su prevalencia en los ultimos 10 anos; o
el kiwi, una fruta cuya importancia estd aumentando actualmente en nuestro pais. Pero
ademas del consumo, otros factores como el tipo de coccion (41), el contenido en grasa del
procesado (42), y el grado de procesado de los alimentos también influyen en su capacidad
alergénica tal y como se demuestra por ejemplo con las diferencias de alergia al cacahuete
encontradas entre la poblacién judia de Israel y Reino Unido. Asi se ha observado una
prevalencia significativamente menor de alergia en los nifios que desde el afno de edad
consumen snacks de maiz hechos de mantequilla de cacahuete como ocurre en lIsrael,
frente a los que lo introducen mas tardiamente en la dieta, en menor cantidad diaria, y de

forma tostada como es el caso de la poblacion pediatrica de Reino Unido (43).

En 1992 se realiz6 en Espafia un estudio epidemiolégico multicéntrico denominado
Alergologica 92 (34), promovido por la Sociedad Espafiola de Alergologia e Inmunologia
Clinica (SEAIC), en el que a partir de los datos de mas de 4.000 pacientes de consultas de
alergia, se obtuvo que las frutas estaban implicadas en un 30% de los pacientes
sensibilizados a alimentos siendo el grupo mas frecuente en la poblacion por encima de los

5 afios de edad, estos resultados fueron posteriormente confirmados en 2009 (44).

Otro problema importante cuando se evallan reacciones alérgicas a alimentos es la
presencia de cofactores. Asi la incidencia de anafilaxia inducida por el ejercicio es un
fendmeno importante y cuya influencia parece estar en aumento, debido posiblemente al
aumento de popularidad en la practica de deporte durante la pasada década. Este problema
es dos veces mas frecuente en mujeres, y en mas del 60% de los casos ocurre en menores
de 30 anos. En una encuesta realizada a 199 pacientes, en el 54% de los casos, la
ingestion del alimento dos horas antes del ejercicio fue el factor relacionado con reaccion

alérgica (45).

Otros factores de riesgo epidemioldgicos, como la atopia, via de exposicién, el tratamiento
concomitante con antiacidos, reduccién en el consumo de acidos grasos omega-3, el riesgo
genético, o la hipétesis de la higiene, entre otros, han sido analizados en distintas ocasiones,
con resultados no concluyentes (46-52). Ademas, existe un nimero creciente de estudios
gue apoyan la idea de que una exposicion a los alimentos mas alergénicos tardia en la
infancia puede suponer un aumento del riesgo a padecer alergia (51). Por ultimo hay que
sefalar que aunque pueden haber diferencias étnicas, éstas hasta el momento no han sido

suficientemente analizadas.
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1.3. Fisiopatologia

La alergia a alimentos se encuentra basicamente incluida dentro de las reacciones de tipo |
o reacciones inmediatas humorales mediadas por IgE, de la clasificaciéon de Gell y Coombs
(53) (Figura 2). El desarrollo de alergia alimentaria se produce en varios pasos y requiere

repetidas exposiciones a un determinado antigeno (fase de sensibilizacion).

Tipo | Tipo Il Tipo Il Tipo IV
Macréfago

Mastocito Antigeno Anticuerpo cOmpIemento

Receptor i ° QOO Q 0} q

Liberacién de mediadores Leucocito CélulaT

Hematie
polimorfonuclear sensibilizada Cltoquinas

Antigeno
procesado

Figura 2. Clasificacion de las reacciones de hipersensibilidad por Gell y Coombs.

1.3.1. Mecanismo de reaccion alérgica mediada por IgE:

Tras la absorcién y procesamiento del antigeno por las células presentadoras (CPA)
(células dendriticas, (CD)), éste es presentado en el entorno de una molécula mayor de
histocompatibilidad (MHC, del inglés Major Histocompatibility Complex) a los linfocitos T
virgenes, los cuales, dependiendo de diferentes sefiales (moléculas coestimuladoras,
citoquinas, quimiocinas,...), se pueden diferenciar en distintas subpoblaciones efectoras Th1,
Th2, Th9 o Th17, que se caracterizan a su vez por el perfil de citoquinas que producen, y
van a estar implicadas en diferentes respuestas inflamatorias (Figura 3). Aunque las células
Th2, productoras de interleucinas (IL) IL-4, IL-5 e IL-13 (54-57), han sido clasicamente
descritas como la principal poblacion responsable en la respuesta alérgica, en los ultimos
afios se ha descrito una nueva poblacion de células T efectoras, Th9 que son inducidas por
el factor transformador de crecimiento-beta (TGF-f, del inglés Transforming Growth Factor-
beta) en presencia de IL-4 (58-60).
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Algunos estudios situan a las CD como la CPA profesionales capaces de iniciar y dirigir la
respuesta inmune (61), éstas se encuentran presentes en la lamina propia, placas de Peyer,
en los ganglios mesentéricos, e intercaladas entre las células del epitelio intestinal (CEI),
enviando prolongaciones a la luz intestinal para rastrear el paso de antigenos (62) y poder
asi procesarlos y presentarlos a las células T virgenes. En un estado inflamatorio expresan
gran cantidad de moléculas coestimuladoras CD80/86, y condicionadas por las CEIl pueden
liberar IL-4, e IL-6, y no IL-12, promocionando asi una respuesta Th2 (63), que a su vez

induce un cambio de isotipo en las células B hacia la produccion de IgE especifica (64).

Sefales de
Respuesta inmune l diferenciacién
innata & ¢ VTR -
\ Citocinas, histamina,
adenosina, microentorno
IL-12 IL-4 L-4 IL-6, IL-21
TGF-B IL-23, TGF-B
@ IL-9
Patégenos Inflamacién alérgica Inflamacion tisular, Inflamacion crénica
intracelulares, IgE, Inflamacion produccién de moco neutrofilica, patégenos
Apoptosis en células crénica eosinofilica, extracelulares
de los tejidos Helmintos

Figura 3. Representacién de la presentacion de Ag por las CD a las células T virgenes y otros factores de la
respuesta innata que inducen a las células T a la produccién de interleucinas y a diferenciarse en los distintos
tipos: Th1, Th2, Th9, Th17, y sus funciones.

Una vez producido el proceso de sensibilizacién, una exposicion antigénica posterior inicia
una respuesta inmune efectora por la union entrecruzada del alérgeno a diferentes
moléculas de IgE especificas unidas a su receptor de alta afinidad (FceRI) que expresan de
forma constitutiva mastocitos y baséfilos en su superficie (65), y a su vez estimula

positivamente el aumento de su receptor de baja afinidad CD23 sobre la superficie de los
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enterocitos (66). Tras la activacion celular se produce la degranulacién y se liberan aminas
vasoactivas como la histamina (67) y citoquinas (68) responsables del reclutamiento de
otras células efectoras como eosindfilos 0 Th2; y se sintetizan mediadores proinflamatorios
lipidicos como las prostaglandinas o leucotrienos (LTc4, LTe4 y LTd4), o quimiocinas tales
como factor activador plaquetario (PAF, del inglés Platelet-Activating Factor) y factor
quimiotactico del eosindfilo para la anafilaxia (ECF-A, del inglés Eosinophil Chemotactic
Factor of Anaphylaxis) (69). Todo esto desencadena en minutos una respuesta tisular
visible a nivel de piel, y mucosas (nasal, bronquial, ocular, y del tracto gastrointestinal), que
puede continuar a las 2-24 horas a una reaccion poco estudiada en el enfoque digestivo, de

tipo tardio, por infiltracion del tejido con granulocitos y linfocitos (70).

En alergia a alimentos el tracto gastrointestinal es el mas directamente afectado (71). Este
forma parte del sistema inmunitario asociado a mucosas (MALT, del inglés Mucosa-
Associated Lymphoid Tissue), el cual se encuentra continuamente expuesto al medio
ambiente externo a través de la gran area de superficie de su barrera epitelial, por la que
una gran cantidad y variedad de proteinas alimentarias y agentes potencialmente
patdgenos, entran en contacto con las células del sistema inmunitario. El proceso comun
que ocurre en la mayoria de los sujetos es la realizacion de un reconocimiento inmunoldgico
de estas proteinas, sin reaccionar frente a ellas. Este es el concepto conocido
primariamente como tolerancia, descrito en 1911 por Wells (72). Suponen la activacion de
multiples mecanismos inmunoldgicos, que finalmente conducen a la activacion de las
células T reguladoras inductoras de tolerancia. En los ultimos afios se ha podido comprobar
el papel importante de las células T reguladoras (Treg) en la induccién de tolerancia oral
(73). Esta se genera por el tipo de CD y puede ser producida por una Unica dosis alta,
originando deleccion clonal o anergia por union al receptor tipo Toll (TCR, del inglés T Cell
Receptor) en ausencia de moléculas coestimuladoras (74, 75); o bien por dosis bajas

repetidas mediadas por células Treg (71) (Figura 4).
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Figura 4. Presentacién de antigeno del linfocito B a linfocito T por unién al receptor tipo Toll, y moléculas

coestimuladoras.

1.3.1.1.Caracteristicas fenotipicas y funcionales de las células Treg

Las Treg se clasifican segun sus caracteristicas fenotipicas y funcionales (Tabla 1):

®

< Células Treg naturales. Son células CD4" y CD8" que se forman en el timo con un
programa ya definido para ejercer la supresiéon sobre aquellas células T que
reaccionan contra antigeno propio. Su funciéon es la regulacion de la respuesta
autoinmune.

X Células T CD4'CD25'Foxp3*. Su funcion es el control en érganos

linfoides secundarios de las células T autorreactivas que escapen a la
seleccion negativa, asegurando asi la tolerancia periférica.

X Células natural Killer T (NKT). Subpoblacién de células T que presentan

propiedades de células NK, pero expresan el TCR a/f (una cadena a
invariable unida a varias cadenas [3). Las NKT secretan grandes
cantidades de citoquinas tanto Th1 (interferén gamma (IFN-y) y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a, del inglés Tumour Necrosis Factor-alfa)),
como Th2 (IL-4 e IL-13) (76) y factor de transformacion del crecimiento
(TGF-B), éstas se han relacionado con enfermedades autoinmunes en
modelos animales (77).

< Células Treg adaptativas. Son células CD4" que se desarrollan también en el timo,

pero a diferencia de las anteriores, adquieren su actividad supresora en la periferia.
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Su funcidn es regular la respuesta no soélo contra Ag propios sino también frente Ag
extrafnos. Estas células a su vez se dividen en (78, 79):

X Células T colaboradoras tipo 3 (Tc3). Las cuales se inducen por la

administracion oral de un Ag.

X Células T reguladoras 1 (Tr1). Las cuales se inducen por la

administracion del Ag en presencia de IL-10.

Tanto las células Treg naturales y adaptativas son antigeno especificas, pero ejercen su
funcion reguladora por distintas vias. Las células Treg naturales necesitan el contacto
célula-célula; en cambio las células Treg adaptativas liberan al medio citoquinas supresoras
de la actividad, como el TGF-B en células Tc3 (79), o IL-10 para el caso de las células Tr1
(78).

Fenotipo de las células Treg. Las células Treg naturales fueron las primeras en
identificarse debido a la expresién constitutiva de la cadena a del receptor IL-2 (IL-2R),
denominado CD25 (80). Sin embargo, también se sabe que, tras la activacion de las células
T, lo primero que ocurre es la induccion del receptor de alta afinidad para la IL-2 (IL-2R), de
esta forma, las células T efectoras también pueden expresar el CD25. Por ello se diferencio
a las Treg en su analisis fenotipico, por su mayor intensidad en la expresion de CD25
(CD4*CD25"9") (81). Ademas se han sugerido otros marcadores como el antigeno asociado
a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4, del inglés Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4) (82), el
receptor de la familia del TNF inducido por glucocorticoides (GITR, del inglés
Glucocorticoid-Induced Tumour Necrosis Factor Receptor-related gene) (83) y el gen de
activacion de linfocitos (LAG-3, del inglés Lymphocyte-Activation Gene-3) (84) que bien no
se expresan consistentemente en las células Treg, y/o también pueden ser detectados en
otros tipos celulares ademas de células Treg (79) tales como linfocitos T activados (tanto
CD4" como CD8", para el caso de (CTLA-4).

En los ultimos afos, la proteina Foxp3, un miembro de los factores de transcripcion de la
familia de proteinas forkhead las cuales juegan un papel importante en la regulacién de la
expresion de genes envueltos en el crecimiento celular, proliferacién, diferenciacion y
longevidad, se ha introducido como marcador exclusivo de las células Treg naturales (85),
mostrandose la presencia de Foxp3 mayoritariamente en células CD4"CD25"". Aunque no
es exclusivo de células Treg CD4'CD25" (79). Ademas se ha observado que los sujetos que
presentan una mutacién en el gen que codifica este factor de transcripcion Foxp3

manifiestan un desorden fatal, consistente en disregulacién inmune, poliendocrinopatia,
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enteropatia, y sindrome ligado a X, que permite la supervivencia si es que recae solo en
una deleccion de la regidn no codificante para Foxp3, pero clinicamente se expresaria como

una enteropatia grave en el contexto de alergia alimentaria y dermatitis atopica (86, 87).

Estudios recientes (88), demuestran que la disminucién de la expresién del CD127 (receptor
de la cadena a de IL-7, IL7-R) facilita la deteccion de las células Treg Foxp3®. Liu W. y cols.
también propusieron que el CD127 podria ser un marcador capaz de purificar las células

Treg adaptativas (los subconjuntos Tr1y Tc3) (88).

Natural CD4*o CD8* Contacto cél-cél Th1/Th2
<> CD4CD25Foxp3 T CD25Mign (principalmente Th1)
<% NKT m Foxp3* (CTLA-4; TGF-B)
o)
Adaptativa p CD4* IL-10 Th1/Th2
< Trl ? Foxp3
I
f
< Tc3 (r" CD4* TGF-B Th1/Th2
3 Foxp3 (¢?)

Tabla 1. Clasificacion fenotipica y funcional de las células Treg.

Las Treg son capaces de suprimir las respuestas efectoras en reacciones alérgicas a través
de diferentes mecanismos. Suprimiendo la degranulacién de células efectoras inducida por
el alérgeno especifico (89), inhibir el reclutamiento de eosindfilos y otras células efectoras a
los tejidos inflamados (90) y promover la produccién de IgG4 e inhibir la producciéon de IgE
alérgeno especifica actuando sobre los linfocitos B (91). Las Treg pueden interactuar con
células residentes en tejidos para contribuir a su remodelacion, y promover la generacién de
CD con fenotipo tolerogénico. Estas funciones se realizan a través de diferentes
mecanismos de supresion: citocinas inhibidoras (IL-10, TGF-B), citolisis (secrecion de
moléculas citotdéxicas como granzimas), mecanismos de disrupcion metabdlica (CD25,
AMPc y adenosina), y mecanismos que tienen a las CD como diana (CTLA-4, PD-1) (92,
93).

Un fallo o una pérdida en la tolerancia oral es lo que se hipotetiza como el principal
problema en la hipersensibilidad alérgica a alimentos (94), siendo la naturaleza de esta

respuesta similar a cualquier respuesta inmunitaria.
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1.3.2. Mecanismo patoldgico en el tracto gastrointestinal

Cuando un alimento es ingerido por una persona no alérgica, las proteinas del alimento se
asimilan de forma eficiente tras la accidn gastrica, pancreatica, y de las proteasas del borde
en cepillo intestinal, aun asi, alrededor de un 2% de 50-90 gramos de proteinas ingeridas de
forma diaria en la dieta (95), se absorben como tales. La entrada del Ag es modulada por
mecanismos inmunolégicos inespecificos en el tracto gastrointestinal, compuestos por el
acido gastrico, el moco, las enzimas digestivas, una flora intestinal intacta, y el peristaltismo,
que generalmente disminuyen la alergenicidad de las proteinas (71), asi como por la
estructura fisica del propio epitelio. El desarrollo de tolerancia recae en todos ellos y en
otros factores importantes que incluyen: la forma y dosis del antigeno, la estabilidad a
tratamientos térmicos, la predisposicion genética (41), la edad del sujeto, y la similitud con

las proteinas enddgenas del huésped (11).

Moléculas A)

coestimuladoras

Icozs

CD8o/8é

—
cnoquma%

TGF-p
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Figura 5. Mecanismos de tolerancia oral. (A) Inmunidad, en el que se requiere union del receptor T (TCR) al

complejo mayor de histocompatibilidad en presencia de citoquinas y moléculas coestimuladoras. (B) Baja dosis,

mecanismo dirigido por las Treg. Respuesta inmune de supresion a través citoquinas o asociadas a la superficie

de membrana, como IL-4, IL-10, y TGF-B. (C) Alta dosis, mediado por anergia a través del ligando del receptor

de la célula T en ausencia de sefiales coestimuladoas; o deleccion clonal del linfocito por apoptosis mediada por

el ligando FAS (CD95L).

La barrera mucosa del tracto gastrointestinal humano consiste en una superficie de uniones

fuertes de epitelio cilindrico monoestratificado estructurado entre criptas y vellosidades,

sobre un estroma de tejido conectivo poblado de linfocitos, que constituyen el 20% del total

del organismo, en relacion con los foliculos linfoides o placas de Peyer. Las proteinas de los

alimentos pueden ser absorbidas y procesadas desde la luz intestinal de distintas maneras
(Figura 6).
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a)

b)

Si el antigeno es soluble, los enterocitos especializados sin borde en cepillos
(células M) asociados a mucosas del sistema gastrointestinal (GALT), lo fagocitan y
trasladan a la region apical de la placa de Peyer con la que estan en contacto, la
cual es rica en CD. Estas células captan y transportan al Ag al centro germinal
rodeado de células T y rico en células B (96), migran al ganglio mesentérico a través
del sistema linfatico portal, donde se encuentran con sus homoélogos T y B. Estos
ultimos maduran a células plasmaticas productoras de IgA. La secrecion local no
inflamatoria de IgA es la respuesta inicial que ocurre en las superficies mucosas (97),
estimulada por la produccién de IL-6 y TGF-p (98). De ahi esos linfocitos pueden
migrar a cualquier érgano diana especifico que componen el MALT, mediante el
fendmeno conocido como homing o asentamiento (99).

Via paracelular (100), coincidiendo con estados inflamatorios y aumento de IFN-y.

O bien transcelular, donde las CEl se comportan como CPA, dado que expresan de

forma constitutiva en su membrana basolateral el MHC-II (32, 101). Asi estas CEI
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captan el Ag por endocitosis mediada por receptor en fase liquida a través de las
microvellosidades de la membrana (102) y contactan con dos poblaciones de células
T, los presentes en la lamina propia, o intraepitelial. Los linfocitos intraepiteliales
expresan la integrina aEB7 que se une a la E-cadherina de las CEl y migran a través
de la membrana basal, en contraste con los linfocitos de la lamina propia, que
contactan con las CEIl a través de proyecciones basolaterales, y expresan alrededor

de 2/3 de ellos CD4", muy importantes para establecer la tolerancia oral.
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Capilar

d)

Figura 6. Mecanismos de absorcion intestinal. (A) Envio de prolongaciones por parte de las CD a la luz intestinal.

(B) Células M captan Ags particulados y los mandan a las CD subepiteliales, que estan préximas a las Placas de
Peyer. (C) Antigenos solubles pasan a través del epitelio hasta llegar directamente al capilar; ser presentados

por las CEl a las células T; o captados por los macréfagos de la lamina propia para dirigirse al ganglio linfatico.

1.4. Clinica

En la expresion clinica de una reaccién por alergia alimentaria, la piel como érgano diana, y
la temporalidad tras la ingestion del alimento, juegan un papel destacado. El diagndstico es
eminentemente clinico puesto que las pruebas complementarias, tales como las pruebas
cutaneas y la determinacion de IgE especifica, de forma aislada no tienen valor. Las
manifestaciones IgE mediadas se presentan de minutos a horas tras la ingestién del
alimento, siendo el tracto respiratorio, gastrointestinal, la piel y el sistema cardiovascular los

o6rganos mas frecuentemente implicados (27).

1.4.1. Sintomas cutaneos:

Los sintomas cutaneos ocurren en mas del 80% de las reacciones alérgicas por alimentos
(103) tanto en nifios como en adultos. La urticaria aguda, definida como sensacion
pruriginosa evanescente sobre lesiones eritematosas maculo-papulares tipo habonoso que
desaparecen en menos de 24 horas, junto al edema del tejido celular subcutaneo, o

angioedema, son las mas comunes, siendo atribuible en hasta un 20% de los casos a
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alergia alimentaria (103). Pueden presentarse aisladamente o de forma conjunta,
principalmente en cara y extremidades. En si mismas no suponen un cuadro grave, aunque
desde el punto de vista estético son muy alarmantes, y pueden causar una impotencia
funcional temporal, por ejemplo por pérdida de vision ante angioedema palpebral, o de la
deglucion debido a angioedema de lengua sin repercusion de la via respiratoria. Pueden ser
provocadas por la ingestién o el contacto, de forma directa o inadvertida, con el alimento
generalmente no cocinado como frutas o vegetales (104). Pueden ser producidas por una
exposicion accidental, como por ejemplo al compartir cubiertos, o a través de besos (105).
La presentacion de urticaria cronica como desencadenante de un mecanismo de alergia a
alimentos mediada por IgE, es muy infrecuente, habiéndose demostrado en tan sélo un

10% de pacientes tras su estudio mediante pruebas de provocacion (106).

En la evaluacion de este tipo de reacciones es importante la realizaciéon de un diagndstico
diferencial de otras patologias en las que también se ve afectada la piel tales como
infecciones, enfermedades endocrinas, tumorales, reumaticas, renales, sindrome auriculo-
temporal o de Frey, y angioedema bradicinérgico. Otros sintomas que también se pueden
producir, frecuentemente como anticipo de los anteriores, son flushing, prurito aislado, o

erupcion eritematosa morbiliforme.

e RS

URTICARIA
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Figura 7. Imagenes de lesiones de urticaria y angioedema.

Diferentes estudios han apuntado a la existencia de una relacion de la alergia alimentaria
con la exacerbacion de la dermatitis atépica, sin embargo, la evidencia clinica se basa en
tres pilares controvertidos como son la posible relacion causa-efecto identificada mediante
dietas de eliminacién de 3-6 semanas, provocaciones no controladas (6), y de forma
preventiva en eliminacion profilactica de los alimentos mas alergénicos en la infancia (49).

La evaluacion con patrones objetivos de la relacion causa efecto de la dermatitis atopica y
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alergia alimentaria es dificil debido a: i) el curso mismo de la dermatitis atopica cambiante
por diversos factores externos que se escapan al control; ii) la gran cantidad de falsos
positivos en los niveles de IgE especifica y pruebas intraepidérmicas debido a los altos
niveles de IgE total circulante; iii) la propia fisiopatologia del proceso que puede estar
producida por disfuncion epitelial debida a la mutacidon en el gen de la filagrina (107) u

origen no mediado por IgE (108);

1.4.2. Sintomas respiratorios:

La prevalencia de asma exacerbado por reaccion alérgica a alimentos no se confirma en los
estudios epidemiolégicos, sin embargo, existe una prevalencia en torno al 2-8% en
pacientes con asma de base (109). Lo que si se ha demostrado es el aumento del riesgo a
padecer asma en la edad adulta en nifios con alergia a los alimentos, concepto incluido
dentro de lo que se denomina como la marcha atépica (51, 110). No obstante, los sintomas
pueden suponer un riesgo vital, desde laringoespasmo, angioedema de orofaringe, a
broncoespasmo con disnea y autoescucha de sibilantes (111). Igualmente, los sintomas de
via respiratoria superior, como rinorrea, congestiéon nasal, prurito nasal o estornudos,
tipicamente ocurren junto con la afectacién de otros 6rganos (103), como conjuntivitis tipo
hiperemia conjuntival, prurito o epifora en hasta un 39% (112), y deben poner en alerta ante
la posibilidad de una reaccion sistémica (113). Una excepcion a la presencia de una clinica
respiratoria como sintoma aislado seria el caso de patologia ocupacional, como ocurre por
inhalacién de proteinas volatiles de la coccion de pescado (114), o por harina de trigo como
en el asma del panadero (115). No se han observado casos de otitis serosas en estudios
con provocaciones controladas, si bien se pueden presentar dentro de la clinica alérgica

mediada por IgE por aeroalérgenos de forma concomitante (116).

1.4.3. Sintomas gastrointestinales:

Los sintomas gastrointestinales cubren un amplio espectro de manifestaciones que pueden
abarcar el tracto digestivo en toda su extensién, por lo que pueden variar e incluir sintomas
tan inespecificos y potencialmente severos por el riesgo de deshidratacién como dolor
abdominal tipo calambre, nauseas, vomitos, diarrea, flatulencias, reflujo gastroesofagico

(117), e incluso rechazo del alimento en lactantes o nifios pequefios.

Existen otros cuadros infrecuentes en los que tipicamente no se encuentra mecanismo
inmunolégico mediado por IgE. Se ha postulado, que la ingestién de los alérgenos
alimentarios produce inflamacion local mediada por linfocitos T que conduce a un aumento
de la permeabilidad intestinal y aparicion de sintomas tardios, principalmente en los

primeros afos de vida. Estos cuadros incluyen segun el tramo afectado |la
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entero/proctitis/proctocolitis inducida por proteinas de la dieta. De ellos, la entidad clinica
mas grave es la enterocolitis por proteinas (FPIES, del inglés, Food Protein-Induced
Enterocolitis Syndrome), donde se producen vomitos reiterados en escopetazo, con
repercusion del estado general, a los 60-90 minutos de la ingestién de leche, pescado, pollo,
o cereales (118). La colitis hemorragica se manifiesta en el lactante con deposiciones con
sangre sin otra sintomatologia (119). El cdlico del lactante consiste en crisis de llanto y
distensién abdominal con expresién de dolor durante el primer trimestre de vida, en el que
se han implicado las proteinas de la leche de vaca (CMP, del inglés Cow Milk Proteins)
como desencadenantes (120). Y segun el tramo afectado también se puede encontrar un
grupo de desordenes caracterizados por disfagia, vomitos, nauseas y/o dolor abdominal
postprandial con biopsia de la mucosa rica en eosindfilos y una eosinofilia periférica en
hasta el 50% de los casos (Figura 8), denominado esofagitis/gastritis/gastroenteritis
eosinofilica (121), en la que se han visto implicados con mas frecuencia la leche de vaca
huevo, soja, trigo, frutos secos, y pescados y mariscos tras respuesta en dietas de

eliminacion (122).

Figura 8. Imagenes de endoscopia digestiva que muestra la “traqueizacion del eséfago (imagen de la izquierda),

y de biopsia de eséfago con tincion de eosina donde se observan >20 Eo por campo (imagen de la derecha).

1.4.4. Sindrome de alergia oral

Una mencion especial merece el concepto de sindrome de alergia oral (SAO), que se
encuentra a caballo entre una dermatitis de contacto de la mucosa oral y la expresion de
clinica mediada por IgE del aparato digestivo debida a los alimentos. Existen varias
hipotesis que lo explican, una propone que los sintomas se deben a la gran concentracion
de mastocitos en la mucosa de la orofaringe (123) y de alérgenos rapidamente liberados por
el efecto de la saliva; y otra a la gran concentracién de células T en el tejido linfoide a este
nivel (124). Este es el sintoma mas frecuente de alergia alimentos en adultos, ocurriendo en

mas del 50% de los pacientes que refieren sintomas tras la ingesta de vegetales y frutas

61



Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

frescas (123). Los sintomas son de corta aparicién y duracién, y pueden presentarse como
prurito orofaringeo acompanado o no de lesiones de urticaria peribucal, angioedema de
labios, carraspera, e incluso picor en el cuello con eritema local, u 6tico (125). Fue descrito
por primera vez por Tuft y cols. hace mas de 70 afios para describir la alergia mediada por
IgE debida a reaccién cruzada por proteinas homodlogas que comparten el polen y los
alimentos (panalérgenos), y desde entonces el numero de publicaciones al respecto ha ido
creciendo, coincidiendo con el aumento de prevalencia de rinitis alérgica. Ya que se ha
observado que entre pacientes con rinitis, la prevalencia de presentar ademas sintomas de
SAOQO varia del 30 al 70% (126), con diferencias poblacionales, incluso regionales, debido a
los cambios en los habitos dietéticos y de palinologia. También existen diferencias de
acuerdo a la ruta de sensibilizacion (127) ya que, si bien menos frecuente, también se
observan en sujetos sin polinosis asociada, generalmente del sur de Europa como Espania,
debido a alérgenos estables como las LTP (del inglés, Lipid Transfer Protein) (128),
presentando sintomas por ejemplo debido a la ingesta de manzana, sin sensibilizacion al
polen de abedul o de gramineas (129). Esto hace que la historia clinica y las pruebas
diagnosticas complementarias sigan jugando un papel importante dado que un mismo
alimento puede ser capaz de desencadenar tanto sintomas locales como el SAO, como
sistémicos. En el desarrollo de SAO se han identificado una gran variedad de proteinas
vegetales como son las proteinas de defensa (PR, del inglés Pathogenesis-Related
proteins) (130), profilinas, inhibidores de la alfa-amilasa, peroxidasas, thiol proteasas, y
lectinas, que seran objeto de estudio en mayor profundidad en los siguientes apartados de

esta tesis.

1.4.5. Afectacion multiorganica:

La afectacion sistémica, potencialmente fatal, que ocurre de segundos a pocas horas tras la
ingesta de un alimento, se define como anafilaxia. Las manifestaciones clinicas son las
clasicas de las reacciones de hipersensibilidad inmediata, con afectacion variable de la piel,
como el 6rgano mas frecuentemente implicado (prurito palmo-plantar y generalizado,
urticaria, eritema, angioedema), del aparato digestivo (nauseas con alto contenido en moco,
vomitos, dolor, diarrea explosiva), del aparato respiratorio (nasal, laringea, pulmonar), y del
cardiovascular (hipotension, sincope, angina, arritmias), y que segun la clasificacion hecha
por Brown (131) permite diferenciar la reaccion anafilactica en leve, moderada, o grave
(Tabla 2).
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Leve Solo afectacién cutanea o del tejido celular

subcutaneo

Moderado Afectacion  cardiovascular, respiratoria o

gastrointestinal

Grave Hipoxia, hipotension o compromiso neurolégico

Tabla 2. Clasificaciéon por Brown de las reacciones sistémicas.

El sindrome resulta de la activacion celular, generacion y liberacién masiva de mediadores
inflamatorios como histamina y triptasa entre otros (132, 133), existiendo la posibilidad de
reacciones “bifasicas” en hasta un 30% de los casos (134), en las que los sintomas recurren

tras su resolucién aparente, en el plazo de 4-72 horas (135).

Dada la afectacion multiorganica, rapida, y la incapacidad para predecir los 6rganos
afectados o su orden de aparicién, en el diagnéstico diferencial de la anafilaxia deben
usarse los algoritmos existentes para diferenciar de otras patologias y poder asi tratar al
paciente de forma temprana y adecuada. Este diagndstico diferencial deber realizarse con
sindromes que se pueden asociar con eritema como el carcinoide, metastasico,
feocromocitoma, mastocitosis...; sincope vasovagal; escombroidiosis; angioedema
hereditario; reacciones anafilactoides; o de otras causas de shock cardiogénico o de

enfermedades respiratorias o cardiovasculares (136).

Los sintomas mas graves con cierta frecuencia no son reconocidos como peligrosos,
conduciendo a un diagnéstico y tratamiento tardio, que junto con la ingesta inadvertida del
alérgeno, y los factores personales como el tratamiento concomitante con betabloqueantes
o antagonistas de los canales del calcio (137), o el padecer asma en la adolescencia, hacen
que se aumente el riesgo y la prevalencia de un desenlace fatal (24). Aunque el riesgo de
producir una reaccion grave es compartido por todos los alimentos, algunos son mas
citados como causa de anafilaxia, son frutos secos y legumbres en general, pescados,

mariscos, leche, huevo, frutas, semillas, y cereales o granos (129, 138).

Entre los factores que pueden influir para que dichos alimentos sean los principales

responsables de una reaccion anafilactica, destacan su amplia utilizacion en multiples
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alimentos procesados e incorrectamente etiquetados, asi como su elevada potencia

alergénica.
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2.- ALERGIA A ALIMENTOS DE ORIGEN VEGETAL MEDIADA
POR IgE

La implicaciéon de los vegetales en la alergia esta relacionada con su presencia en los
alimentos de la dieta habitual, y sus caracteristicas fisico-quimicas, pudiendo desencadenar
un extenso espectro de sintomas clinicos mediados por IgE. Es una de las causas mas
frecuentes de alergia alimentaria (44), lo que unido a la alta frecuencia de reacciones
sistémicas graves (139, 140), en paralelo a sintomas locales en la mucosa oral, ha
promocionado su estudio en los ultimos afos. Como vegetales se incluyen alimentos tan
variados y basicos como frutas, hortalizas, legumbres, frutos secos, semillas, y cereales, y

asi lo dividiremos posteriormente para su estudio.

2.1. Caracteristicas de las proteinas alergénicas:

2.1.1. Caracteristicas fisico-quimicas

Los estudios llevados a cabo a lo largo de los anos han definido una serie de caracteristicas
importantes, que tanto de forma individual como combinadas, pueden condicionar la
alergenicidad de las proteinas (141). Entre ellas se encuentran, el tamafo que no puede ser
menor a 4-6 KDa (142), su integridad, su resistencia a la degradacion por el numero de
puentes disulfuros presentes en su molécula, su capacidad de unién o transporte de calcio,
su actividad proteolitica o enzimatica (143), su similitud con otras proteinas, o las
modificaciones postraduccionales, principalmente la glicosilacion, que se producen en las
proteinas extracelulares. Las glicoproteinas suelen producir cambios en la estabilidad,
solubilidad, hidrofobicidad, y en la carga eléctrica, haciendo que los sitios glicosilados estén
mas expuestos al sistema inmune (143, 144). Se ha demostrado que muchos alérgenos de
plantas son ricos en azucares como la manosa, fructosa, xilosa, y N-acetil glucosamina, que
son grupos que interaccionan especificamente con receptores de las CPA; sin embargo, en
alérgenos animales esto no ha sido encontrado (142, 143, 145). De hecho, se ha
demostrado que los alérgenos de gramineas (Phl p 1) pierden sus propiedades alergénicas
tras procesos de deglicosilacién, ya que los azucares presentes en estas proteinas son
indispensables en el reconocimiento por los anticuerpos IgE (142, 145, 146). La reactividad
cruzada entre algunos alérgenos glicosilados de diferentes especies de plantas depende en

cierto grado de los carbohidratos presentes en la superficie de estas proteinas,
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denominados carbohidratos determinantes de la reactividad cruzada (CCD, del inglés
Cross-reactive Carbohydrate Determinants), aunque por si solos éstos son clinicamente

irrelevantes (142).

La pérdida de estabilidad y alergenicidad por cambios de temperatura, enzimaticos, o de pH
ha sido demostrada para proteinas de la mostaza (Sin a 1), del olivo (Ole e 1) (146), y la
lactoglobulina de la leche (147). Asi como para proteinas con capacidad de unién y
transporte de calcio presentes en plantas y animales como son la parvalbumina del pescado,
Bet v 3 del abedul, y Phl p 7 de gramineas. En un estudio realizado con Bet v 3 se encontré
que un alérgeno puede exponer epitopos variables segun las diferentes conformaciones
que puede adoptar (148). Otros alérgenos actuan como lectinas uniéndose a oligosacaridos.
Ejemplos de éstas son los alérgenos del latex (Hev b 6.01, Hev b 6.02 y Heb b 11), del

aguacate (Pers a 1), y otros presentes en platano, kiwi, y castafia (149).

En la estructura molecular de las proteinas alergénicas existen regiones inmunodominantes,
conocidas con el nombre de epitopos, las cuales interaccionan con fragmentos de unién al
antigeno (Fab) de los anticuerpos IgE. Varios estudios han permitido establecer la
presencia de epitopos lineales reconocidos por IgE en sueros de pacientes sensibilizados,
sin embargo, normalmente los residuos que conforman un epitopo se encuentran en la
superficie de dichas proteinas, localizados en diferentes posiciones de la secuencia lineal
pero muy cercanos si la proteina se encuentra en su forma plegada, a éstos se les

denomina epitopos conformacionales (11).

La alergia alimentaria es comun en los primeros dos afios de vida, coincidiendo con la etapa
de la vida en la que existe una inmadurez en la barrera intestinal (150, 151). A medida que
tiene lugar su maduracion, se producen cambios en la permeabilidad intestinal que impiden
la entrada a los epitopos conformacionales (152). A pesar de la especificidad de la IgE, en
ocasiones ésta puede reconocer otros Ag con similitudes estructurales por encima del 50%.
Aunque por logica cabe pensar que esto puede ser normal entre alimentos de una misma
familia taxondmica, se ha visto que también ocurre entre alimentos no relacionados (5). Por

todo esto se han descrito dos patrones distintos de sensibilizacién a alimentos:

a) Sensibilizacion primaria producida por via digestiva a través de glicoproteinas
resistentes y estables al calor, acidez, y proteasas; que se consideran alérgenos
completos, pues son capaces de sensibilizar y ademas desencadenar una reaccion
alérgica (11).

b) Sensibilizacion producida a través de aeroalérgenos. En este caso el alimento

responsable se comporta como un alérgeno incompleto, incapaz de sensibilizar por
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via digestiva, tratdndose comunmente de proteinas termolabiles y faciles de

degradar.
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Figura 9. Representacion de las fases de sensibilizacion primaria y efectora con los cambios a nivel celular y

citoquinas principales que intervienen, asi como los 6rganos y sistemas posibles afectados.

Un ejemplo de los diferentes patrones de sensibilizacién ocurre en las areas ricas en
abedules y otras especies del orden Fagales (aliso, avellano...) del centro y norte de
Europa y la alergia a manzana. Los pacientes alérgicos a esta fruta presentan una
sensibilizacion primaria al polen de abedul, concretamente a Bet v 1, y por reactividad
cruzada se sensibilizan al alérgeno de manzana Mal d 1 (PR10), dando una clinica leve. Sin
embargo, los pacientes alérgicos a manzana en el area mediterranea, donde la presencia
de abedul es muy baja, muestran una sensibilizaciéon a la LTP de manzana, Mal d 3, siendo
la causa principal la reactividad cruzada con la LTP de melocotén Pru p 3, y provocando
reacciones mas graves como la anafilaxia (5, 153). La sensibilizaciéon a frutas, sobre todo de

la familia Rosaceae (melocotdn, manzana, albaricoque...) aparece con frecuencia asociada
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a alergia a los frutos secos, segun el estudio de Lazaro y cols. (154), asi el 49% de los

pacientes alérgicos al melocotén también lo eran a los frutos secos.

2.1.2. Panalérgenos

El concepto de panalérgeno, del griego “pan” que significa “todo”, se utiliza para designar
proteinas de familias no relacionadas taxonémicamente, con funciones homodlogas
involucradas en procesos vitales generales, y por tanto, ampliamente distribuidas en la
naturaleza. Los panalérgenos de las plantas comparten secuencias de regiones altamente
conservadas, asi como funciones y estructuras tridimensionales. Son responsables de gran
cantidad de reacciones de reactividad cruzada mediada por IgE entre polen y fuentes de
alérgenos alimentarios no relacionados taxondmicamente. Aunque son generalmente
considerados como alérgenos menores, la sensibilizacion a panalérgenos puede ser muy
problematica, pues aumenta el riesgo de sufrir multiples sensibilizaciones con
manifestaciones clinicas altamente relacionadas con factores de exposiciéon y geograficos
(155).

2.2. Alérgenos implicados

De todas las miles de proteinas presentes en un alimento, s6lo una minoria son
alergénicas, y la mayor parte pertenecen a unas pocas familias de proteinas. Las proteinas
de plantas presentes en alimentos se pueden clasificar segun su funcién en tres grandes

grupos (Figura 10):

Proteinas de reserva, principalmente en semillas de las plantas superiores y algunas en

los 6rganos vegetativos.

Proteinas de defensa, involucradas en los sistemas de proteccién frente a las invasiones

de patogenos y plagas.

Y un tercer grupo heterogéneo en su funciéon, compuesto entre otras por proteinas
estructurales, cataliticas y reguladoras, que se sintetizan en la planta de forma
constitutiva o en respuesta a factores externos, en el que se incluyen las profilinas,

oleosinas, y la p-fructofuranosidasa del tomate o la glioxalasa | del arroz (149).
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Superfamilia

/ Prolaminas

Superfamilia Cupinas

Figura 10. Clasificacion proteinas vegetales segun su funcion.

2.2.1. Proteinas estructurales, cataliticas y reguladoras:

Las profilinas son proteinas citosélicas de pequeno tamafio (de 12 a 15 KDa) que
representan una familia altamente conservada en la escala filogenética, por lo que se
encuentran en todas las células eucariotas (156). Tienen una identidad de secuencia mayor
al 75% entre diferentes especies. Su principal funcion en las células de las plantas es la
motilidad del citoesqueleto, regulando la polimerizacién de los microfilamentos por unién de
mondémeros de actina y una plétora de otros ligandos como fosfatidil inositol fosfato (25). Su
estructura tridimensional de dos alfa-hélices y cinco laminas beta antiparalelas en su parte
central, se dobla hasta adoptar la forma globular compacta (155) (Figura 11), lo que las
hace vulnerables a los procesos de desnaturalizacién por calor y digestion gastrica, y se
traduce en su generacion clinica relacionada con el SAO. Hasta la fecha, se cree que las
secuencias mas importantes de unién a IgE se agrupan en las regiones N 1-52 y C 106-132
(157). Se han identificado profilinas alergénicas en el polen de plantas monocotiledéneas,
dicotiledéneas, de alimentos, y en Hevea brasiliensis latex, lo que las convierte en una de
las principales responsables de la co-sensibilizacion entre pdlenes y alimentos (158).
Distintos estudios revelan que la sensibilizacién a profilinas varia entre individuos del 5-40%
segun la zona geografica, con una prevalencia del 20-38% para Europa Central y del Sur
(155). Gracias a estudios de purificacion y clonacién, se considera a la profilina del abedul

Bet v 2, como buen marcador de su sensibilizacién (159). De acuerdo con esto, todos los
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pacientes que presentan IgE frente Bet v 2, estan sensibilizados a polen de gramineas. Las
profilinas se encuentran como alérgeno mayoritario para melén (Cuc m 2) (160), sandia (Cit
| 2), y naranja (Cit s 2), y también se muestran para platano (Mus a 1), pifa (Ana c 1),
melocotén (Pru p 4) (161), fresa (Fra a 4), manzana (Mal d 4), cereza (Pru av 4), pera (Pyr ¢
4) (157, 159), avellana (Cor a 2), pimiento (Cap a 2) (162), apio (Api g 4) y en zanahoria
(Dau c 4).

Figura 11. Estructura tridimensional Profilina del abedul Bet v 2

Las oleosinas son proteinas vegetales de reserva de las semillas. Su caracter hidrofobo las
hace encontrarse dentro de los cuerpos lipidicos. Se han descrito asociadas a reacciones

graves en cacahuete, avellana, y semillas como el sésamo (Ses i 4y 5) (162, 163).

2.2.2. Proteinas de reserva:

La superfamilia de las prolaminas fue inicialmente descrita en base a un patrén conservado

de residuos de cisteinas (Cys-Cys y Cys-X-Cis) dentro de una estructura tridimensional rica

en alfa hélices (164).

Las prolaminas propiamente dichas son las proteinas mayoritarias de las harinas de
cereales, con la excepcion de avena y arroz. Insolubles en agua y con una composicion de
aminoacidos rica en prolina y glutamina a la que deben su nombre (156). Afectan
principalmente a manipuladores de cereales, pero también se han descrito reacciones
inmediatas tras su ingesta en nifos debida al alérgeno Tri a 36 (165), o asociada a la

gliadina w-5 (Tri a 19) en casos de anafilaxia inducida por ejercicio dependiente de la
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ingestion de trigo (45, 166). Histéricamente tomaron nombres especificos segun el cereal,
asi, encontramos gliadinas en el trigo, hordeinas en la cebada, secalinas en el centeno, y
zeinas en maiz, sin embargo, la clasificacién actual se basa en sus funciones, pues un
mismo cereal se compone de distintas fracciones, como el gluten del trigo, formado a partes

iguales de gliadinas y gluteninas.

Las albuaminas 2S son el principal grupo de proteinas de reserva de muchas especies de
plantas dicotiledoneas (156). Reciben su nombre por presentar un coeficiente de
sedimentacion de 2 Svedbergs y ser solubles en agua con una estructura compacta
formada por una super hélice organizada de 4-5 hélices alfa (Figura 12). Generalmente se
sintetizan en la semilla como una Unica cadena de 10-15 KDa y un tamano de unos 90 a
135 aminoacidos (167), como en la semilla de girasol, pero dado su alto grado de
polimorfismo, tras cambios postraduccionales también pueden encontrarse dos cadenas
unidas por puentes disulfuro, como en la nuez de Brasil (Ber e 1). Ricas en aminoacidos
como glutamina, arginina, cisteina y metionina, dado que suministran nutrientes durante la
germinacion de la planta, suelen ser resistentes a tratamientos térmicos o la actividad de
enzimas proteoliticas (168, 169). Ademas, se ha demostrado la capacidad de interaccion
con bicapas lipidicas, lo que aumentaria su paso intacto a través de la barrera intestinal, en
concreto Sin a 1 (mostaza amarilla) (170), asi como la capacidad de unién al ién Cu+2 de
Ber e 1 (171). Presentes fundamentalmente en frutos secos, se describen reacciones
graves de hipersensibilidad a pesar de su baja identidad de secuencia, hallandose para la
nuez (Jug r 1) (172), nuez pecana (Car i 1) (173), anacardo (Ana o 3) (174), nuez de Brasil
(Ber e 1) (175), avellana (Cor a 14) (176), pistacho (Pis v 1), y en cacahuete, tanto Ara h 6,
considerada incluso en algunos estudios como una isoforma de la mas destacada, Ara h 2,
su alérgeno mayor y representativo en paises anglosajones, presente en hasta un 9% del
extracto total (177, 178). También se han descrito en otros vegetales, como brécol, rabanos
y nabos (Brar 1) (179).

Figura 12. Estructura tridimensional de Albumina 2S de la semilla de colza.
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Los miembros de la superfamilia cupinas representan proteinas con funciones muy diversas

cuya evolucion pasa desde las archaea y bacterias hasta las células eucariotas. Fueron
descubiertas gracias a que comparten secuencias de cadenas polipeptidicas y una
estructura tridimensional con dominios de “barril § o cupina” (del latin cupa, barril) (180) que
les confiere gran estabilidad. Se clasifican segun consten de un solo dominio cupina
(germinas) o dos (globulinas o bicupinas). Algunas poseen actividad enzimatica como
dioxigenasas, pero la mayoria son proteinas de reserva no cataliticas de las semillas de las
plantas (25).

Las germinas o GLP (del inglés, Germin-Like Protein) son monohexameros de unos 250
KDa asociados formando trimeros con el dominio polipeptidico en estructura de alfa-hélice.
De acuerdo a su funcidon como proteinas de defensa, su organizacion molecular las hace
estables a tratamientos térmicos, y su actividad enzimatica a la accion proteolitica. Asi se
ha descrito la presencia de actividad peroxidasa, y superoxido dismutasa en la cebada
(181) y el aumento de la capacidad de union a IgE gracias a la glicosilaciéon en la naranja

(Cit s 1), mandarina, clementina, y pimiento (182).

Las bicupinas o globulinas se han descrito como los principales componentes de la dieta
humana dado que se encuentran en la mayoria de las proteinas de almacenaje. Su
sensibilizacion puede ser primaria o por reactividad cruzada. Han sido estudiadas sobre
todo en las leguminosas, como cacahuete y soja. Divididas en base a su coeficiente de
sedimentacion en 7S vicilinas y 11S leguminas. Ambas presentan una digestién limitada y
algo menor de estabilidad térmica que las albuminas 2S por pérdida de parte de la
estructura cupina, a pesar de ello se han descrito ejemplos de aumento de la alergenicidad,
como para Ara h 1 tras el tostado (41, 183) o en cacahuetes (184).

Las leguminas 11S son proteinas hexaméricas de 300-450 KDa ensambladas por dos
trimeros (185), que han sido estudiadas para la avellana (Cor a 9) (186), nuez (Jug r 4)
(187), anacardo (Ana o 2) (188), nuez de Brasil (Ber € 2) y Ara h 3 (189). En lo que se
refiere a las vicilinas 7S, s6lo se componen de trimeros de 150-180 KDa, y han sido
descritas principalmente en el cacahuete, soja (Figura 13), lenteja, guisante, nuez y
anacardo, sin embargo no muestran secuencias de identidad importantes, lo que puede

explicar la baja reactividad cruzada in vitro entre cacahuete (Ara h 1) y anacardo (Ana o 1).
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Figura 13. Estructura tridimensional de vicilina de soja.

2.2.3. Proteinas de defensa:

Las proteinas de defensa (muchas denominadas PR), como su nombre indica, se pueden
inducir por distintos tipos de estrés o expresarse constitutivamente frente al ataque de
patégenos o plagas. La mayoria presentan una estructura compacta estabilizada por
puentes disulfuro, lo que las hace muy resistentes a tratamientos térmicos y enzimaticos
(190). La componen una amplia variedad de familias, como previamente las descritas
germinas, a destacar por su importancia clinica o estudio por su papel como alérgenos

alimentarios son (149, 191):

Familia PR-1, tienen una amplia distribucién entre los vegetales cultivados, pero sélo se ha

encontrado hasta la fecha en una proteina minoritaria del melén (Cuc m 3) (192).

Proteasas y f-1,3-glucanasas (PR-2). Se trata de enzimas hidroliticas con propiedades
antifUngicas, con una caracterizacion alergénica escasa actualmente. Destacan la
glucanasa del latex (Hev b 2) (193) y del platano (Mus a 5) (194), la actidina del kiwi (Act c
1) (195) como uno de sus alérgenos mayoritarios asociados a reacciones graves, la serin-

proteasa del melén (Cuc m 1) (196).

Quitinasas y proteinas con dominio heveina (PR-3, PR-4, PR-8). Son enzimas que
catalizan la hidrolisis de polimeros de quitina del exoesqueleto de insectos y células de la
pared de hongos. Las quitinasas de clase | contienen un dominio N-terminal llamado
heveina, el cual comparte una alta secuencia de identidad con el alérgeno mayor del latex,

Hev b 6.02 (Figura 14) (197). Se encuentran en frutas consumidas en fresco como hasta el
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24% en aguacate (Pers a 1) (198), platano (Mus a 2) (199), 22% en castafia (Cas s 5) (200),
y kiwi (20% de los casos), junto a otros vegetales como la papaya, tomate, pifia, 0 mango,
dentro del llamado sindrome latex-fruta. Los péptidos responsables de su reactividad son
péptidos de facil degradacién tras el estimulo de los acidos gastricos (201). Las quitinasas
de clase lll pertenecen a la familia 18 de hidrolasas glicosiladas (202), a pesar de no poseer
el dominio heveina se ha descrito como alérgeno en la frambuesa (203), lo que indica que
su estructura conformacional con cuatro puentes disulfuro es también responsable de su

alergenicidad (190).

Figura 14. Estructura tridimensional de heveina del latex.

Las taumatinas (PR-5) reciben su nombre de una proteina de intenso sabor dulce aislada
de una fruta encontrada en Africa, llamada Thaumatococcus daniellii. De 23 KDa y valor
antifungico, poseen 8 puentes disulfuro que les dota de una alta termorresistencia (204). Se
han descrito alérgenos en frutas como manzana (Mal d 2) (205, 206), pimienta (Cap a 1),
kiwi (Act ¢ 2) (207), cereza (Pru av 2) (208), y melocotén (Pru p 2) (209).

Los inhibidores de alfa-amilasal/tripsina son proteinas solubles de 12-16 KDa que
interfieren en la digestiéon de las plantas para impedir las enzimas del intestino de los
insectos, que ademas poseen otros tipos de actividad inhibitoria de proteinasas o tipo
tripsina. Se encuentran en las harinas de mayor consumo (trigo, centeno, cebada, arroz y
maiz), con la capacidad de generar sensibilizacion via digestiva e inhalatoria (114, 210).
Igualmente se ha descrito dicha capacidad en algunas peroxidasas glucosiladas presentes
en harinas de trigo y cebada. Son proteinas de unos 36 KDa del grupo PR-9, que aun

precisan de estudios adicionales (211).

Otros tipos de inhibidores de proteasas son los pertenecientes a la familia Kunitz,

presentes en una amplia variedad de proteinas como la IL-1, y en alimentos como la patata
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(Sola t 2, Sola t 3, Sola t 4) (212), y algunas legumbres, la mas destacada en la soja.
Generalmente son de pequefio tamafio, con tres puentes disulfuro que le dan mayor
alergenicidad, y a pesar de ser descritos como alérgenos menores en la soja (213), se han
identificado como causantes de reacciones tipo anafilaxia (214). Ademas, se encuentran
como contaminantes en cosméticos y alimentos procesados, debido al uso de lecitina de

soja como agente emulsionante (215).

Homélogos de Bet v 1 (PR-10). Como se introdujo anteriormente, el transporte de esta
proteina a través del epitelio se realiza sin actividad proteasa debido a su estructura
molecular (216). Formada por alérgenos de unos 18 KDa con identidad de secuencia que
varia del 40-90%, poseen una cavidad en su parte central (Figura 15) con capacidad de unir
una multitud de ligandos como esteroides (desoxicolato) (217, 218), acidos grasos,
citosinas, y flavonoides, asi como actividad ribonucleasa. Son proteinas termolabiles y
sensibles a las proteasas digestivas (219), de ahi que su expresién clinica mas frecuente
sea asociada a sintomas locales y leves. La distribucion taxonémica de los homélogos de
Bet v 1 es bastante limitada. Alérgenos del polen se han encontrado exclusivamente en el
orden Fagales (aliso y avellano), mientras que en los relacionados con alimentos, han sido
frecuentemente asociadas. En frutas como kiwi (220), en la familia Lauraceae (fruta de la
pasion) (221), y en Ericales (kaki o persimon) (222), asi como de la familia Rosaceae, como
manzana (Mal d 1) (223) y otras frutas de hueso, tales como melocotén (Pru p 1), y cereza
(Pru av 1) (219, 224). Y en vegetales de la familia Apiaceae (zanahoria, apio, hinojo y

especias) (225, 226), y Fabaceae (soja y cacahuete) (25, 158).

Figura 15. Estructura tridimensional del polen de abedul Bet v 1.
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La familia de proteinas de transferencia de lipidos (LTP, PR-14), fueron identificadas en
extractos con un medio alcalino-neutro y punto isoeléctrico entre 9 y 10. Nombradas asi por
su habilidad para unir y transportar multitud de diferentes moléculas de lipidos (227),
ademas de por participar en la sintesis de polimeros lipofilicos depositados en las
superficies externas de 6rganos aéreos (228). En base a su peso molecular se pueden
subdividir en dos proteinas no especificas: nsLTP1 de 9 KDa (la principal) y nsLTP2 de 7
KDa (191, 229-232). Forman una familia de polipéptidos basicos de unos 95 residuos de
aminoacidos con diferentes grados de identidad de secuencia (del 30-95%) entre los
amplios y distintos miembros que la componen (Figura 16 y 17). Su estructura muy
conservada entre distintas especies (panalérgenos) de cuatro puentes disulfuro incluye
cuatro alfa-hélices separadas por giros cortos y una cola C-terminal no estructurada, con un
tunel interno hidrofdbico que atraviesa todo su eje (227) (Figura 18). El hipotético papel del
trafico de lipidos intracelular no es consistente con su ubicacién extracelular, por ello se han
realizado sucesivos experimentos demostrando que primariamente se localizan en el citosol
para posteriormente ser excretadas y acumularse en la pared celular como moléculas
estables presentes en la parte aérea de las plantas (como son hojas, semillas y flores),
principalmente en la piel de las frutas (233, 234), excepto en ciruela y albaricoque (235). Por
todo ello se explica y demuestra tras provocaciones doble ciego, su alta resistencia a la
protedlisis, a la degradaciéon endolisosomal, cambios bruscos de pH, o a tratamientos
térmicos extremos como el procesado secuencial con ondas de ultrasonidos o microondas
(236-240), y la influencia de su potencial alergénico por su asociacion a sintomas

sistémicos y graves, incluso tras la ingesta de alimentos y bebidas procesadas (241-245).

Foods 10 20 30 40 50 60 70 80 90 %id.
Pru p 3 - -\/SSALAJZe I P} VRGGEAV|5PA - - [&{eN€e TRNVINLLARISI PRI IQA! QLSASVPGVL PNNELVAA) - S TIYKESAL ATIYK --
Mal 4 3 - -\JTSSLAIZe IG){VRSGEAV]PA - - ([&&NEeTRTINGLARISAINQT) NLAGSISGVLPNNLVAG - (INVIAYKEES T AT\YK 80
Pru ar 3 - -\JSSSLAIZe IG){VRGGEAV|PA - - ([&eNe TRNVIINLLRisy P} RT) QLSGSISGVPNNLVAA) - N TIMYKEESA! AT\K 91
Pru av 3 -] -\JSSNLAJEE T AN VRGGEAVIZPA - - ([¢leNe TRN TIWNL- K uA) QT QLSASVPGVILANNELVAA) - INVPYINT S) ATYK 88
Pru d 3 | -\JSSNLAJZe T P)4VRGGEAV|ZPA - - [&leNe TRNVLNL RIS P HQA! QLSASVPGV PNNLVAAI - INNIPY(0,T S)x AN\K 95
Vit v 1 TV} -MJASALSIZe I SPLQKGEAVIZAG- - (&lelS[e TKSLINSALKERGIIQANK] TFSSSVSGINYGLLSG - SVIAYKEES PERDESKYT 61
Cor a 8 SLgxePe - TKGNLT)HeVLLKNGEVLIZPS - - 66K VRAVIDASRIISINIHQS DTAKGIAGLLPNLLYG - (INTIAYKEES P NN\YK 59
Zea m 14 AjiS -\JASAIAZe I SPIARGQESGIISAG - $6SEVRSLNALRISAINRA] NAAAGVSGLIWAGNEVAS TSN~ STIAYTERS TERYDESRYYN 63
Hor v LTP1l -LN| -\YDSKMK:e LT} VQGGPGPSGE - -[¢{&N[c VRDLHNQ-QS SG QT V] GIARGIHNLWLNNEVAST)ZSIA - @NYNV|AYTpss PDID[®SRIY 44
Dau c¢ LTP -L -\/TGALAJZ¢LGYLRSQVNV}ZVPLT&eNVVRGLYNAL RGN KR TG QTANAVTGLILNALYAG R- INT|HYKRES PTEED[ENRYV 55
Cas s 8 S T -\JSKSLM e LTPLKSNeGS|3PPGT[¢{&Qe VKL * 46
Asp o 1.01 - ‘A-DSKIG-}3GVSpVMGKEPL* 43
Asp o 1.02 -piS AYSMIS -|5&VNpARG* 50
Lac s 1 AjiS -\TANLA* 64

Latex
Hev b 12 | -MQSALV|ZeLSP{LKTTEPTI3PAT - [¢{eN[cVRT I\ NALKE g kA IRTLI®O)| SAAGSVKGLYPTTVLG - INTIYKTIEL) ATIK 65

Pollens
Par j 1 QE, T-MVRALMZeLPFVQGKEKE!3SKG-[#eSEAKRLDGETKIGPQIIVH.\¢E[« IQTAMKTYSDIDGKLVSEV)5KH - IVDSKLPPIDVMDCKT 28
Par j 2 EEAeK-\yVQDIM3eLHFVKGEEKE!ZSKE - &eSe TKKLSEEVKiISEQKRE:{¢K&¢ IVRATKGISGIKNELVLEV|3Ki-@DIKTTLPPITADFDCSKI 27
Ara t LTP ALS[eeS -\YNSNLAASTGHVLQGEVIIZPA - -(ele/S[e VKNS T KEg i PI)Q0); IQGAARALGSGLNAGRLAGIPLA NT}RYKEES TSTUEKT\YR 53
Art v 3 AL &SD-\ySNKISjZe LS} LKQGEEVIZAD—- [¢{eAc VKGLD* 40
Ole e 7 APSQST-)yTALLTS[&VS{IDDQ* 19

Figura 16. Secuencia de aminoacidos alineados para alimentos, latex y pdlenes pertenecientes a la familia LTP.

En la columna de la derecha se indica el porcentaje de identidad respecto a Pru p 3.
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i Hi 2P H2 40 H3 60 H4 80 ol
Pru p 3 IT[CGQVSSALAPCIPYVRGGGAVPPA - CCNGIRNVNNL:RTTPDRQAACNCLKQLSASVPGVNPNNAAALPCKCGVS I PYKISASTN - - CATVK
Hev b 12 ITCGQVQSALVPCLSYLKTTGPTPPATCCNGVRT INNAAKTTADRRTACQCLKSAAGSVKGLNPTTVAGLPGKCGYNI PYKISLSTN - - CATVK
Par j 1 ETCGTMVRALMPCLPFVQGKEKEPSKGCCSGAKRLDGETKTGPORVHACECIQTAMKTYSDIDGKLVSEVPKHCG I VDSKLPPIDVNMDCKTVG

Figura 17. Se muestra en verde la presunta secuencia de epitopos para IgE. Marcado sobre rectangulo las 4

alfa-hélices.

Pueden actuar como verdaderos alérgenos gracias a su capacidad para sensibilizar de
forma primaria via gastrointestinal (127, 228, 246), siendo Pru p 3, el alérgeno mayor del
melocotén, el responsable (216). Este transporte transcelular parece seguir una cinética de
Michaelis-Menten, lo que implica la existencia de un receptor especifico en los desmosomas
para Pru p 3 con papel en la promocion de una respuesta Th2, aumento de IL-25, IL-33 y
TSLP (del inglés, Thymic stromal lymphopoietin) (247-249). Adicionalmente se ha descrito
la posibilidad de sensibilizar via inhalada (250), o por contacto cutaneo (234, 251), en

pacientes sin polinosis asociada (128).

Prup 3 maize nsLT-P mung bean nsLT-P rice nsL‘ﬁ’ wheat nsLT-P
(PDB: 2B5S) (PDB: 1MZL) (PDB: 1SLY) (PDB: 1RZL) (PDB: 1GH1)

Figura 18. Alfa-hélices en verde. Puentes disulfuro en rojo. Zonas lipofébicas en azul y lipofilicas en rojo.

Modelos obtenidos de la Base de Datos de la estructura de las proteinas (http:// www.pdb.org/pdb/home/home.do).
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2.3. Epidemiologia de alérgenos de origen vegetal

La implicacién de los vegetales en alergia a alimentos esta relacionada con su presencia
habitual en la dieta, donde el consumo de frutas, hortalizas, cereales, legumbres, frutos
secos, y especias, constituye la dieta basica, y habitual, en la mayoria de paises y culturas.
Sin embargo, una ingesta regular de fruta, calculada alrededor de 160 gramos al dia, se ha
demostrado como un factor protector frente al desarrollo de enfermedades crénicas como

diabetes o de riesgo cardiovascular (252).

Segun el estudio epidemioldgico, transversal prospectivo, realizado en Espafa Alergoldgica
2005 (44), sobre 4991 pacientes que acuden a una consulta de alergia, el 7,4% presentan
alergia alimentos, siendo las frutas frescas la causa mas frecuente en pacientes mayores de
5 anos, en el 33,3% de los casos, seguido de los frutos secos en el 26%. Analizando otros
estudios publicados hasta la fecha, hay que tener en cuenta no sélo el tipo de estudio
disefado, la localizacion, la edad de la poblacion, sino también qué se entiende por
alimentos de origen vegetal. Resultan asi, muy escasas las publicaciones de calidad por lo
que actualmente se desconoce la epidemiologia e historia natural de gran cantidad de
alimentos de origen vegetal. Asi, en el estudio realizado por Kanny sobre la poblacion
general de Francia, la prevalencia del 33% de alergia alimentos se refiere

fundamentalmente a frutas, hortalizas, y legumbres (253).

2.3.1. Frutas:

Muchas son las frutas implicadas en procesos alérgicos, y los alérgenos descritos en ellas
pertenecen en su mayoria al grupo de proteinas de defensa y a las profilinas (ver anexo 1,
Tabla) (254). Zuidmeer y cols. realizaron una busqueda de los estudios sobre alergia
alimentos publicados desde 1990 hasta 2008, encontrando soélo 4 estudios donde la
prevalencia fue estimada tras la realizacion de pruebas de provocacion. Esta varia entre un
0,1-4,3% de forma general y de hasta un 3,5% en referencia a alergia a cualquier fruta,
siendo del 8,5% a manzana, y del 6,8% a citricos (29). Segun Venter y cols., tras su estudio
de una cohorte de niflos nacidos entre 2001 y 2002 en Reino Unido seguidos de forma
prospectiva, las frutas mas comunmente referidas fueron las fresas y los citricos (30). En el
area de Espana y Portugal, la mayor prevalencia de sensibilizacion a profilinas se encuentra
entre los pacientes sensibilizados a pdélenes de gramineas (hasta un 75%) (254) con

alrededor de un 13% de pacientes sensibilizados a la profilina de cereza en Alemania e
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Italia, con valores rondando el 50% en pacientes alérgicos al melocotén (161), y de hasta un

42% para sensibilizacién a la profilina del platano o pifia (255).

En contra del escenario anterior, la sensibilizacién a LTP, o a proteinas de defensa vegetal
PR-14, es particularmente importante en el area Mediterranea y Portugal (256, 257).
Aunque su prevalencia no ha sido establecida en poblacion general, se ha detectado
sensibilizacién en el 47-100% de los pacientes que consultaban por alergia a frutas (254),
mientras que la incidencia en Centro y Norte Europa hasta la fecha parece ser muy limitada
(258). Respecto a los pélenes, se ha descrito un aumento de la sensibilizacion a polen de
parietaria (Par j 2), platanus, y artemisia, ambos de la familia LTP nativos de la zona
mediterranea (259), sin embargo, no se ha encontrado asociacion con la alergia a alimentos
(128, 234, 260). Esto junto con el dato de que en hasta un 58,69% de los casos es
responsable de sintomas sistémicos (129), reafirma la hipotesis de la LTP como
sensibilizador primario (236). De entre las frutas, la familia Rosacea, es la que con mayor
frecuencia se ha descrito como responsable de alergia a alimentos de origen vegetal en
mayores de 5 anos, induciendo hasta 70,7% segun lo publicado en Alergoldgica 2005 (44).
Estos datos han sido confirmados en otros estudios tanto de Espafia como de la cuenca
Mediterranea (28, 125, 261, 262). El melocotén es la principal fruta rosacea implicada en
dichas éreas, siendo Pru p 3 el alérgeno mayor (100% positivo en el sindrome LTP) (44),
con un 75,6% de los pacientes que referian alergia a dicha fruta en el estudio llevado a
cabo por Pascal y cols en 2012 (139), e IgE especifica frente a él en hasta un 17% de 785
participantes del estudio espafol llevado a cabo por Barber y cols (263). La alergia a
melocotén ha sido la mas frecuentemente asociada a manzana (89,9%), mostrando como
factor de riesgo para reacciones graves el estar sensibilizado a Mal d 3, con hasta un 35%
de reacciones sistémicas descritas tras la ingesta de manzana (205), y menos de un 10%

de sensibilizacion a Bet v 1 (234).

2.3.2. Hortalizas:

De entre los pacientes sensibilizados a algun tipo de hortaliza (7%) como el tomate o la
lechuga (264), las frutas frescas estaban implicadas en hasta el 30% de los casos de los
sujetos espanoles estudiados en Alergologica 2005 (44). Se asocia generalmente a su
ingesta no cocinada, y respondiendo al patrén de reactividad cruzada segun la existencia o
no de polinosis asociada, por familias alergénicas muy distintas (Ver anexo 3, Tabla). En
paises del Norte y Centro Europa es mucho mas frecuente, pero en ese caso va asociada al

sindrome apio-zanahoria-artemisia, con hasta un 40% de sensibilizacion a apio y un 25% a
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la zanahoria, y al sindrome abedul-especias (125, 225). En nifios, la prevalencia se estima
que esta por debajo del 0,5%, aunque en un estudio sobre nifios suecos de hasta el ano y
medio de edad se ha obtenido una prevalencia del 13,7%, y del 3% en adolescentes tras

testar la IgE especifica (29).

2.3.3. Frutos secos:

Los frutos secos (Ver anexo 2, Tabla), destacan como una de las principales causas de
reacciones graves (265), llegandose a considerar como verdaderos factores de riesgo para
un desenlace fatal (266). Su clinica es frecuente tanto en poblacién pediatrica como adulta,
pudiendo ser monosensibilizados (sensibilizacion a un solo fruto) o polisensibilizados,
siendo el organo mas frecuentemente implicado la piel en forma de urticaria. Existen
variaciones sobre la posibilidad de manifestar un tipo u otro de reaccion en base a las
caracteristicas del alérgeno principal implicado y a las diferencias regionales de la poblacién

(265). La mayoria de los alérgenos pertenecen a unas pocas familias (Figura 19).

|
Fabales Proteales Rosales Sapindales orden Fagales Juglandales Lecythidales
) | |

Fabaceae Proteaceae Rosaceae Anacordioceasy  [amilia [ Betulaceae Fagaoeae Juglandacear, Lecythidaceae
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Figura 19. Representacion orden taxondmico familias de frutos secos.

Aunque el cacahuete pertenece a la familia de las leguminosas, del orden botanico Fabales,
en los estudios se suele englobar dentro del amplio “frutos secos”, ocupando el segundo
puesto como causa de alergia alimentaria en adultos (44). Asi, a pesar de que la reactividad
cruzada in vitro es alta (86%) (267), la coexistencia de alergia entre el cacahuete y el resto

de frutos secos es sélo del 20-59% (268), siendo aun menor si se consideran los datos tras
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pruebas de provocacion (7,4%) (269). La prevalencia de alergia al cacahuete se ha
duplicado entre la poblacién infantil occidental en la ultima década, alcanzando cifras del
1,4-3% (30, 270, 271). Raramente es superada en la edad adulta, siendo causa de
reacciones anafilacticas y con un gran impacto psicosocial y econdémico tanto en los
pacientes como en su familia (24). La sensibilizacién a Ara h 2 considerada como predictora
de alergia al cacahuete (272), esta presente en la poblacidon espafiola en menos del 5% de
los pacientes, siendo Ara h 9 la identificada en el 42% de la poblacion (273). Las diferencias
geograficas se ponen también de manifiesto con la sensibilizacion a Arah 9y Cor a 8 en los
paises del sur de Europa, y la sensibilizacion a Ara h 8 y Cor a 1 en Suecia y Dinamarca,
tan importante por resultar en reacciones graves sistémicas en las primeras debido al
sindrome LTP, con una co-sensibilizacion a Pru p 3 entorno al 38,1% y 16,7%
respectivamente (273), y leves en las segundas, en las que predomina la sensibilizacion por
homodlogos del Bet v 1 (274). Del mismo modo encontramos sintomas periorales casi de

forma exclusiva en los sensibilizados por profilinas (156), como para la avellana.

Tras el cacahuete, en nifios se ha encontrado que los frutos secos mas frecuentes son la
nuez, nuez pecana, y la almendra (275). En Europa, la avellana se considera la principal
responsable (125), sobre todo debido a la reactividad cruzada descrita por el polen de
abedul y su alérgeno Cor a 1, aunque en poblacion espafiola y del norte de ltalia se deba al
llamado sindrome LTP por el alérgeno Cor a 8 (276). En nuestro pais e ltalia, la almendra y
la nuez (Jug r 3) se senalan como la principal causa de alergia (277, 278) y la
sensibilizacion a las frutas de la familia Rosacea (261, 279) debida al sindrome LTP (280),

aunque no se ha establecido su prevalencia en poblacién general.

2.3.4. Legumbres:

Las leguminosas son plantas ricas en proteinas de alto valor bioldgico, que se caracterizan
porque su fruto esta dentro de vainas, y por su alta proporcién de reacciones severas a
pesar de la posibilidad de co-sensibilizacién por pélenes (281). En un estudio espanol de
base pediatrica se encontr6 que el 82% presentaban co-sensibilizacion por polen de
gramineas, olivo y Bétula entre los alérgicos a guisante y judia (282). En los niflos ademas,
la proteina de soja es el primer alimento de origen vegetal causante de enterocolitis (283).
La alergenicidad viene definida en casi su totalidad por globulinas y albuminas (ver Anexo 4,
Tabla), donde el cacahuete, la soja, y la lenteja son los principales responsables, seguidos

del garbanzo (284), guisante, y judia verde (285).

Con cierta frecuencia se asume en la practica clinica que se deben evitar todas las

legumbres (lenteja, garbanzo, guisante, judia, soja, almorta, altramuz, y haba) cuando se
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diagnostica de alergia a cacahuete, no obstante, la proporcion de pacientes que también
reaccionaran a otras leguminosas, aunque elevada, es variable (286-288) atendiendo a
diferencias geograficas, con una prevalencia de co-sensibilizacion del 17% en los paises del
area Mediterranea, principalmente para la asociacion lenteja-garbanzo-guisante, y alubia
pinta-blanca (287). Ocupando la alergia a leguminosas en la edad adulta en Espaina el
séptimo lugar en prevalencia con un 7% (44), por reacciones clinicas graves tras la ingesta
de la LTP de las lentejas (289), incluso tras hervirlas (Len ¢ 2) (290) con homologia con la

proteina biotinilada del guisante, o como resultado de su alérgeno mayor Len ¢ 1 (291).

Una alta probabilidad de reacciones anafilacticas viene de la mano de la alergia a soja, en
funcion del material que provoque la exposicidén (extracto, semilla intacta, o harina), y de la
via de sensibilizacion. Se han descrito incluso reacciones por lecitina de soja usada como
excipiente de algunos inhaladores o medicamentos para nutricion parenteral, asi como de
forma inadvertida en pizzas y embutidos (292, 293). Concretamente se tienen datos de
reactividad con Ara h 1 del cacahuete, y guisante (294), con una prevalencia del 1,5% en un
metaanalisis realizado en poblacién europea (270), del 1,8-4,4% en estudios realizados en
nifos con dermatitis atdpica, del 1,2% en casos basados en historia sugestiva de alergia,
del 3,2% en base a sensibilizacién por IgE sérica, y del 0,3% en base a provocacion oral,
pero no existen publicaciones especificas sobre su prevalencia. Y sobre harina de altramuz,
usada sobre todo en reposteria por su sabor dulce, con una proporcion de sensibilizaciéon
que varia del 4 al 35% (295).

2.3.5. Semillas:

Las semillas cobran gran interés por sus reacciones tras la ingesta como alérgenos ocultos,
ya que se usan tanto en fresco como en ingredientes de salsas y aceites, o0 en la industria
cosmética y farmacéutica como vehiculo de administraciéon intramuscular. En un 50%
producen sintomas leves de SAO (296), mientras que en hasta un 79% se describen como
reacciones anafilacticas (297) tras su ingesta, inhalacion de su harina, o por contacto; y muy

graves, tanto para mostaza, sésamo, semilla de girasol, lino y amapola (298-306).

No existen datos exactos ya que la mayoria de los estudios no estan disefiados para
analizar la prevalencia de alergia a semillas. Estas son agrupadas en una unica categoria
por su alta frecuencia de sensibilizacién debida a albumina 2S como alérgeno principal aun
cuando pertenecen a familias botanicas diferentes. La prevalencia mas alta estimada de
alergia al sésamo alcanza el 0,8%, siendo la tercera causa mas frecuente en Israel (307).
Es en Francia, donde la producciéon y consumo de mostaza es mayor, donde se encuentran

datos de prevalencia entre 1,1 al 8,9% en nifios y de menos del 1% en pacientes adultos
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(296), por Sin a 1 (marcador de sensibilizacion) (170). A pesar de que la sensibilizacién se
considera sobre todo en la edad adulta, con una tendencia a la persistencia (308), se han
descrito casos de soélo dermatitis atopica como la manifestacién mas frecuente (309). En
Espafia, hasta el 52% de los pacientes alérgicos a la mostaza presentan también clinica
con otros alimentos de origen vegetal como las rosaceas, legumbres, y frutos secos (310),
predominando en poblacién adulta (298). Sin a 3 se muestra como predictor de reaccién
grave (311), asi como a la semilla de girasol (Hel a 3), un alimento muy frecuentemente
consumido en nuestra zona, ademas de un consumo emergente de sésamo con una
prevalencia estimada de <1%, ademas de con reactividad cruzada con semillas de amapola
(312, 313). Se relacionan tanto con reacciones anafilacticas a pesar de pruebas cutaneas

negativas (314), como con dermatitis de contacto.
2.3.6. Cereales:

La alergia a cereales se puede presentar como una gran variedad de sintomas clinicos, no
solo por sus proteinas alergénicas implicadas, sino por su empleo en cocina tan diverso,
desde agentes espesantes, productos carnicos procesados, bebidas, harinas, hasta su fruto
en grano en panes Yy ensaladas. Ademas, resulta interesante y a veces complejo el
diagndstico diferencial con la celiaquia y la sensibilidad al gluten no celiaca (315). Son
escasas las publicaciones que no sean sobre enfermedad respiratoria ocupacional, a pesar
de ser considerada en Estados Unidos como una de las causas mas frecuentes de alergia
alimentaria en la infancia, principalmente para el trigo. Es una de las sensibilizaciones que
tiende a desaparecer con la edad, hallandose una prevalencia en la poblacion espafiola del
3,3% (44) y >3% en varios estudios sobre pacientes adultos de Alemania y Reino Unido
(29).

El trigo es uno de los diez alimentos que mas frecuentemente produce alergia en la infancia
(29). Es el principal cereal de la familia de las gramineas (Poaceae), con relacion
taxondmica con el resto de sus miembros, y patron variable de reactividad cruzada, que les
hace generalmente ser excluidos todos de la dieta ante el diagndstico con uno de ellos
(166), sobre todo con centeno y cebada, pero también con avena (316). Su perfil alergénico
es complejo, y aunque lo mas probable parece ser por una sensibilizacién a varios mas que
a uno solo, se describen cuadros de hipersensibilidad segun el implicado (317). Los
inhibidores de alfa-amilasaltripsina se asocian con cuadros por inhalacién, ingestion, o
dermatitis atépica en nifios y adultos (318). Las gliadinas y gluteninas de alto y bajo peso
molecular como Tri a 36 (165), se han descrito como desencadenantes de dermatitis

atépica (319, 320), y reacciones anafilacticas (321). Mencion especial merece w-5gliadina
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(Tri a 19), descrita como marcador de anafilaxia por ingesta de trigo en nifios, y como el
mayor responsable de anafilaxia inducida por ejercicio fisico (45, 166, 322), aunque también
es posible la implicacién de otros cofactores como la ingesta de alcohol y la toma de
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), pues ambos facilitan la absorcion de gliadina (323).
La LTP del trigo (Tri a 14) contribuye como el alérgeno mayor del sindrome del panadero
por inhalacién (251), asi como alérgeno alimentario con clinica anafilactica, y en anafilaxia
inducida por cofactores (324), con la peculiaridad de que estos pacientes presentan
pruebas cutaneas e in vitro positivas para Pru p 3, pero baja reactividad entre las LTPs de
otras familias (325). Se han descrito ademas otras LTPs responsables de clinica inhalatoria
y sistémica tras su ingestion en cereales como maiz, arroz, y cebada (326, 327). Y aunque
bioquimicamente se recoge a Tri a 12 como profilina, la aparicion de sintomas es
infrecuente (328). Respecto a otros podlenes, se ha descrito reactividad cruzada entre el
platanero de sombra y maiz (329); y entre otros alimentos como soja, cacahuete y arroz
(330).

2.4. Sindromes de reactividad cruzada.

Podria resultar comprensible la existencia de trascendencia clinica en la alergia alimentaria
asociada entre antigenos de especies filogenéticamente relacionadas, por la mayor
probabilidad de que los aminoacidos que constituyen el epitopo de uniéon a IgE sean
idénticos, y no una mera sensibilizacion cruzada in vivo o in vitro. Sin embargo, debido a los
panalérgenos, como ha sido comentado anteriormente, también se da entre alérgenos de
especies distantes, como por ejemplo entre pdlenes y frutas, hortalizas y frutos secos entre
otros. Dichos panalérgenos pueden ser la principal causa de los sindromes de reactividad

cruzada:

2.4.1. Sindrome LTP:

Conocido asi por el perfil no homogéneo que presentan los pacientes sensibilizados a LTP,
en base a su amplia distribucion en el reino vegetal y a la estrecha relacién estructural y de
secuencia conformacional, dado que no solo reconocen LTPs de la familia Rosacea, sino
también de otros alimentos e incluso pdlenes (331-333). Hasta ahora el Subcomité de

Nomenclatura del Alérgeno de la Unién Internacional de las Sociedades Inmunoldgicas ha
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registrado 39 LTPs alergénicas de las cuales 18 proceden de frutas, 9 de polen de arboles y

malezas, 7 de verduras, 4 de frutos secos y semillas, y 1 de latex (228, 334-338).

En la poblaciéon mediterranea, desde los anos 90 se viene detectando las LTPs como el
principal alérgeno, no soélo en frutas como melocotéon, manzana, o cerezas, y otros
alimentos de origen vegetal (264, 339-341), sino en el resto de frutas de la familia Rosacea
(albaricoque, cereza, ciruela, fresa, manzana, melocotén, nectarina y pera) (128),
publicandose los primeros articulos sobre poblacion Italiana y Espafiola en 1999 tras aislar
la proteina en melocotdn (Prunus pérsica) (234, 342), y manzana (Malus domestica) (205,
343), con una identidad de secuencia de hasta el 84%, la mas elevada de su familia.
Ademas se han caracterizado en numerosas frutas: albaricoque (Pru ar 3) (340), cerezas
(Pru av 3) (335, 344, 345), ciruela (Pru d 3) (346), fresa (Fra a 3) (347), pera (Pyr c 3) (348),
uva (Vit v 1) (241, 349), kiwi (Act d 10) (350, 351), platano (Mus a 3), granada (Pun g 1)
(352, 353), mora (Mor n 3) (354), naranja (Cit s 3) (355), mandarina (Citr 3), y el limén (Cit |
3).

Se ha demostrado una elevada reactividad cruzada tanto in vitro como in vivo para varios
de estos alérgenos, en especial con Pru p 3, el cual se ha usado como modelo de esta
familia (325). También se ha identificado reactividad cruzada con otras fuentes vegetales
como cereales, semillas, frutos secos y hortalizas, para esparrago (Asp o 1) (339), lechuga
Lac s 1) (264), tomate (Sola | 3) (341) o su semilla (Sola | 6 y 7) (356), apio (Apig 2 y 6)
357, 358), ajo, bayas Goji (359), col (260, 264, 338, 339, 357, 360, 361), hinojo (Foe v)
362), repollo (Bra o 3) (363), mostaza amarilla (Sin a 3) (169, 311, 333), semilla de girasol
Hel a 3) (305), trigo (Tri a 14) (321, 364, 365), cebada (Hor v) (244, 316), maiz (Zea m 14)
326), arroz (Ory s) (327), latex (Hev b 12) (366) con una secuencia de en torno al 65%
Figura 13), judias verdes (Pha v 3) (367), cebolla (Allium cepa) (332), lenteja (Len c 3)
289), garbanzo (Cic a), cacahuete (Ara h 9) (273, 368), castafia (Cas s 8) (369), avellana
Cor a 8) (274, 370, 371), nuez (Jug r 3) (372), almendra (Pru du 3) (373), Gly m5y 6 (374)

de soja, y su cascara (Gly m 2) por via inhalada.

(
(
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En polenes se han descrito también proteinas alergénicas de la familia LTP (375). Se
pueden establecer tres subconjuntos, y curiosamente ninguno atribuido a polen de
gramineas. Uno que incluye al polen de artemisa (Art v 3) (369, 376-378) y platanero de
sombra (Pla a 3) (329), que comparten hasta un 46% de secuencia con Pru p 3; otro para
parietaria (Par j 1 y 2) (379, 380) y polen de olivo (Ole e 7) (381, 382), con una

correspondencia por debajo del 35%; y otro para ambrosia (Amb a 6) y ciprés (375).
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Los pacientes que son diagnosticados de sindrome LTP presentan un fenotipo especial con
predominancia de reacciones sistémicas (383). Ademas, existe la dificultad afiadida de no
poder prever cual es la ingesta minima capaz de desarrollar reaccion de hipersensibilidad
en un determinado paciente, ni si estaran sensibilizados a todo el grupo de Rosaceas o
ademas a otros alimentos. También hay que tener en consideracion que con cierta
frecuencia las reacciones anafilacticas comienzan con sintomas gastrointestinales o en oro-
faringe (139, 384, 385), e incluso la posibilidad de que la reaccion sea desencadenada solo
en presencia de un cofactor, como puede ser el gjercicio o la toma de AINE (386). Ademas,
existen casos de dermatitis o urticaria de contacto con tomate, lechuga, apio, y zanahoria, y
por su uso como aromatizante de farmacos o aceites (387), o incluso por asma ocupacional

del ama de casa, asi como por pimienta (388-390).

La edad de inicio de este sindrome suele ser mas tardia (en torno a 19 afios) que el origen
de alergia por sensibilizacién a Ara h 2 (44), a pesar de estar expuestos en alta cantidad de
forma estacional a edades muy tempranas, y con una historia natural hacia la permanencia.
El perfil geografico se asocia a paises del sur y del area Mediterranea, donde la presencia

de vegetacion del orden Fagales es muy escasa (391).

2.4.2. Sindrome abedul-alimentos vegetales:

Principal causa de polinosis primaveral en la poblacion del norte-centro Europa, y en
algunas zonas de Norte América y Australia, con sensibilizacién via respiratoria y sintomas
fundamentalmente locales y leves de alergia oral en mas del 90% de los casos (392, 393),
como responsable el alérgeno mayoritario del polen de abedul (Bet v 1), avellano, aliso, o
carpe. El 70% de los pacientes polinicos a abedul refieren ademas sintomas con alimentos
de origen vegetal (224), en particular la manzana, zanahoria, apio, y avellana (394). Las
frutas pertenecientes a la familia de las rosaceas tienen significativamente mas reactividad
cruzada entre ellas que para otras familias botanicas de frutas (279), sobre todo manzana,
pera, albaricoque y cerezas. Segun el estudio de Fernandez-Rivas y cols. (205), los
pacientes de Austria, norte de Italia, y los Paises Bajos referian significativamente menos
reacciones a melocotén, siendo la avellana la que mas se asociaba a manzana (73,3%). No
se han encontrado datos en la bibliografia sobre reacciones tras el consumo de alimentos
procesados o0 en conserva. Otros vegetales relacionados incluyen la familia apiaceas como
apio, zanahoria, hinojo, anis, cilantro, y comino; variados como soja, patata, pimiento, y
pimienta; y frutos secos como la avellana y el cacahuete (219). A pesar de que son

proteinas termolabiles, sus epitopos T permanecen activos tras la digestion, por ello
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también se han descrito casos de clinica cutanea por empeoramiento de dermatitis atopica
(395).

Se ha identificado también profilinas (Bet v 2) como origen de sensibilizaciéon, aunque con

escasa prevalencia (396).

2.4.3. Sindrome apio-artemisa-especias:

Parece que este sindrome se debe a homdlogos de Api g 5, fosfogliceromutasa del apio,
presentes en gran variedad de alimentos, tanto crudos como cocinados, de la familia de las
umbeliferas tales como zanahoria, anis, hinojo, perejil, comino, y cilantro, ademas de en
pimiento, mango, cebolla, ajo y pimienta (397).

La monosensibilizacién al polen de artemisa en centro y norte Europa permite distinguir este
sindrome del anterior por sensibilizacion a Bet v 1. Esto es importante porque sus
manifestaciones clinicas esperadas raramente son leves, originando reacciones de

angioedema y edema de glotis, urticaria generalizada, e incluso shock anafilactico (398).

2.4.4. Sindrome profilinas-frutas-tomate:

Se da de forma mas frecuente en los paises del area mediterranea (en torno al 40%) sobre
pacientes polinicos por gramineas (399), sin sensibilizacién asociada a LTP ni alergia a
latex (400). Dado que los alérgenos implicados son muy poco resistentes a los tratamientos
térmicos y enzimaticos (396), es de esperar que sus manifestaciones clinicas se relacionen
con SAO (153, 401), quedando los pacientes asintomaticos tras la ingesta de alimentos
cocinados. Los alimentos asociados con mayor frecuencia son las frutas de la familia
rosacea como manzana (Mal d 4), fresa, cereza, pera (157, 159), y melocotén (161), asi

como el melén (160), la sandia, la naranja, el platano, pifia y el tomate (396).

2.4.5. Sindrome latex-frutas:

El primer caso clinico de alergia tras la ingesta de platano en un paciente alérgico al latex
se publicé en 1991 (402), coincidiendo con la universalizacién del uso del latex como
medida de prevencion primaria en enfermedades de transmision sexual. Desde entonces,
se han asociado un numero creciente de frutas a este sindrome latex-frutas, principalmente

platano, aguacate, castafia, kiwi, patata, mango, y pifia, y otras como papaya, tomate, yuca,
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azufaifo, fruta de la pasién, y baya de Goji (199, 403-405), principalmente de las
consideradas exaoticas (406, 407). Aunque existe un alto grado de reactividad inmunoldgica
(del 50-80% aproximadamente), la significacion clinica parece mucho menor, en torno al
30% (408). La transcendencia de su estudio se basa en su alta prevalencia, en su
presentacion como potencial enfermedad ocupacional, y en la posible gravedad de las
reacciones clinicas (193, 409). Mientras unos pacientes experimentan sélo SAO, cerca del
50% sufren reacciones sistémicas (410, 411). La sensibilizacién primaria al latex se cree
que se produce en la mayor parte de los casos por via inhalada. Varios alérgenos se han
visto implicados como productores de este sindrome, Hev b 2 (-1,3-glucanasa) (412), Hev
b 8 (profilina) (255), y principalmente las quitinasas de clase |, Hev b 11, debido a su
homologia de hasta el 58% con el dominio heveina N-terminal, o Hev b 6.02 (413). Se ha
demostrado que estas quitinasas se inactivan por el calor, pero resisten a la digestion, y
curiosamente aumentan su alergenicidad ante tratamientos quimicos usados en agricultura
para potenciar la maduracién de las frutas, como el etileno (201). Por ello, se entiende
porqué inducen reacciones anafilacticas en hasta 42% de los casos (406) tras la ingestion
de los alimentos en fresco. Ademas, se han identificado asociaciones genéticas con
diferentes haplotipos del antigeno leucocitario humano (HLA, del inglés Human leukocyte
Antigen) segun el paciente sea alérgico soélo al latex, o en combinacién con alimentos

vegetales (414).

2.4.7. Otros sindromes que requieren estudios adicionales:

.- Sindrome ficus-frutas. Suele manifestarse con anafilaxia tras la ingesta de higo (415), en
alrededor de un tercio de pacientes, y también de kiwi y otras frutas como platano, pifa,
aguacate y papaya (416). Se produce por la reactividad por tiol-proteasas del polen de
Ficus benjamina. Esta especie, aunque originaria del sur de Asia y Australia, tiene una
amplia distribucion y se encuentra en el interior y exterior de los hogares como planta

ornamental, con una polinizacion perenne.

.- Sindrome ambrosia-melén-platano (398). Este sindrome se produce por profilinas, incluso
en zonas libres de polen de ambrosia. Los sintomas suelen ser limitados a la zona de la
orofaringe tras la ingesta de dichas frutas, y en hasta un 50% también de otras

pertenecientes a la familia cucurbitaceas (417).
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.- Y otras asociaciones de alergia alimentos debidas a polinosis por malezas, como el
sindrome plantago-melodn; sindrome parietaria-pistacho; o el sindrome chenopodium-frutas

por melocotén, platano y meldn.
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2.5. Diagnostico

Para llevar a cabo el diagndstico de alergia alimentos es necesario comprobar que éstos
sean la causa de los sintomas referidos por el paciente debido a un mecanismo
inmunolégico. De hecho, es frecuente que los pacientes achaquen sintomas inespecificos,
como puede ser cefalea o hinchazén abdominal, a los alimentos dentro de “su busqueda”
de una causa que los explique (28). La realizacién de un diagndstico correcto es el primer
paso y fundamental para la aplicacion de un tratamiento adecuado, mas si tenemos en
cuenta que aunque en adultos, la eliminacion de la dieta de alimentos de forma aislada no
suele resultar en consecuencias nutricionales o modificaciones del estilo de vida relevantes,
en nifos esta restriccion puede tener mayores consecuencias. Los pilares en los que se
fundamenta el diagnéstico se focalizan en identificar el alimento sospechado y determinar
cual y si es probable la implicacion de un mecanismo inmunolégico mediante una buena
historia clinica y examen fisico. Esto dirigira la necesidad de prescripcion de posteriores
pruebas complementarias (cutaneas e in vitro) para demostrar la presencia de
sensibilizacion (IgE especifica frente a un alimento) y de pruebas de provocacion oral para

evidenciar la relevancia clinica de la sensibilizacion detectada (Figura 20) (418).

DIAGNOSTICO

Figura 20. Esquema elementos para el diagndstico alergia alimentos.

90



Introduccion

2.5.1. Historia clinica:

La anamnesis es el elemento diagndstico mas valioso. Lo principal es identificar la
secuencia de ingestidén del alimento con la apariciéon de una clinica compatible dentro de un
intervalo de tiempo inmediato, generalmente de cinco a diez minutos, aunque segun las
guias, una reaccion anafilactica puede darse hasta dentro de las dos primeras horas tras la
exposicion al alimento, o incluso algunas mas si se precisa la presencia de un cofactor. Los
sintomas desaparecen aproximadamente una hora después, aunque existe la posibilidad de
reacciones bifasicas y de anafilaxia resistente a tratamiento. Asi por ejemplo, una reaccion
urticarial que persista durante mas de 5 dias no sugiere causa alérgica. Los sintomas deben
ser los tipicos de las enfermedades alérgicas mediadas por IgE, que deben recogerse de
manera rigurosa, pues no existe ningun signo patognomoénico y es necesario establecer un
diagnostico diferencial con toxicidad, intolerancia, u otras manifestaciones de patologias
que simulen una respuesta alérgica tal y como se han mencionado en capitulos previos de

esta tesis.

Dado que una reaccion alérgica alimentaria puede darse a cualquier edad, es interesante
conocer los alimentos, y la clinica que con mas frecuencia estan relacionados a las
diferentes edades, asi como la epidemiologia y prevalencia en las diferentes areas
geograficas y sus asociaciones. El identificar el alimento/s responsable es otro punto
destacado. Su buena tolerancia previa no descarta su implicacion, sin embargo, su ingesta
sin reacciéon con posterioridad si. La hipétesis de la sensibilizacion al alimento sospechado
se refuerza con la existencia de clinica anterior con otros alimentos relacionados, la
frecuencia de los episodios sufridos, y su distribucion en el tiempo, como en el caso de un
alimento de presencia en el mercado sélo estacional. La via de exposicion, la cantidad, y la
manera en la que el alimento iba procesado, también orienta al diagndstico. Asi por
ejemplo, una reaccion anafilactica tras la ingesta de una mermelada, de una salsa de
tomate frito, o de un surtido de frutos secos tostados, pueden descartar la implicacion de
alérgenos labiles, aunque el umbral para desarrollar una reaccion y su tipo, dependera en
parte también del grado de sensibilizacion del paciente (26). Una labor mas meticulosa sera
necesaria para conocer el causante ante comidas con muchos ingredientes o productos
manufacturados, que pueden contener alérgenos ocultos en forma de espesantes o
contaminantes durante la cadena de fabricacién. Para ello, pueden ser de utilidad la
elaboracion de diarios dietéticos prospectivos, pues en muchas ocasiones al diagndéstico se
llega tras la reproducibilidad de los sintomas con la exposicion (con el riesgo que esto
conlleva en un entorno no controlado), que pueden ser semejantes, pero no

necesariamente idénticos, y la resolucion cuando se elimina de la dieta, siendo el primer
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alimento a considerar el que el paciente ya se conozca como alérgico. Por ello, se resalta la

importancia de una legislacién de proteccion alimentaria en la que se realice un correcto

etiquetado de los alimentos asi como de sus componentes alergénicos tanto envasados,

como consumidos fuera de casa (419-421). En Espafia, las exigencias actuales se recogen

por el Reglamento de la Union Europea numero 1169/2011 y el Real Decreto 1245/2008,

con los denominados 14 “alérgenos alimentarios principales”:
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10.
11.
12.

Cereales que contengan gluten, a saber: trigo, centeno, cebada, avena, espelta,
kamut o sus variedades hibridas y productos derivados, salvo: a) jarabes de glucosa
a base de trigo, incluida la dextrosa; b) maltodextrinas a base de trigo; c) jarabes de

glucosa a base de cebada; d) cereales utilizados para hacer destilados alcohdlicos,

incluido el alcohol etilico de origen agricola.

Crustaceos y productos a base de crustaceos.

Huevos y productos a base de huevo.

Pescado y productos a base de pescado, salvo: a) gelatina de pescado utilizada
como soporte de vitaminas o preparados de carotenoides; b) gelatina de pescado o
ictiocola utilizada como clarificante en la cerveza y el vino.

Cacahuetes y productos a base de cacahuetes.

Soja y productos a base de soja, salvo: a) aceite y grasa de semilla de soja
totalmente refinados; b) tocoferoles naturales mezclados (E306), d-alfa tocoferol
natural, acetato de d-alfa tocoferol natural y succinato de d-alfa tocoferol natural
derivados de la soja; c) fitosteroles y ésteres de fitosterol derivados de aceites
vegetales de soja; d) ésteres de fitostanol derivados de fitosteroles de aceite de
semilla de soja.

Leche y sus derivados (incluida la lactosa), salvo: a) lactosuero utilizado para hacer
destilados alcohdlicos, incluido el alcohol etilico de origen agricola; b) lactitol.

Frutos de cascara, es decir: almendras, avellanas, anacardos, nuez pecana, nuez de
Brasil, nuez de macadamia o de Australia, y productos derivados, salvo los frutos de
cascara utilizados para hacer destilados alcohdlicos, incluido el alcohol etilico de
origen agricola.

Apio y productos derivados.

Mostaza y productos derivados

Granos de sésamo y productos a base de granos de sésamo.

Dioxido de azufre y sulfitos en concentraciones superiores a 10 mg/kg o 10 mg/litro
en términos de SO2 total, para los productos listos para el consumo o reconstituidos

conforme a las instrucciones del fabricante.
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13. Altramuces y productos a base de altramuces.

14. Moluscos y productos a base de moluscos.

Especificando la informacion que los contiene, no su cantidad que en ocasiones parece ser
imposible de conocer. De hecho, existen distintos trabajos en los que se ha investigado la
presencia del alérgeno avisado en el etiquetado como “puede contener”, detectandose la
presencia de avellana en el 25%, y de cacahuete (>1mg) en hasta el 75% de chocolatinas
(422).

Otros datos que complementan la historia clinica son los antecedentes familiares de primer
grado (como por ejemplo de angioedema hereditario), y personales del paciente asi como el
estado de salud mental, su ocupacion, el consumo de téxicos, la existencia de tratamientos
farmacoldgicos concomitantes, la presencia de asma y su grado de control, o de rinitis,
dermatitis atopica, o de alergias medicamentosas o al latex conocidas. Ademas, son datos a
valorar el conocer las circunstancias en las que se desarrollé la reaccion, como por ejemplo
estando en un restaurante, en casa cocinando, o durante la realizacidon de ejercicio fisico,

(423) (ver anexo 6, Figura).

No hay que olvidar apoyarse en una exploracion fisica del paciente. EI examen debe
contemplar el peso, talla, una auscultacion cardiopulmonar y de la oro-faringe, ademas de la
piel, en la que se pueden buscar estigmas de estado atépico (conjuntivitis, queratosis pilar,

pliegue de Dennie Morgan, dermografismo...) o de nutricion deficitaria.

Todo ello lleva a abordar el balance de la probabilidad de la reaccién, que determinara las

posteriores pruebas complementarias a realizar (Figura 21).

Alérgeno Fuente

,?euccién

Figura 21. Posibles factores influyen en el desarrollo de la reaccién.
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2.5.2. Pruebas cutaneas:

Las pruebas cutaneas intraepidérmicas o tipo prick se usan para demostrar la existencia de
un mecanismo inmunoldgico mediado por IgE. Se trata de una técnica facil, barata,
reproducible, fiable, con resultados rapidos y una buena rentabilidad diagndstica. En
general, tienen una excelente sensibilidad (mayor del 80%) con un valor predictivo negativo
(VPN) mayor del 90%, por lo que un resultado negativo en la prueba, generalmente
descarta la posibilidad de una sensibilizacién mediada por IgE (424). No obstante, estos
valores de sensibilidad y VPN solo se cumplen para alimentos que contengan proteinas
estables que estén bien representadas en el extracto, y para una buena probabilidad pretest
con una anamnesis compatible con una reaccidon de tipo alérgico (425), de ahi la

importancia de la historia clinica.

Los principales inconvenientes y desventajas son consecuencia de las propiedades
intrinsecas de la prueba (metodologia, produccién, interpretacion, y mecanismo de accion),
de la calidad del extracto usado, asi como de las caracteristicas de la poblacién sobre la
que se aplica, por ello se han realizado intentos de marcar unos puntos de corte que
definan la reactividad clinica para cada alimento, aunque en la actualidad estan lejos de

tener rendimiento (426).

Tipicamente se han considerado como un procedimiento seguro, pues el riesgo de
exposicion es infimo (427), siendo escasos, aunque existen, los casos de anafilaxia
descritos en la literatura tras su practica (428), sobre todo con el extracto en fresco. Por ello

no hay que menoscabar el cuidado en su realizacion, y basarnos en una correcta solicitud.

La técnica (Figura 22), altamente reproducible cuando se realiza de forma regular por el
mismo personal (coeficiente de variabilidad interensayo maximo del 20%), consiste en
aplicar una gota para cada extracto que se quiera testar, manteniendo una distancia entre
ambas de al menos 3 cm. Generalmente, se realiza en la cara volar del antebrazo, a unos
5cm de la muieca y 3 cm de la fosa antecubital. Hay que tener en cuenta que otras
localizaciones necesarias en el caso de los nifios cuando se desean testar un gran nimero
de alérgenos, o por ejemplo ante dermatitis atopica severa en los brazos, pueden variar la
lectura posterior de su resultado, como es el caso de la espalda, la cual es alrededor de un
20% mas reactiva. Sobre dichas gotas se debe aplicar una presion moderada durante 3
segundos de hasta una profundidad que ronde el 1 mm con una lanceta estéril de forma
perpendicular a la piel. Sin olvidar que se trata de una prueba intraepidérmica, capa
histologica sin vascularizacion, por lo que no debe sangrar. Con cuidado se retira el liquido

en la piel con un papel absorbente y se realiza una lectura a los 15 minutos. El mismo
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protocolo se sigue para cada fuente, al igual que para un control negativo, suero salino, y

uno positivo, histamina a 10 mg/mL (6, 429).

El resultado se interpreta segun el tamano del habdn y se considera sensibilizacion cuando
la papula es mayor a 3 mm del obtenido con el control negativo (punto en el que la
sensibilidad y especificidad alcanzan su maximo en la curva ROC (del inglés, Receiver
Operating Characteristic). No se debe olvidar que el habdon debe picar y ser eritematoso,
pues se esta valorando la activacion del mastocito cutaneo. El tamano del habon no se
correlaciona con la gravedad de la reaccion, aunque si con la probabilidad de presentar una
reaccion alérgica tras la exposicion a dicho alimento (430, 431), de hecho, algunos
investigadores han demostrado en habones mayores a 8 mm para algunos frutos secos
como cacahuete o anacardo, un valor predictivo positivo (VPP), cercano al 100% tras
compararlo con la provocacién oral. Sin embargo, pueden producirse resultados falsos
positivos en piel con dermografismo positivo o dermatitis atdpica, y falsos negativos en los
nifos menores de dos afos, pues su piel tiene menor reactividad cutanea (432), y ante
tratamientos concomitantes, tanto via oral (antihistaminicos, corticoides, antidepresivos

triciclicos) como tépicos (426). Por ello siempre deben ser comparados con los controles.

Figura 22. Técnica de realizacion de prueba intraepidérmica y lectura del habon posterior.

Los resultados de los test cutaneos pueden verse afectados principalmente por el producto
utilizado. Los extractos alergénicos son productos biolégicos heterogéneos extraidos de las
materias originales que existen en la naturaleza, y que contienen moléculas alergénicas
(principalmente proteinas) y no alergénicas. Aunque desde la agencia europea del
medicamento (EMEA, del inglés European Medicines Agency) se esta haciendo un intento
por estandarizar su calidad, el proceso es dificultoso, pues esta influenciado por multiples

factores (433, 434). Comenzando por la materia prima, que tiene que ser abundante para
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un suministro permanente. Se observan diferencias en los alérgenos segun la variedad, el
tipo y condiciones de cultivo, como el uso de plaguicidas, y almacenamiento tras la
recoleccién, o la maduracion del fruto, como se ha estudiado por ejemplo para el tomate o
la manzana (435-437). En el método de extraccion de las proteinas también se puede
alterar la calidad. El disolvente es acuoso a un pH dado, por lo que proteinas liposolubles
como las oleosinas, o solubles a diferentes pHs, no se veran representadas (242, 314), asi
como las que se vean afectadas por los conservantes de la solucion, que generalmente son
glicerinados. Finalmente, existe una gran heterogeneidad de los métodos empleados para
medir la potencia alergénica entre extractos de distintas casas comerciales haciendo que
estos no sean comparables. Todos se refieren a la concentracion del extracto necesaria que
produce una prueba cutanea media establecida tras curvas dosis-respuesta de su tamano

en una poblacion seleccionada, pero las unidades de medida son diferentes (438, 439).

Para intentar subsanar estas limitaciones, sobre todo en alimentos vegetales, ante
resultados negativos pero con alta sospecha clinica, o cuando no se disponga del extracto
comercial, se puede indicar la técnica conocida como prick-prick (Figura 23). Se trata de
una modificacién de la intraepidérmica en la que se usan extractos naturales. En estos
casos se punciona con la lanceta el alimento, diferenciando piel y pulpa, y a continuacion
sobre la piel del paciente (6, 426, 440). De esta forma se puede llegar a mostrar una
concordancia con el diagndstico final, y segun alimento, de hasta el 80% en el sindrome
latex-frutas (378, 441, 442). Sin embargo, este procedimiento tiene también limitaciones ya
que no es posible su estandarizacion puesto que no se puede controlar la dosis testada, se
precisa disponer del alimento en fresco y algunos alimentos son irritantes o incluso pueden
dar falsos positivos por su alta concentracion natural de histamina (443). Por ello es
importante la realizacion de la prueba en sujetos controles no alérgicos, para descartar la

existencia de falsos positivos por efecto irritante o histaminérgico.

Figura 23. Técnica Prick by Prick.
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Por otra parte, para intentar aumentar la precision diagnostica, se han creado extractos
parcialmente purificados, es decir, modificados para que contengan solo la parte de la
fuente biolégica que nos interesa, como puede ser la piel de melocotén rica en LTP. Para
ello, es esencial conocer la distribucién de los componentes alergénicos en la materia

prima.

Otra alternativa serian los alérgenos recombinantes los cuales son claramente las
herramientas diagndsticas mas adecuadas para aumentar la especificidad e intentar
averiguar el sensibilizante primario en casos de reactividad cruzada (444-446), ademas se
encuentran presentes todo el afio de forma estandarizada y ofrecen una alta
reproducibilidad. Sin embargo, su uso actualmente se reserva para estudios in vitro, ya que
para su produccion se necesita unir una hebra del material genético del alérgeno con otra
del organismo huésped encargado de producirlo. Cominmente se usan organismos
eucaridticos como plantas o levaduras como huéspedes a pesar del riesgo de producir
glucosilaciones no presentes en la proteina natural, sin embargo, su expresion sobre
bacterias puede dar lugar a plegamientos con baja representacion de los epitopos
conformacionales. En el caso de Pru p 3, la obtencion del alérgeno recombinante (rPru p 3)

se ha resuelto sin problema en Pichia pastoris (447).

2.5.3. Determinacion IgE especifica:

Los tests in vitro intentan certificar la sensibilizacion frente al alérgeno por la determinacion
de IgE especifica circulante en el torrente sanguineo del paciente, por lo que la
interpretacion de los resultados depende del clinico. Pueden ser utiles en distintas
condiciones, con una alta sensibilidad (valor predictivo positivo (VPP) que varia segun
alérgeno y punto de corte del 61-100%), pero s6lo en combinaciéon con otras pruebas. De
hecho, la determinacion de IgE especifica de forma aislada no tiene valor predictivo en
relacion al diagnéstico de alergia alimentaria (448), incluso puede arrojar resultados
distintos al efecto bioldgico que se valora con los in vivo (449). Desde el punto de vista de
costes, se consideran de segundo nivel, por ello, sélo se deberian solicitar si existen dudas
al realizar las pruebas cutaneas, o bien de primera linea cuando éstas no puedan
realizarse, como por ejemplo cuando el paciente toma antihistaminicos en su tratamiento
habitual, padece de una enfermedad dermatoldgica grave, o exista riesgo de desencadenar
anafilaxia. Las pruebas in vitro tienen la desventaja afadida de que los resultados no estan

disponibles en el momento.
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Existen distintas técnicas para la determinacién de IgE especifica sérica, todas derivadas de
la original descrita en 1967 por Wide (450) o RAST (del inglés, Radio-Allergo-Sorbent Test).
En esa técnica se usa como fase sdlida discos de celulosa a los que se unen de forma
covalente hasta su saturacién una fuente/s alergénicas, que se incuban con el suero del
paciente, y posteriormente con anticuerpos secundarios anti-lgE  marcados

radioactivamente con yodo (1'%°)

. Este método proporciona un resultado semicuantitativo en
el que la capacidad de emitir radiacion de la muestra problema es directamente
proporcional a la cantidad de IgE especifica unida al alérgeno del disco. Los
inmunoensayos desarrollados a partir de éste han mejorado la capacidad de unién del
alérgeno a la fase sélida en esponjas de celulosa, prolongando la vida media de los
reactivos y aumentado la seguridad al no usar radioactividad sino un marcador fluorescente,
ademas de mejorar la rentabilidad y calidad automatizando el proceso, precisando menor
muestra de sangre del paciente, y permitiendo realizar multiples determinaciones de un
mismo suero. Los métodos diagndsticos validados principales pertenecen a Thermo Fisher
Scientific® (ImmunoCAP System, el mayoritario en los centros hospitalarios), y Siemens
Healthcare® (Immulite System) (451). Tienen wuna fiabilidad elevada para medir
cuantitativamente IgE, siendo generalmente mas baja para las frutas frescas y vegetales
(442). Muestran resultados aptos en un rango de 0,10 a 100 kU/L, segun la referencia de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), donde una Unidad Internacional (Ul) corresponde
aproximadamente a 2,4 ng de IgE (452). Usualmente se considera un resultado positivo
cuando es mayor a 0,35 kU/L, pero valores inferiores no excluyen la posibilidad de
sensibilizacion. Se han intentado igualmente validar unos “puntos de corte” que predigan la
relevancia clinica de la sensibilizacion, en alergia a vegetales sobre todo para cacahuete
(453-455) y melocotéon, aunque por el momento no se ha demostrado la existencia de
relacion entre el nivel de IgE especifica frente a LTP y la severidad de los sintomas (139,
456). Ademas llama la atencion la variabilidad entre los estudios a pesar de valores
predictivos de hasta el 95%, pues hay que tener en cuenta la técnica usada, la poblacién a
la que se aplica, y dentro de ella las distintas variables que pueden influir en los resultados,
como la edad, el tiempo entre el test y la evitacién del alimento en la dieta, y otras
enfermedades anadidas, como las discrasias sanguineas o la IgE elevada del estado
atépico (457). De hecho, este ultimo dato ha sido objeto de debate en la interpretacion de
los resultados, y aunque se cree que no aporta ninguna ventaja, podria ser conveniente la
normalizacién del valor de la IgE especifica por los niveles de IgE total utilizando el cociente
IgE especifica/lgE total (458, 459).

98



Introduccion

En la actualidad, el diagnédstico fundamentado en la identificacion de las proteinas
alergénicas de los alérgenos completos, o diagnéstico por componentes, también ha
demostrado ser de utilidad in vitro (460). De hecho, en la alergia a leguminosas con
reactividad cruzada por podlenes, se podria reducir la necesidad de realizar pruebas de
exposicion (374), evitar dietas de exclusion tras testar MUXF3 ante sospecha de
sensibilizacion por CCD, o predecir la severidad del perfil clinico de reactividad cruzada del
paciente (461). Estan disponibles en formato individual (ImmunoCAP), y en una plataforma
que utiliza una micromatriz de hasta 112 alérgenos de 51 fuentes distintas, llamada ISAC®
(del inglés, Immuno Solid-phase Allergen Chip) o ADVIA Centaur® (del inglés,
Immunoessays system chemiluminescent with ADVanced Acridinium ester technology)
(Figura 24) (139, 462). Sus ventajas estriban en la disminucién del volumen de suero
requerido ya que se pueden testar de forma simultanea una amplia bateria de alérgenos,
cuya fase solida es un porta de cristal modificado sobre un microchip de silice que cuantifica
en un escaner la intensidad de emision de fluorescencia (463, 464). Sin embargo se trata de
una prueba no definitiva, sino informativa, ain no estandarizada, en la que se testan un
panel fijo de alérgenos y de la que no se conoce la eficacia diagndstica real para cada uno
de los componentes, por lo que el clinico debe interpretarlos con cautela (325). Esta técnica
aumenta los costes diagndsticos y esto junto con las preocupaciones afiadidas debido a su
potencial interferencia con otros anticuerpos de otros isotipos, no IgE, por el factor limitante
de sus micropocillos (coeficiente de variacién entre lotes alrededor del 30%), o el aumento
artificial de su sefal debido a defectos del cristal, deshumidificacion o contaminacién por

polvo hacen que su utilizacion no sea muy amplia.
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Figura 24. Equipamiento, procedimiento, y ejemplo de lectura de técnica Microarray.
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Otros métodos utilizados es el enzimoinmunoensayo (ELISA, del inglés Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) en los que el antigeno se inmoviliza en una placa de poliestireno,
tras su union al IgE especifico del suero se incuba con un anticuerpo secundario anti-IgE

que lleva unido el enzima que reaccionara dando color.

Por ultimo, existen otras pruebas de inhibiciones cruzadas cualitativas
(Inmunotransferencia), y cuantitativas (inhibicion del ELISA tipo sandwich), en las que se
analiza la mayor afinidad de diferentes alérgenos por los epitopos de la IgE. En este tipo de
pruebas el alérgeno o componente alergénico que produzca mayor inhibicidn, proporciona
informacién necesaria para poder llegar a establecer cual es el alérgeno al que

primariamente se sensibilizé el paciente.

2.5.4. Test de activacion de basofilos:

El test de activacion de basodfilos (BAT, del inglés Basophil Activation Test) es un ensayo
funcional que simula in vitro, lo que ocurre in vivo de una manera segura (465, 466). Se
trata de analizar, en la poblacion de baséfilos circulantes, la activacion inducida por el
alérgeno por un mecanismo mediado por IgE. Para analizar los basofilos activados
generalmente se determina la expresion de dos glicoproteinas, CD63 y CD203¢ mediante
citometria de flujo. La primera se encuentra en el interior de sus granulos citoplasmaticos, y
solo se transportan y quedan expuestas por un fendmeno de fusiéon en la superficie de la
membrana celular, en el momento de la activacion celular. EI CD203c es en cambio un
marcador constitutivo y especifico de basofilos que incrementa su expresién durante la
activacion del mismo. Para valorar la positividad de la prueba se usan el porcentaje de
activacion expresado en CDG63, y el indice de estimulacién (SI, del inglés Stimulation Index),
que se calcula como el cociente entre el porcentaje de basofilos activados con los diferentes
alérgenos y el porcentaje de basodfilos activados sin estimulos. El punto de corte a partir del
cual se considera un Sl como positivo se calcula a través de curvas ROC para cada

antigeno, y suele ser superior a 2 (467-469) (Figura 25).
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Figura 25. Representacion técnica BAT.

Esta metodologia requiere un manejo y una infraestructura especial, ya que implica trabajar
con células vivas con especial atencion a los tiempos, tanto de las 4 horas desde su
extraccion en fresco, como desde que ocurrié la reaccion, pues la reactividad del basofilo
disminuye con el tiempo. Sin embargo si se ha demostrado que no se ve afectado por la

toma de medicacion antihistaminica (470).

El BAT se ha usado principalmente desde su inicio para el diagndstico de alergia
alimentaria en nifos (471), demostrando buenos valores de sensibilidad y especificidad
para los alimentos testados (avellana, leche, trigo, huevo, sésamo) (472-475) y por
componentes, de hecho, superiores a los valores dados para IgE especifica (ImmunoCAP).
Se han realizado diferentes estudios sobre todo para cacahuete. Asi en un estudio de
Rentzos y cols., muestran que no existe correlacion entre el BAT y los niveles de IgE
especifica por componentes para el cacahuete, sugiriendo que el BAT puede ser util para
identificar a los pacientes alérgicos con resultados falsos negativos por otros tests
convencionales (476). Lo mas interesante de esta prueba es su utilidad para distinguir la
sensibilizacion de la verdadera clinica alérgica, por ejemplo en pacientes alérgicos a polen
de abedul con y sin sindrome de alergia oral, BAT fue el mejor predictor de la respuesta
clinica (477). Ademas, parece que demuestra una buena correlacidon entre la verdadera
alergia a cacahuete en ninos, de la tolerancia, particularmente en los casos dificiles,
reduciendo la necesidad de realizar pruebas de provocacion (478). Por ello, se ha
propuesto la realizacion del BAT previo a la realizacion de una prueba de provocacion para
valorar la tolerancia natural a leche en los nifios (479). La reactividad del baséfilo se ha
asociado con la gravedad de la reaccién, y una verdadera reaccion alérgica, pudiendo

distinguir con una sensibilidad del 97,6% y una especificidad del 96%, entre nifios con
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alergia grave al cacahuete y nifios sensibilizados pero tolerantes (480). Y aunque la
informacién disponible es aun limitada (481), repetidamente se demuestra una mayor
reactividad del basoéfilo en pacientes que reaccionan con mayor gravedad en las pruebas de
provocacion (482, 483), por lo que esta incrementando el interés del BAT como prueba
estandar predictora de un diagndstico correcto sin necesidad de recurrir al actual patréon de

oro diagndstico de la prueba de provocacion (484).

2.5.5. Pruebas de provocacién a doble ciego controlada con placebo (PPDCCP):

Debido a las limitaciones de la capacidad diagnostica de las pruebas anteriores para
determinar tolerancia o alergia alimentaria el diagnéstico definitivo solamente se realiza por
pruebas de provocacion (6, 112, 426, 430, 457).

La necesidad de una prueba diagnéstica que determinara la veracidad de los sintomas
abdominales, lejos de dietas de eliminacion sin confirmacion, se viene apuntando desde
1949, cuando Ingelfinger propuso un método reproducible en el que dar al paciente y
sujetos sanos de una forma inadvertida el alimento al que se atribuian los sintomas. Un afio
mas tarde, la Dra. Loveless mejor¢ la técnica y la denominé como PDCCP. Sin embargo, no
fue hasta al menos 10 anos después, cuando Goldman y posteriormente Charles May,

publicaron el articulo y la comunidad cientifica lo aceptara como patrén de oro (485).
La prueba de provocacion se puede realizar de tres maneras diferentes (486):

a) como prueba de provocacion oral abierta. Para reacciones inmediatas sugestivas
en las que el riesgo es reducido; en nifios menores de tres afios; o bien como
primera aproximacién de un muy probable resultado negativo. Ademas, es necesaria
para confirmar la tolerancia tras una provocacioén doble ciego negativa, dado que el
uso de formas no habituales de preparacion del ingrediente, como polvos
deshidratados, en porciones acumuladas demasiado abundantes para que un nifo
las complete (487), o en pasos muy espaciados de tiempo, podria conllevar a un
falso negativo por cambio de las propiedades alergénicas del alimento, o bien por la
produccién de una “rapida desensibilizacién transitoria” (488). Las pruebas de
provocacion abiertas se pueden realizar con un protocolo mas simplificado y rapido,
sin embargo nos exponemos a factores de confusién y al comportamiento
psicologico del paciente.

b) Provocacion oral simple ciego controlada con placebo. Ayuda a enmascarar la

influencia que el componente psicolégico del paciente pueda tener, pero es una
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prueba que precisa un mayor tiempo para su realizacion, ya que obliga a planificar
dos sesiones, una para el activo y otra para el placebo.

c) PPDCCP. Como ya se ha dicho, es el patron de oro diagnéstico. Es la recomendada
en general, pero sobre todo para proyectos de investigacion o en casos de sintomas
subjetivos. Sirve para reevaluar la posible aparicion de tolerancia dentro de la
historia natural de la enfermedad, y para establecer o excluir el diagndstico de forma
definitiva de alergia alimentaria antes de establecer una dieta de exclusion
mantenida, como en el caso de sensibilizaciones por reactividad cruzada en las que
el paciente no los ha ingerido con posterioridad a la reaccién. Por ejemplo, se indica
en pacientes del area mediterranea que han tenido reaccion tras la toma de
albaricoque y muestran sensibilizacion a otras frutas rosaceas, sobre todo para

manzana, ciruela y melocoton (279).

Son procedimientos con riesgos, pues se basan en la induccién de una reaccion alérgica
cuya intensidad no es predecible, pero que razonablemente son necesarios asumir (489).
Por tanto hay que realizarlos en un centro hospitalario con los medios y el personal
adecuado para ser capaz de manejar un procedimiento de emergencia, en el caso de que
ocurra. No se deben hacer sin un consentimiento informado oral y escrito del paciente, ni
ante una clinica sugestiva, repetida y reciente con diagnostico complementario concordante
en menores de 12-18 afos, o adultos con reaccion sistémica grave, o tras la realizacion de
la prueba cutanea. El alimento a provocar debe haberse evitado durante al menos dos
semanas antes, pero también hay que tener cuidado con los alimentos sugerentes de
verdadera reaccion IgE mediada que llevan evitandose durante mucho tiempo, pues la
probabilidad de una reaccion grave con menor dosis a su reintroduccion, es posible (490).

Otras contraindicaciones para su realizacion, aunque a veces transitorias, son:

-. Los pacientes con enfermedad atdpica no controlada, como rinitis, conjuntivitis, urticaria,
dermatitis atépica severa, o afectaciéon bronquial obstructiva inestable y FEV1<80% del

tedrico; o con una infeccién aguda.

-. Enfermedades o condiciones que pongan en riesgo la vida del paciente, como angina

inestable, arritmias, o embarazo.

-. Medicaciones que puedan influir en la reaccion, atenuando sus resultados, como
antihistaminicos, que deben evitarse durante un periodo de tiempo superior a 5 veces su
vida media; corticoides sistémicos de 7-14 dias antes, sin retirar si estan en uso corticoides

toépicos o inhalados; AINE, inhibidores del enzima convertidor de angiotensina (IECAs),
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alcohol, y antiacidos, por su potencial efecto cofactor, asi como inhibidores de la
monoaminoxidasa (IMAO), antidepresivos triciclicos, e inmunosupresores; o agonistas beta,
que se recomienda mantener la minima dosis posible para evitar efecto rebote. O bien
amplificando la respuesta e interfiriendo en la accion de la medicacion de rescate, como los

betabloqueantes (491).

Es conveniente canalizar un acceso venoso periférico, sobre todo en pacientes adultos de
riesgo, y que el paciente permanezca en observacion al menos durante 2 horas tras la
finalizacion de la provocacion con resultado negativo, pudiendo ampliarse en el caso de que
la reaccion inicial hubiera ocurrido con mayor latencia. Si la prueba de provocacion resulta
positiva, y los sintomas importantes, deberian guardarse un minimo de 4 horas, o ingreso

hospitalario durante la noche (418).

La provocacion debe iniciarse preferiblemente en un estdbmago vacio (aunque se permiten
comidas ligeras de bajo contenido en grasa y liquidos), y por el alimento implicado. En el
caso de reacciones con mas de uno, se comenzara con el sospechoso de causar
reacciones mas leves, o ante igualdad, con el de menor sensibilizacion. La dosis de inicio
varia ampliamente en la literatura, a pesar de los intentos de estandarizar y encontrar el
nivel minimo observable a partir del cual se desencadena una reaccion (LOAEL, del inglés
Low Observable Adverse Event Level), o a partir del cual no se encuentra reaccion
(NOAEL, del inglés, Non Observable Adverse Event Level), que va desde microgramos a
gramos (6, 492). Y esto es debido no solo al alimento, sino a las caracteristicas de cada
paciente, por lo que se recomienda comenzar con la cantidad inferior a la que se cree
origind la reaccion, y ademas, por debajo de las dosis LOAEL/NOAEL descritas (26). Por
razones de seguridad ademas, los incrementos de dosis pueden realizarse con distintas
escalas, desde por 10 o por 5, doblando dosis, o hasta semilogaritmica (3, 10, 30, 100, 300,
1000, y 3000) (493), en general la mas usada (486, 492, 494). Y con un intervalo de tiempo
superior al periodo de latencia con el que aparecié la reaccion en el paciente, tipicamente
20-30 minutos (488). La provocacion con el activo y el placebo deben realizarse en dias
separados, pero si no fuese posible, podria realizarse en el mismo dia dejando al menos 3
horas de intervalo, teniendo en cuenta que se perderia el diagnéstico de las que ocurrieran
tras ese periodo. La dosis maxima a alcanzar también es objeto de estudio. Se acepta que
al menos deba ser de 2 g de proteina, para tener un porcentaje de resultados falsos
negativos menor al 5%. Asi se conoce que una pieza de manzana fresca triturada tipo
batido, contendria alrededor de 0,9% de proteina (423), o que para un volumen de 173 g de
magdalena de avellana se necesitan 20 gramos de avellanas no tostadas para conseguir

2,7 gramos de proteina (495).
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El material para las pruebas de provocacién deberia estar estandarizado, pues la forma y la
fuente deben preservar la maxima alergenicidad. El alimento puede administrarse en su
forma natural, deshidratado, o liofilizado, en forma de puré, bebida, galleta, magdalena, o en
fresco, pero debe evitarse encapsularlo, ya que impide su contacto con la mucosa
orofaringea y retrasa la posible aparicion de sintomatologia hasta que se disuelva la
capsula, asi como evitarse los vehiculos grasos, pues aumentan la gravedad de la reaccion
al generar una absorcion intestinal mas lenta (42). Segun la Real Academia de la lengua
Espanola, placebo es una “sustancia que careciendo por si misma de accion terapéutica,
produce algun efecto favorable en el enfermo, si éste la recibe convencido de que esa
sustancia posee realmente tal accion”, asi pues, las recetas deben ser capaces de
enmascarar las cualidades sensoriales del activo, tanto en apariencia, olor, sabor, y
consistencia, dentro del menor volumen posible (496). Por ello, el material deberia estar
validado por test sensitivos apropiados para evitar los falsos positivos de una inadecuada

muestra (Figura 26).

Figura 26. Ejemplo de validacion receta para provocacion doble ciego (izquierda). Y de aumento de dosis

enmascaradas progresivas (derecha).

Antes de cada dosis, al paciente se le debe realizar una completa exploracién fisica en
busca de signos o sintomas objetivos de alergia, para poder parar de forma precoz la
prueba y tratar al paciente, sin esperar a que éste desarrolle el cuadro clinico completo. Sin
embargo, es frecuente la presencia de sintomas leves que nos hagan repetir dosis o alargar
el intervalo hasta la siguiente, y sobre todo de sintomas subjetivos, como por ejemplo un
vomito en un nifio con ansiedad por la prueba, o la sensacién no objetivable de prurito oral.
Para intentar solucionarlo, se podrian usar otros parametros validados de medida
secundarios, como la escala visual analégica (EVA) (Figura 27; y ver Anexo 7, Figura) o el
cuestionario de calidad de vida (Q-50). Ademas, la AAAAI, en colaboracién con la EAACI,

ha creado una guia de puntuacion en base a lo que varios autores habian propuesto como
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maneras de actuacion (ver anexo 5, Figura), como parar y esperar para administrar la
siguiente dosis hasta que se hubieran resuelto los sintomas completamente, o bien dar por
positiva la provocacion cuando éstos duran mas de 45-60 minutos, ocurren en tres

sucesivas dosis, 0 se incrementan con las siguientes porciones (457).

PRURITO
0 5 10
Ausencia Leve Moderado Intenso Insoportable

Figura 27. Escala visual analdgica para el prurito.

2.6. Historia natural

La historia natural de alergia alimentaria se refiere tanto a la adquisicion de sensibilizacion,
como al origen de tolerancia (497). Frecuentemente comienza entre los primeros 1-2 afios
de vida, siendo comun el desarrollo espontaneo de tolerancia, o como una sensibilizacion
asintomatica que se manifiesta posteriormente. Cuando su origen recae en la edad adulta o
adolescencia, ya sea o0 no como una sensibilizacion “de novo”, datos empiricos sugieren
que apunte hacia la persistencia (430). La proporcidon de nifios que superaran la alergia
alimentaria varia mucho segun los estudios, tipo de alimento, tipo de reaccién, edad de la
poblacion y pertenencia geografica, asi como del resultado de las distintas pruebas
complementarias, siendo comun en alergias a leche, huevo, trigo, soja, mientras que en las
que suelen debutar mas tardiamente como cacahuete, resto de frutos secos, pescados,
mariscos, frutas y hortalizas, se consideran persistentes (44). Sin embargo, no sélo no
existen aun estudios suficientes de seguimiento longitudinal que lo demuestren, sino que
entre ellos la definiciéon de lo que consideran alergia, tolerancia, o reactividad cruzada no

son consistentes.

Aunque hay cierta evidencia que implica factores genéticos e historia familiar, como el
asociado en otras enfermedades atdpicas, en el aumento de susceptibilidad para alergia

alimentaria, no existen estudios poblacionales de calidad que lo confirmen. En cuanto a los
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factores genéticos, se ha propuesto la pérdida o mutacion del gen de la filagrina, como via
de sensibilizacién cutanea, en el aumento de riesgo de alergia a cacahuete en poblacion sin
dermatitis atopica (426). O el riesgo de alergia a la leche de vaca, frutos secos, o
sensibilizacion alimentaria en general, en los que presentan el polimorfismo del gen STAT6
(498). Los factores de influencia prenatal también han sido objeto de investigacion. Asi se
han analizado los efectos sobre restricciones en la dieta materna, el déficit o exceso de
vitamina D, el suplemento con probiéticos, o la edad de introduccién de los alimentos mas
alergénicos, si bien los resultados son aun inconclusos (499, 500). De hecho, estudios
realizados en poblacién espafola y canadiense afirman un aumento de riesgo de
sensibilizacion a cacahuete y otros frutos secos, aunque el nifo evite su ingesta, si estos
estan presentes en el ambiente familiar. De hecho se ha hallado gran cantidad de proteinas
de cacahuete en la cocina donde se habia manipulado su mantequilla, pudiendo entrar en
contacto sus alérgenos con el sistema inmune, via inhalada o cutanea, y actuar como pauta
sensibilizante, sobre todo en nifios con dermatitis atopica, por lo que aunque lo introduzcan
en la dieta de forma tardia, han estado en contacto (501). A favor de lo que sugieren los
primeros resultados del estudio LEAP (del inglés, Learning Early About Peanut allergy),
donde el riesgo de desarrollar alergia al cacahuete es mayor en nifios que evitan su
introduccion “temprana”, y aun mas si afaden dermatitis atépica severa o alergia a huevo
de gallina (43, 502).

No obstante, lo mas frecuente es alcanzar la tolerancia con la edad, disminuyendo ésta si
se asocian mas sensibilizaciones, tanto a otros alimentos, como aeroalérgenos. En un
estudio de Sampson y Scanlon en el que siguieron a pacientes entre 3 y 18 afios de edad,
diagnosticados por prueba cutanea y test de provocacion doble ciego, encontraron que en
su revaluacion al afio, aproximadamente el 25% habian perdido todas las alergias, y tras
dos afos, el 24% de pacientes alérgicos al huevo habian dejado de serlo, asi como el 19%
de los alérgicos a la leche de vaca (503). Como factores predictores de resoluciéon se han
descrito un menor tamafio de pruebas cutaneas en el momento de la reevaluacion, aunque
éstas pueden persistir positivas tiempo después de que la tolerancia se haya alcanzado
(504). Asi como la media del nivel de IgE especifica al diagnéstico, o a la revaluacion, o la
proporcion entre IgE e IgG4 especificas (505), demostrandose ser significativamente
menores para los pacientes que superan la alergia a proteinas de leche de vaca y huevo
(506). Aunque el nivel de IgE especifica esta aun por determinar, se cree que un nivel
mayor a 5 kU/L desaconsejaria la provocacion (507), al igual que el haber sufrido alguna
reaccion inesperada en el tiempo de evolucién, o no haber superado la alergia aun al llegar

a la adolescencia lo que sugiere una alta probabilidad de tener una alergia permanente
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(497). Por ello, se recomienda revaluar a los pacientes con alergia alimentaria al menos una
vez al afio. Los individuos verdaderamente alérgicos, con alta frecuencia de evolucién
clinica hacia la persistencia, son los que reconocen un mayor numero de epitopos lineales,
a diferencia de los sujetos que estan sélo sensibilizados, o que han superado la alergia
(508-510). Los alérgenos especificos que dentro de un extracto desarrollan la

sensibilizacion clinica, pueden también predecir la probabilidad de evolucién (511).
Los alimentos vegetales mas estudiados en cuanto a su historia natural han sido:

Cacahuete. Su prevalencia de sensibilizacion en la infancia se estima alrededor del 2%
(446), siendo la edad mas frecuente para su diagnostico los 18 meses de edad, aunque
puede presentarse también mas tardiamente, sobre todo en relacion a polisensibilizacién
por polenes. Clasicamente la alergia a cacahuete se ha considerado como persistente, sin
embargo, desde 1998 Hourihane, y Spergel y cols. (512, 513), demuestran que
aproximadamente el 20% de los pacientes perderan la reactividad clinica entre los 4-20
afos (514), sugiriendo el beneficio que aporta seguir a los pacientes también durante la
edad adulta (40). Estos autores encontraron que los pacientes que toleraban el alimento, no
solo no tenian antecedentes de reaccion anafilactica, y menor polisensibilizacién, sino que
la prueba cutanea y el nivel de IgE especifica eran menores (515). La forma en la que la
reintroduccion posterior se realiza, también influye en el mantenimiento de tolerancia, pues
se han registrado casos de nuevas reacciones en pacientes que habian superado la prueba
de provocacion debido a una ingesta habitual sensibilizante, es decir, escasa y de baja

frecuencia (516).

Respecto al resto de frutos secos, se conoce relativamente poco en cuanto a su evolucion.
Se puede iniciar desde la infancia o en la edad adulta, encontrando también, que aquellos
que estan sensibilizados a mas de dos frutos secos, tienen una menor probabilidad de
conseguir una tolerancia espontanea (507). En Reino Unido, EEUU, Canada, y Australia el
principal es el cacahuete, pero en los paises del sur de Europa, los principales
responsables son la avellana, almendra, y la nuez. Generalmente se considera persistente,
encontrando distintos fenotipos segun las caracteristicas regionales, como el SAO tipico en
adultos, por homoélogos de Bet v 1, o reacciones sistémicas persistentes desde la infancia

por la LTP de la avellana Cor a 8 en los paises mediterraneos (517).

La alergia a la soja es otra de las alergias frecuentes en la edad pediatrica, sobre todo
concomitante con cacahuete. Tipicamente se considera que desaparece también en dicha
edad, siendo utiles como predictores los niveles de IgE. De hecho, la tolerancia se adquiere

a los 4 afios de edad en un 25% de los nifos, y a los 10 afos en un 69% (518). Existe
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ademas un fenotipo tardio con inicio de los sintomas pasada la edad pediatrica, y
persistencia de ellos en la edad adulta, debido a la probable relacion con reactividad

cruzada con pélenes (519).

Para el trigo, otro de los alérgenos presentes desde la infancia que con frecuencia
desaparecen de manera espontanea, los indices de resolucion encontrados son del 29% a
los 4 anos de edad, y el 65% a los 12 afios (520).

Las reacciones adversas a frutas frescas y vegetales, generalmente son duraderas (497).
Aunque pueden estar presentes desde la infancia, la probabilidad de mantenerse es mayor
cuando se originan en la infancia tardia o adultez, sobre todo cuando se deben a reacciones
por su asociacion al sindrome polen-alimentos, o al sindrome LTP, con una edad media
para debutar que ronda los 15 afios en hasta un 60% de los pacientes, comenzando por el
melocotén y la manzana (44, 129), y habitualmente aumentando el nimero de alimentos

implicados con el tiempo.

2.7. Tratamiento

2.7.1. Evitacion:

La primera linea de tratamiento cuando se diagnostica a un paciente de alergia a un
alimento, es su evitacion de manera estricta. La intervencion en materia nutricional, ha sido
durante afios, la unica opcién terapéutica (521). Como norma, solo los alimentos a los que
verdaderamente el paciente es alérgico son los que se deben evitar. Como se ha explicado
antes, en el pasado, las recomendaciones se podian basar por datos de pruebas cutaneas
o IgE especifica sin confirmacion, o por similitud taxondmica de los alimentos. Asi, era
frecuente que un paciente alérgico al cacahuete, evitara también, la exposicién al resto de
frutos secos. Sin embargo, parece que dado que la adquisicion de tolerancia oral es un
proceso inmunolégicamente activo, se requiere la exposicidén a los alimentos a los que no

sean alérgicos, para ayudar a alcanzarla (43, 522).

Los estudios sobre la historia natural de alergia a alimentos de origen vegetal, como hemos
visto, son aun muy limitados, por lo que se asume que su evitacion en la dieta ha de ser de
por vida. Aunque existe escasa bibliografia sobre el efecto a nivel inmunolégico que pueden

producir las restricciones dietéticas, debido entre otros, a la dificultad de aleatorizar con
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controles placebo por los aspectos éticos que representan, ésta se muestra actualmente
como la estrategia mas segura. No obstante, no se escatiman los avisos sobre el riesgo que
suponen nutricionalmente, sobre todo en nifios y adultos con sindromes de reactividad
cruzada clinicamente demostrados en los que la dieta se ve restringida ampliamente,

ademas de las consecuencias sobre el efecto que esto produce en la calidad de vida.

Manteniendo siempre la percepcion de ser un riesgo permanente que afecta la calidad de
vida del paciente y su entorno familiar (393, 523, 524). No hay que olvidar, que a no ser que
el paciente presente una reaccidn aguda por su exposicion, estamos ante un sujeto sano,
con lo que el cumplimiento terapéutico, en este caso la evitacidén, a veces puede fallar ante
la no conciencia de enfermedad. La educacion, por tanto, como un afiadido, es fundamental
en el paciente y sus cuidadores. Deben aprender a identificar las fuentes de origen de todos
los alimentos a los que son alérgicos, reconocer los sintomas que derivaran en una
reaccion alérgica y su gravedad, asi como su tratamiento. Cuanto mas grave haya sido la
reaccion, mas probable es que se produzcan implicaciones sociales. Durante los primeros
afios de vida, la carga psicoldgica recae sobre todo en los padres y cuidadores; en la edad
escolar, pueden ser obstaculo para actividades educativas, sociales, y la creacién de su
personalidad; en la adolescencia, la época de mayor riesgo (525), se han descrito incluso
casos de acoso, el paciente reniega de su enfermedad, se hace independiente, hace vida
social sin supervision, desea pertenecer a un grupo, y comienzan el consumo de toxicos; y
en la edad adulta puede condicionar su actividad laboral, a la vez que se suma el origen de
nuevas patologias concomitantes (140). Por todo ello, se hace muy complicado mantenerse
sin sufrir reacciones, sobre todo tras la ingesta inadvertida en alimentos procesados, fiestas
o comidas fuera de casa, con datos que demuestran que en 10 afos de evitacion, hasta el
75% de los nifos experimentaran una reaccidon accidental tras la ingestién del alérgeno
(430), un 22% de las cuales ocurriran en la escuela (526), y que cerca del total de las
muertes por anafilaxia debidas a alergia alimentaria, se producian por alimentos preparados

fuera del hogar (24).

2.7.2. Tratamiento sintomatico:

La anafilaxia es una emergencia médica que pone en peligro la vida del paciente, por ello,
los principios de su tratamiento deben estar muy claros, y aunque los centros escolares no
tengan un reglamento que los obligue, segun el articulo 195 del Coédigo Penal, pueden
incurrir en delito de omisiéon del deber de socorro con su no actuacién. Las guias

internacionales ratifican que la adrenalina es la medicacion de primera eleccién en la
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anafilaxia, y ademas, la Unica, que reduce las tasas de hospitalizacion y muerte. Su
mecanismo de accidn actua a tres niveles: alfa-agonista sobre la hipotensién, y el edema de
la via respiratoria; agonista-31 cronotrépico e ionotrépico aumenta la frecuencia cardiaca
forzando la contractilidad cardiaca; y su efecto agonista- 32 conduce a la broncodilatacién y

a la disminucion de liberacién de mediadores inflamatorios (418, 527, 528).

Tan pronto como el paciente reconozca el inicio de sintomas, debe colocarse en reposo en
decubito supino con las extremidades inferiores elevadas, y administrarse la inyeccion de
adrenalina 1/1000 intramuscular en la cara externa del muslo, a una dosis segun peso de
0,3-0,5 mg en adultos y 0,01 mg/Kg en nifios, que podra volver a realizar pasados 5 minutos
si no existe mejoria. Posteriormente, debera trasladarse en ambulancia para observacion
hospitalaria durante un minimo de 4 a 6 horas. Se recomienda el uso de metilprednisolona
intravenosa a dosis de 1-2 mg/Kg en bolo y hasta 4 dosis en 24 horas tanto en nifios como
adultos de forma profilactica para prevenir el 20% de casos que sufren una anafilaxia
bifasica, aunque la evidencia para esto es escasa. Como medicacion complementaria de
segunda linea también se recomienda la administracion intravenosa de antihistaminicos-H2
o ranitidina (50 mg/8horas en adultos y 1 mg/Kg/8horas en nifios), y antihistaminicos-H1
como dexclorfeniramina (5 mg en adultos y 0,05 mg/Kg en nifios), aunque nunca de forma
inicial, pues podrian enmascarar los primeros sintomas de una reaccion anafilactica y
conducir a un tratamiento tardio (528). Y el resto del tratamiento de soporte necesario
segun las guias de prescripcion de urgencias y emergencias, como la infusién de
cristaloides o coloides, nebulizadores con salbutamol, drogas vasoactivas como dopamina,
noradrenalina o atropina si asocia bradicardia, o glucagon en el caso de que el paciente se
encuentre de forma habitual en tratamiento con betabloqueantes, reevaluando al paciente
cada 5 minutos en monitorizacion constante. Se ha demostrado que la via intramuscular
para la administracién de adrenalina es la mas segura, presentando efectos adversos
secundarios s6lo un 1% de los pacientes que la recibieron frente al 10% de los que se le
administré via intravenosa (529). Existen distintos dispositivos de autoadministracion en el
mercado, de uso Unico, y con propiedades similares en cuanto a conservacion y
mantenimiento, que deben conocer tanto el paciente, como sus familiares, amigos, y centro
escolar o de trabajo. Solo existen contraindicaciones relativas (Tabla 3) para su no uso,
derivadas de su mecanismo de accién, por lo que ante la duda, siempre se debe aplicar
(530).
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Intoxicacion por cocaina, anfetaminas

Ancianos o pacientes con patologias asociadas:

e Cardiopatia isquémica

* Arteriopatia periférica

* HTA

* Hipertiroidismo

e Cirugia intracraneal reciente

e Aneurisma aortico

Tratamiento concomitante con:

* IMAO (bloquean el metabolismo de la adrenalina)

* Antidepresivos triciclicos (prolongan la vida media de la
adrenalina)

* Beta-bloqueantes (respuesta parcial de la adrenalina)

¢  Aminofilina, salbutamol iv, u otros farmacos

vasoconstrictores o arritmogénicos.

Tabla 3. Contraindicaciones relativas al uso de adrenalina en el tratamiento de una reaccién alérgica sistémica.

La decision de prescribir un autoinyector de adrenalina dependera de la presencia de
factores de riesgo para desarrollar una anafilaxia, como pacientes en la adolescencia, asma
mal controlado, antecedentes de reacciones anafilacticas previas, alergia a proteinas con
probabilidad de clinica grave, como LTP, o a alimentos como mariscos, pescados,
cacahuetes, y frutos secos, asi como vivir a mas de 20 minutos de un centro sanitario. Sin
embargo, la receta del autoinyector no es un tratamiento curativo y ademas no elimina
completamente el riesgo de anafilaxia grave o muerte, con hasta un 14% de muertes por

reacciones debidas a alergia alimentaria a pesar de su administracion temprana (24).

2.7.3. Tratamiento inmunomodulador:

Las terapias que buscan el restablecimiento de la tolerancia inmunoldgica (531), son el
unico tratamiento que puede alterar el curso de la enfermedad alérgica, y han demostrado
ser una herramienta clinica segura y efectiva. Aunque el mecanismo inmunolégico no se

conoce aun en profundidad, lo que se pretende con estos tratamientos es desviar el patron
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de la respuesta efectora de una reaccion alérgica, Th2 hacia Th0/1, con la generacién de
células Treg especificas del alérgeno que suprimen las células T efectoras especificas (73,
532-536).

Induccion de 1gG4
Supresion de IgE
y N P

| ] ' 4
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Supresion Th2 "homing” a los tejidos

Supresion de
IL-10, TGF-p ThO/Th1/Th17/Th22
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o 2 Induccion de produccién IL-10
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indirecto de mastocitos,

basofilos, y eosindfilos
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Figura 28. Representacion del balance de células Th2 y Treg, y efectos por la IT (representado en naranja).

La busqueda de la induccion de tolerancia en alergia alimentaria como estrategia preventiva
y curativa se ha investigado desde que en 1829 se descubriera que en una tribu de nativos
americanos ingerian hojas de hiedra venenosa para evitar las reacciones de
hipersensibilidad frente al aceite de urushiol (de la familia Anacardiaceae) (94). Desde
entonces se ha avanzado mucho en estos tipos de tratamientos utilizandose diferentes tipos

de inmunoterapia (IT) dependiendo de la via de administracion:

2.7.3.1. Inmunoterapia subcutanea (ITSC):

Primeramente se investigd la via subcutanea, dada su demostrada eficacia y seguridad
desde hace mas de 100 anos, sobre todo en el tratamiento con aeroalérgenos y veneno de
himendpteros (537, 538). De hecho, la idea de su uso con Noon (539) se basd en el
concepto de la vacunacion frente a agentes infecciosos, aunque el fundamento fuese
diferente. La ITSC durante 4-5 afnos con extracto acuoso de cacahuete demostré una
reduccién en la puntuacion de los sintomas y una menor reactividad en prueba cutanea,
frente al grupo no tratado (540). Sin embargo, ésta fue abandonada en 1989 tras producirse

varios casos de fallecimientos por su uso para alergia alimentaria que pusieron en
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entredicho su relacion riesgo-beneficio (14). La necesidad de encontrar una ruta alternativa
se centrd en la via oral al hipotetizar las ventajas que se podrian derivar de la absorcion
directa desde la mucosa oral al torrente sanguineo evitando el metabolismo de primer paso
por el higado, y posibilitando el acceso a las células con capacidad inmune de la mucosa
oral, ricas en células de Langerhans, tolerogénicas por naturaleza y con baja presencia de

eosindfilos, basofilos y mastocitos (541).

2.7.3.2. Inmunoterapia oral (ITO):

Consiste en la administracion gradual de forma regular de cantidades escaladas del
alérgeno contenido en el alimento hasta que se alcance una fase de mantenimiento en la
que los pacientes deben continuar durante afios tomando la misma cantidad, para lograr un
estado de desensibilizacién en la que se posibilite la ingestién de la racion normal del
alimento sin que produzca reaccion. En este caso se habla de un estado de
desensibilizacion, y no de tolerancia, por lo que la interrupcién de la dosis diaria podria
conducir a reacciones adversas. Existen autores que manifiestan que en su poblaciéon de
estudio tras la suspensién diaria permanece la tolerancia. Sin embargo estos resultados son
de dificil interpretacion, pues al tratarse de estudios de base pediatrica con un seguimiento
menor a 5 afios, la historia natural predice que lo mas probable es que en muchos casos se
produzca resolucion espontanea. Hasta el momento actual se han identificado dos
revisiones sistematicas, ocho ensayos aleatorizados, y tres estudios comparativos, la
mayoria realizados para leche de vaca, huevo, pescado, manzana, trigo, y cacahuete,
siguiendo los protocolos que Patriarca inicid hace 25 anos (317, 542, 543), en los que se
alcanza un porcentaje de desensibilizacién de hasta el 75%. En el caso del cacahuete, un
estudio doble ciego controlado con placebo (DCCP) de una ingesta diaria de 5.000 mg de
proteina de cacahuete (alrededor de 12 unidades) ha encontrado respuesta de tolerancia
tras 5 afos, con una disminucion del tamano de la papula en prueba cutanea
intraepidérmica, y del nivel de IgE especifica respecto al basal (544). También se han
observado otros cambios inmunolégicos como el descenso de reactividad del baséfilo a los
4-6 meses y un aumento de IgG e IgG4 (545, 546), y de IgA e IgG1 (547). Sin embargo,
alrededor del 90% de los participantes refieren efectos adversos moderados, que aunque
no fueron graves, precisaron en algunos casos del uso de adrenalina, ademas del alto
porcentaje de pérdidas durante el tratamiento, o de reajuste de dosis por dolor abdominal
(548, 549).
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2.7.3.3. Inmunoterapia sublingual (ITSL):

La ruta sublingual se estudié por primera vez en 1986 para la IT a los acaros del polvo
(550). Desde entonces, aunque su primera indicacion sigue siendo el tratamiento de la
rinoconjuntivitis por aeroalérgenos tanto en adultos como en nifios, desde 2003 ha
demostrado también ser util para el tratamiento de la alergia alimentaria (551). Cuatro
ensayos aleatorizados con ITSL con alimentos (leche, kiwi, avellana, cacahuete y
melocotén) (276, 552-555) han encontrado tolerancia con reduccion de sintomas, en

poblacion infantil y adulta.

La ITSL consiste en la administracion de gotas o tabletas que contienen el extracto
alergénico debajo de la lengua por unos minutos, y posteriormente deglutirlo o expulsarlo,

de forma generalmente diaria con una duracién de 1 a 3 afios.

Esta IT ha demostrado ser eficaz en cuanto a la induccién de tolerancia, aunque con la
necesidad de una dosis efectiva mayor a la requerida para la via subcutanea. Con extracto
de avellana, Enrique y cols. (276) consiguieron alcanzar una dosis de mantenimiento de
188,15 ug de Cora 1y 121,9 ug para Cor a 8 y demostrar un aumento de IL-10 en sangre
periférica en pacientes con clinica leve a moderada. Sin embargo, el 54,5% presentaron
sintomas en la regidon oro-faringea, lo que hace dificil interpretar correctamente los
resultados. Para una paciente con manifestaciones graves de alergia tras la ingesta de kiwi,
se realizé ITSL con 1cm® de la fruta tres veces al dia, demostrando su tolerancia tras 4

meses de haber parado el tratamiento (551).

Se han realizado varios trabajos de interés con cacahuete, el primero que demostro
cambios clinicos e inmunoloégicos fue el llevado a cabo por Kim y cols. (554). Los pacientes,
tras 12 meses de ITSL mostraron un descenso de reactividad cutanea y del basdfilo, asi
como un aumento del nivel de IgG4, con una dosis tolerada de hasta 2500 ug, aunque no
establecieron previamente al inicio del estudio la cantidad minima de alérgeno

desencadenante de la reaccion.

Sin embargo, la reactividad del baséfilo durante la ITSL no ha sido suficientemente
estudiada, no pudiendo por el momento confirmarse su utilidad como biomarcador de
mejoria clinica al haberse encontrado estudios con tabletas de gramineas o en gotas para
latex en los que su reactividad disminuye o bien no se modifica (556-558). Fleischer y cols.,
demostraron soélo un 10% de respuesta del basdfilo a cacahuete tras 8 meses de parar el
tratamiento, con el que el 70% de los pacientes habian llegado a tolerar una dosis de 5 g

superior a la basal (555, 559). Varios estudios han comparado la eficacia y seguridad de los
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tratamientos sublinguales frente a la inmunoterapia oral (549, 560), en los que parecen
concluir que los segundos alcanzan mayor porcentaje de tolerancia inmunoldgica a costa de
mayores efectos adversos y mayor dificultad para completar y mantener el tratamiento
(561). Se ha descrito que con la ITSL se producen efectos secundarios en hasta un 29% de
los casos, siendo en la mayoria de los casos locales de la zona oro-faringea sin necesidad
de uso de adrenalina de rescate (276, 553). Se han detectado marcadores de activaciéon de
mastocitos y basdfilos en saliva, como triptasa y proteina catidnica del eosindfilo (ECP, del
inglés, Eosinophil Cationic Protein), lo que podria explicar porqué ocurren estos sintomas a

pesar de que la presencia en mucosa oral de estas células sea tan baja (562).

Si bien existen estudios de IT especifica a diferentes alérgenos alimentarios, existen pocos
sobre LTP y mas concretamente sobre la alergia a melocotén, Pru p 3, la cual como se ha
mencionado con anterioridad tiene una alta prevalencia en el area Mediterranea. El estudio
de Fernandez-Rivas y cols. en 2009 (553), a pesar de ser uno de los mejores trabajos con
ITSL segun la revision de la Cochrane (563), es un ensayo de muy corta duracion, con
pocos pacientes, y en el que so6lo se incluyeron pacientes con clinica leve-moderada. Se
traté de un estudio DCCP realizado con ITSL con LTP de melocotén en pacientes con
clinica de SAO hasta en el 63% de los casos. La fase de mantenimiento con 10 ug de la
LTP del melocoton (Pru p 3), se alcanzoé tras 5 dias, que hubo que mantener tres veces por
semana. Los resultados encontrados tras la reprovocacion a los 6 meses de tratamiento,
demostraron que el 89% de los pacientes toleraban una cantidad de melocotén nueve
veces superior a la inicial. Sin embargo al no haber incluido pacientes con sintomas graves,
ni parametros de tolerancia a nivel inmunolégico, el analisis de los resultados también es

incierto.

Evaluando los cambios clinicos que presentan los pacientes sometidos a ITSL con extracto
de piel de melocotén, se han encontrado descensos del tamafio del habon formado tras la
prueba cutanea frente a otros alérgenos como Mal d 1 y Mal d 4, sin embargo, no se
analizaron datos respecto a Mal d 3, una LTP (564). En concordancia, también se ha
estudiado la IT para alergia oral por sindromes de reactividad cruzada por pdlenes, en
concreto, Kinaciyan y cols. (565), realizaron un trabajo longitudinal con 9 pacientes tratados
con ITSL con extracto de polen de abedul por sintomas de rinitis por su alérgeno mayor Bet
v 1y con clinica de SAO tras la ingesta de manzana por Mal d 1, demostrando que tras un
afio de ITSL con mejoria clinica en los sintomas respiratorios, medida por provocaciones
nasales, niveles de IgG4, y proliferacion de linfocitos T, la IT fue ineficaz para los sintomas

de alergia alimentaria por PR-10, comprobado tras pruebas DCCP con manzana, ademas
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de in vitro, por ausencia de proliferacion de células T en presencia de Mal d 1, asi como

ausencia de cambios en los niveles de IgE e IgG4 especificos.

2.7.4. Mecanismo inmunolégico implicado en la inmunoterapia especifica a alérgenos

alimentarios:

El mecanismo inmune que subyace al éxito en la induccion de tolerancia con la IT
especifica a alimentos, aun se esta investigando y va a depender de la via de
administracion de la misma. En el caso de la ITSL, parece que recae sobre la alta
proporcién de células de Langerhans existentes en la mucosa oral, como células diana. En
un estudio realizado con biopsias de la mucosas oral humana tras ITSL con el alérgeno de
polen de gramineas Phl p 5, se ha demostrado que (541, 566), tras finalizar la ITSL, las CD
permanecerian inmaduras, no produciéndose una respuesta inmune tras el contacto con el
alérgeno, y no migrando al ndédulo linfatico. Ademas, estas células de Langerhans
producirian IL-10 y TGF-p (567), que junto al aumento demostrado de IFN-y y descenso de
IL-4 en la respuesta tardia, polarizaban la respuesta desde el fenotipo Th2 tipico de
reacciones mediadas por IgE hacia un fenotipo Th1 con implicacién de los linfocitos Th1 y/o
Treg (568). Los Treg usan multiples factores para suprimir la actividad efectora de las
células Th2, no so6lo promoviendo la induccion IgG4 e IgA, y de IL-10 y TGFp como factores
supresores de la liberacion de IgE (569), sino directamente sobre las Th2, por lo que se
dejarian de liberar las citoquinas requeridas para su proceso de alojamiento o “homing”, y
para la diferenciacion, supervivencia, y actividad de los eosindfilos, mastocitos y basdfilos,
como son IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, e IL-13 (64, 570-572). En concreto, se ha demostrado que
los nifios que alcanzan la tolerancia alimentaria espontanea presentan un mayor porcentaje
de linfocitos FOXP3"CD4"CD25" circulantes (94, 573).
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Figura 29. Regulacion inmune durante la IT.
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La IgG4, propuesta como un “factor bloqueante” y “competidor” de la produccién y union de
IgE a través de su receptor de baja afinidad (66), se ve aumentada durante y tras la IT (549,
553, 574), y suele presentar buena correlacién con la mejoria sintomatica (559). Esta
inmunoglobulina (Ig) es dentro de las IgG, la subclase menos abundante en el plasma,
presenta ademas baja afinidad para C1q, e inhibe la liberacion de histamina tras la

activacion del basofilo a través del receptor Fc3RI.
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Figura 30. Representacién adaptada de Nouri-Aria y cols. (1), del aumento de IgG4 en pacientes tratados con IT

especifica con polen de gramineas.

Los estudios inmunolégicos de IT con alimentos hasta la fecha actual en general son
escasos, realizados principalmente en poblacién pediatrica para leche, huevo, y cacahuete,
aportando resultados a nivel humoral, sin profundizar en los cambios que se producen a
nivel celular (Tabla 4). En particular para ITSL con cacahuete, existe evidencia de cambios
en la respuesta del baséfilo, sin embargo, no se han encontrado resultados
estadisticamente significativos para las células Treg tras 12 meses de tratamiento, sélo
ademas analizadas en el estudio de Kim y cols. (554). Todos los pacientes analizados
muestran como criterio de exclusion el haber presentado reacciones graves tras la ingesta
de cacahuete, valorando la tolerancia tras el tratamiento en un tiempo aun limitado, y sobre

poblacion pediatrica, por lo que se limita el diferencial entre tolerancia espontanea o

118



Introduccion

inducida, y sin analizar los resultados tras su incorporacion a la dieta habitual, ni sobre otras

sensibilizaciones.

Un efecto interesante de la IT que hasta el momento no ha sido suficientemente estudiado,
es como la IT con un alérgeno determinado puede influir en la sensibilizacién y tolerancia a
otros alérgenos relacionados. Segun estudios realizados con veneno de himendpteros, en
los que la ITSC con veneno de abeja (Apis mellifera) induce tolerancia para veneno de
serpiente (Naja mossambica), debido a la reactividad cruzada por la proteina Fosfolipasa
A2 (FLA2) que ambos presentan (575, 576). Respecto a aeroalérgenos, existen estudios
que demuestran que la ITSC con acaros del polvo pueden prevenir el desarrollo de nuevas
sensibilizaciones en nifios con alergia respiratoria (577), o la actividad inhibitoria
demostrada in vitro de Der p 1, una proteasa, frente a la actividad proteolitica de Der p 6
(578). En el area de la IT con alimentos, se ha encontrado reactividad cruzada in vitro a
nivel de las células T de ratones sensibilizados (579). Se ha investigado la eficacia de una
IT con un fruto seco (anacardo) en la clinica a otros, mostrando tolerancia frente a alergia a
pistacho, sin embargo, esta relacibn no ha podido ser demostrada para todas las
combinaciones, como es el caso de la alergia a la nuez, probablemente debido a los
distintos perfiles de sensibilizacion y el tipo de alérgenos implicados, pues los epitopos T de

las albuminas 2S muestran muy baja homologia.

Otras vias de tratamiento y fuentes alergénicas estan siendo investigadas. Entre estas
destacan la via epicutanea (580, 581), y la IT con péptidos (582), o férmulas recombinantes
hipoalergénicas (583, 584), dentro del intento de desarrollar formas con mayor tolerancia y
mejor perfil de seguridad al modificar la alergenicidad de la molécula, sin embargo por el
momento no han demostrado su utilidad clinica y estan reservadas al ambito de la

investigacion.
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Enrique, Avell Aleatori 23 54,5% 66,25mg 12s 0,2% A\ dosis A slgGa e -
2005 vella zado (19-53) SAO proteina sistémicas, umbral hasta IL-10
na DCCP 7,4% locales 11,68
Fernandez Aleatori 56 63% SAO  50ug 6m 0,4% ANDosis umbral A\ slgG4 e ---
-Rivas, zado (18-65) proteina sistémicas, x9 slgE
2009 M DCCP 39% locales Vpc
e
Garrido- Cl) Aleatori 31 63,1% 30ug 6m - ANDosis umbral ~ ANsIgE, sLT  ANTAB
Fernandez C zado (18-65) locales proteina X3,
,2014 [o) DCCP
t
Garcia, R Aleatori 56 75,8% - 6m - VpC A sigE, -
2010 zado (18-65) locales
DCCP
De Abierto  8(6-17) Persisten  1mlL 6m — ANdosis umbral  WsigE
Boissieu te>5afios  leche hasta 143mL caseina
&Dupont, L fresca
2006 e
C Abierto 30 Persisten  7mg 60s 0,12% 1/10 ITSL vs A slgGa WVexpresion
Keet, h compar  (6-17) te Leve- sistémicas 14/201T0 CD63y
2012 e ado con grave completaron CD203c
ITO YpC
Kim, 2011 Aleatori 18 2g 12m 11,5% ANDosis *sIgE, IL-5 *TAB,
zado (1-11) sistémicas. umbralx20 AgGa ANCD4*CD2
DCCP 9,3% respecto 5*FoxP3
orofaringeas  placebo (p>0,05)
g pC
Fleischer, C Aleatori 40 Leve- 165-1386  44s 8,8% ANdosis AslgG4, YTAB
2013 a zado (12-37) moderad pg Orofaringeas umbral, 70% sigkE
h DCCP os proteina Adrenalina 5g o0 x10 basal
u 5% VpC
e
Burks, é Seguimi 37 Leve- 1386pg 3 >50%pérdidas  ANdosis ANslgG4, ¥BAT
2015 ento, (13-18) moderad proteina afos , 4,8% umbral, 10,8%
Aleatori os sintomas 5g o x10basal
zado graves VpC
DCCP
Kerzl, Abierto  1(29) anafilaxi 1lcm3 5 Toleranciatras  WslgE
2007 Kiwi a fruta afios 4 meses ANgGa
wi fresca WpC

Tabla 4. Tabla resumen estudios hasta la fecha de ITSL con alimentos. DCCP: doble ciego controlado con
placebo. PC: prueba cutanea. S: semanas. M: meses. sIgE: IgE especifica. slgG4: IgG4 especifica. TAB: Test

de activacion de basdfilos.
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Justificacion

Aproximadamente el 2% de la poblacion adulta es alérgica a alimentos, fundamentalmente
a vegetales, siendo la familia de las Rosaceae la mas frecuentemente implicada (18, 28, 29,
234, 270, 343, 448). La alergia a alimentos tiene un gran impacto en la calidad de vida de
los pacientes, sufriendo un porcentaje significativo de los mismos reacciones inesperadas
debido a la presencia de alérgenos ocultos. Si se considera que las reacciones alérgicas a
Rosaceas y concretamente a LTP, pueden ser multiples, graves y en algunas ocasiones
fatales, ésto hace que el manejo de los pacientes sea dificil ya que no existe ningun
tratamiento especifico a excepcidon de la evitacion de la ingestion del alimento, lo cual no
siempre es posible por las razones anteriormente mencionadas (585). Ademas, datos
recientes sugieren que la proporcion de reacciones graves y fatales producidas por LTP
puede incrementarse en los proximos afos, especialmente en el area mediterranea (205,
263). Por otro lado, se ha observado que la prevalencia de alergia a LTP en la poblacion
pediatrica duplica la de adultos. De hecho, hasta un 22% de nifios alérgicos estan
sensibilizados a LTP, desarrollandose en muchos de ellos una clinica de alergia grave a
alimentos (44, 305, 418), y un riesgo permanente de reaccion que afecta la calidad de vida
del paciente y su entorno familiar (393, 523, 524). Todos estos datos indican que este tipo
de alergia a alimentos se esta incrementando tanto en prevalencia como en gravedad (586,
587), siendo especialmente relevante en el sur de Europa donde la proporcion de
sensibilizacion a LTP es muy alta (128, 234, 261, 308, 588).

El diagndstico de la alergia a Rosaceas es complejo siendo la prueba diagnoéstica “patron de
oro” la PPDCCP (6, 112, 426, 430, 457), procedimiento no siempre disponible, que entrafna
riesgos y consume tiempo y recursos (490). Por ello es muy relevante estudiar y conocer el
perfil de sensibilizacion de estos pacientes en la historia clinica, asi como obtener la
maxima informacion posible a partir de pruebas complementarias poco invasivas, como las
pruebas cutaneas intraepidérmicas, y el test de activacion de basofilos (469, 476, 478, 482).
Esto permitira una caracterizacion fenotipica mas precisa de los pacientes que ayudara a
realizar estudios comparativos y evitar asi restricciones innecesarias de alimentos

nutricionalmente basicos de la dieta mediterranea (484).

Todo lo anteriormente expuesto indica la existencia de una necesidad, discutida en
diferentes foros a nivel europeo, de realizar estudios que ayuden a mejorar el diagndstico y
sobre todo el tratamiento de los sujetos alérgicos a LTP, fundamentalmente en la poblacion
de la cuenca mediterranea. En este sentido, la IT es el tratamiento de elecciéon debido a su
demostrada capacidad para modificar la historia natural de la enfermedad alérgica (589,
590). La administracién de la LTP del melocotén, Pru p 3, por via sublingual en pacientes

con alergia a alimentos sensibilizados a LTP parece segura, efectiva y bien tolerada (553,
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563, 564). De hecho es un tratamiento que se ha comercializado recientemente en algunos
paises europeos. Sin embargo, los escasos estudios existentes se centran en pacientes con
reacciones leves, no existiendo estudios en situacion de vida real, que incluirian pacientes
con reacciones graves. Por ello se hace necesaria la realizacion de estudios en este tipo de
pacientes, que desarrollan reacciones sistémicas, que son los que se van a beneficiar mas

de los efectos de la IT.

Ademas es de destacar la posible influencia en la respuesta que la IT sobre un alérgeno
puede tener en otros alimentos. Dado el amplio perfil de sensibilizacion de los pacientes con
alergia por LTP, el estudio de la tolerancia a otros alimentos, como cacahuete, tras la IT con

Pru p 3, resultaria de una gran importancia a nivel clinico.

El mecanismo inmunolégico subyacente a los cambios clinicos que conducen a la eficacia
de la IT con alimentos, no se han analizado en profundidad (564, 591). El estudio de los
posibles cambios que se generen en las respuestas de células T efectoras y reguladoras
asi como la produccién de anticuerpos especificos durante la IT nos ayudaran a
comprender los mecanismos implicados. Ademas, la evaluacién de estos mecanismos sera
critica para comprender el funcionamiento de la IT y también las circunstancias que

conllevan una falta de respuesta a la misma.

Dada la baja prevalencia de la enfermedad en poblacion general, y la existencia de
pacientes alérgicos con clinica grave en los que el efecto de la IT con melocotén no habia
sido suficientemente evaluado, el presente estudio se planted en condiciones de practica
clinica habitual y no como ensayo clinico. Este disefio, mas realista, nos permitira alcanzar

los objetivos que a continuacion se detallan.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL:

Estudiar los efectos de la ITSL con un extracto de melocotdn enriquecido en Pru p 3

(ITSL-Pru p 3) en pacientes alérgicos a melocoton.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Evaluar la eficacia clinica de la ITSL-Pru p 3 en pacientes alérgicos a melocotén
mediante la evaluacion de pruebas cutaneas a melocoton y pruebas de provocacion a

doble ciego controladas con placebo con melocoton.

2.- Evaluar el efecto de la ITSL-Pru p 3 en la eficacia clinica a cacahuete en pacientes
alérgicos a melocoton con alergia concomitante a cacahuete mediante la evaluacion
de pruebas cutaneas a cacahuete y pruebas de provocacion a doble ciego controladas

con placebo con cacahuete.

3.- Evaluar la seguridad de la ITSL-Pru p 3 en pacientes alérgicos mediante el analisis

de acontecimientos adversos.

4.- Analizar la evolucion de la respuesta inmunolégica humoral a melocotén durante la
IT especifica a melocotdn enriquecida con Pru p 3 en pacientes alérgicos a melocoton

mediante determinacion de anticuerpos IgE e IgG4 especificosa Prup 3y Arah 9.

5.- Analizar la evolucion de la respuesta inmunolégica humoral a melocotén durante la
ITSL-Pru p 3 en pacientes alérgicos a melocotén con alergia concomitante a
cacahuete mediante determinacion de anticuerpos IgE e IgG4 especificos a Prup 3, y
Ara h 9.

6.- Analizar la evolucion de la respuesta especifica del basdfilo frente a Pru p 3

durante la ITSL-Pru p 3 en pacientes alérgicos a melocoton.

7.- Analizar la evolucién de la respuesta especifica del basdfilo a Pru p 3, y Ara h 9
durante la ITSL-Pru p 3 en pacientes alérgicos a melocotdon con alergia concomitante a

cacahuete.

8.- Evaluacion de los cambios inmunoldgicos a nivel celular analizando los cambios
fenotipicos de las CD, células T efectoras (Th2/Th9), reguladoras (Treg), Th1, células
NK y células plasmaticas productoras de IgE, asi como la respuesta proliferativa

especifica a Pru p 3 durante la ITSL-Pru p 3 en pacientes alérgicos a melocoton.
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Material y métodos

1.- DISENO DEL ESTUDIO:

Se trata de un estudio prospectivo de 12 meses de duracién realizado en pacientes
con diagnostico confirmado de alergia melocoton, tras una evaluacién exhaustiva en
condiciones de practica clinica habitual. De ellos, un grupo acepta iniciar el tratamiento
con ITSL-Pru p 3 (grupo tratados), y otros deciden no comenzarla (grupo no tratados),
en condiciones de practica clinica habitual. Se realizaron una serie de analisis tanto in
vivo como in vitro, que permitieron desarrollar los objetivos y verificar las hipotesis

planteadas.

Para garantizar la homogeneidad entre grupos, previo a la inclusion en el estudio, se
analizaron los siguientes parametros: severidad de la reaccién al alimento, tiempo de
evolucién de la alergia alimentaria (< 1 afo 1-3 afios, 4-6 afios, y mas de 6 afios), sexo

(masculino, femenino), y edad (18-30, 31-40, 41-50, y mas de 50 afos).

Ademas, se realizaron estudios comparativos en el grupo de pacientes tratados en
funcion de la existencia o no de alergia a otros alimentos vegetales relacionados con
LTP (en concreto cacahuete). Los pacientes se clasificaron en tres grupos: alérgicos a

cacahuete, sensibilizados a cacahuete, y no sensibilizados no alérgicos a cacahuete.

2.- AMBITO DE ESTUDIO:

Se seleccionaron de forma consecutiva los pacientes con alergia a melocoton vy
presencia de sintomas cutaneos y sistémicos (131), estudiados en la Unidad de
Gestion Clinica (UGC)-Alergologia del Hospital Regional Universitario de Malaga
(HRUM), durante un periodo comprendido entre abril 2012 a septiembre 2012 y se
analizaron los datos de los pacientes confirmados tratados o no, con ITSL-Pru p 3
durante un ano. El HRUM es un hospital de tercer nivel y el unico centro de referencia
para el estudio de patologias alergoldgicas en toda la provincia de Malaga, Melilla, y
Campo de Gibraltar. La UGC de Alergologia atiende pacientes mayores de 14 afios, y
contiene una unidad de alergia alimentos donde se evaluan unos 125 pacientes al mes,

de los cuales 35 son pacientes nuevos.

El trabajo experimental se realizo en el Laboratorio de Investigacion de Enfermedades

Alérgicas perteneciente al Instituto de Investigacion Biomédica de Malaga (IBIMA).
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3.- GRUPOS DE ESTUDIO.

En este trabajo se evaluaron sujetos de 15 a 65 afos de edad con diagndstico

confirmado de alergia mediada por IgE a melocotdn con sensibilizaciéon ala LTP, Pru p

3.

Criterios de inclusion:

Hombres o mujeres entre 15-65 afios con diagndstico confirmado de alergia a
melocotdn por sensibilizacion a Pru p 3.

Pruebas cutaneas positivas a Pru p 3 (Diametro de habdn > 3 mm).

IgE especifica a Pru p 3 positiva (>0.35 kU/L).

Reaccion sistémica por ingesta de melocoton, confirmada por test de
provocacion oral controlada a doble ciego con placebo positiva a melocotén, o
historia clinica de anafilaxia tras melocotdon en mas de una ocasién en los dos
ultimos anos.

No haber recibido tratamiento inmunoterapico en los 2 afios anteriores al
estudio y 5 afios en caso de pdlenes.

Consentimiento informado para la participacion en el estudio firmado (ver
Anexo 8).

Criterios de exclusion:
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Embarazo y lactancia.

Enfermedades inmunoldgicas.

Inmunodeficiencias graves.

Estar recibiendo tratamientos con inmunomoduladores, inmunosupresores y f3-
bloqueantes.

Enfermedad mental.

Dermatitis atépica grave.

Sujetos con FEV1 < 70% o sujetos incapaces de realizar el tratamiento.

Historia previa de choque anafilactico por alergia a alimentos

Historia clinica de alergia a coco.

Inmunoterapia con pdlenes en los 5 afios anteriores.

Inflamacion en la cavidad oral con sintomas severos tales como liquen plano

con ulceraciones o micosis oral.
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* En caso de cirugia oral como extraccién dental el tratamiento con ITSL debe
interrumpirse durante 7 dias para permitir la cicatrizacion de la cavidad oral.
* Cualquier condicién clinica que contraindique la inmunoterapia segun las
directrices de la EAACI (592).
A todos los pacientes diagnosticados como alérgicos a melocoton se les oferta la
posibilidad de comenzar tratamiento para su enfermedad con ITSL-Pru p 3, un
porcentaje de pacientes no acepta dicho tratamiento por lo que los pacientes se

clasifican en:

3.1. Grupo tratado con ITSL-Pru p 3

Pacientes que tras ser sometidos al estudio alergolégico completo se diagnostican de
alergia alimentaria mediada por IgE con sensibilizacion a LTP, y deciden comenzar
con ITSL-Pru p 3.

Para posteriores analisis este grupo de pacientes, segun su reactividad frente a

alérgenos del cacahuete, se clasificaron en:

3.1.1. Alérgicos a cacahuete (Grupo A). Se trata de pacientes alérgicos a
cacahuete por historia clinica compatible tras su ingesta, y estudio complementario

positivo concordante con pruebas cutaneas intraepidérmicas, e IgE especifica.

3.1.2. Sensibilizados a cacahuete (Grupo B). Este grupo lo componen
pacientes que toleran la ingesta a cacahuete pero estan sensibilizados por prueba

cutanea positiva e IgE especifica.

3.1.3. No sensibilizados no alérgicos a cacahuete (Grupo C). Son pacientes
que toleran la ingesta de cacahuete y no estan sensibilizados, ni por prueba cutanea ni

por IgE especifica.
3.2. Grupo no tratado con ITSL-Prup 3

Pacientes que tras ser sometidos al estudio alergolégico completo se diagnostican de
alergia alimentaria IgE mediada por sensibilizacién a LTP, pero deciden no comenzar

con inmunoterapia especifica.

Ademas para algunos estudios inmunoldgicos se incluira un grupo control formado

por sujetos sanos que toleran la ingesta de alimentos incluido el melocotén.
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4.- NORMAS ETICAS:

El estudio se realizar6 respetando los principios de la Declaracion de Helsinki (Brasil,
2013), de la Asociacién Médica Mundial, en el Convenio del Consejo de Europa
relativo a derechos humanos y biomedicina, en la Declaracién Universal de la Unesco
sobre genoma humano y derechos humanos, y las directrices de la ICH sobre BPC
CPMP/ICH/135/95.

El estudio fue evaluado y aprobado por el CEl provincial de Malaga (Ref 29/2012). Se
obtuvo el Consentimiento Informado firmado de todos los sujetos participantes en el
estudio tras la informacién sobre de la metodologia, objetivos, y riesgos del estudio,
que incluye la autorizacion a realizar el estudio alergoldgico, y a la toma de muestras
biolégicas. En el caso de pacientes menores de 16 afios, se obtuvo ademas del
consentimiento firmado de los padres/tutores legales, un asentimiento firmado por el
paciente, una vez que se les explicdé el mismo y tuvieron la oportunidad de realizar

preguntas (ver anexo 9y 10).

Las muestras obtenidas durante el estudio, y los datos clinicos fueron almacenados y
custodiados con las garantias de calidad, trazabilidad, y confidencialidad que exige la
legislacion nacional (Ley de Investigacion Biomédica 14/2007, RD 1716/2011, LOPD
15/1999) en el Biobanco de IBIMA, tras firma del consentimiento especifico de

biobanco.

Los pacientes que aun habiendo decidido no ser tratados, aceptan a participar en el
estudio, al igual que los tratados, firmaron un consentimiento informado oral y escrito,
de la metodologia, objetivos, y riesgos del estudio, que incluye la autorizacion a

realizar el estudio alergolégico, y a la toma de muestras biolégicas (Ver anexo 8).

5.- DESCRIPCION DE LA INMUNOTERAPIA.

El producto que se utiliza en la ITSL-Pru p 3 es un extracto de melocotén
estandarizado en el contenido de Pru p 3 y formulado en tampodn fosfato y 50% de
glicerol (recientemente comercializada por laboratorios ALK-Abell6, S.A., Madrid,

Espaina). La estandarizacion del alérgeno se basa en el contenido del alérgeno mayor
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(Pru p 3) a la concentraciéon de 50 ug/mL. Dicho tratamiento se proporciona en viales
de 2 mL.

5.1. Via y forma de administraciéon

El producto se administré por via sublingual. Este se mantiene en el area sublingual

durante 2 minutos y posteriormente se traga la parte del producto no absorbida.

5.2. Calendarios de dosis

Se realiza en dos fases. La primera, de cuatro dias de duracion, y de ambito
hospitalario, consiste en una administracion diaria con dosis creciente del extracto
cada dia, comenzando por una gota, en intervalo de cada 15 minutos segun la tabla 5,
hasta alcanzar una dosis cuatro veces mayor que la dosis de mantenimiento, para
garantizar la seguridad de la administracion posterior que el paciente realizazé en su

domicilio.

Intervalo
Concentracion de tiempo

de Prup 3 Gotas IS i entre
acumulada :
(Mg) dosis

(min)

0,4
1 4 26,4 15
10
INICIO
900 15
1000 Unica
Mantenimiento 200 Unica

Tabla 5. Tabla con la pauta de administracién de dosis de ITSL-Pru p 3, y total de ug. * Dosis total que el

paciente debe repetir cada dia en domicilio.
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6.- METODOLOGIA DE TECNICAS Y PRUEBAS DE ESTUDIO

6.1. Estudio alergolégico in vivo

El diagndstico de certeza en los pacientes con sospecha de alergia a melocotén por
sensibilizacion a LTP, se basa en una historia clinica compatible por reacciones
cutaneas o sistémicas inmediatas (<1 hora) tras la ingesta de melocotdn, junto a una
prueba cutanea intraepidérmica al alérgeno mayor de melocotén Pru p 3, una LTP, e
IgE especifica frente al mismo con titulo mayor a 0,35 KUA/L. La confirmacion del
diagnostico se realiza tras la prueba de tolerancia en medio hospitalario realizada a
doble ciego controlada con placebo en todos los casos salvo en los pacientes que
refieren episodios de anafilaxia tras su ingesta en mas de una ocasion durante los dos

afnos anteriores.

6.1.1. Historia clinica

Se realizé una historia clinica alergolégica completa y un cuestionario recogiéndose
los siguientes datos demograficos y clinicos: edad, sexo, antecedentes personales,
antecedentes familiares de atopia, habito tabaquico, edad de comienzo de los
sintomas, afos de evolucion, comorbilidad (conjuntivitis, asma, otitis, dermatitis
atdpica, alergia a medicamentos, hipersensibilidad a AINE), sensibilizacion a pélenes
(gramineas, olivo, platanus, artemisia, ciprés), sensibilizacion a otros alimentos de
origen vegetal, evolucién, factores desencadenantes (cuestionario general y de

episodios) (ver anexos 11y 12).

En la anamnesis dirigida se incluyen reacciones dentro de la primera hora tras la
ingesta de melocoton y otros alimentos de origen vegetal compatibles con
sensibilizacion por LTP, como otras frutas de la familia rosacea, principalmente
manzana, albaricoque, cereza, ciruela, fresa, nectarina, y pera, y otras como uva, kiwi,
platano, asi como citricos, leguminosas como cacahuete, cucurbitaceas, esparrago,
lechuga, tomate, semillas, especias, y resto de frutos secos. Las manifestaciones

clinicas recogidas comprenden sintomas cutaneos y sistémicos:

.- Urticaria: lesion elemental maculo-papular tipo habonosa pruriginosa, evanescente

en menos de 24 horas, unica, o multiple, en ocasiones confluente de grandes
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elementos, y benigna, que se resuelve sin lesion residual. Manifestacion que puede

presentarse aisladamente, o precediendo a una reaccion generalizada.

.- Angioedema: se trata de edema por afectacion de la dermis profunda o hipodermis.
Clinicamente hay zonas subcutaneas, sobreelevadas, pastosas al tacto, cubiertas de
una piel de aspecto normal o levemente eritematosa. El paciente aqueja de sensacion
de tirantez pruriginosa o tipo quemazon. Su aparicion es brusca, pero su resolucién en
mas lenta, de horas a 1-2 dias. Puede darse en cualquier localizacién, pero la mas
frecuente es en cara, afectando parpados, labios, lengua, o Uvula. Puede presentarse
igualmente como manifestacién aislada, o junto a otros sintomas que componen el
denominado sindrome de alergia oral, o como primera manifestacién de una reaccion

sistémica posterior.

.- Sindrome de alergia oral (SAO): cuadro clinico que comprende sintomas
localizados a nivel de la mucosa oro-faringea, que pueden resultar como expresion de
una dermatitis de contacto local o bien como primera manifestacién de una reaccion
mediada por IgE en la mucosa gastrointestinal. Su inicio es inmediato a la ingestion
del alimento, de caracter local y leve, que desaparecen en menos de 3-4 horas con o
sin tratamiento con antihistaminicos. Puede manifestarse aisladamente como prurito
orofaringeo, o acompafarse de otros sintomas como angioedema labial, lingual, de
uvula, urticaria oral o peribucal, o sensacién de bolo faringeo o prurito en la piel del

cuello.

.- Anafilaxia: afectacion multiorganica potencialmente fatal que ocurre generalmente
de segundos a 60-180 minutos tras la ingestion del alimento. Se puede manifestar
como prurito palmo-plantar-6tico-genital, y generalizado, junto a eritema generalizado
urticariforme, angioedema, y/o manifestaciones a otro nivel como gastrointestinal con
despefios diarreicos, dolor abdominal tipo cdlico, vomitos, pirosis; neurolégico con
mareo o inconsciencia; respiratorio como broncoespasmo con tos repetitiva, disnea,
sibilantes, o rinoconjuntivitis con estornudos en salva, hidrorrea, epifora, inyeccion
conjuntival, y prurito nasoocular; o cardiovascular con hipotension, angina, o arritmias
cardiacas. Se clasifica segun su potencial severidad en leve, moderada, o severa
(131).
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6.1.2. Pruebas cutaneas intraepidérmicas con aeroalérgenos, y extractos de
alimentos.

Se llevaron a cabo segun el protocolo descrito por el grupo europeo (EAACI) (418, 427,

593), y en las diferentes visitas previo y durante la IT.
Material:

* Gel hidroalcohdlico.

* Clorhexidina al 2%.

* Gasas.

* Boligrafo dermografico.

* Lancetas de punta corta (1 mm), tipo puntura (Hollister-Stier y Miles, UK).

* Control negativo suero glicerosalino al 50% (diluyente presente en todos los
extractos).

* Control positivo: clorhidrato de histamina a 10 mg/ml.

e Papel secante.

* Esparadrapo transparente microperforado (50mm x 10mm)

e Corticoides topicos.

Procedimiento y criterio de evaluacion:

Se utilizo la técnica intraepidérmica con diferentes concentraciones de extracto de
melocotdn estandarizado (ALK-Abello, Madrid, Espafia, S.A.) que contienen 0.4, 2, 10,
y 50 ug/mL de Pru p 3, asi como para polen de gramineas (phleum pratense, hierba
timotea y lollium perenne), olivo, platanus acerifolia, artemisia, parietaria judaica, y
ciprés; acaros del polvo (Dp); hongos (alternaria); latex; epitelios de perro y gato; y
otros alimentos como manzana, avellana, nuez, almendra, kiwi, trigo, tomate, lechuga,
y cacahuete (Tabla 6). Ademas, se realizaron pruebas cutaneas con histamina a
10mg/mL y solucién salina como controles positivos y negativos, respectivamente.
Estas pruebas se hicieron por duplicado en la cara interna de la superficie anterior del
antebrazo. Se aplicaron unas gotas del alérgeno, previa limpieza de la piel, a
continuacion con una lanceta de 1 mm de punta (Hollister-Stier y Miles, UK), se realizd
una pequena puncion superficial, para que de este modo el alérgeno penetre en la
zona de uniéon dermoepidérmica. Se considerd la prueba positiva cuando se produjo
un tamafio de papula 3 mm mayor que el salino de control. Es una técnica muy

sencilla, econémica, con una alta sensibilidad para el estudio de alergia a alimentos.
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Phleum pratense Gramineas (Hierba timotea)
) Lolium perenne Gramineas (Ballico)
Polenes Platanus acerifolia Platano de sombra
Olea europea Olivo
Artemisia vulgaris Artemisia
Parietaria judaica Parietaria
Acaros Dermatophagoides pteronyssinus | Acaro del polvo doméstico
Hongos Alternaria alternata Alternaria
Latex Hevea Brasilensis Latex
Epitelios Canis familiaris Perro
Felis domesticus Gato
Prunus pérsica Melocoton
Malus domestica Manzana
Arachis hypogaea Cacahuete
Corylus avellana Avellana
Alimentos | Prunus dulcis Almendra
Actidinia deliciosa Kiwi
Triticum aestivum Trigo
Solanum lycopersicum Tomate
Lactuca sativa Lechuga

Tabla 6. Bateria de alérgenos testados para prueba cutanea intraepidérmica.

Los pacientes y los padres/tutores legales en caso de menores fueron informados de
la necesidad, para evitar resultados falsos negativos, de suspender el tratamiento con
algunos farmacos al menos 10 dias antes de realizar las pruebas. Ademas, en el
momento de las pruebas, el paciente no debe sufrir ningun proceso infeccioso o
inflamatorio, dado que podria aumentar la posibilidad de la inducciéon de una reaccién
sistémica. Ademas, los farmacos beta-bloqueantes se deben suspender de acuerdo
con su vida media de eliminacién (48 horas), debido a que podrian interferir en el

tratamiento de una reaccion sistémica en el momento del estudio.
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6.1.3. Provocacion oral doble ciego controlada con placebo (PDCCP)

Material y equipamiento:

* Zumo de naranja (Sunny Delight Beverages Co., Barcelona, Esparia).

* Pieza de melocotéon completo de 150 g.

* Coco desecado.

» Café soluble descafeinado.

* Cereales infantiles sin gluten (Hero Baby, Suiza).

* Colorante rojo alimentario para aerégrafo (deKora Innova, Alicante, Espafia,
S.A)

* Confitura de naranja amarga (Hero, Suiza, S.A.)

* Cacahuete

* Batidora y vaso (Braun Minipimer, DeLonghi, Barcelona, Espafia, S.A.)

e Cuchara de plastico desechable

e Cuchillo de pelar

Procedimiento:

Se realizaron siempre en un medio hospitalario, y tras haber firmado el consentimiento
informado, pues se somete al riesgo de confirmar o descartar el diagndstico de alergia
al alimento testado a través de la induccién controlada de una reaccion alérgica IgE
mediada, por lo que la intensidad de la futura reaccion no es predecible de antemano.
Siguiendo las normas actuales de la EAACI (430, 457).Para ello se administraron las
dosis del alimento en una escala ascendente con intervalos de tiempo de 20 minutos,
para ser capaz de identificar y tratar el inicio de sintomas a la menor dosis posible. Se
administraron alimentos o placebo en dias separados, y se prepararon
inmediatamente antes de la prueba. Se ha de mantener un periodo de observacién

posterior a su finalizacion de hasta 2 horas.

Antes de realizarlas, el paciente debe seguir unas recomendaciones. Debe evitar el
alimento que se va a provocar y se debe evaluar el estado basal del paciente y
controlar los sintomas de alergia que el paciente tuviera (rinitis y/o asma o dermatitis
atdpica o urticaria), no pudiendo realizarse ese dia en caso de brote. Se permite para
el control de estas patologias de base el tratamiento con corticoides tépicos e
inhalados, asi como con inhibidores de la calcineurina, o antagonistas de los

leucotrienos o beta-agonistas. La eliminacion de los alimentos debe hacerse al menos
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dos semanas previas a la prueba, aunque se evaluara cada paciente individualmente.
Hay que tener en cuenta que las restricciones estrictas de alimentos a los que el
paciente esta sensibilizado pueden provocar que durante las pruebas el paciente sufra
reacciones mas graves (490). El paciente debe estar en ayunas, aunque la ingesta de
liquidos si esta recomendada. Otras causas por las que no se puede realizar la

provocacion son:

1. Infecciones agudas;

2. Enfermedades y condiciones que puedan alterar la seguridad para el paciente
como una angina inestable, arritmias cardiacas, o embarazo.

3. Encontrarse en tratamiento con antihistaminicos o medicamentos con dichas
propiedades, ya que pueden enmascarar los sintomas que pueda presentar el
paciente. Deben evitarse al menos 5 dias antes. Asi como corticoides
sistémicos si su suspension no se ha realizado de 7-14 dias previos, pues en
este caso ademas se podria incurrir en un falso positivo por rebrote de una
urticaria crénica ante su suspension. O en tratamiento con AINE, IECA,
antiacidos, o toma de alcohol horas previas, pues podrian actuar como factores
agravantes o inductores de reaccion (52). El tratamiento con beta-bloqueantes

puede plantear problemas de seguridad si se requiere adrenalina (594).

Se realizaron a tiempo basal, fuera de la estacion polinica, como criterio de inclusion

su respuesta positiva, y a los 12 meses de tratamiento con ITSL-Pru p 3.

Uno de los pasos importantes es la preparacién del alimento para la PPDCCP:

A: MELOCOTON:

En la preparacion activa, la preparacion con un melocotén completo con piel de
unos 150 g, se enmascara con 80 mL de zumo de naranja (Sunny Delight Beverages
Co., Barcelona, Espana), junto con una cucharadita de coco desecado y otra de café
soluble descafeinado, y 20 g de cereales infantiles sin gluten. Para la preparacion
placebo el melocotén se reemplaza con una cantidad equivalente de coco desecado y
se afaden hasta 120 mL de zumo de naranja, y hasta 40 g de cereales infantiles.
Ambas enmascaradas en color por unas gotas de colorante alimentario de color rojo.
Se administran hasta 7 dosis con un intervalo de 20 minutos y tras la ultima dosis el
paciente permanece bajo observacion durante 2 horas. Se comienza con una

preparacion que contiene 5 mL (2,5 gr de melocotdn), incrementado las dosis cada 20
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minutos hasta alcanzar una dosis total acumulada de 300 mL que equivale a un

melocotén con piel de 150 g.

B: CACAHUETE:

En la preparacion activa, la preparacion con cacahuetes, se enmascara con
mermelada de naranja amarga. Se prepara cada dosis justo antes de la administracion
del alimento para evitar la oxidacién del fruto seco. Para el placebo se utiliza
mermelada de naranja amarga y una cantidad equivalente de cereal sin gluten para
darle textura. Se administran hasta 5 dosis con un intervalo de 20 minutos y tras la
ultima dosis el paciente permanece bajo observacién durante 2 horas. Se comienza
con una preparacién que contiene 0,5 gr de cacahuete equivalente a 72 cacahuete, las
siguientes tienen un factor de incremento de 2 hasta alcanzar la dosis maxima de 14

gramos de cacahuete que equivalen a 15 unidades del mismo.

Criterios de evaluacion:

La evaluacién del resultado de la prueba es clinica y actualmente no existen criterios
estandarizados. La decision de cuando parar la prueba es del médico responsable de
la prueba, y se hizo cuando el paciente tuvo sintomas objetivos. En algunas
circunstancias hay que tener presente los sintomas subjetivos que pueden ser
indicativos de una prueba positiva (Figura 31). Aunque hay que tener en cuenta que

parar la prueba por estos sintomas puede llevarnos resultados falsos positivos.

Tras cada dosis administrada, se evalué la presencia de SAO y su intensidad en una
escala visual analdgica (ver Figura Anexo 7). La provocacion se paré ante la aparicion
de los primeros sintomas objetivos y se procedié al tratamiento de los pacientes, o tras
tres dosis consecutivas con SAO con una EVA >2. Este ultimo criterio se ha incluyé
porque los pacientes que sélo presentaron SAO se excluyeron para este estudio. Para
evaluar los sintomas se utiliza un score que no esta validado pero viene de la

experiencia clinica (ver Anexo 5, Figura).
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Figura 31. Esquema sintomas subjetivos.

6.2. Estudio in vitro

6.2.1. Obtencién y procesamiento de muestras

Las muestras sanguineas utilizadas en el estudio se obtuvieron por venopuncion y se

procesaron de forma especifica segun las determinaciones a realizar.

» Determinacion de inmunoglobulinas para UniCap. Las muestras se recogieron

en tubo con gelatina, manteniéndolas a temperatura ambiente y procesandolas
durante la hora siguiente a la extraccion mediante centrifugacién durante 5
minutos a 2000 g. Una vez obtenido el suero, éste se congel6 inmediatamente
a -20°C para su conservacion y en espera de su posterior uso.

» Test de activacion de basofilos: Las muestras se recogieron en tubos de

heparina litica, y se mantuvieron a temperatura ambiente en agitacion suave
hasta la realizacion del test en un periodo no superior a 24 horas.

» Estudios celulares: Se recogieron 50 mL de sangre en tubos con heparina litica.

De aqui se obtuvo la fraccion mononuclear (PBMC, del inglés, peripheral blood
mononuclear cells) constituida por monocitos y linfocitos, mediante gradiante
de densidad continuo (Figura 32) a través de Ficoll-Hypopaque. Y las células
se congelaron a -196°C en nitrogeno liquido hasta la realizaciond de

posteriores analisis.
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* Procedimiento Ficoll-Hypopaque: La muestra de sangre total se diluyé en una

proporcion 1:1 en solucién salina fisiolégica y se dispensé de una forma muy
cuidadosa para no romper la barrera de densidad entre ambos liquidos, sobre una
cantidad de Ficoll-Paque correspondiente a un tercio del volumen de muestra por tubo.
Las muestras se centrifugaron durante 30 minutos a 1800 rpm y a temperatura
ambiente. Una vez transcurrido ese tiempo, se recogié con una pipeta pasteur el halo
blanquecino en el que se encontraba la fraccion mononuclear. Estas células
recogidas (linfocitos y monocitos), se lavaron dos veces (10 minutos a 1800 rpom y a
800 rpm) en solucion salina, y se diluyeron finalmente en 1 mL de medio completo
(MC).

Eritrocitos
Ne T
células,

Neutréfilos

Linfocitos

)
£

Baséfilos Eosindfilos

L

1.060 1070 1.080 1090 1100 1.110
Densidad g/ml

Figura 32. Distribucion de las células sanguineas en un gradiente de densidad continuo.

Todas las PBMC obtenidas se congelaron hasta su posterior uso, para después ser

separadas en linfocitos y monocitos (Figura 33).

Figura 33. Procesamiento de las muestras. Obtencién de la fraccién mononuclear (PBMC).

* Procedimiento de congelacién: Sobre las muestras se anadié 500 uL de medio RP40

junto a DMSO 20%, gota a gota y en agitacién sobre hielo, para posteriormente
pasarlas a criotubos y congelarlas a -80°C rapidamente sobre cajas de isopropanol.

Asi se mantuvieron 24 horas hasta que fueron pasadas a nitrégeno liquido.
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* Procedimiento de descongelacidon celular: Se precisaron dos lavados realizados

rapidamente. El primero con MC, se centrifugd 5 minutos a 1200 rpm y se decanto el
sobrenadante. El segundo tras resuspenderlas en PBS. Se contaron las células y se

centrifugaron 5 minutos a 1200 rpm.

* Procedimiento de aislamiento de monocitos: Los monocitos se aislaron de las

PBMCs previamente congeladas mediante bolitas magnéticas con Ac anti-CD14
(marcador presente en monocitos Unicamente) segun el protocolo de Macs Miltenyi
Biotec, realizado en condiciones de esterilidad y en frio, con el fin de evitar tanto la

agregacion celular, como las uniones inespecificas:

Las PBMC se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos y se resuspendieron en 8
mL de tampdén de columnas. Se contaron las células totales y se concentraron
alrededor de 10”. Por cada 10’ se afiadieron 80 uL de PBS columna y 20 ulL del Ac
anti-CD14 Microbeads, homogeneizando bien las muestras. Se incub6 durante 15
minutos a 4°C. Tras ese intervalo de tiempo, se afiadié 1-2 mL de tampon de
columnas nuevamente y se centrifué a 1500 rpm durante 10 minutos. A partir de aqui
se resuspendieron las muestras a 108 células en 500 uL de tampdn de columnas. Para
la separacion magnética se precisé de las columnas MACS LS, y del separador
magnético MACS. Para ello, tras acoplar la columna al campo magnético, se le anadio
3 mL de tampdn de columnas con el fin de activarlas. Tras esto, se paso la suspension
celular a través de la columna de forma que las células marcadas con el anti-CD14
monoclonal quedaron retenidas en la columna. Se fue lavando cada 3 veces con un
volumen de 3 mL de tampdn columnas, afiadiendo finalmente 9 mL del mismo tampédn
con la que se obtuvo la fraccion negativa (CD14°) de la que se obtendran
posteriormente los linfocitos. Seguidamente se retird la columna del iman y recogié la

fraccién positiva (CD14") en un volumen de 5 mL.

Figura 34. Columna magnética Miltenyi MACS para aislamiento de subpoblaciones celulares.
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6.2.2. Determinacion humoral de IgE e IgG4 especifica (IgEe e IgGd4e)
(InmunoCAP)

Material y equipamiento

* Tubos con gelatina

* Calibradores IgE Total ImmunoCAP.

* Curva control IgE Total ImmunoCAP.

* IgE especifica ImmunoCAP.

* Conjugado IgE especifica ImmunoCAP.

* Calibradores IgE especifica ImmunoCAP.

* Curva control IgE especifica ImmunoCAP.

* Sistema de revelado ImmunoCAP.

* Solucién de lavado (ImmunoCAP/Pharmacia CAP system).
* Calibrador del fluorimetro (ImmunoCAP FluoroC).

* Centrifuga Megafuge 1.0R (Heraeus Instruments, Kendro laboratories)
* UniCAP Phadia 100

* Calibradores 1gG4 Total ImmunoCAP.

* Curva control IgG4 Total ImmunoCAP.

* |gG4 especifica ImmunoCAP.

e Muestra diluyente IgG4 ImmunoCAP

* Conjugado IgG4 especifica ImmunoCAP.

e Calibradores IgG4 especifica ImmunoCAP.

e Curva control IgG4 especifica ImmunoCAP.

Procedimiento IgEe:

Para medir los niveles de IgEe frente a Pru p 3, y Ara h 9, circulantes en las muestras
de suero, utilizamos la técnica InmunoCAP siguiendo las recomendaciones del
fabricante. En esta técnica los alérgenos testados se han unido covalentemente a un
soporte polimérico de celulosa activado, denominado ImmunoCAP. El método consiste

en un fluoroenzimoinmunoensayo en fase sélida donde

1. Los immunoCap se incuban con el suero del paciente, de manera que la IgE
especifica al alérgeno presente en el mismo se une a su antigeno especifico y

se forma un primer complejo.
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IgE de lamuestra }' )’ )’ }’
s

Extracto de Pru p 3
unido al ImmunoCap

2. Después de un primer lavado en la que la IgE no especifica es eliminada,

afiadimos un anticuerpo anti-lgE marcado con una enzima (p-galactosidasa)

formando un complejo. Después de la incubacion el enzima anti-IgE no unido

es eliminado mediante otro lavado.

2

)’ )/ X X Anti-IgE conjugada

PRI

3. El complejo final es posteriormente incubado con la soluciéon de desarrollo que

contiene el sustrato de la p-galactosidasa.

"”’ Sustrato

fluorescente

4. Después de parar la reaccion se mide la fluorescencia del fluido.

El conjugado enzimatico

reacciona con el sustrato

formando un conjugado
immuno-fluorescente
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Procedimiento IgG4e:

El procedimiento es similar al descrito previamente para la determinacion de IgEe. Se
comienza por una dilucién de IgG4 a 1/100 pues esta inmunoglobulina se encuentra
en mayor concentracién en suero respecto a la IgE. Dicha diluciéon se incuba con 40
uL del suero del paciente, y posteriormente se lava para retirar el exceso no unido. A
continuacion se afiaden 50 uL de la solucidon conjugada de Ac monoclonal Anti-lgG4
con B-galactosidasa para que se una a los complejos de antigeno-IlgG4 del paciente, y
tras su incubacién se adiciona la solucion de revelado que contiene el sustrato frente
al enzima beta-galactosidasa, y tras parar la reaccién, se mide la fluorescencia del
fluido.

Figura 35. Equipamiento UniCap.

Criterios de evaluacion:

Para evaluar los resultados, las unidades de respuesta se transforman en
concentraciones kUA/L utilizando una curva de calibracion. Se consideraron positivos
los resultados > 0.35 kUA/L, y los valores superiores a 100 KU/L se consideran
elevados. Para IgG4e en mga/L. Ambos para Pru p 3 y Ara h 9 (LTP). También se
calculé la proporcion IgG4e/lgEe, pasando ambas a la misma unidad en ng/L (595). Se
realizaron determinaciones a tiempo cero, y tras 1, 6, y 12 meses de iniciar el

tratamiento con ITSL-Pru p 3 en el grupo de tratados y no tratados.
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6.2.3. Estudio celular por el test de activacion de basofilos

Con este test se determina la presencia de IgEe a los diferentes alérgenos unida a la
superficie de los basodfilos. En este test tras la incubaciéon de las células con los
alérgenos se determina la activacion de los basdfilos mediante el aumento de la

expresion de CD63, en caso de producirse la degranulacion (60).

Contacto con el antigeno Degranulacién Basofilo degranulado

CD203c

Figura 36. Fundamentos del Test de activacion de basdfilos.

Material y equipamiento:

* Tubos poliestireno de 5 mL (BD Falcon TM; Becton Dickinson Erembodegem-
Dorp 86, Erembodegem, Belgium).

* Solucibn de Estimulacion complementada con rhlL-3 (R&D system,
Minneapolis MN, EEUU).

* Solucién de Lisis: BD FACS Lysing solution (Becton Dickinson Biosciences,
San Jose, CA, EEUU).

* Solucién de lavado: Tampon fosfato salino (PBS 1X)-Tween 20 al 0.1% (p/v).

* Control positivo de Ac IgE (BD Pharmigon) y fMLP (péptido quimiotactico N-
Formil-Met-Leu-Phe) (OrpeGen Pharma, fMLP stock Solution).

* Control positivo de mecanismo IgE mediado: Anti human IgE (BD Pharmigen).

* Anticuerpo monoclonal Anti-Human CCR3-APC (APC=allophycocyanina)
(Biolegend).

* Anticuerpo monoclonal Anti-Human CD123c-PE (PE=ficoeritrina) (Biolegend).

* Anticuerpo monoclonal CD63-FITC (FITC=fluoresceina) (Biolegend).

e Alérgenos Prup 3y Arah 9 (ALK-Abelld, Dinamarca).

* Citémetro de Flujo, FACScalibur (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA,
EEUU).

* Bafio de agua para incubacién a 37°C (P-Selecta Unitronic-OR).
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Centrifuga.
Refrigerador.

Camara oscura.

Procedimiento:

150

Degranulacién: Se afadieron 100 ul de sangre completa heparinizada y 20 pl
de solucion de estimulacion (1 M HEPES que contiene 0,78% de NaCl, 0,037%
de KCI (p/v), 0,078% CaCl* (p/v), 0,033% MgCF* (p/v), 0,1% HSA (p/v), y 10
pi/mL de IL-3) + 1yl de anticuerpo anti-CCR3-APC por muestra que se
incubaron durante 10 minutos en agitacién a 37°C en un bafio de agua. Tras
esto, se anadieron 100 ul de solucion de lavado (PBS-Tween) al tubo de
control negativo, 100 ul de anti IgE humana o fMLP (0,5 mg/mL) a los tubos de
control positivo y 100 pl del alérgeno (Pru p 3 y Ara h 9) a diferentes
concentraciones (0.1-0.0001 pg/ml). Estas concentraciones fueron elegidas
mediante curvas dosis-respuesta y estudios de citotoxicidad. Las muestras
fueron incubadas durante 30 minutos a 37°C en agitacion. La degranulacion se

detuvo mediante la incubacién de las muestras a 4°C, durante 5 minutos.

Anti-CCR3
1 ! Control+, 5"a4°C

T Control-, o

7o) solucién de
| . alergéno » ,

Solucién de
estimulacion

Sangre
heparinizada

2. Marcaje: las células fueron marcadas con 1.5 ul de anticuerpo monoclonal anti-

CD203c PE y CD63 FITC para caracterizar los basdfilos y su activacion

respectivamente incubando durante 20 minutos a 4°C en oscuridad.

\ ﬁm CD63 Anti- CD203C ,p
:> T

Anticuerpos )
="

20’ a4°C

monoclonales
especificos

3. Lisis: posteriormente se lisaron los glébulos rojos afiadiendo 2 mL de solucion

de lisis e incubando 5 minutos a temperatura ambiente. Tras esto, se
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centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 1200 rpm y se eliminaron los

sobrenadantes por decantacion.

3

J Lisis de
= eritrocitos

| | 5
\T 1200 rpm

Solucién de
lisis

Decantar
sobrenadante

4. Lavado: Las muestras se lavaron con 3 mL de solucion de lavado, se
centrifugaron durante 5 minutos a 1200 rpm y se eliminaron los sobrenadantes

por decantacion.

7

- |
Solucién de

lavado Decantar

sobrenadante

5. Analisis: Tras los lavados, las células fueron analizadas en un citdmetro de flujo
FACSCalibur (BD Bioscience), obteniéndose al menos 500 basdfilos por
muestra. Los resultados se analizaron mediante el programa CellQuest (BD
Bioscience). Los basofilos fueron seleccionados como aquellas células
CCR3'CD203c" dentro de la nube de linfocitos. La activacion se determind

mediante la expresién del marcador CD63".

_—
5 _ Linfocitos _ Basdfilos
Facs Calibur :

-
L]

" e B
Resultado Negativo Resultado Positivo
B —

Los resultados fueron considerados positivos cuando el indice de estimulacion (IE),

calculado como la proporcién entre el porcentaje de basodfilos degranulados con el
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alérgeno y el control negativo (muestras sin estimulo), fue superior a 2, en al menos

una de las concentraciones de alérgeno.

6.2.4. Estudio celular a través de células dendriticas y subpoblaciones de

linfocitos.

Se analizaron los cambios in vitro en la maduracion de células dendriticas y el
porcentaje de diferentes subpoblaciones de linfocitos, asi como su proliferacién entre

la fase basal y las revisiones periédicas.

Material y equipamiento:

« MC, compuesto de RPMI 1640 suplementado con L-glutamina 2 mM,
Gentamicina a 50 g/mL y suero, dependiendo del experimento, suero bovino
fetal (SBF) decomplementado mediante calentamiento, o suero autélogo de
cada paciente, ambos al 10% (BioWhittaker, Pittsburgh, PA; EEUU).

e« Tampédn de columnas: PBS 1X; EDTA 1,6% v/v; BSA 0,5%.

« PBS 10x: NaCl 8% (p/v); KCI 0,2% (p/v); NHPO4 1,44% (p/v); KH2PO4 0,24%
(p/v); agua bidestilada. Ajustar pH a 7,4.

e Tampén de lisis: Hepes 50 mM, pH=7,5, NP-40 0,5%, NaCl 100mM, EGTA 2
mM, EDTA 2mM, y los siguientes inhibidores de proteasas y fosfatasas que se
afiaden en fresco PMSF 1mM, Pepstatina 2,5 ug/mL, DTT 1Mm, E64 10Mm,
Benzamidina 20 ug/mL y NaF 10mM.

e Tubos poliestireno de 5 mL (Kartell, Noviglio, Milan, ltalia)

e Tubos heparinizados (Vacountainer GIBCO-BRL, Grand Island, NY, EEUU)

e Tubos cénicos de 10 y 20 mL (Nunc AS, Roskilde, Dinamarca)

« Ficoll-Hypopaque (GE Healthcare UK, Ltd, Little Chalfont Buckinghamshire,
Gran Bretana)

« Pipetas Pasteur (Sigma-ALdrich, Sant Louis MO, EEUU)

« Solucidn salina fisiologica 5%

e Azul tripan

e Criotubos (Nunc AS, Roskilde, Dinamarca)
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e Columnas magnéticas Macs LS (Miltenyu Biotec, Bergisch Gladbach,
Alemania)

« Jeringa de 5y 10 mL (Becton-Dickinson Biosciences, San Jose CA EEUU)

« Pipetas graduadas de 5, 10, 25, 50 mL (TPP, Trasadingen, Suiza)

« Placas de 12 pocillos (Nunc AS, Roskilde, Dinamarca)

» Placas de 96 pocillos con forma en U (Nunc AS, Roskilde, Dinamarca)

e Placas de 96 pocillos con forma plano sin tratar (Nunc AS, Roskilde,
Dinamarca)

« Tampdn de tincién: PBS Dulbecco sin magnesio ni calcio; 1% FCS inactivado
por el calor; 0,09% sodio azida (p/v); ajustar el pH entre 7,4-7,6.

 Marcadores CD80, CD86, CD83 (Immunotech, Marseilles, Francia)

 CFSE (5,6-carboxifluoresceina diacetato N-succinimidyl ester)

o Cytometric bead array (CBA) human soluble protein master buffer Kit.

o Campana de flujo laminar

e Centrifuga

« Microscopio invertido en contraste de fase Leica CME

« Citometro de flujo FACSCanto Il (Biosciences, Milpitas, California, EEUU)

« Camara de Neubauer

« Estufaa 37°Cy 5% de C02.

6.2.4.1. Obtencion de células dendriticas inmaduras:

Las CDim (células dendriticas inmaduras) se obtuvieron siguiendo el protocolo de
Sallusto en 1994 (596) a partir de monocitos periféricos (fraccion CD14") separados a
través de campo magnético se cultivaron en placas de 12 pocillos (3 x 10°
monocitos/mL) en MC suplementado con IL-4 recombinante humana (100 ng/mL) y
GM-CSF recombinante humana (200 ng/mL) a 37°C, en una atmdésfera con un 5% de
CO; de 4-6 dias. La mitad del medio se renovd en las primeras 24 horas y cada 48
horas, afadiendo la misma concentracion de citoquinas, hasta finalizar el cultivo. A
partir de los 4 dias de cultivo, se obtuvo una poblaciéon celular no adherente con
caracteristicas morfologicas, fenotipicas, y funcionales de CD en un estado de
inmadurez (Figura 37). El numero de células y sus propiedades morfolégicas se
comprobaron a través de la observacion al microscopio en la placa del cultivo y con
tincion celular azul tripan en dilucion 1/10 en camara de Neubauer (lo que permite

contabilizar las células vivas y excluir las células muertas tefiidas de azul).
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Figura 37. Separacion de linfocitos (LI),monocitos (MJ), y obtencion de CDmo a partir de las PBMC.

6.2.4.2. Fenotipado y maduracion de CD:

Una vez obtenidas las CDim tanto de controles como de pacientes tratados con ITSL,
se estudio el efecto directo del antigeno Pru p 3 sobre dichas células. Para ello se
cultivaron 1x10° CDim en cultivo de 96 pocillos, en presencia de Pru p 3 a 25, y 10
ug/mL, durante 48 horas en un ambiente con 5% de CO, a 37°C. Como control
positivo se usé 1mg/mL de lipopolisacarido de Escherichia coli 0127:B8 (LPS) (Sigma).
Como control negativo se mantuvieron las CDim en su medio de cultivo sin otro tipo de
estimulo. Una vez pasadas las 48 horas, se recogieron las células y se fenotiparon
para determinar su estado de maduracién, considerado por el aumento de expresion
de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86, asi como de los marcadores de
activacion CD83, CCR7, y CD40, a través del citdmetro de flujo FACSCanto Il. Los
resultados se procesaron con el programa FACSDiva, atendiendo a los siguientes
parametros: tamano celular (FSC), granularidad celular (SSC), e intensidad de
fluorescencia para los fluorocromos utilizados. Brevemente, se establecié una primera
ventana en funcién del tamafio y granularidad celular que integra a las CD dejando
fuera de la seleccion los posibles linfocitos y restos celulares. A partir de aqui se
analizaron en funcion de los marcadores ya descritos para observar que dichas células
no eran monocitos (CD14°), y el estado de madurez que presentaban tanto por
porcentaje de células que expresan una o mas moléculas de superficie (597). Los
resultados se expresaron como indice de maduracion (IM) en el caso de CD80 y CD86,
y como indice de activacion (IA) para CD40, CCR7 y CD83 obtenidos como la
proporcion entre el porcentaje de células que son positivas para un marcador tras la

estimulacion con Pru p 3 a 25 ug/mL, respecto al control negativo o células no
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estimuladas. El resultado se consideré positivo cuando se obtuvo un valor de

expresion dos veces mayor que la condicién sin estimular (IM o A>2) (598).

6.2.4.3. Fenotipado de subpoblaciones de linfocitos:

Los estudios fenotipicos se realizaron a través de citometria de flujo.

Las diferentes subpoblaciones de linfocitos se analizaran a partir de la fraccion CD14"
obtenida en el apartado 6.2.4.2. Los linfocitos fueron marcados con diferentes

anticuerpos (Ac) para poder caracterizar las diferentes subpoblaciones a estudiar:
.- Th1: CD4’IFNy+CXCR3*
.- Th2: CD4"CRTH2'CCR4"
.- Th9: CD4"CRTH2"IL-9"
- Treg: CD4"CD127,0wCD25"*"FoxP3*
- NK:
a) Subpoblacién inflamatoria (Bright): CD16"CD56*IFNy"9"Perf,,,
b) Subpoblacion citotéxica (Dim): CD16*CD56*IFNy°“Perf™o"
.- Células Plasmaticas productoras de IgE (CB): CD19°CD20'CD138"CXCR3"IgE"

Para la tincién de las diferentes subpoblaciones celulares, se aplicaron dos protocolos

diferentes:

» Mediante el Kit citoFix/citoperm para Th1, Th2, Th9, NK y cél plasmaticas. Se
repartieron ~10° células por pocillo y tras el primer lavado, se afiadieron 50 ulL
de tampoén de tincion que contiene el mix de anticuerpos monoclonales
especificos para los antigenos de superficie que se querian marcar, y se
incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Se lavd
dos veces con el tampdn de tincion y se centrifugd a 250 xg. El pellet resultante
de células se resuspendié en 100 ulL de la solucién fijadora y permeabilizadora,
y se incub6 nuevamente a 4°C durante 20 minutos, para posteriormente lavar
con 250 ul, dos veces, en el tampén Perm/Wash. Para la tincion de las

citoquinas intracelulares se afiadieron 50 uL del mix de Ac anticitoquinas
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marcados con fluorocromos en tampon Perm/Wash que contiene suero bovino
fetal y saponina, y se incubd 30 minutos en oscuridad a 4°C. Se lavaron las
muestras dos veces con el tampon 1x de Perm/Wash, y finalmente se

resuspendieron en tampén de tincion.

> Y con el protocolo Foxp3 para las células Treg. Se repartieron ~10° células por
pocillo y se lavd. Se anadieron 50 uL del mix de anticuerpos monoclonales
especificos frente los antigenos de superficie de membrana, y se incubd 20
minutos en oscuridad y a temperatura ambiente, se centrifugd a 250 xg durante
10 minutos, y se retiré el tampdén de lavado. Para fijar las células, se
resuspendieron en 200 uL de tampdn A (preparado en el mismo dia de uso tras
la dilucién 1:10 en agua destilada), y se mantuvo durante 10 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. Se centrifugéd a 1630 rpm durante 5
minutos y se eliminé el sobrenadante con la pipeta de forma meticulosa para
no arrastrar las células. Las muestras se permeabilizaron tras lavarlas con 200
uL de tampon FACS, y seguidamente se afadieron 50 ulL del tampén C (a
dilucién 1:50 en el tampdén 1xA), que se incubd durante 30 minutos, en
oscuridad, y a temperatura ambiente. Para lavarlas, se afadieron 200 uL de
tampon FACS. A continuacion se adicionaron 50 uL del Ac frente FoxP3, y se
repitio el paso anterior incubando a 30°C en oscuridad y a temperatura
ambiente y lavando con 200 uL de Tampdn FACS. Finalmente se agitaron y
resuspendieron las muestras en tampon FACS inmediatamente antes de

pasarlas por el citometro de flujo.

6.2.4.4. Estudios de proliferacion de linfocitos a través de marcaje con CFSE.

Fueron llevados a cabo mediante co-cultivos de linfocitos y CD, como CPA,
previamente maduradas en presencia de Pru p 3 (Test de transformacion linfocitaria o
TTL).

Las CD estuvieron en contacto con Pru p 3 a las dos concentraciones estudiadas (10 y
25 ug/mL) para inducir la captacion del alérgeno durante 48 horas. Tras ese periodo,
las CD se lavaron para eliminar la presencia de Pru p 3 no procesada, y
posteriormente se pusieron en contacto con los LT para favorecer la presentacion del

antigeno.
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Los LT fueron previamente marcados con CFSE (5,6-carboxifluoresceina diacetato N-
succinimidyl ester), un colorante que emite en una longitud de onda de absorcion
similar a la del isotiocianato de fluoresceina (FITC), segun las recomendaciones del
fabricante. Al entrar en contacto con una célula, este marcador difunde hacia su
citoplasma, y las esterasas intracelulares liberan los grupos acetatos, quedando sélo
la molécula que posee el fluoréforo, de manera que las membranas celulares son
impermeables a éste. Cuando una célula madre se divide por mitosis, cada una de las
hijas llevara en su citoplasma la mitad de CFSE que la generacién anterior, por lo que
la determinacién por citometria de flujo de células con cantidades menores de CFSE
sugerira la presencia de células que han proliferado a partir de un grupo inicial (Figura
38). Esta técnica permite detectar de 8-10 secuencias de divisiones celulares (599-
601).
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Figura 38. (A) Imagen de una molécula de CFSE. (B) Divisidn celular marcada con CFSE de forma que el

colorante se distribuye en las células hijas (G-1), y asi sucesivamente (G-2).

Brevemente, los LT se resuspendieron en PBS 1x, se les anadi6 CFSE 1 uM, y
posteriormente se tomaron 100 uL a 1,5x10°/mL y se cultivaron en placas de 96
pocillos en una proporcion 10:1 con las CD premaduradas, en un volumen final de 250
uL, durante 7 dias en un ambiente al 5% de diéxido de carbono a 37°C. Se us6 como
control positivo fitohemaglutinina (PHA) a la concentracién de 10 ug/mL (Sigma). La
proliferacién de los diferentes subtipos celulares (Th1, Th2, Th9, NK, Treg, y células
Plasmaticas) fue analizada por citometria de flujo, obteniendo el porcentaje de las
diferentes subpoblaciones de LT, siendo considerados resultados positivos cuando el

indice de proliferacion (IP) fue mayor a 2, calculado como:

% Linfocitos con CFSE — (% Linfocitos CFSE + CD) | % Linfocitos CFSE sin estimulo
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5.- VARIABLES DE ESTUDIO Y ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas con distribucion no normal se muestran como medianas y
rangos intercuartilicos (IQR), mientras que las variables cualitativas se expresan como

frecuencias.

El estudio comparativo entre grupos no relacionados se realiza comparando las
medianas entre grupos usando los tests no paramétricos de Mann-Whitney o Kruskal-
Wallis.

El estudio comparativo de las variables cualitativas o categdricas se realiza mediante
el analisis Chi-cuadrado para comparar las proporciones. Empleandose el test de

Fisher en el caso de que el numero de frecuencias observadas sea inferior a 5.

Las comparaciones estadisticas de muestras secuenciales se realizan por el test no

paramétrico para muestras relacionadas (Wilcoxon o McNemar).

Se consideran resultados estadisticamente significativos las diferencias con una
p<0,05.

5.1. Variables relacionadas con el paciente:

Edad (variable cuantitativa), sexo (variable cualitativa), sujetos de estudio (con IT, sin
IT), manifestacién clinica (sistémica leve, moderada, grave), edad de inicio de clinica

(anos), ultima reaccion alérgica por melocotén y cacahuete (afnos).

5.2. Relacionadas con cada uno de los episodios:

Eficacia clinica (variable categérica), que se clasificara en tolerancia o no, y que se
medira en términos de sintomas presentados por los pacientes, cantidad de melocotén

y cantidad de cacahuete (medida en g) tolerada en el test de provocacion oral.

5.3. Relacionadas con los métodos diagnésticos:

5.3.1. In vivo

Cambios en la sensibilizacion in vivo a Pru p 3, evaluados mediante pruebas cutaneas
(medido por area de papula por planimetria) y la diferencia entre el basal y tras 1 afio

de tratamiento.
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5.3.2. In vitro

Cambios en la sensibilizacion in vitro a nivel humoral, evaluados mediante InmunoCAP
(medido por IgEe e IgG4e frente a Pru p 3, Ara h 9) y la diferencia entre el basal y tras

1 mes, 6 meses, y 1 afio de tratamiento.
Cambios en la sensibilizacion in vitro a nivel celular, evaluados mediante:

- Estudios de activacion de baséfilos (variable cuantitativa continua), medida por
indice de estimulacion (IE) frente a Prup 3y Arah 9.

- Estudios de cambios de maduracion de CD (variable cuantitativa continua),
medida por indice de maduracion (IM) frente a Pru p 3.

- Estudios de cambios fenotipicos de las diferentes subpoblaciones celulares
(variable cuantitativa continua), medido por porcentaje de células (%) frente a
Pru p 3.

- Estudios de proliferacion celular (variable cuantitativa continua), medido por

indice de proliferacion (IP) frente a Pru p 3.
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Resultados

En el Servicio de Alergologia del H.R.U. de Malaga, se evaluaron un total de 600
pacientes en un periodo de un afo (2012), de los cuales el 30% (N=180) consultaron

por alergia alimentaria de origen vegetal.

Basandonos en un diagnéstico confirmado de alergia a melocotdn por sensibilizacion a
LTP, tras un estudio alergolégico exhaustivo mediante historia clinica detallada, y
realizaciéon de pruebas cutaneas, IgE especifica positiva a LTP, y pruebas de
provocacion doble ciego controladas con placebo en todos los pacientes salvo los que
referian reaccion de anafilaxia en mas de 2 ocasiones en los Ultimos 2 anos, se

incluyeron un total de 48 pacientes en el estudio.

El intervalo de tiempo transcurrido entre que sufrieron la reaccién alérgica y el estudio

alergolégico fue menor a 10 afos en el 70% de los casos (Figura 39).

< 5 afos,
48%

6-10 afios, |
22% |

Figura 39. Pacientes estudiados (N%) segun el tiempo entre la reaccién y el estudio.

Del total de pacientes incluidos, 36 pacientes comenzaron tratamiento con ITSL-Pru p
3, y 12 se mantuvieron sin ITSL-Pru p 3, atendiendo a su propia decisidon siguiendo

practica clinica habitual.

36 12 1
ITSL no ITSL 1]

Figura 40. Total de pacientes que participan en el estudio. N tratados y no tratados.
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1. Caracteristicas clinicas y demograficas

1.1. Pacientes tratados con ITSL-Pru p 3.

Del total de los 36 pacientes que decidieron comenzar con ITSL-Pru p 3, tras ser
diagnosticados de alergia alimentaria por sensibilizacion a LTP tras la ingestién de
melocotén, la mayoria fueron mujeres (72,2%), con una mediana de edad de 30,8
afios (25-35). Basandonos en la historia clinica, la mediana de edad de aparicion del
primer episodio tras la ingesta de melocoton, fue de 16,9 (13,2-22), y el ultimo episodio

con melocotén hace 8,56 afios (2-15).

Relacionados con la atopia, de los 36 pacientes tratados, el 72,2% estaban
sensibilizados a alguno de los neumoalérgenos estudiados. De ellos, el mas
prevalente fue el polen del olivo, con hasta un 65,4% de los pacientes sensibilizados
(Figura 41).

65,4
53,8
46,1 46,1
15,4
Gramineas Olivo Platanero de Artemisia Ciprés
sombra

Figura 41. Perfil de sensibilizacion (N%) a poélenes en los pacientes que van a recibir ITSL-Pru p 3.

Tan solo el 27,7% de los pacientes tratados presentaron clinica respiratoria asociada.

El 70% por sintomas de rinitis, y el 30% restante junto a asma.

164



Resultados
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Sintomas polinicos Ausencia de sintomas

&

H Rinitis Rinitis y Asma

Figura 42. N(%) pacientes con sintomas por inhalacién de polen.

A todos los pacientes se les realizaron pruebas cutaneas intraepidérmicas con una
bateria de alimentos mas prevalentes en nuestro medio. Se analizé el perfil de
sensibilizacion de estos pacientes a otros alimentos vegetales con los que referian
sintomas, siendo del 83,33% (N=30). Se encontraron a la manzana, kiwi, fresa y
platano, asi como al cacahuete, nuez, avellana y almendra, como los principales

(Figura 43 y 44). Siendo la nuez y la manzana con piel los principales inductores de
reacciones anafilacticas.
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Figura 43. Perfiles de sensibilizaciéon (N(%)) a otros alimentos vegetales (frutos secos) en los pacientes

del grupo ITSL-Pru p 3.
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50
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Manzana, 33,3

35

30

25

20

Kiwi, 16,7

Platano, 11,1
Fresa, 11,1

15

Tomate, 8,3

10

Ciruela, 2,8
Melén, 5,6
Cereza, 2,8
Cebada, 2,8
Centeno, 2,8
Lechuga, 2,8
Especias*, 2,8

Figura 44. Perfiles de sensibilizacion (N%) a otros alimentos vegetales en los pacientes del grupo ITSL-

Pru p 3.*ajo, pimienta y orégano.

El 100% de los pacientes de este grupo presentaron prueba cutanea intraepidérmica
positiva con extracto de LTP, e IgE especifica a Pru p 3 por InmunoCap positiva.

Con respecto a la clinica presentada tras la ingesta de melocoton, todos los pacientes
seleccionados presentaron reacciones sistémicas. Se hizo prueba de provocacién en
un total de 27 pacientes (75%), de los cuales 16 (44,4%) presentaron un cuadro de
anafilaxia leve durante la PPDCCP, con sélo afectacion cutanea, y 11 tuvieron clinica
de anafilaxia moderada, que incluyen sintomas de prurito palmo-plantar, &tico,
generalizado, erupcién eritematosa urticariforme, y/o angioedema, asi como afectacion
cardiovascular, respiratoria como disnea, sibilantes, o tos repetitiva, o gastrointestinal,
tales como hinchazén, dolor tipo célico abdominal, o despefios diarreicos o vomitos.
Los 8 pacientes restantes no se sometieron a una PPDCCP debido a que habian
sufrido mas de una reaccién sistémica en los ultimos dos anos, uno de ellos con

clinica de hipotension grave.
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Moderado-
Grave
56%

Figura 45. Clasificacion de los pacientes grupo ITSL-Pru p 3 en funcién de la gravedad de los sintomas de

anafilaxia TO, segun Brown, en %.

En la siguiente tabla (Tabla 7) se describen las caracteristicas clinicas, el tratamiento

recibido, y la cantidad tolerada durante la PPDCCP en los pacientes evaluados a

tiempo cero del grupo ITSL-Pru p 3.

Paciente

Cantidad
media
tolerada (g)

Clinica

Tratamiento

10
11
12

13

60
7,5
100

7,5
No provocado

15

30

15

15
60

No provocado
30

15

Eritema generalizada y angioedema labial

Eritema generalizado,
conjuntival, y dolor abdominal

inyeccion

Disfonia y angioedema de Uvula

Prurito generalizado, eritema en escote y
facial, presion orofaringea, dolor
abdominal, nauseas, y vémitos

Prurito orofaringeo, dolor abdominal, y
urticaria facial y en cuello

Urticaria  generalizada vy
conjuntival y nduseas

inyeccion

Eritema facial y en escote, angioedema
facial, y leve dolor abdominal

Prurito  orofaringeo,
angioedema labial
Prurito palmo-plantar, eritema facial, en
escote y abdominal

urticaria facial y

Prurito palmo-plantar, genital, y urticaria en
cuello
Urticaria en
superiores

tronco y extremidades

120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
Dexclorfeniramina

300mcg adrenalina im + 120 mg 6-
metilprednisolona iv + 5 mg
Dexclorfeniramina

120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
Dexclorfeniramina + Adrenalina nebulizada
300mcg adrenalina im + 120 mg 6-
metilprednisolona iv + 5 mg
Dexclorfeniramina

300mcg adrenalina im + 120 mg 6-
metilprednisolona iv + 5 mg
Dexclorfeniramina
300mcg adrenalina im + 120 mg 6-
metilprednisolona iv + 5 mg
Dexclorfeniramina
300mcg adrenalina im + 120 mg 6-
metilprednisolona iv + 5 mg
Dexclorfeniramina
120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
Dexclorfeniramina
120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
Dexclorfeniramina

120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
Dexclorfeniramina
120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
Dexclorfeniramina
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14 100 Prurito orofaringeo, urticaria facial, 120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
angioedema labial Dexclorfeniramina
— . . 120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
15 100 Urticaria en espalda y prurito generalizado Dexclorfeniramina
16 30 Angioedema facial y eritema en espalda I;i())(dr;lr%en?r-:n?itrlllgrednlsolona v+ 5 mg
17 30 Prurito orofaringeo, urticaria facial, 120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
angioedema labial Dexclorfeniramina
18 15 Urticaria en tronco y extremidades 120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
superiores Dexclorfeniramina
) . ) . 120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
19 60 Eritema generalizada y angioedema labial Dexclorfeniramina
20 No provocado
. . . 300mcg adrenalina im + 120 mg 6-
Prurito generalizado, eritema en escote y . X .
21 7,5 facial presion orofaringea dolor met||predn|_solo_na v - 5 mg
’ - . AR Dexclorfeniramina + 2,5 salbutamol y 500
abdominal, nauseas, y tos irritativa. - .
budesonida nebulizada
22 No provocado
) . . 120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
23 100 Angioedema facial y eritema en espalda Dexclorfeniramina
Nauseas, prurito palmo-plantar, y eritema 300mcg adrenalina im + 120 mg 6-
24 60 ’ ’ metilprednisolona iv + 5 mg
en cara N
Dexclorfeniramina
Urticaria en tronco, eritema en cara y 300mcg adrenalina im + 120 mg 6-
25 15 . metilprednisolona iv + 5 mg
cuello, y dolor abdominal A .
Dexclorfeniramina
— . ) 300mcg adrenalina im + 120 mg 6-
26 30 U’rtlclarla generalizada, dolor abdominal, y metilprednisolona iv + 5 mg
vomitos i i
Dexclorfeniramina
Nauseas, prurito palmo-plantar, y eritema 300mcg adrenalina im + 120 mg 6-
27 7,5 ’ ’ metilprednisolona iv + 5 mg
en cara N
Dexclorfeniramina
Urticaria en tronco, eritema en cara 300mcg adrenalina im + 120 mg 6-
28 75 . y metilprednisolona iv + 5 mg
cuello, y dolor abdominal A .
Dexclorfeniramina
Angioedema de Uvula, prurito orofaringeo 120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
29 15 disfonia ’ * Dexclorfeniramina + 2,5mg Salbutamol,
Y adrenalina, 500mcg budesonida nebulizada
300mcg adrenalina im + 120 mg 6-
30 15 Urticaria generalizada y dolor abdominal metilprednisolona v o+ 5 mg
Dexclorfeniramina
31 60 Angioedema labio inferior, prurito 120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
orofaringeo, y eritema en escote Dexclorfeniramina
— . . 120 mg 6-metilprednisolona iv + 5 mg
32 100 Urticaria en tronco y prurito generalizado Dexclorfeniramina
33 No provocado
34 No provocado
35 No provocado
36 No provocado
Tabla 7. Tabla donde se describe la cantidad de melocotdn tolerada tiempo 0, el tipo de reaccion

presentada y el tratamiento recibido de los pacientes incluidos a recibir ITSL-Pru p 3.

La mediana de cantidad tolerada de melocotdon en los pacientes provocados, fue de

41,01 g (15-60). La manifestacién clinica mas frecuente fue el eritema cutaneo en

térax y escote, presentado en hasta 14 pacientes, seguido de la erupcién eritematosa

urticariforme (N=12), el angioedema (N=10) de predominio facial y de uvula, y el dolor

abdominal (N=9). Durante la PPDCCP se requiri6 el uso de adrenalina en 12

pacientes, que evolucionaron satisfactoriamente sin requerir tratamiento de soporte ni

nueva administracion de adrenalina.
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1.2. Pacientes no tratados con ITSL-Pru p 3

De los 12 pacientes diagnosticados de alergia a melocotdon por sensibilizacion a LTP
que decidieron no comenzar con ITSL-Pru p 3, el 58,3% eran mujeres con una
mediana de edad de 29 afos (21-38). La ultima reaccién sufrida tras la ingesta de
melocotén la habian presentado hace 9 afios, siendo la mediana de la edad origen de

la primera manifestacion, segun historia clinica, los 20,5 afios (13-28).

Se realizaron en todos los pacientes pruebas cutaneas intraepidérmicas para
neumoalérgenos. El 66,7% de estos pacientes presentaban positividad a alguno de los
polenes, siendo el polen del olivo el mas prevalente (87,5%), y el menos prevalente el

polen del platanero de sombra y ciprés (37,5%) (Figura 46).

87,5
62,5

50

1 37,5 37,5

Gramineas Olivo Platanero  Artemisia Ciprés
de sombra

Figura 46. Perfil de sensibilizacion a pdlenes en los pacientes que no van a recibir ITSL-Pru p 3.

De estos pacientes que no comenzaron con ITSL-Pru p 3, el 41,6% presentaban

clinica asociada de rinitis 0 asma por inhalacién de polen

75,04% 83,36%

S
24,96% 16,64%
A
Sintomas polinicos Ausencia de
sintomas

B Rinitis Rinitis y Asma

Figura 47. N(%) pacientes sin ITSL-Pru p 3 con sintomas por inhalacién de polen.
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Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

Respecto a la sensibilizacion a otros alimentos vegetales en este grupo, se encontré
clinica y pruebas cutaneas positivas en el 83,3% de ellos (N=10). Los alimentos mas
frecuentemente positivos fueron el cacahuete, la nuez, y la manzana con piel (Figura

48 y 49), presentando clinica de alergia mas grave tras la ingesta de nueces, manzana
y almendras.

80 1

60 -
50 -
40 -
30 A

vellana, 33,3

Fruto seco

Figura 48. Perfiles de sensibilizacién (N%) a otros alimentos vegetales (frutos secos) en los pacientes del

grupo no ITSL-Pru p 3.

80
70
M
60 ey
g
50 x
=)
T
40
™ S pe
30 m s 2 g % %
o0} I3 - = [} oY)
-~ _— <} Y] Jc-é 5
20 3 g °© o g =
o 5 o o) S 2
10
0
Vegetales

Figura 49. Perfiles de sensibilizacion a otros alimentos vegetales en los pacientes del grupo no ITSL-Pru p
3.
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El 100% de los pacientes de este grupo presentaron también como criterio de
inclusién, clinica sistémica tras la ingesta de melocotdén, una prueba cutanea
intraepidérmica positiva con extracto de LTP, e IgE especifica a Pru p 3 por

InmunoCAP positiva.

Se realiz6 PPDCCP en un total de 9 pacientes (75%). La cantidad maxima de
melocotén tolerada fue de media 40,27 g. El 58,3% de ellos presentaron cuadros de
anafilaxia moderada, siendo la manifestacién clinica mas frecuente. Ningun paciente
presentd anafilaxia grave, y el 41,7% reaccionaron con clinica de anafilaxia leve. El
sintoma mas frecuentemente presentado en los pacientes durante la PPDCCP fue el
eritema y la urticaria (44,4%), seguidos del dolor abdominal y angioedema, que
acontecio en 3 pacientes de los 9 provocados. Hubo 3 pacientes no provocados dado
que habian presentado en el momento de la inclusion al estudio mas de 1 episodio de

anafilaxia en los ultimos dos afnos.

Moderado-
Grave
58%

e

Figura 50. Clasificacion de los pacientes grupo no ITSL-Pru p 3, en funcién de la gravedad de los

sintomas de anafilaxia TO, segun Brown, en %.

A continuacion se describen las caracteristicas clinicas, el tratamiento recibido, y la
cantidad tolerada durante la PPDCCP en los pacientes evaluados a tiempo cero del

grupo que no recibe el tratamiento.
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Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

1 15 Eritema pruriginoso generalizado y dolor abdominal |1\/29 5mrr?g %:Xiﬁigzgi::;ligga
: ; ; L P ’ 300mcg adrenalina im + 120
2 75 IIi‘rtl)tit;na generalizado, inyeccion conjuntival y angioedema mg 6-metilprednisolona iv +
5 mg Dexclorfeniramina
Prurito orofaringeo, angioedema de uvula, y dolor .120 mg 6-meti|predn_isolo_na
3 30 abdominal ’ ’ iv + 5 mg Dexclorfeniramina
+ Adrenalina nebulizada
. ) . ) L 300mcg adrenalina im + 120
Prurito generalizado, eritema en escote y facial, presion h . .
4 15 . . . P mg 6-metilprednisolona iv +
orofaringea, dolor abdominal, naduseas, y vomitos 5 mg Dexclorfeniramina
5 No provocado
adrenalina nebulizada + 120
6 60 Disfonia y angioedema de uvula mg 6-metilprednisolona iv +
5 mg Dexclorfeniramina
) - . . L 300mcg adrenalina im + 120
Eritema en cuello, urticaria en cara, nauseas e inyeccion h X .
7 7,5 coniuntival mg 6-metilprednisolona iv +
| 5 mg Dexclorfeniramina
8 100 Urticaria en espalda, eritema facial y nauseas |1\/29 5mrr?g %:xec:ﬁig:gi?:rgligga
9 60 Prurito oro-faringeo, eritema en escote y angioedema 120 mg 6-metilprednisolona
labial iv + 5 mg Dexclorfeniramina
10 No provocado
1 60 Dolor abdominal, distension abdominal, urticaria en 120 mg 6-metilprednisolona
escote iv + 5 mg Dexclorfeniramina
12 No provocado

Tabla 8. Se describe la cantidad de melocotén tolerada a tiempo 0, el tipo de reaccién presentada y el

tratamiento recibido de los pacientes incluidos a no recibir ITSL-Pru p 3.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado y
no tratado en ninguna de las caracteristicas clinicas y demograficas analizadas de

forma basal.

1.3. Pacientes tratados con ITSL-Pru p 3, en relacién a

cacahuete

Del total de los pacientes que deciden comenzar con ITSL-Pru p 3 (N=32), se

calsificaron en 3 grupos en relacion a su reactividad diferencial con cacahuete.

1.3.1. Grupo A

Se trata de pacientes alérgicos a cacahuete por reaccidn a su ingesta, asi como

prueba cutanea intraepidérmica, e IgE especifica por InmunoCAP positiva a
cacahuete. Lo componen 12 pacientes (37,5%), de los cuales el 58,3% eran mujeres.
La mediana de edad presentada al inicio del estudio era de 29,5 anos (25,75-33,50),
con un inicio de sintomas con cacahuete hace 18,7 anos (16,25-21), y de 17,33 afios

(15,5-21,2) para melocotoén.
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Solo el 25% de los pacientes presentaban sintomas respiratorios por inhalacién de
polen, principalmente rinitis alérgica (66,7%), estando sensibilizados a algun polen de

la bateria testada en la prueba intraepidérmica el 75%.

0,
0,
16,66% / 8,33%
Sintomas polinicos Ausencia de sintomas

H Rinitis Rinitis y Asma

Figura 51. N(%) pacientes grupo A con sintomas por inhalacion de polen (Rinitis o Rinitis y Asma).

Se analizaron los sintomas presentados durante la PPDCCP en este grupo en relacion
a cacahuete y a melocotdon. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas. La mayoria presentaron clinica de anafilaxia leve tras cacahuete

(58,3%), sin reacciones graves por melocoton.

Grave

Modera
do
0%

Figura 52. Clasificacion (en %) de los pacientes Grupo A en funcién de la gravedad de los sintomas de
anafilaxia presentados T0O. A) Sintomas en relacién a la PPDCCP con cacahuete. B) Sintomas en relacion

a la PPDCCP con melocoton.
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Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

1.3.2. Grupo B

Lo componen 11 pacientes (34,37%) sensibilizados a cacahuete que toleran su
ingesta sin reaccién, pero que tuvieron pruebas cutaneas y/o IgE especifica a
cacahuete positiva. El 90,1% son mujeres con una mediana de edad de 33,3 afios (28-
39, y que tuvieron el primer episodio de alergia por melocoton a la edad de 18,8 afios
(12-23).

El 27,3% (N=3) de ellos presentaban sintomas respiratorios por inhalacién de polen,
todos por rinitis sin asma concomitante, estando en 9 casos sensibilizados a algun

polen de los testados (81,8%).

100,00%

72,73%

y
27,27%
.'_a,amyo_
1 T 4 >

Sintomas polinicos Ausencia de sintomas

® Rinitis Rinitis y Asma

Figura 53. N(%) pacientes grupo B con sintomas por inhalacion de polen (Rinitis o Rinitis y Asma).

Ninguno de estos pacientes presentd clinica de anafilaxia grave con melocotén
durante la PPDCCP.

Moderado
4,5%

Figura 54. Clasificacion (en %) de los pacientes Grupo B en funcién de la gravedad de los sintomas de

anafilaxia presentados TO, en relacién a la PPDCCP con melocotén.
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1.3.3. Grupo C

Grupo de pacientes no alérgicos a cacahuete (toleran su ingesta sin reaccién y no
estan sensibilizados por prueba cutanea ni por IgE especifica a cacahuete). Lo
componen 9 pacientes del grupo ITSL-Pru p 3 (28,12%). La mayoria eran mujeres
(88,9%) con una mediana de edad media de 29 afios (21,5-36,5), y mediana de inicio

de los sintomas con melocoton a la edad de 14 afios (8,5-18,5).

El 66,7% estaban sensibilizados a algun polen por prueba cutanea, presentando

clinica respiratoria el 33,3%, principalmente rinitis (66,7%).

77,77% 88,88%

22,20%

y 11,11%
-7 )

Sintomas polinicos Ausencia de sintomas

H Rinitis Rinitis y Asma

Figura 55. N(%) pacientes grupo C con sintomas por inhalacién de polen (Rinitis o Rinitis y Asma).

En este grupo las manifestaciones clinicas fueron moderadas-graves en un 55,6% de
los casos. Se encontré una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la
gravedad de la clinica presentada por la ingesta de melocotén en la PPDCCP,

respecto al grupo A (p=0,01) y el grupo B (p=0,015).

Moderado
55,6%

Figura 56. Clasificacion (en %) de los pacientes Grupo C en funcion de la gravedad de los sintomas de

anafilaxia presentados TO, en relacién a la PPDCCP con melocotén.
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Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

2. Respuesta clinica

Se midi6 la eficacia clinica de la ITSL-Pru p 3 segun los cambios clinicos producidos
en el tamafo de la papula por prueba cutanea, y la cantidad de melocotén tolerado
tras un afo de tratamiento. Se analizé también la eficacia clinica de la ITSL-Pru p 3 en
relacion a los cambios de reactividad frente al cacahuete. Para ello se midieron la
existencia de cambios en el tamano de papula por prueba cutanea intraepidérmica
para melocotdon y cacahuete, asi como la cantidad tolerada tras un afio de tratamiento

de melocotdn, y de cacahuete.

Durante el periodo de estudio se produjeron 5 abandonos durante los 2 primeros
meses, sin que dichos abandonos alterasen los datos clinicos ni demograficos
globales de cada grupo. De ellos, 2 mujeres por gestacion, 2 por motivos laborales, y 1
por motivos desconocidos. Finalmente continuaron hasta el primer afio de tratamiento

un total de 32 pacientes en el grupo de tratados, y 11 en el grupo no tratado.

Alérgicos a melocoton

N=48|
ITSL no ITSL
LB | N=12
4 a‘ba\n_:d__o:ngs —> a‘ba\n_:d__o:ng
PPCDCCP PPCDCP
N=32 N=11

Figura 57. Diagrama de los pacientes seleccionados para el estudio.
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2.1. Prueba cutanea intraepidérmica

A todos los pacientes se les realizo pruebas cutaneas intraepidérmicas para Pru p 3
antes de comenzar el tratamiento y tras un afio de éste, independientemente del
cuadro clinico presentado, midiendo el tamano del habdén por planimetria en su

lectura.

2.1.1. Cambios en prueba cutanea intraepidérmica en melocotoén

La mediana del tamafio del habon creado tras la prueba intraepidérmica con la LTP
del melocotdn al inicio del estudio fue 7,39 mm? (5,4-8,5), sin diferencia significativa

respecto al grupo no tratado (p=0,12).

Los resultados, tras un afio de ITSL-Pru p 3 en pacientes tratados con ITSL-Pru p 3,
indicaron una disminucion estadisticamente significativa en el tamafio (p<0,001),

aunqgue en ningun caso se negativizo (Figura 52).

p < 0,001

15+

10+

Tamafio del habén en PC (mm2)

Figura 58. Cambios en prueba cutanea intraepidérmica medida por planimetria del tamafio del habén al

inicio y tras un afio de ITSL-Pru p 3.

En los pacientes no tratados con ITSL-Pru p 3 no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el tamafo de la papula tras un afno de ITSL-Pru p 3
(Figura 59).
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Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

154

104 °

Tamaio del habén en PC (mm2)
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Figura 59. Cambios en prueba cutanea intraepidérmica medida por planimetria del tamafio del habén al

inicio y tras un afio de seguimiento en el grupo no ITSL-Pru p 3.

2.1.2. Cambios en prueba cutanea intraepidérmica en relacién a cacahuete

A todos los pacientes que decidieron comenzar con ITSL-Pru p 3 se les realizé prueba
intraepidérmica a melocoton y cacahuete, y se analizaron los resultados de ambos
comparando los cambios presentados al inicio y tras 12 meses de tratamiento en los

tres grupos expuestos anteriormente (A, B, y C).

2.1.2.1. Grupo A:

Tras un afio de tratamiento, se encontré un descenso estadisticamente significativo en
el tamafio de la papula en este grupo tanto para LTP de melocotén (p=0,041), como
para cacahuete (p=0,001). La mediana del tamafo del habdén creado tras la prueba
intraepidérmica con Pru p 3 al inicio del estudio en este grupo fue 7,08 mm? (5,4-7,8) y

de 8,02 mm? (5,4-7,8) para extracto de cacahuete completo.

p=0,041

i

Tamaiio del habon por Pru p 3 en PC

Tamaiio del habon para cacahuete en

1
T0 T2 T0 T12

Figura 60. Cambios en el tamafo de habdn por prueba intraepidérmica para Pru p 3 y cacahuete en el

Grupo A (mmZ).
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2.1.2.2. Grupo B:

El tamano de papula para Pru p 3 en la prueba cutanea descendid de forma
estadisticamente significativa tras un ano de ITSL-Pru p 3 (p=0,035), con una mediana
de tamafo al inicio de 6,94 mm? (5-8,5). No se encontraron cambios respecto a la

prueba intraepidérmica con cacahuete, con un didmetro inicial de 5,59 mm? (4-7).
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Figura 61. Cambios en el tamafio de habdn por prueba intraepidérmica para Pru p 3 en el Grupo B (mm2).

2.1.2.3. Grupo C:

Tras un afio de tratamiento se observo en este grupo un descenso estadisticamente
significativo en el tamafio del habdn producido por Pru p 3 (p=0,0085). El tamafno
medio inicial de la papula fue 8,36 mm? (6,4-10,25). Como criterio de inclusion, la

prueba cutanea para cacahuete fue negativa en todos los pacientes.

15+

Tamafio del habén por Pru p 3 en PC

Tiempo

Figura 62. Cambios en el tamafio de habdn por prueba intraepidérmica para Pru p 3 en el Grupo C (mmz).
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Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

2.2. PPDCCP

A todos los pacientes, salvo los referidos previamente por haber presentado mas de
una reaccion de anafilaxia tras la ingesta de melocoton en los ultimos dos afios
(N=12), se les realiz6 una PPDCCP antes de comenzar el tratamiento y tras 12 meses
de seguimiento para determinar la eficacia clinica de la ITSL-Pru p 3 segun los

cambios en la cantidad de melocotdn tolerado al afio por PPDCCP.

2.2.1. Cambios en tolerancia con melocotén

Del total de los 36 pacientes que finalizaron los 12 meses de seguimiento, 30 toleraron
la cantidad completa de melocotén (28 del grupo ITSL-Pru p 3, y 2 del grupo no ITSL-
Pru p 3). Al inicio (T0), la mediana de cantidad tolerada fue de 41,01 g (15-60) en el
grupo tratado, y de 40,27 g (15-60) en el grupo no tratado, sin diferencias significativas

entre ambos (p=0,42).

Alérgicos a melocotén

N=48
| |
ITSL
N=36 no ITSL
4 abandonos 1 (ba (lj__nz
ahando
PPCDCCP PPCDCP
| lm
| | | |
Negativo Positivo Negativo Positivo
| N=29) | N=3] | N=2| | N=6

Figura 63. Diagrama de los pacientes seleccionados para el estudio inicial y al afio, y resultados tras
PPDCCP.
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En los pacientes del grupo tratado hubo un aumento estadisticamente significativo de
la tolerancia a melocotén tras un afio de tratamiento especifico (p<0,001). Todos los
pacientes, salvo 3 (90,6%) toleraron la pieza completa de melocoton de 150 g. De los
3 pacientes que reaccionaron, en uno de ellos las manifestaciones clinicas
aparecieron tras 100 g de fruta, con sintomas de urticaria en cara y espalda, y los
otros dos tras la misma dosis a la inicial de 7,5 g, presentando uno de ellos urticaria en
cara y angioedema labial, y otro anafilaxia por eritema en cara y escote, dolor

abdominal y vémitos, por lo que se traté con adrenalina.

P < 0,001
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Figura 64. Grafica con la cantidad de melocoton tolerada a los 12 meses de ITSL-Pru p 3.

En el grupo de pacientes no tratados con ITSL-Pru p 3, ninguno alcanzo la ingesta
completa de la pieza de melocotén de 150 g, aunque algunos pacientes aumentaron

de forma no estadisticamente significativa la cantidad tolerada.
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100+ :/.
|

o
o
1

Cantidad de melocotén tolerada (g)

o

Tiempo

Figura 65. Grafica con la cantidad de melocotén tolerada tras PPDCCP a los 12 meses en el grupo sin
ITSL-Pru p 3.
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Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

En la siguiente tabla (Tabla 9) se describen brevemente las manifestaciones clinicas

presentadas a los 12 meses de provocacion y la cantidad de melocoton tolerada en

cada paciente del grupo ITSL-Pru p 3.

10
1
12

13

14

15

16

17

18

19

21

22
23

24

25

26

27

28

60

7,5

100

7,5

No provocado

15

30

15

15

60
No provocado
30

15
100
100
30
30
15

60

7,5

No provocado
100

60

15

30

7,5

7,5

Eritema generalizado y
angioedema labial

Eritema generalizado,
inyeccion conjuntival, y dolor
abdominal

Disfonia y angioedema de
Uvula

Prurito generalizado, eritema
en escote y facial, presién
orofaringea, dolor abdominal,
nauseas, y vomitos

Prurito  orofaringeo,  dolor
abdominal, y urticaria facial y
en cuello

Urticaria generalizada y
inyeccién conjuntival y
nauseas

Eritema facial y en escote,
angioedema facial, y leve
dolor abdominal

Prurito orofaringeo, urticaria
facial y angioedema labial
Prurito palmo-plantar, eritema
facial, en escote y abdominal

Prurito palmo-plantar, genital,
y urticaria en cuello

Urticaria en tronco y
extremidades superiores
Prurito orofaringeo, urticaria
facial, angioedema labial
Urticaria en espalda y prurito
generalizado

Angioedema facial y eritema
en espalda

Prurito orofaringeo, urticaria
facial, angioedema labial
Urticaria en tronco y
extremidades superiores
Eritema generalizada y
angioedema labial

Prurito generalizado, eritema
en escote y facial, presién
orofaringea, dolor abdominal,
nauseas, y tos irritativa.

Angioedema facial y eritema
en espalda

Nauseas, prurito palmo-
plantar, y eritema en cara
Urticaria en tronco, eritema en
cara y cuello, y dolor
abdominal

Urticaria generalizada, dolor
abdominal, y vomitos
Nauseas, prurito palmo-
plantar, y eritema en cara
Urticaria en tronco, eritema en
cara y cuello, y dolor
abdominal

150

7,5

150

7,5

150

150

150

150

150

150
150
150

150
150
150
150
150
150

100

150

150
150

150

150

150

150

150

Eritema en cara y escote, dolor
abdominal y vomitos.

Urticaria facial y angioedema
labial.

Urticaria en cara y escote
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29 15 Angiot_edema dg L'JVU'|a, prurito 150 .
orofaringeo, y disfonia
Angioedema labio inferior,

30 60 prurito orofaringeo, y eritema 150 -
en escote

31 No provocado 150 -

32 No provocado 150 -

Tabla 9. Tabla con la cantidad total tolerada de cada paciente del grupo ITSL-Pru p 3, a los 12 meses de

tratamiento, y las manifestaciones clinicas presentadas al inicio y a T12.

Igualmente, se describen las manifestaciones clinicas presentadas tras PPDCCP con

melocotdn por los pacientes del grupo no tratado a los 12 meses, y la cantidad de fruta

con la que reaccionaron.

1 15

2 7,5

3 30

4 15

5 No provocado
6 60

7 7,5

8 100

9 60

10 No provocado
1 60

12 No provocado

Eritema pruriginoso
generalizado y dolor
abdominal

Eritema  generalizado,
inyeccion conjuntival 'y
angioedema labial
Prurito oro-faringeo,
angioedema de lvula, y
dolor abdominal

Prurito generalizado,
eritema en escote vy

facial, presion
orofaringea, dolor
abdominal, nauseas, y
vomitos

Disfonia y angioedema
de uvula

Eritema en cuello,
urticaria en cara,
nauseas e inyeccion
conjuntival

Urticaria en espalda,
eritema facial y nauseas
Prurito orofaringeo,
eritema en escote vy
angioedema labial

Dolor abdominal,
distension abdominal,
urticaria en escote

15

7,5

30

30

15

60

30

100

100

30

60

60

Eritema en cara y cuello,
angioedema labial

Urticaria en tronco, dolor
abdominal y vomitos.

Prurito oral, presion faringea,
urticaria en extremidades

Urticaria facial y en escote y
angioedema labial.

Presién faringea, dolor
abdominal, eritema en cara, y
prurito genital
Angioedema palpebral
unilateral, urticaria en cuello,

tos repetitiva

Eritema generalizado y dolor
abdominal

Urticaria en cara y cuello y dolor
abdominal

Presion faringea, angioedema
de Uvula y angioedema malar

Prurito palmo-plantar, genital y
urticaria en cuello

Eritema en cara y cuello, y dolor
abdominal

Eritema generalizado y tos
repetitiva

Tabla 10. Tabla con la cantidad total tolerada de cada paciente del grupo no ITSL-Pru p 3, a los 12 meses

de tratamiento, y las manifestaciones clinicas presentadas al inicio y a T(12).

183




Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

2.2.2. Cambios en tolerancia en relacion a cacahuete

Se realiz6 una PPDCCP al inicio y tras 12 meses de ITSL-Pru p 3, en los pacientes
seleccionados del grupo A (N=12). La eficacia clinica del tratamiento se midié por los
cambios presentados en estos pacientes en relacion a la cantidad de cacahuete
tolerada, asi como en los subgrupos sensibilizados (B), y no alérgicos ni sensibilizados

(C) ademas de los cambios de tolerancia en la ingesta de melocotoén.

2.2.2.1. Grupo A:

En este grupo se detectd un aumento de la cantidad de melocotdn tolerada de forma
estadisticamente significativa tras un afio de ITSL-Pru p 3 (p<0,001). Todos los
pacientes de este grupo toleraron la pieza completa de melocotén de 150 g. La
mediana de cantidad maxima de fruta ingerida sin reaccion antes de comenzar con el
tratamiento fue de 50,2 g (15-100), con una diferencia significativa al comparar con el
grupo C (p=0,01).

Respecto a cacahuete, la mediana de la cantidad maxima acumulada que fue tolerada
en este grupo al inicio fue de 3,4 g (0,9-5,6). Tras el afio de tratamiento, se encontré
un aumento estadisticamente significativo de la cantidad tolerada (p=0,0003), con una
mediana de hasta 9,8 g. Resulta interesante destacar que hasta el 58,3% de los
sujetos ingirieron sin reaccién durante la PPDCCP los 14 g totales sin reaccion, y que
hasta un 8,3% de los pacientes toleraron hasta 3 veces por encima de la cantidad

basal, sin precisar de tratamiento con adrenalina en ninguno de ellos.

p < 0,001
@ 150+ p=0,0003
< — 151
.g )
)
o
o 100 i.'_,‘
o =1
£ < 104
© 1%
-U 3
§ 50+ ©
15
K c 54
[e) [
L
L ]
0 T T s
. T2
Tiempo 0 -

Tiempo B
Figura 66. Cambios en la cantidad de melocotén y cacahuete tolerada tras PPDCCP a los 12 meses en el

grupo A.
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A continuacion se describen las manifestaciones clinicas presentadas en este grupo

de pacientes durante la provocacion con cacahuete al inicio y tras 12 meses de recibir

ITSL-Pru p 3. La manifestacién clinica mas frecuentemente presentada en la

provocacion antes de comenzar con el tratamiento, fue la
(72,72%), seguida del dolor abdominal (45,45%).

aparicion de eritema

10

11

12

1,5

0,5

7,5

0,5

7,5

7,5

7,5

No provocado

0,5

3,5

0,5

0,5

Eritema  generalizado,
inyeccion conjuntival 'y
angioedema labial
Disfonia, eritema en
cara y angioedema de
Uvula

Prurito orofaringeo,
angioedema de lvula, y
dolor abdominal

Prurito generalizado,
eritema en escote vy
facial, presion
orofaringea, dolor
abdominal, nauseas, y
vomitos

Prurito orofaringeo,
eritema en cara y escote
y angioedema labial
Urticaria en espalda,
eritema en tronco vy
nauseas

Eritema en cuello,
urticaria en cara,
nauseas e inyeccién
conjuntival

Eritema pruriginoso
generalizado y dolor
abdominal

Prurito  palmo-plantar,
urticaria en cara y
presion faringea

Dolor abdominal,
distension  abdominal,
urticaria en escote
Eritema en tronco y cara
y dolor abdominal

14

7,5

14

14

14

14

14

14

3,5

3,5

1,5

3,5

Tos repetitiva, angioedema
labial y eritema en cuello

Eritema en cara y cuello,
angioedema labial

Eritema generalizado y tos
repetitiva

Eritema generalizado y dolor
abdominal

Eritema en cara y cuello, y dolor
abdominal

Tabla 11. Cantidad total acumulada de cacahuete tolerada en cada paciente del grupo A, y las

manifestaciones clinicas presentadas al inicio (T(0) y a T(12).
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Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

2.2.2.2. Grupo B:

En este grupo sélo se analizaron los cambios presentados en cuanto a tolerancia a
melocotén tras un afio de tratamiento, puesto que como criterio de inclusion estos

pacientes eran tolerantes a cacahuete en su dieta habitual.

Se observd un aumento estadisticamente significativo en la cantidad de melocotdn
tolerada a los 12 meses (p=0,003), con una mediana de cantidad acumulada inicial
ingerida sin reaccién en PPDCCP de 42,1 g (7,5-60). Sélo hubo un paciente que

reaccion6 con la misma cantidad que antes del tratamiento, pero con clinica mas leve.
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Figura 67. Cambios en la cantidad de melocotén tolerada tras PPDCCP a los 12 meses en el grupo B.

2.2.2.3. Grupo C:

Se trata de pacientes no alérgicos a cacahuete (N=9), por lo que soélo se realizd
PPDCCP con melocotén. La cantidad de melocotdén tolerada inicialmente en este
grupo fue de forma estadistica significativamente menor (30 g (11,2-60)), asi como las
manifestaciones clinicas presentadas mas graves, respecto al grupo A y B. La
cantidad de fruta tolerada tras 12 meses de tratamiento aumentd significativamente
(p=0,0002), presentando 2 pacientes reaccién durante la provocacion, uno de ellos

con umbral mayor de tolerancia al inicial.
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Figura 68. Cambios en la cantidad de melocotén tolerada tras PPDCCP a los 12 meses en el grupo C.
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3. Evaluacion de la seguridad

De entre los pacientes que recibieron ITSL-Pru p 3, se evalud la seguridad del

tratamiento por medio del analisis de acontecimientos adversos.

El 53% de los pacientes presentaron reacciones adversas, todas clasificadas como
leve-moderadas y controladas con antihistaminicos sin necesidad de uso de
corticoides ni adrenalina. El 80% de las manifestaciones se localizaron en la region
oro-faringea, zona de administracion del tratamiento, 16% en forma de urticaria
peribucal y angioedema de labio. La mayoria de las reacciones aparecen durante la
fase de inicio, de ascenso en la dosis de ITSL-Pru p 3, con una diferencia

estadisticamente significativa (p<0,001) respecto a la fase de mantenimiento.

N, % 21 (84) 4 (16) 0.000
Sintomas (N, %)
* SAO 17 (81) 3 (75) 0.99
* Sistémicos 4 (19) 0 (0) 0.63
* Inespecificos 0 (0) 1(25) 0.09
Tratamiento (N;%)
e Si 6 (28.6) 1 (25%) 0.88
* No 15 (71.4) 3(75%) 0.91

Tabla 12. Muestra el nimero (N) y porcentaje (%) de reacciones adversas durante el afio de tratamiento

con ITSL-Pru p 3. Se recoge la necesidad de tratamiento y la clasificacién de los sintomas presentados.

Hubo dos pacientes que presentaron eventos adversos no relacionados con el
tratamiento. Uno de ellos tras la ingesta de fresas en domicilio, desarroll6 un episodio
de urticaria aguda pruriginosa en tronco y extremidades superiores que precisé de
tratamiento con antihistaminicos y corticoterapia intravenosa en area de Urgencias
con. El otro paciente presenté un episodio de urticaria aguda en extremidades y
abdomen sin causa conocida que fue autolimitada con antihistaminicos via oral en

domicilio.
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Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

4. Respuesta humoral

Se midieron los cambios a nivel humoral producidos durante el tratamiento con ITSL-
Pru p 3 a tiempo inicial (T(0)), 1 mes (T(1)), 6 meses (T(6)) y al afo (T(12)), para la
LTP del melocoton (Pru p 3) y del cacahuete (Ara h 9) a través de la determinacion de
IgE e 1gG4 especifica a dichos alérgenos, y su proporcion (IgG4e/lgEe). Se analizaron
los datos obtenidos en relacion a los pacientes tratados y los subgrupos para
cacahuete, asi como en los no tratados con ITSL-Pru p 3, sin encontrar diferencias a

nivel basal entre los grupos analizados.

4.1. ImmunoCAP para IgE, 1gG4.

Se analizaron los valores a nivel basal entre el grupo de pacientes tratado con ITSL-
Pru p 3, y no tratado. La mediana del valor basal de IgE para extracto de melocotén
fue de 16,9 KUA/L (3,3-20,3) (N=32), sin diferencia significativa respecto al grupo no
tratado (p=0,42) en el que el valor al inicio del estudio fue de 7,79 kUA/L (1,5-14)
(N=11).

4.1.1. Cambios en las caracteristicas IgE secuenciales.

Cuando se compararon los niveles de IgEe basales en el grupo de pacientes tratados,
se encontré un ligero aumento en el primer mes de ITSL-Pru p 3 no significativo,
continuado de un descenso progresivo hasta el final del seguimiento para la IgE a Pru
p 3,y a Ara h 9, de forma estadisticamente significativa. Sin embargo, en el grupo no

tratado, no se encontraron modificaciones en ninguno de los tiempos (Figura 69).
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Figura 69. Comparacién de los cambios en IgEe para Pru p 3 y Ara h 9 durante el tratamiento con ITSL-
Pru p 3 (izquierda) y en el grupo No tratado (derecha).

4.1.2. Cambios en las caracteristicas 1gG4 secuenciales.
De forma paralela e inversa se produjo un incremento de los niveles de IgG4e, sdlo
observado en el grupo de pacientes que recibié ITSL-Pru p 3, siendo las diferencias

significativas solo para Pru p 3y a T12 (Figura 70).

10.01
-~ Prup3 | 1007 _
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®
E 5.0- p=0,004
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m m m Tiempo (meses)

Tiempo (meses)
Figura 70. Comparacién de los cambios de IgG4e para Pru p 3 y Ara h 9 durante el tratamiento con ITSL-

Pru p 3 (izquierda) y en el grupo no tratado (derecha).

4.1.3. Cambios en las caracteristicas IgG4/IgE secuenciales.

Considerando el cociente IgG4e/lgEe, se detectdé un aumento significativo a los 12

meses para Prup 3y Ara h 9 en el grupo ITSL-Pru p 3, sin encontrarse modificaciones

en el grupo sin el tratamiento (Figura 71).
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Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.
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Figura 71. Comparacién de los cambios en la proporcion IgG4/IgE para Pru p 3y Ara h 9 durante los 12

meses de seguimiento en el grupo ITSL-Prup 3 (izquierda) y no ITSL-Pru p 3 (derecha).

4.2. ImmunoCAP para IgE, 1gG4, en relacion a la reactividad a

cacahuete.

El mismo analisis se realizé comparando los cambios en las inmunoglobulinas para

Pru p 3 y Ara h 9 en relacion a los pacientes tratados y alérgicos a cacahuete.

La mediana del valor de IgE para extracto de melocoton antes de comenzar el
tratamiento fue de 17,9 KUA/L (5,3-20,3), v de 12,36 kUA/L (4,8-26,25) para

cacahuete, sin diferencias significativas.

En el grupo B la cifra basal para extracto completo de melocotdn tuvo una mediana de
13,8 KUA/L (2,5-13) y de 6,43 KUA/L (0,85-7,9) para cacahuete completo.

En el grupo C, la mediana del valor antes de comenzar con la ITSL-Pru p 3 para
extracto de melocotén fue de 17,9 kUA/L (2,8-30,2), y negativo como criterio de

inclusidn para cacahuete.

Sin encontrar diferencias significativas en el valor de IgE a nivel basal entre los tres

grupos.

4.2.1. Cambios en las caracteristicas de IgE secuenciales en grupos A, B,y C:

Se encontraron diferencias significativas en los cambios de IgEe para ambas LTPs

s6lo en el grupo Ay B.
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En el grupo A de pacientes, al inicio de la con ITSL-Pru p 3 se observé un aumento,
que a partir del primer mes continu6é con un descenso hasta el T12. Este descenso en

el valor de IgEe se observo desde el inicio del tratamiento haciéndose mas marcado

desde el sexto mes en el grupo B de pacientes.

-~ Prup3
-=- Ara h 9
=
<<
o
=
(]
w
b0
Tiempo (meses)
- Prup3
501 -=- Arah9
=)
<
=2
=<
@
w
20

6m
Tiempo (meses)

-~ Prup3
404 -®- Arah?9

IgEe (kUA/L)

12m

6m
Tiempo (meses)

Figura 72. Comparacioén de los cambios de IgEe para Pru p 3 y Ara h 9 durante el tratamiento con ITSL-
Pru p 3 en el grupo de pacientes alérgicos a cacahuete (A) (primero), sensibilizados tolerantes (B)

(segundo), y no sensibilizados (C) (tercero).
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Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

4.2.2. Cambios en las caracteristicas de lgG4 secuenciales en grupos A, B,y C:

No hubo cambios en el valor de IgG4e para Pru p 3 ni Ara h 9 a ninguno de los
tiempos analizados en el grupo de pacientes alérgicos a cacahuete. Sin embargo si se
encontré un aumento, significativo en el grupo C tras 12 meses de ITSL-Pru p 3, y no

significativo en el grupo B, para ambas LTP.
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Figura 73. Comparacién de los cambios en IgG4e para Pru p 3 y Ara h 9 durante el tratamiento con ITSL-
Pru p 3 para el grupo de pacientes alérgicos a cacahuete (A) (primero), sensibilizados tolerantes (B)

(segundo), y no sensibilizados (C) (tercero).

192



Resultados

4.2.3. Cambios en las caracteristicas 1gG4/IgE secuenciales en grupos A, B,y C:

En el grupo A de pacientes no se observaron cambios en el valor de la proporcién
IgG4e/IgEe para Pru p 3 ni Ara h 9 a ninguno de los tiempos analizados. Sin embargo
si se encontré un aumento no significativo a partir del primer mes de ITSL-Pru p 3 en
el grupo de pacientes sensibilizados y tolerantes a cacahuete (B), y no sensibilizados

(C).
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Figura 74. Comparacién de los cambios en IgG4e/IgEe para Pru p 3 y Ara h 9 durante el tratamiento con

ITSL-Pru p 3 para el grupo de pacientes alérgicos a cacahuete (A) (primero), sensibilizados tolerantes (B)

(segundo), y no sensibilizados (C) (tercero).
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5. Respuesta celular

Se estudiaron los cambios en la activaciéon del basofilo frente a Pru p 3 y Ara h 9 en
todos los pacientes tratados y no tratados, asi como los cambios en las caracteristicas
fenotipicas de las células dendriticas (CD), en las distintas subpoblaciones de
linfocitos (Th1, Th2, Treg, Th9, Células B, y Células NK), y un analisis de la

proliferacion especifica de dichas células ante Pru p 3, en pacientes que reciben o no
ITSL-Pru p 3.

5.1. Test de activacion de basoéfilos (BAT)

5.1.1. Andlisis de la concentraciéon 6ptima mediante curvas dosis-respuesta:

La concentracion para cada alérgeno (Pru p 3 y Ara h 9) fue elegida por curvas de
dosis-respuesta en 5 pacientes alérgicos a melocotén y en 5 no sensibilizados y
tolerantes a melocoton (Figura 75 y 76). Se realizd el BAT para las diferentes
concentraciones de cada alérgeno (0,00001; 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10) en los 10
sujetos.

Los sujetos que mostraron resultados negativos cuando se les afiadieron los controles
positivos (anti-lgE o fMLP) fueron considerados no respondedores. También fueron

descartados aquellos resultados que mostraron un porcentaje de activacién basal
mayor al 10%.

Prup3
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Concentracion del alérgeno (ng/mL)

Figura 75. Curva dosis-respuesta con concentraciones seriadas de (ug/mL) de Pru p 3 en pacientes

alérgicos a melocotén (N=5) y no sensibilizados-controles (N=5), para el test de activacién de basdfilos.
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Figura 76. Curva dosis-respuesta con concentraciones seriadas de (ug/mL) de Ara h 9 en pacientes

alérgicos a melocotén (N=5) y no sensibilizados-controles (N=5), para el test de activacién de basdfilos.

Finalmente, la concentracion que mostré la mejor y mayor diferencia para discriminar

entre pacientes y controles la reactividad especifica del baséfilo, fue de 0,001 ug/mL.

Y fue con la que se realizaron los analisis posteriores del BAT en el grupo tratado y no

tratado al inicio, al mes, 6 meses, y 12 meses.

5.1.2. Analisis de lo cambios de la reactividad del baséfilo:

La comparacion de la activacion del basofilo tras un afio de tratamiento con ITSL-Pru p

3 frente a Ara h 9 y Pru p 3, mostré un aumento significativo sélo en el grupo de

pacientes tratados (N=32).
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Figura 77. Cambios en BAT en grupo tratados y no tratados durante 1 afio para Prup 3y Ara h 9.
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Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

Analizando los cambios producidos en relacion al cacahuete, segun los grupos
realizados (A=alérgicos (N=12); B=sensibilizados (N=11); C=tolerantes (N=9)), se
observé un aumento de reactividad del basdfilo en el grupo A y B, con resultados

significativos para ambas LTPs exclusivamente en el grupo A.
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Figura 78. Cambios en BAT en grupos A-C tratados con ITSL-Pru p 3 durante 1 afio, para Prup 3y Arah
9, seglin % células CD63".
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5.2. Cambios en las caracteristicas fenotipicas

El analisis de las caracteristicas fenotipicas se realizé a través de citometria del flujo,
mediante el empleo de Ac monoclonales especificos para marcadores de la superficie
celular de CD, y de las distintas subpoblaciones de linfocitos seleccionadas
(Th1/Th2/Th9/Treg/NK/B), estudiando su expresion en presencia de Pru p 3.

5.2.1. Células dendriticas

El analisis de las caracteristicas fenotipicas de las CD se realizd con los marcadores
de la superficie celular (CD40, CCR7, CD80, CD86 y CD83).

El estudio se realizd analizando las muestras obtenidas de forma seriada: basal,
previo al comienzo de la ITSL-Pru p 3, al mes, a los 6 meses y a los 12 meses de
tratamiento. Las muestras de los grupos controles fueron obtenidas de forma paralela

al grupo de estudio.

5.2.1.1. Caracteristicas fenotipicas a nivel basal:

Los resultados indicaron que a nivel basal no existian diferencias en la expresion de
los diferentes marcadores de maduracion (CD80 y CD86), ni de activaciéon (CD83,
CD40 y CCRY7) de las CD entre los grupos de pacientes alérgicos tratados con ITSL-
Pru p 3 y los no tratados. Sin embargo, si se observaron diferencias significativas entre
los grupos de pacientes alérgicos, tanto tratados como no tratados, con los controles
tolerantes a melocotén, para los diferentes marcadores. Como se observo en la figura
85, cuando se comparan los estados basales de los tres grupos de muestra para los
diferentes marcadores, se encontraron diferencias significativas para el CD80
(p=0.0017; p=0.0008), CD86 (p=0.0036; p=0.0016), CCR7 (p=0.0047; p=0.0001),
CD40 (p=0.0001; p=0.0330) y CD83 (p=0.0004; p=0.0034), todos ellos cuando se
compararon el grupo de pacientes con y sin ITSL-Pru p 3, con respecto al grupo de

pacientes tolerantes.
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Figura 79. Resultados de maduracién CD a nivel basal en pacientes tratados, no tratados y no

sensibilizados a melocotén. IM expresado para los marcadores CD80, CD86, CCR/, CD40, y CD83.

5.2.1.2. Cambios en la maduracién de las CD durante 1 ano de ITSL-Pru p 3:

Una vez demostrado que los pacientes incluidos en los dos grupos tratados y no
tratados no mostraban diferencias a nivel basal, se realizé el analisis del efecto de la
IT en los cambios de expresion de estos marcadores en las muestras secuenciales.
Los datos obtenidos indican que en el grupo de pacientes alérgicos tratados con ITSL-
Pru p 3, se produce una reduccion significativa de todos los marcadores de
maduracion de las CD. Esta disminucion se hizo significativa a partir de los 6 meses
(p=0.0137) para el marcador de maduracion CD80, y de forma mas temprana, a partir
del 1er mes, para el marcador CD86 (p=0.001), manteniéndose en ambos casos esta

disminucion al afio de tratamiento (p=0.0029; p= 0.0015, respectivamente).
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Figura 80. Resultados de maduracién CD a distintos tiempos (basal, 1mes, 6 meses, y 12 meses) en
pacientes tratados, no tratados y no sensibilizados a melocotén. IM expresado para los marcadores CD80
y CD86.

El analisis para los marcadores CCR7, CD40 y CD83 indicoé la existencia de una
disminucion de la media del IA para todos ellos durante la IT, siendo en todos los
casos esta disminucién significativa desde el primer mes de tratamiento, y
manteniéndose durante el afio de ITSL-Pru p 3. Cuando se compararon los estados
basales con los diferentes tiempo de estudio, se obtuvo que para el CCR7 hubo
significancia al primer mes (p=0.005) a los 6 meses (p=0.0039) y a los 12 meses
(p=0.0005). Para el CD40, la diferencia fue al mes (p=0.0104) a los 6 meses
(p=0.0020) y a los 12 meses (p=0.0005), y la del CD83 fue similar, siendo para 1M
(p=0.0056) a los 6M (p=0.0020) y a los 12M (p=0.0005).
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Figura 81. Resultados de maduracién CD secuencial (basal, 1mes, 6 meses, y 12 meses) en pacientes
tratados, no tratados y no sensibilizados a melocotén. IM expresado para los marcadores CCR7, CD40 y
CD83.
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Siguiendo con el estudio, cuando se analizaron los resultados sobre la media de los
indices de maduracion/activacion de las CD en los otros dos grupos, pacientes no
tratados y sujetos tolerantes, no se obtuvieron cambios de expresion para ninguno de

los marcadores de CD testados a lo largo de las muestras secuenciales.

5.2.2. Cambios en las subpoblaciones de linfocitos (Th1/Th2/Th9/Treg/NK/B)
durante 1 ano de ITSL-Prup 3

Se analizaron diferentes subpoblaciones linfocitarias tanto efectoras Th2 y Th9, como
reguladoras (Treg), y otras subpoblaciones inflamatorias, Th1 y linfocitos NK. Ademas
también se estudiaron los cambios en el porcentaje de linfocitos B inflamatorios
productores de IgE. El fenotipo a estudiar fue el siguiente, los linfocitos Th2 fueron
caracterizadas como células que expresaban CD4'CRTH2'CCR4", los linfocitos Th9
fueron CD4"CRTH2IL-9", los Th1: CD4"CXCR3*IFNy", Treg:
CD4'CD127,,,CD25""FoxP3*, los linfocitos NK se diferenciaron en dos
subpoblaciones: las inflamatorias, NK®" (CD56'CD16IFNy""Perf.,) y las
citotoxicas, NK®™ (CD56°'CD16*IFNy°*Perf""). Por ultimo los linfocitos B se
caracterizaron como (CD19"CD20CD138"CXCR3*IgE™).

5.2.2.1. Caracteristicas fenotipicas a nivel basal:

El analisis comparativo a nivel basal, no mostré diferencias significativas entre los
grupos de pacientes alérgicos tanto tratados con ITSL-Pru p 3, como no tratados, para
ninguna de las poblaciones estudiadas. Comparaciones respecto al grupo control
mostraron un aumento significativo en el porcentaje de células de las poblaciones
efectoras Th2 (p=0.0047; p=0.0097), Th9 (p=0.0141; p=0.0029), y B plasmatica
(p=0.0359; p=0.0055), y una disminucion significativa de la poblacion Th1 (p=0.0002;
p=0.0001) en ambos grupos de pacientes tanto tratados como no tratados. Ademas se
observo una disminucion significativa de las NKaignt (p=0.0168) y de las Treg

(p=0.0183) en el grupo de pacientes con ITSL-Pru p 3.
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Figura 82. Fenotipo expresado en porcentaje de subpoblaciones linfocitarias (Th1, Th2, Th9, NK, Cél.

Plasmaticas, y Treg) previo al inicio de ITSL-Pru p 3 en el grupo de pacientes que van o no a recibir el

tratamiento, y sujetos tolerantes a melocoton.

5.2.2.2. Cambios de las caracteristicas fenotipicas secuenciales:

En los siguientes resultados se intenté analizar si existieron diferencias en cuanto al

porcentaje de las diferentes subpoblaciones celulares T y B a lo largo del tiempo

durante la inmunoterapia. Los datos indicaron una disminucién significativa de las dos

subpoblaciones efectoras, Th2 y Th9 desde el primer mes de tratamiento (Figura 83).
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Dicha disminuciéon continué durante los siguientes meses de tratamiento alcanzando

niveles similares a controles tolerantes al afio de ITSL-Pru p 3.

El analisis de la subpoblacion de linfocitos T con patron Th1 mostré un incremento
significativo de forma temprana ya que las diferencias se observaron al primer mes de
tratamiento (p=0.0017). Dicho incremento continud durante el periodo de ITSL-Pru p 3

estudiado alcanzando porcentajes similares a los controles tolerantes al ano de
tratamiento (Figura 83)
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Figura 83. Fenotipo secuencial (basal, un mes, 6 meses y a los 12 meses), expresado en porcentaje de
subpoblaciones linfocitarias (Th1, Th2, Th9) en pacientes tratados con ITSL-Pru p 3, no tratados, y

tolerantes a melocotén.

En cuanto al analisis de los cambios de frecuencia en los linfocitos NK, aunque se
observé una tendencia al incremento de la frecuencia de NK®"®™ y una disminucién de
las NKP™, dichos cambios no fueron estadisticamente significativos. Sin embargo, se
observo que a los 12 meses de tratamiento las diferencias significativas observadas
para ambas subpoblaciones de NK en pacientes alérgicos cuando se comparaban con

los sujetos tolerantes desaparecieron (Figura 84).
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Figura 84. Fenotipo secuencial (basal, un mes, 6 meses y 12 meses), expresado en porcentaje de
subpoblaciones linfocitarias (NKB”gh'y NKDim) en pacientes tratados con ITSL-Pru p 3, no tratados, y

tolerantes a melocotén.
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El analisis del efecto de la IT en la subpoblacion de células plasmaticas productoras
de IgE mostré una disminucion significativa a partir de los 6 meses de tratamiento
(p=0.0128). Lo que indicd que los cambios a nivel de esta subpoblacién se producen
de forma mas tardia que los observados en las poblaciones T efectoras, Th2 y Th9
(Figura 85).

Por ultimo el analisis de la frecuencia de células Treg mostré un aumento significativo
temprano, al primer mes de tratamiento (T(1)=0.0204), que se mantuvo a lo largo de
los 12 meses analizados (T(6)=0.0128; T(12)=0.0010) (Figura 85).
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Figura 85. Fenotipo secuencial (basal, T(1), T(6), T(12)), expresado en porcentaje de subpoblaciones
linfocitarias (Células Plasmaticas, y Treg) en pacientes tratados con ITSL-Pru p 3, no tratados, y

tolerantes a melocotén.

El analisis de los resultados sobre la frecuencia de las diferentes poblaciones de
linfocitos en las muestras secuenciales en los grupos de sujetos no tratados y sujetos
tolerantes, no se observaron cambios en ninguna de las subpoblaciones celulares

analizadas (Figuras 83-85).

5.3. Cambios en la respuesta proliferativa especifica a Pru p 3
de las subpoblaciones linfocitarias (Th1/Th2/Th9/Treg/NK/B)

Tras el estudio del fenotipo de las poblaciones linfocitarias, se intentd analizar si
existian diferencias en cuanto a la proliferacion linfocitaria de clones especificos frente
al alérgeno Pru p 3, entre sujetos con ITSL-Pru p 3 y sujetos alérgicos sin tratamiento,
y sujetos tolerantes. Para ello, se realizé el test de transformacion linfocitaria (TTL)

incubando los linfocitos con CD premaduradas con Pru p 3 a 10ug/ml y 25ug/ml. La
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capacidad de proliferacion de las principales subpoblaciones linfocitarias se evalué de
forma basal y a los distintos tiempos secuenciales recogidos (T(1), T(6), T(12) meses).
En todos los casos se empled el CFSE como marcador de proliferacion, tomando
como valor final el indice de proliferacion linfocitaria (IP) y considerando una

proliferacion positiva cuando IP>2.

5.3.1. Proliferacion basal

El analisis global de los resultados de proliferacion en estado basal de los tres grupos
indicé la existencia de diferencias significativas para las subpoblaciones Th2 y Th9
entre los grupos de pacientes y el grupo de sujetos tolerantes al melocotén (p=0.0132
y p=0.0139 para Th2; p=0.0325 y p=0.0221 para Th9). Sin embargo, no se observéd
proliferacion especifica a Pru p 3 en la subpoblacion de linfocitos Th1 en ninguno de

los grupos analizados (Figura 86).
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Figura 86. Analisis de la proliferacion de subpoblaciones linfocitarias (Th2, Th9, Th1), expresado en IP en
estado basal frente a Pru p 3, para los grupos pacientes que van o no a recibir ITSL-Pru p 3, y no

sensibilizados a melocotén.

Los resultados en los linfocitos NKP"" mostraron que la respuesta proliferativa en
estado basal de los tres grupos a estudiar fue negativa para las células NK®"". Sin
embargo, si se observd una proliferacion especifica a Pru p 3 de la subpoblacion
NKP™ siendo esta significativamente mas elevada en pacientes alérgicos a melocotén
tanto tratados como no tratados con ITSL-Pru p 3 (p=0.0060 y p=0.0251,

respectivamente (Figura 87).
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Figura 87. Andlisis de la proliferacién (IP) frente a Pru p 3, de subpoblaciones linfocitarias (NKE"9", NKP™)
en estado basal, para los grupos pacientes que van o no a recibir ITSL-Pru p 3, y no sensibilizados a

melocotdn.

El analisis de la proliferacion de la subpoblaciones de células B efectoras indicd un
comportamiento similar al de las células T efectoras (Th2 y Th9), con un aumento
significativo de la proliferacion especifica a Pru p 3 en pacientes alérgicos comparados

con los individuos tolerantes (p=0.0001 y p=0.0006) (Figura 88).

No se observo una respuesta proliferativa especifica a Pru p 3 de la subpoblacion de

células Treg en ninguno de los grupos analizados (Figura 88).
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Figura 88. Analisis de la proliferacion (IP) frente a Pru p 3, en las CP y Treg a nivel basal, para los grupos

pacientes que van o no a recibir ITSL-Pru p 3, y no sensibilizados-control a melocotén.
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5.3.2. Anadlisis de los cambios en la respuesta proliferativa especifica

El analisis secuencial de los cambios inducidos por la IT especifica en la proliferacion
celular especifica a Pru p 3 indican resultados paralelos a los observados en los

estudios fenotipicos.

Se observo una disminucién significativa de la proliferacién a partir de los 6 meses de
tratamiento en la subpoblacion de linfocitos Th2 solo en los pacientes tratados con
ITSL-Pru p 3 (p=0.0058) alcanzando niveles similares a los sujetos control a los 12
meses de tratamiento. En el caso de los linfocitos Th9, aunque se observd una
disminucion a los 12 meses, esta no fue significativa. Por el contrario, se observé un
incremento significativo de la proliferacion especifica frente a Pru p 3 de la
subpoblacion Th1 desde el primer mes de tratamiento (p(1m)=0.0413; p(6m)=0.0345
p(12m)=0.0058) alcanzando niveles de proliferacion positivos a partir de los 6 meses.
Dichos cambios so6lo se observaron en los pacientes tratados con ITSL-Pru p 3 (Figura
89).
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Figura 89. Analisis de la proliferacion (IP) secuencial (basal, a T(1), T(6), T(12) meses) frente a Pru p 3,
en las subpoblaciones de linfocitos Th2, Th9, Th1, para los grupos de pacientes que van o no recibir ITSL-

Pru p 3, y no sensibilizados-control a melocotén.

La respuesta del grupo de sujetos tratados con ITSL-Pru p 3 fue diferente segun la
poblacion de linfocitos NK. Se mostré un aumento significativo de la proliferacion de
los linfocitos NKE™" siendo esta significativa a partir de los 6 meses de tratamiento
(T(6) p=0.0142; T(12) p=0,032) sdlo en pacientes tratados con ITSL-Pru p 3. De forma
paralela, se observdé una disminucion significativa de la proliferacion de la
subpoblacion de linfocitos NKP™, a partir de los 6 meses siendo la proliferacion

negativa a los 12 meses de tratamiento (Figura 90).
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Figura 90. Analisis de la proliferacion (IP) secuencial (basal, a T(1), T(6), T(12) meses) frente a Pru p 3,
para los NKEBTot y NK®™ en los grupos de pacientes que van a recibir o no ITSL-Pru p 3, y no

sensibilizados-control a melocoton.

En relacién con la subpoblacion de células B los datos mostraron que en el grupo de
pacientes con ITSL-Pru p 3 la proliferacién en presencia del Pru p 3 disminuye desde
el primer mes, y que esta tendencia continia a lo largo del tratamiento, siendo la
diferencia significativa a los 6 (p=0.0222) y 12 meses (p=0.0140). Por el contrario, se
observo un incremento significativo de la proliferacion especifica a Pru p 3 de la

poblacion de linfocitos Treg a los 12 meses de tratamiento (p=0.0059).
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Figura 91. Analisis de la proliferacion (IP) secuencial (basal, a T(1), T(6), T(12) meses) frente a Pru p 3,
para las CP y Treg, en los grupos de pacientes que van a recibir o no ITSL-Pru p 3, y no sensibilizados-

control a melocoton.

Los analisis estadisticos para el grupo de pacientes no tratados si bien los datos de IP
fueron positivos para las células efectoras (células Th2 y Th9), asi como para los
linfocitos NK°™ y células plasmaticas productoras de IgE, esta proliferacion no sufrié

cambios a los largo del tiempo para ninguna de las subpoblaciones. Por otro lado, los
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linfocitos Th1, linfocitos NKP™" y las células Treg mostraron una proliferacion
especifica a Pru p 3 negativa a lo largo de todo el estudio en niveles similares a los

encontrados en el grupo de sujetos tolerantes.

En cuanto al grupo de sujetos tolerantes, el IP frente a Pru p 3 fue negativo para todas
las subpoblaciones de linfocitos estudiadas, tendencia que se mantuvo en el tiempo

para todos los tipos de células.

Todos estos resultados revelan una relaciéon directa con los resultados obtenidos tanto

de fenotipo celular como con los obtenidos en la maduracion de las CD.
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Discusién

Aunque en las ultimas décadas se han producido grandes avances en el conocimiento
de la alergia a alimentos, aun sigue existiendo incertidumbre en algunos aspectos. Es
complicado estimar la prevalencia, que actualmente se estima del 1-2% de la
poblacion general (19), e incidencia de la misma debido a los multiples factores que
influyen en esta patologia, siendo las diferencias geograficas uno de ellos (34, 37,
140). Por otro lado, muchos de los estudios de epidemiologia se basan en los datos
aportados por el propio paciente (44). Para obtener una informaciéon mas precisa sobre
la prevalencia de la alergia a alimentos se deben realizar estudios con pruebas
objetivas en su conjunto en base a la definicion de alergia a alimentos (10), como
primer paso de un diagnostico correcto (418). El uso aislado de pruebas cutaneas
intraepidérmicas y seroldgicas con la determinacion de IgE especifica, tiene sus
limitaciones, ya que un resultado positivo por sensibilizacion no indica en todos los
casos la existencia de alergia al alimento determinado. Ademas, estas pruebas
pueden estar influenciadas por la edad, el perfil de sensibilizacién a otros alérgenos
del ambiente, o a otros alimentos relacionados (448). Por todo ello es necesario
comprobar la reactividad clinica al alimento mediante pruebas de provocacion
controlada (6, 29, 112, 426, 430, 457), siendo la PPDCCP las mas objetiva (486).
Desafortunadamente no existen muchos estudios en los que se aplique esta técnica
diagnostica debido a su complejidad, riesgo, coste, y a la falta de homogeneidad en

los protocolos (602).

La alergia a alimentos supone uno de los principales motivos de consulta no sélo en
una Unidad de Alergologia sino que también son la principal causa de anafilaxia
atendida en los Servicios de Emergencia (20). Se estima que se atienden alrededor de
30000 reacciones y ocurren 200 muertes por ano debido a alergia alimentos s6lo en
los Estados Unidos, y 48 fallecimientos en Reino Unido (21). La anafilaxia por
alimentos es mas frecuente en nifios y adolescentes que en los adultos, y dentro de
ellos, afecta mas a las mujeres, en especial por los alimentos de origen vegetal (6, 25,
29, 44, 270).

Cuando se evaluan los alimentos mas frecuentemente implicados en la anafilaxia,
existen diferencias geograficas y de edad. Centrandonos en nuestra zona del sur de
Europa, y en poblacién adulta, segun los resultados del estudio NORA y Alergolégica
2005, los alimentos de origen vegetal principales inductores de anafilaxia fueron los
frutos secos y las frutas, concretamente de la familia Rosaceae (44, 140). En este

sentido la sensibilizacion a LTP es particularmente importante y concreta del area

211



Efecto de la inmunoterapia especifica con melocotén.

Mediterranea y Portugal (254, 256), donde la presencia de vegetacion del orden
Fagales es muy escasa (391). Aunque su prevalencia exacta no ha sido establecida
en poblacién general, se ha detectado una sensibilizacion del 47-100% entre los

pacientes que acuden a estudio alergolégico por reacciones con frutas (254).

Dentro de las frutas rosaceas el melocotén es la principal implicada en dichas areas,
siendo Pru p 3, una LTP, el alérgeno mayor y sensibilizante primario (256). La
dificultad intrinseca de los pacientes sensibilizados a este panalérgeno radica en que
en su evolucion clinica, debido a esta sensibilizacion primaria, pueden desarrollar
sintomas con otros alimentos vegetales relacionados o no. Esta patologia se conoce
como Sindrome LTP, denominado asi por su perfil heterogéneo debido a la amplia
distribucion de LTP en el reino vegetal, y a la estrecha relacion estructural y de
secuencia conformacional, dado que no solo reconocen LTP de la familia Rosacea
(melocotén, manzana, cereza, albaricoque, ciruela, fresa, nectarina, pera, mora,
paraguaya, membirillo, y almendra) (128, 264, 339-341), sino de otros alimentos como
otras frutas, hortalizas, legumbres, frutos secos, semillas, cereales, latex, e incluso
polenes (331-333).

Ademas esto es importante ya que los pacientes que son diagnosticados de Sindrome
LTP presentan un fenotipo especial con predominancia de reacciones sistémicas
(383), descritas en hasta un 58,69% de los casos (129), sin poder prever cual es la
ingesta minima capaz de desarrollar hipersensibilidad alérgica en un determinado
paciente, ni si estaran sensibilizados a otros alimentos ademas del melocotén. Esto se
explica dado que se trata de proteinas de defensa acumuladas principalmente en la
parte aérea de las plantas, con una estructura que las hace altamente resistentes a los
tratamiento térmicos, cambios bruscos de pH, protedlisis, degradacion endolisosomal,
o incluso ondas de microondas (234, 236-240). Tal y como hemos evaluado en
nuestro trabajo, y de acuerdo con los datos de estudios previos (553, 564, 603), la
edad de inicio de este sindrome es mas tardia, comenzando normalmente en la
adolescencia, en torno a los 19 anos, a diferencia de lo que ocurre con la
sensibilizacion a otros alimentos como el cacahuete por sensibilizacion a proteinas de
reserva, Ara h 2, la cudl aparece en edades mas tempranas (44). Por ultimo
mencionar que la historia natural del sindrome LTP es tendente a la persistenciay a la

adquisicion de sensibilizacién a otros vegetales con el tiempo (129).

Con respecto al tratamiento de los pacientes con esta patologia, hasta hace pocos

afos la Unica opcidn terapéutica era la evitacion de los alimentos que le producian
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sintomas, o incluso de aquellos a los que el paciente estaba sensibilizado. La
prescripcion farmacéutica se basaba en tratamiento sintomatico para las crisis,
incluida la adrenalina autoinyectable, por el riesgo que sufren estos pacientes de
presentar una reaccion sistémica. En alergia, en general, las terapias que buscan el
restablecimiento de la tolerancia inmunoldgica (531) son el uUnico tratamiento que
puede alterar el curso de la enfermedad, y han demostrado ser una herramienta
clinica segura y efectiva. Aunque el mecanismo inmunolégico que lo produce no se
conoce aun en profundidad, lo que se pretende con el tratamiento inmunomodulador
es desviar el patron de respuesta efectora de una reaccién alérgica, Th2 hacia Th0/1,
con la generacion de células Treg especificas del alérgeno, que supriman las células T
efectoras especificas (73, 534-536). Existen distintos tipos de IT dependiendo de la via

de administracion.

La ITSC ha sido la principal investigada para el tratamiento de sintomas por
aeroalérgenos y veneno de himendpteros (537, 538), demostrando eficacia con un
buen perfil de seguridad. Sin embargo, para alimentos, los inicios con extracto acuoso
de cacahuete, aunque demostraron eficacia (540), no superaron en seguridad. Este
estudio con cacahuete fue abandonado al publicarse varios casos de fallecimientos en
relacion a alergia alimentaria (14). Por tanto es primordial encontrar rutas alternativas
para el tratamiento con alimentos, que mejoren la seguridad y mantengan la tolerancia
en los pacientes. Actualmente se trabaja mas activamente en la via oral, y en

moléculas hipoalergénicas para la via subcutanea (584).

En la ITO, hasta el momento actual, los estudios se han realizado sobre poblacién
pediatrica para alimentos como leche de vaca, pescado, huevo, trigo, manzana y
cacahuete, hablando de un porcentaje de desensibilizacion de hasta el 75% (317, 542,
543). Este matiz es importante, pues la interrupcion de la dosis diaria elevada que han
de mantener, podria conducir a la presencia de reacciones de hipersensibilidad.
Ademas de los cambios en la tolerancia in vivo, se han observado otros a nivel
inmunolégico, como el descenso de reactividad del baséfilo a los 4-6 meses, y el
aumento de IgG4 (546) e IgA (547). No obstante, alrededor del 90% de los
participantes refirieron efectos adversos moderados, con uso de adrenalina en algunos
casos, asi como un alto porcentaje de abandono durante el tratamiento, lo que supone
un riesgo mayor de sufrir reacciones en exposiciones posteriores no controladas (548,
549).
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A la vista de lo mencionado anteriormente, la ruta sublingual supone una alternativa de
tratamiento de esta patologia, planteada como segura. Desde 1986 se ha conseguido
una amplia experiencia clinica en la ITSL para aeroalérgenos por sintomas
respiratorios (550). Aunque su primera indicacion tanto en adultos como en nifios,
sigue siendo para la clinica de rinoconjuntivitis por aeroalérgenos, desde 2003 también
se esta mostrando util para el tratamiento de la alergia a alimentos (551). Hasta la
fecha existen 10 ensayos de ITSL con alimentos (leche, kiwi, avellana, cacahuete, y
melocotén) (276, 552-555) en los que se ha observado tolerancia por reduccién de
sintomas en poblacién infantil y adulta. Ademas, se mostraban datos de descenso de

reactividad cutanea y del basdéfilo, asi como un aumento del nivel de IgG4.

En el caso de la reactividad del baséfilo durante la ITSL, ésta no ha sido
suficientemente investigada. Se han encontrado estudios con ITSL con gramineas o
latex en los que su reactividad disminuye o bien no se modifica, por lo que no se

puede aun establecer como biomarcador de mejoria clinica (556-558).

Respecto a la eficacia y seguridad de la ITSL frente a la ITO, se ha comprobado un
menor porcentaje de efectos secundarios, siendo la mayoria (hasta un 29% de los

casos) locales de la zona de administracion (276, 553).

Actualmente, por tanto, parece necesario el estudio en profundidad del efecto de la
ITSL para el tratamiento de la alergia a alimentos, tanto de los mecanismos
inmunolégicos por los que se produce, como de los cambios que se inducen en otros
alimentos relacionados, dado que parece mas segura para el paciente que otras rutas,
manteniendo la tolerancia. En concreto para los pacientes sensibilizados a LTP, ya
que la complejidad de este sindrome radica en la cantidad de alimentos de origen

vegetal con los que tienen reacciones graves.

En este trabajo se han incluido un total de 48 pacientes con una edad comprendida
entre los 15-65 afos, con alergia confirmada a melocotén, que fue condicion
imprescindible para incluir a los pacientes en el estudio. Los sujetos fueron remitidos a
una Unidad de Alergologia, y tras su valoracion mediante un estudio alergolégico tanto
in vivo como in vitro, se les propuso iniciar el tratamiento de seguimiento a un afio, con
ITSL-Pru p 3. Por motivos personales, 36 decidieron comenzar con el tratamiento, y un

grupo 12 participar sin realizar la ITSL.

Se analizaron las caracteristicas clinicas y demograficas de ambos grupos de

pacientes, sin encontrar diferencias significativas. Mas del 58% fueron mujeres, con
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una mediana de edad de 30 afios. Un porcentaje mayor al 66% estaban sensibilizados
a polenes, pero tan sélo en hasta el 44% de estos pacientes manifestaban clinica de
rinitis aislada o en conjuncidn con asma en relacion con esta sensibilizacion,
coincidiendo estos datos con los aportados por publicaciones previas (553, 564, 603).
La mediana de edad de aparicion de sintomas con melocotén fue de 18 afos, y el
ultimo episodio sufrido tras su ingesta 8 afnos antes de nuestra valoracion. Alrededor
del 83% de los pacientes tratados y no tratados presentaron alergia a otros vegetales
relacionados con la sensibilizacion a LTP, de ellos los mas frecuentes fueron la
manzana, el kiwi, la fresa, el cacahuete, la nuez, y la avellana, en relaciéon a lo
estudiado hasta el momento (129, 139, 256, 564). En los ensayos publicados
referentes a la ITSL con Pru p 3 en los que se evaluan pacientes con caracteristicas
demograficas similares, no se hace evaluacién de la sensibilizacion a vegetales

relacionados con LTP.

Por otro lado, la importancia clinica principal de este estudio recae en el hecho de que
el 100% de los pacientes incluidos y tratados, presentaron sintomas sistémicos en
relacién con la ingesta de melocoton, siendo el 43% leves, y el 55% moderados o
graves (131). Los sintomas en relacién con melocotdon fueron confirmados mediante
PPDCCP con melocotén fresco con piel, salvo en los pacientes que habian
presentado mas de una reaccion sistémica tras su ingesta en los dos afios previos al
inicio del tratamiento. En total se provocaron el 77% de los pacientes. En este aspecto,

los pacientes del grupo no ITSL-Pru p 3 no presentaron diferencias.

Si bien existen estudios de ITSL especifica a diferentes alérgenos alimentarios, muy
pocos sobre LTP, y mas concretamente sobre la alergia al melocotén, Pru p 3. El
estudio de Fernandez-Rivas y cols., a pesar de ser de los mejores trabajos segun la
revision de la Cochrane (563) respecto a ITSL con alimentos, es un ensayo DCCP de
corta duracién, con pocos pacientes incluidos, y en el que la mayoria, hasta un 63%
de ellos, manifestaban sélo sintomas locales tras la ingesta de melocotén (553, 603),
por lo que menos del 50% referian sintomas sistémicos, excluyendo ademas los que
habian presentado anafilaxia grave. Otra de las diferencias de nuestro trabajo con
estos ensayos previos es que la valoracion de la tolerancia se realizé con melocotén
fresco con piel, no con Pru p 3 liofilizado, por lo que se mantienen todas las
caracteristicas fisico-quimicas del alimento inalteradas a como va a ser consumido en

la vida real.
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En nuestro estudio hemos demostrado que la ITSL-Pru p 3 es segura para los
pacientes incluso con reacciones graves. No se objetivaron reacciones sistémicas
durante la fase de inicio ni de mantenimiento de la misma. En total continuaron con el
tratamiento 32 pacientes, de los cuales el 53% de los cuales present6 alguna reaccion
en relaciéon con la misma, siendo sintomas leves localizados con la zona de
administracion del tratamiento durante la fase de aumento de dosis al inicio, en el 80%
de ellos, autolimitados sin tratamiento en la mayoria de los casos. Estos datos
coinciden con el estudio de Fernandez-Rivas (553), donde el 98% de las reacciones
fueron locales en la fase de inicio de la ITSL con melocotén. Ademas, coincide con los
datos de seguridad con respecto a la ITSL, en los que la mayoria de la reacciones

descritas con su administracién son locales sin repercusion para el paciente (556-558).

Tras un afno de tratamiento, se evaludé la efectividad de la IT y la tolerancia a
melocotén en el grupo de pacientes tratados con ITSL-Pru p 3 comparandolo con el
grupo de pacientes no tratados. El tiempo de tratamiento es otra novedad de este
estudio, pues hasta ahora, se habia estudiado la eficacia de la IT a 6 meses (553,
603). El 91% de los pacientes que recibieron la ITSL-Pru p 3 mejoraron su tolerancia a
melocotdn tras los 12 meses del periodo de estudio, mientras que sélo el 25% de los

no tratados incrementaron la tolerancia de forma espontanea.

La respuesta a la ITSL-Pru p 3 se midié por los cambios en el tamafno de la papula en
las pruebas intraepidérmicas con LTP, y por los cambios en la cantidad de melocoton
con piel ingerida sin reaccion mediante la PPDCCP al inicio y tras 12 meses de
seguimiento. Unicamente se encontraron diferencias significativas en los pacientes
tratados, con una disminucion en el diametro de la papula por prueba intraepidérmica,
y un aumento significativo en la cantidad de melocotén tolerada en PPDCCP. Sélo 3
pacientes (9,4%) continuaron sin tolerar la cantidad completa de 150g, si bien
aumentaron la cantidad de melocotén tolerada. Estos resultados guardan relacion con
estudios anteriores en los que se utilizaba el mismo producto en el contexto de un
ensayo clinico. En ellos, tras 6 meses, encontraron una disminucién de la reactividad
cutanea, y un aumento de la cantidad de Pru p 3 necesaria para inducir
hipersensibilidad alérgica (553, 603). Es importante sefalar que, como se ha
mencionado antes, después de 1 afio de ITSL-Pru p 3, el 91% de los pacientes
mostraron una tolerancia completa a melocotdn con piel. Desafortunadamente, no hay

datos comparables en la literatura, tal vez debido al corto tiempo de los otros estudios.
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Un efecto interesante de la IT que hasta el momento no ha sido suficientemente
estudiado es como el tratamiento con un alérgeno puede afectar la sensibilizacién a
otros alérgenos relacionados. La informacion a este respecto es muy limitada. Existe
un estudio realizado por Garcia y cols. (564) en el que se evaluaron los cambios
clinicos en pacientes sometidos a ITSL con extracto de piel de melocotdn respecto a la
prueba cutanea con manzana, en concreto para Mal d 1 y Mal d 4 (ninguna LTP),
encontrando disminucién del tamafio de la papula (564). Sin embargo, no se analizé la

reactividad frente a Mal d 3, la LTP de la manzana.

En nuestro estudio se quiso analizar el efecto de la ITSL-Pru p 3 en la reactividad al
cacahuete, ya que un porcentaje importante de los pacientes estaban catalogados
como alérgicos al mismo. En este sentido, nuestro estudio afiade otro punto novedoso,
al analizar los cambios en la tolerancia del cacahuete a través de su LTP (Ara h 9) en
los pacientes que recibieron ITSL-Pru p 3. Asi, en el grupo de pacientes tratados con
ITSL-Pru p 3 se clasificaron 3 grupos en funcién de su reactividad con cacahuete. De
ellos, 12 (37,5%) también tenian alergia al cacahuete (Grupo A), 11 (34,37%) estaban
sensibilizados pero toleraban su ingesta (Grupo B), y 9 (28,12%) no tenian
sensibilizacion ni reaccion a su ingesta (Grupo C). Se analizaron igualmente las
caracteristicas clinicas y demograficas de estos 3 grupos de pacientes. Se observo
que el porcentaje de pacientes varones (41,7%) era mayor en los también alérgicos al
cacahuete respecto a los tolerantes (B y C), ademas de que los pacientes del grupo C
mostraron una mayor gravedad en las reacciones, y toleraron una cantidad inferior de
melocotén. No esta claro porqué se observaron estos datos, ya que no se encontraron
diferencias clinicas ni demograficas entre este grupo y los demas, a excepciéon de una
sensibilizacion mas restringida a las frutas rosaceas, sin encontrar ademas,

publicaciones al respecto que lo pudieran aclarar.

Es importante senalar que todos los pacientes alérgicos al cacahuete tuvieron un perfil
de sensibilizacién por LTP. Cuando se analizan los periodos de inicio de sintomas con
los diferentes alimentos, todos los pacientes del grupo A tuvieron alguna reaccién con
melocotén previa al inicio de sintomas con cacahuete, siendo la mediana de aparicion

de clinica con cacahuete de 19 afos.

Teniendo en cuenta la respuesta clinica de la ITSL-Pru p 3 respecto al melocotén en
estos 3 grupos, se encontraron datos similares, con una disminucion significativa del
area de la papula por prueba intraepidérmica con melocotén, y con un aumento

significativo en la cantidad de melocotdon tolerado. Sin embargo, el porcentaje de
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casos con una PPDCCP negativa a melocoton tras 12 meses de la IT fue diferente. En
el grupo A el 100% fueron tolerantes al melocoton completo, en el grupo B el 91%, y el
78% de los pacientes en el grupo C. Estos resultados indican que en el grupo C,
exclusivamente alérgicos a melocotén, no sélo tenian reacciones mas graves, como
se describié anteriormente, sino que también respondieron ligeramente peor a la ITSL-
Pru p 3. Aunque estos hallazgos merecerian un analisis mas detallado con una
poblacion mayor, que la mediana de tolerancia natural al melocotén fuese menor en el
grupo C, podria sugerir la necesidad de un periodo de tratamiento mas largo hasta
conseguir alcanzar el mismo beneficio clinico que en los otros grupos, como se ha

descrito recientemente en la ITSL con pdlenes (569).

Con respecto a los cambios clinicos en la respuesta al cacahuete tras la ITSL-Pru p 3,
se analizaron en el grupo de pacientes alérgicos (A), comparando a tiempo basal y
tras 12 meses los cambios en prueba cutanea y tolerancia a cacahuete por PPDCCP.
Tras un afo, el 66,7% de los pacientes presentaron una disminucion del tamafio de
papula en la prueba intraepidérmica con cacahuete. Un 58,3% de los pacientes
ingirieron sin reaccion durante la PPDCCP la cantidad maxima de cacahuete, y el
resto, salvo un paciente, aumentaron su tolerancia respecto al valor basal. Aunque ese
58,3% de pacientes que consiguieron la tolerancia completa a cacahuete tras el
tratamiento es menor que los valores alcanzados respecto al melocotén (91%), los
resultados son esperanzadores debido a la importancia de este alimento respecto al
riesgo de reacciones sistémicas (265, 273). Sin embargo, se precisarian estudios en
una mayor poblacién para poder corroborar estos datos. Asi mismo es posible que el
tiempo de tratamiento debiera ser superior a un afio con algunos alimentos para

obtener resultados similares.

Con respecto a los cambios inmunoldgicos a nivel humoral, se ha considerado que las
variaciones en los niveles de IgEe e IgG4e, y mas concretamente, la proporcion
IgG4e/lgEe son biomarcadores para la evaluacién de las IT (604, 605). En nuestro
estudio se han detectado cambios de los niveles de IgEe e IgG4e para Prup 3y Ara h
9 tras 12 meses de seguimiento, soélo en los pacientes tratados con ITSL-Pru p 3, con
una disminucion de IgEe y un aumento de IgG4e. Tras un mes de ITSL-Pru p 3 se
produjo un incremento de los niveles de IgE tanto para Pru p 3 como para Ara h 9, tal
y como se ha descrito en estudios previos con ITSL (554, 555, 559, 572). Pasada esta
fase de inicio del tratamiento, se observd una tendencia significativa a la disminucion
progresiva de IgEe, y al aumento en los valores de IgG4e tanto para Pru p 3 como

para Ara h 9 en el grupo de pacientes tratados. Estos resultados estan de acuerdo con

218



Discusién

los datos obtenidos en pacientes tratados con ITSL para cacahuete (554, 559), pero
no coinciden con los trabajos previos para ITSL con melocotén, en los que se observa
un aumento significativo en los niveles de IgG4 e para Pru p 3 en el grupo activo (553),
asi como un aumento significativo en los niveles de IgEe para Pru p 3 (564, 603).
Estas discrepancias probablemente sean debidas a la duracion del tratamiento en
€s0s casos (6 meses) en comparacion con nuestro estudio de 12 meses. El analisis de
la relaciéon IgG4e/lgEe mostré un aumento significativo tras el afio de ITSL-Pru p 3, lo
que indica que el aumento de IgG4e junto a la disminucion de IgEe podria contribuir
como indicador de mejora de la tolerancia, como también se ha encontrado en los

datos respecto a ITSL con cacahuete (595).

Con respecto al analisis de los cambios para IgEe e IgG4e por grupo de pacientes en
funcion del cacahuete, éstos mostraron un comportamiento diferencial en el grupo C,
donde no se encontraron diferencias para IgEe a Pru p 3, pero si hubo un aumento
significativo en los niveles de IgG4e a Pru p 3. Sin embargo, la relacién IgG4e/lgEe no

difirié entre los grupos.

Considerando los cambios en la reactividad del basoéfilo, se encontré un aumento tanto
para Pru p 3, como para Ara h 9, tras 12 meses de ITSL-Pru p3. Se ha encontrado un
patron similar en estudios previos realizados con ITSL-Pru p 3 (603) y con IT por
aeroalérgenos, tales como polen de gramineas (558) o acaro del polvo
(Dermatophagoides) (606), indicando que los efectos clinicos de la IT son
independientes de los cambios cuantitativos en la reactividad de los basodfilos. Sin
embargo, también existen publicaciones en las que se observa una disminucién en la
reactividad del basdfilo durante la ITSL para aeroalérgenos (607), y para alimentos
como leche de vaca (608) y cacahuete (554). Razones que podrian explicar estas
diferencias incluyen el contacto permanente con LTP dado su ubicuidad tanto en
polenes como en alimentos en el area Mediterranea; o a que se deba a un efecto
transitorio de la reactividad del basodfilo, tal y como se ha demostrado para el
cacahuete (609) y aeroalérgenos (610). Seria interesante por tanto, medir esta

reactividad durante un periodo de tiempo mas largo y poder observar su evolucién.

Al comparar los cambios de reactividad del basoéfilo en los grupos A, B, y C, de forma
individual, sélo se encontraron cambios significativos en la reactividad para el grupo A.
Es de senalar en este caso ademas, que se observd un descenso significativo del
tamano del habén a Pru p 3 por prueba intraepidérmica tras un afio de ITSL-Pru p 3 a

la vez que aumentaba la reactividad del basdfilo. Esto podria indicar que los efectos
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beneficiosos de la IT podrian estar en este caso mediados por una disminucion en la
reactividad de los mastocitos en lugar de la reactividad de los basdfilos (595), o que
las condiciones especificas experimentales no imitan con exactitud las condiciones

fisiolégicas.

En la literatura se ha descrito que la IT especifica induce cambios en la fase tardia de
la respuesta inmunoldgica, y que éstos estan asociados con marcadores celulares que
indican la existencia de una modulacién de la respuesta, desde una Th2 hacia una
menos inflamatoria Th1/Treg (611). En este trabajo se han estudiado los cambios
celulares que pudieran originar una modificacion en la respuesta inmunolégica que
expliquen los beneficios clinicos obtenidos durante la ITSL. Asi, se han analizado por
un lado las caracteristicas fenotipicas de las CD y sus cambios durante el seguimiento
de un ano de ITSL-Pru p 3, ya que estas células son criticas en el inicio de la
respuesta inmunoldgica, y capaces de modularla dependiento de las moléculas
coestimuladoras y sefales inducidas por las citoquinas que intervienen durante el
proceso de presentacion antigénica (612). El analisis a nivel basal demostré la
existencia de maduracion especifica a Pru p 3 Unicamente en los pacientes alérgicos a
Pru p 3, con diferencias significativas respecto a los sujetos que toleraban el alimento,
lo que confirma los resultados previamente obtenidos por nuestro grupo (598). El
analisis de los marcadores de superficie celular de maduracién CD80 y CD86, y de
activacion CD83, CD40, y CCR7, demostré una disminucion de su expresion sélo en
los pacientes tratados con ITSL-Pru p 3, lo que sugiere una disminucion de la
respuesta efectora dirigiéndose asi a una reguladora (613, 614). Esto se confirma
cuando analizamos las caracteristicas fenotipicas de las subpoblaciones linfocitarias,
segun lo cual a nivel basal se caracterizd6 por un aumento significativo en las
poblaciones efectoras Th2, Th9, y células B, con una disminucion de las células Th1
en los grupos de pacientes alérgicos al melocotén comparados con los sujetos
tolerantes. Durante la evolucién con la ITSL-Pru p 3 estas diferencias se invirtieron,
hallandose una disminucion significativa que se mantuvo desde el primer mes de
tratamiento, en las dos subpoblaciones de células efectoras Th2 y Th9, junto a un
incremento significativo también desde el primer mes en la subpoblacién Th1 y Treg,
en el grupo de pacientes que recibieron ITSL-Pru p 3. Es importante sefialar los
cambios observados en la poblacion Th9, ya que segun la literatura éstas tienen un
papel inflamatorio (60, 615, 616).

En las células NK aunque también hubo una tendencia al incremento de expresion,

estas diferencias no fueron significativas. Sin embargo para las células plasmaticas
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productoras de IgE el descenso que se encontré fue significativo a partir del 6° mes de
tratamiento. Ninguno de estos cambios fue observado ni en el grupo de pacientes no

tratados con ITSL-Pru p 3, ni en los sujetos control.

Finalmente se intenté analizar mediante TTL si los cambios obsrvados en el fenotipo
de las diferentes subpoblaciones eran generados de manera especifica por Pru p 3.
Los datos indican que durante la ITSL-Pru p 3, los cambios en la proliferacion
especifica frente a Pru p 3 fueron similares a los resultados obtenidos en la expresion
fenotipica, observandose solo variaciones significativas para el grupo de pacientes
que recibié ITSL-Pru p 3. Se encontré un IP negativo a los 12 meses de tratamiento
para la subpoblacién Th2, Th9, NKP™ y de células plasmaticas productoras de IgE, asi
como el incremento de la proliferacion a los 6 meses de ITSL-Pru p 3 para la
subpoblacién Th1, NK®"" que son las productoras de IFN (617, 618). Estas influyen
en la amplificacion de la respuesta Th1 tal y como se ha demostrado en reacciones
alérgicas a amoxicilina (619). Ademas, se ha observado un incremento en la

subpoblacion de Treg.

Otro resultado relevante de este estudio esta relacionado con los cambios observados
en la subpoblacion de células B productoras de IgEe, ya que son células efectoras en
la respuesta alérgica, y por tanto, dianas de la modulacidon durante la IT especifica
(620). Aunque no existen muchos estudios enfocados en esta subpoblacion
linfocitaria, nuestro grupo ha demostrado recientemente su papel en los cambios
inmunolégicos producidos durante la ITSC con Dp (Dermatophagoides pteronissinus)
relacionandolo con la mejoria clinica de los pacientes (621). Los resultados de este
trabajo confirman los datos obtenidos en el trabajo previo e indican que los beneficios
de la ITSL-Pru p 3 pueden estar relacionados con la reduccion de los niveles de
células plasmaticas productoras de IgE, lo cual se correlaciona con los
resultadosencontrados a nivel humoral de disminucion de los valores de IgEe a Pru p
3.

Actualmente existen escasos estudios que analicen en profundidad los cambios
inmunolégicos subyacentes a la ITSLe. Los que hay publicados son referentes en su
mayoria a la edad pediatrica para avellana, leche de vaca, kiwi, melocoton y
cacahuete, sin ahondar en los cambios a nivel celular. Tan sélo en el estudio de Kim y
cols. (554) se estudiaron las modificaciones en las células Treg tras 12 meses de

ITSL, sin observar diferencias en este sentido.
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Este estudio representa el primer analisis de la ITSL en pacientes con reacciones
sistémicas moderadas y graves, en lugar de con SAO, lo que nos ha permitido
investigar los efectos terapéuticos y los cambios inmunologicos en este tipo de
pacientes. Sin embargo, hubo algunas limitaciones en este estudio. Aunque se ha
analizado la eficacia a la IT, tanto en pacientes tratados como no tratados, utilizando
PPDCCP, no se incluyé un grupo control placebo explicitamente, sino que se
comparan con el grupo de pacientes que no recibieron la intervencion. Ademas, el
tiempo de seguimiento de 12 meses, aunque mayor a lo descrito hasta el momento
actual, podria limitar la extensién de los cambios clinicos e inmunolégicos inducidos
pro la ITSL-Pru p 3, tales como en las poblaciones celulares y reactividad del basofilo.
Los estudios futuros podrian incluir un mayor niumero de pacientes, un grupo control
placebo verdadero, y un seguimiento de los resultados clinicos y cambios

inmunolégicos durante un intervalo de tiempo mas prolongado.

En resumen, este trabajo demuestra que la ITSL-Pru p 3 produce una clara mejoria
clinica en pacientes alérgicos a melocotén con sintomas sistémicos, y que ésta se ve
acompafada por unos cambios a nivel inmunolégico que modulan la respuesta desde
un patrén Th2 con produccion de IgEe a Pru p 3 y linfocitos Th2, Th9, y B productoras
de IgE, hacia uno Th1 con disminucion de los anticuerpos y de las células anteriores,
acompafado de un aumento de linfocitos Th1, NK inflamatorios, y Treg. Dichos
cambios se pueden utilizar como biomarcadores candidatos para la determinacion de

la evolucion de los pacientes durante la IT especifica en fases tempranas de la misma.
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Conclusiones

1. El tratamiento con inmunoterpia sublingual especifica de Pru p 3 ha demostrado ser

eficaz en mas del 90% de los pacientes con alergia demostrada a melocoton.

2. La eficacia de la inmunoterapia se ha demostrado mediante la disminucion
significativa en el tamafo de la papula en la prueba intraepidermica para LTP en el
grupo de pacientes tratados, asi como un incremento significativo en la cantidad de

melocotdn tolerado en el 91% de los pacientes tratados.

3. Se ha demostrado una mejoria en la tolerancia a cacahuete en pacientes alérgicos
a cacahuete, observandose una disminucién significativa en el tamafo de la papula en
la prueba intraepidermica y un incremento en la tolerancia a cacahuete en mas del

60% de los pacientes.

4. Aunque se han observado reacciones durante la administracién de la IT, mas del
90% de las mismas fueron locales, se resolvieron de forma espontanea o con
antihistaminicos orales, y se produjeron en la fase de inicio. Ningun paciente sufrio

una reaccion sistémica tras la administracion de la ITSL-Pru p 3.

6. Se detectdé un descenso significativo en los niveles de IgE especifica para Pru p 3
asi como incremento significativo en los niveles de IgG4 a partir del sexto mes de IT,
que se mantuvo hasta el primer afio de tratamiento en el total de pacientes que lo

recibieron.

7. En el total de pacientes tratados, se detectaron cambios en los niveles de IgE e IgG

especifica para Ara h 9 de forma paralela a los cambios obtenidos para Pru p 3.

8. Se observo un aumento significativo en la reactividad en el test de activacion de
basofilos para Pru p 3 y Ara h 9 en el grupo de pacientes tratados sin correlacién con

la mejoria clinica de los pacientes.

9. Existe un descenso significativo en la maduracién de las CD frente a Pru p 3 en el
grupo de pacientes tratados, desde el primer mes de tratamiento, y se mantiene

durante el primer afo.

10. Respecto a los cambios en las subpoblaciones linfocitarias, se produjo un
descenso de las subpoblaciones linfociticas Th2, Th9, y de las células plasmaticas
productoras de IgE frente a Pru p 3, y un incremento de las subpoblaciones linfociticas
Th1, NK®"" vy Treg, lo que indica un cambio hacia el patrén Th1/Treg, y frente a Pru p
3.
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11. El cambio en el patrén de respuesta desde Th2 hacia un patron Th1/Treg es
inducido de forma especifica por la LTP del melocotén, Pru p 3, tal y como fue

demostrado en los estudios de proliferacion.
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Anexos

FRUTAS:
Especie Nombre del Identificacién PM(Kda) Familia

alérgeno bioquimica
Ananas comosus Anac 1 Profilina 15 Bromeliacea
Pina Ana c 2 Bromelina 22.8
Cucumis melo Cucm1 Proteasa 66 Cucurbitacea
Melén Cucm?2 Profilina 14

Cucm3 PR-1 16
Actinidia chinensis Actc 5 Kiwelina 28 Actinidiaceae
Kiwi amarillo Actc 8 Homologo Bet v 1 17

Actc 10 LTP 10
Actinidia deliciosa Actd 1 Cisteina proteasa 30 Actinidiaceae
Kiwi verde Actd 2 Taumatina 24

Actd 3 40

Actd 4 Fitocistatina 11

Actd 5 Kiwelina 26

Actd 6 (-)pectinametilesterasa 18

Actd 7 Peptina metilesterasa 50

Actd 8 Homologo Bet v 1 17

Actd 9 Profilina 14

Actd 10 LTP 10

Actd 11 Homologo Bet v 1 17

Actd 12 11S legumina 50

Actd 13 2S albumina 11
Punica granatum Pun g 1 LTP 9 Myrtaceae
Granada
Fragaria ananassa Fraa1 Homologo Bet v 1 18 Rosaceae
Fresa Fraa3 LTP 10

Fraa4 Profilina 13
Malus domestica Mal d 1 Homodlogo Bet v 1 Rosaceae
Manzana Mal d 2 Taumatina 23

Mal d 3 LTP 9

Mal d 4 Profilina 14.4
Morus nigra Morn 3 LTP 10 Lauraceae
Mora
Prunus armeniaca Pru ar 1 Homodlogo Bet v 1 Rosaceae
Albaricoque Pru ar 3 LTP 9
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Prunus avium

Cereza

Prunus domestica
Ciruela
Prunus 230ipogea

Melocotén

Pyrus communis

Pera

Persea americana
Aguacate

Citrus limoén
Limén

Citrus reticulata
Mandarina

Citrus sinensis

Naranja

Litchi sinensis
Lichi

Vitis 230ipogea230
Uva

Musa acuminata

Platano

Pru av 1
Pru av 2
Pruav 3
Pru av 4
Prud 3

Prup1
Prup 2
Prup 3
Prup 4
Prup7

Pyrc 1
Pyrc 3
Pyrc 4
Pyrc 5

Pers a 1

Cit13

Citr3

Cits 1
Cits 2
Cits 3
Litc1

Vit v 1

Mus a 1
Mus a 2
Mus a 3
Mus a 4
Mus a 5

Homologo Bet v 1
Taumatina

LTP

Profilina

LTP

Homologo Bet v 1
Taumatina

LTP

Profilina

Proteina reguladora
giberelina

Homodlogo Bet v 1
LTP

Profilina
Isoflavona-reductasa

Endoquitinasa

LTP

LTP

Germina
Profilina
LTP

Profilina

LTP

Profilina
Quitinasa clase |
LTP

Taumatina

p-1,3 glucanasa

30
10
15

18
25-28

14

18

14
35.5
32

23
14

15

15
33
9

20
30

Rosaceae

Rosaceae

Rosaceae

Rosaceae

Lauraceae

Rutaceae

Rutaceae

Rutaceae

Sapindaceae

Vitaceae

Musaceae

Anexo 1. Tabla clasificacion y funcidn de los alérgenos descritos en frutas
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Anexos

Especie Nombre del Identificacion PM(Kda) Familia

alérgeno bioquimica
Anacardium occidentalis  Ana o 1 7S vicilina 50 Anacardiaceae
Anacardo Ana o 2 11S legumina 55

Anao 3 2S albumina
Arachis hiipogea Ara h 1 7S Vicilina 64 Leguminoseae
Cacahuete Arah 2 2S albumina 17

Arah 3 11S legumina 60,37

Arah 4 Glicinina

Arah5 Profilina 15

Arah 6 2S albumina 15

Arah7 2S albumina 15

Arah 8 Homodlogo Bet v 1 17

Arah9 LTP 9,8

Arah 10 Oleosina 16

Ara h 11 Oleosina 14

Arah 12 Defensina

Arah 13 Defensina

Ara h 14 Oleosina 17,5

Ara h 15 Oleosina 17

Ara h 16 2ns-LTP 8,5

Arah 17 LTP 11
Bertolletia excelsa Bere 1 2S albumina 9 Lecythidaceae
Nuez de Brasil Bere 2 11S legumina 29
Castanea sativa Cass 1 Homologo Bet v 1 22 Fagaceae
Castana Cassb Quitinasa

Cass 8 LTP 12-13

Cass9 17
Corylus avellana Cora1 Homologo Bet v 1 17 Corylaceae
Avellana Cora2 Profilina 14

Cora8 LTP 9

Cora9 11S legumina 40

Cora 11 7S vicilina 48

Cora 12 oleosina 17

Cora 13 oleosina 14-16
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Junglans nigra
Nuez negra
Junglan regia

Nuez de nogal

Pistacia vera

Pistacho

Prunis dulcis

Almendra

Caria illinoinensis
Nuez pecana
Helianthus annuus

Pipas de girasol

Cora 14
Jugn1
Jugn?2
Jugr1
Jugr 2
Jugr3
Jugr4
Pis v 1
Pis v 2
Pisv 3
Pis v 4
Pisv 5
Pru du 3
Pru du 4
Pru du 5
Pru du 6
Cari1
Carid
Hela 3

2s Albumina
2S albumina
7s Vicilina

2S albumina
7s Vicilina
LTP

11S legumina
2S albumina
11S legumina
7S vicilina
Superoéxido dismutasa
11S legumina
LTP

Profilina
Proteina ribosémica acida

11S legumina

2S albumina
11S legumina
LTP

15-16
44

32

25.7
36

14
10
360
16
55.4

Juglandaceae

Juglandaceae

Anacardiaceae

Rosaceae

Juglandaeae

Compositae

Anexo 2. Tabla clasificacion y funcion de los alérgenos descritos en frutos secos.
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HORTALIZAS:
Especie Nombre del Identificacion PM(Kda) Familia

alérgeno bioquimica
Apium graveolens Apig 1 Homodlogo Bet v 1 15 Umbelliferae
Apio Apig 2 LTP 9

Apig 3 Cloroplasto

Apig 4 Profilina 14

Apigh FAD 58

Apig 6 LTP
Asparagus officinalis Aspa o 1 LTP Liliaceae
Esparrago
Brassica rapa Brar1 2S albumina 10-14 Cruciferae
Nabo Brar 2 homdlogo proheveina 25
Capsicum annuum Capat Taumatina 23 Solanaceae
Pimiento Capa?2 Profiliina 14
Daucus carota Dau c 1 Homodlogo Bet v 1 16 Umbelliferae
Zanahoria Dauc4 Profilina 14

Daucb Isoflavonarreductasa
Lactuca sativa Lacs 1 LTP 9 Compositae
Lechuga
Solanum lycopersicum Sola | 1 Profilina 14 Solanaceae
Tomate Sola | 2 B-fructoruranosidasa 50

Solal 3 LTP 6

Solal 4 Homodlogo Bet v 1

Sola |l 6 2nsLTP 7

Sola |l 7 LTP 12.5
Solanum tuberosum Solat1 Patatina 43 Solanaceae
Patata Solat2 (-)catepsina D 21

Solat3 (-) cisteinproteasa 21

Solat4 (-) serinproteasa 16
Manihot esculenta Man e 5 Rica en acido glutamico 30 Euphorbiaceae
Yuca (mandiola)
Brassica oleacea Brao 3 LTP 9 Cruciferae

Repollo

Anexo 3. Tabla clasificacion y funcidon de los alérgenos descritos en hortalizas.
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LEGUMBRES:
Especie Nombre del Identificacion PM(Kda) Familia
alérgeno bioquimica
Lens culinaris Lenc1 Vicilina 47 Fabaceae
Lentejas Lenc 2 Proteina de semilla biotinilada 66
Lenc3 L=
Glycine max Glym 1 Proteina HF Fabaceae
Soja Glym 2 PR
Glym 3 Profilina 14
Glym4 Homologo Bet v 1 17
Glymb5 7S viclina
Glym6 11S legumina (glicinina) 76
Glym?7 Proteina de semilla biotinilada
Glym 8 2S albumina
Phaseolus vulgaris Phav 3 LTP 9 Fabaceae
Judia verde
Lupinus angustifolius Lup an 1 7S vicilina (conglutina)  55-61 Fabaceae
Altramuz
Pisun sativum Pis s 1 Vicilina 44 Fabaceae
Guisante Pis s 2 Convicilina 63
Arachis hipogea Fabaceae
Cacahuete

Anexo 4. Tabla clasificacion y funcidn de los alérgenos descritos en legumbres.
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PlEL.:

A. Area con erupcion eritematosa (%):

B. Prurito:

|§| Inexistente

El Leve, rascado ocasional

|2| Moderado, rascado durante mas de 2 minutos cada vez

B

C. Urticaria/Angioedema:

|§| Ausente
|Z| Moderado, (<10 habones o edema de labio o cara significante)

Grave, generalizado

D. Erupcion:

|§| Inexistente
Leve, algunas areas de eritema fugaz

[PT=]

Grave, eritema generalizado grave (>50%)

VIiA RESPIRATORIA SUPERIOR:

A. Estornudos/picor:

Ausentes
Leve, raros/ocasional

[=S]

[BT]

Grave, rinorrea persistente, >10 estornudos/rascado continuo de nariz, ojos/inflamacion
periocular

ViA RESPIRATORIA INEERIOR:

A. Sibilantes:

Ausentes

Leve, algunos sibilantes espiratorios

Moderado, sibilantes espiratorios e inspiratorios

Grave, audibles sin fonendo, uso de musculatura accesoria

[=TS]

[BP]
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B. Laringe:

|§| Inexistente

Leve, >3 episodios de tos o carraspeo, o sensacion de nudo faringeo o dolor
Moderado, disfonia tos seca frecuente

Grave, estridor

[PIoT=]

GASTROINTESTINAL:

A. Subijetivos:

|§| Ausentes

|i| Leve, nauseas, dolor abdominal, prurito orofaringe

|2| Moderado, frecuente sensacion de dolor abdominal y nausea con actividad normal
Grave, notable sensacion de dolor abdominal que disminuye la actividad

B. Objetivos:

|§| Inexistente

Leve, 1 episodios de emesis o diarrea
|Z| Moderado, 2-3 episodios de emesis o diarrea, o 1 de cada
|§| Grave, >3 episodios de emesis o diarrea, o 2 de cada

CARDIOVASCULAR/ZNEUROLOGICO:

Frecuencia cardiaca y Tension arterial normal a basal
Leve, taquicardia o sensacion subjetiva de debilidad o mareo

Moderado, descenso en tension arterial >20% basal o alteracién significativa del estado
mental
Grave, colapso cardiovascular, signos de fracaso circulatorio (inconsciencia)

] NI=1S]

Cuidado, ladosis se puede demorar, o repetir
Podriapararse ladosis si el clinico lo indica

No variar dosis Silos sintomas recurrenen 3 dosis, o persisten Reaccion verdadera
masde 40 minutos, laprobabilidad de reacdon

No se considera positivo LD e DU D Parar dosis

reproducibles

>=3 areasde colorindican unarespuesta
positivaprobable

Anexo 5. Escala clasificacion de sintomas para finalizar provocacion con alimentos.
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SEuroPrevalla®  CASE RECORD FORM Conee
Food CRF
Cross-sectional study WP 1.3 Subject code:
Subject initials:
Investigator initials:
Date (ddimmiyyyy)
FOOD:

Fll & separate form for each o0d reporied 1o give symploms in § and Tof $ee background CRF
Revall: include only the food ¥ involved in immediate adverse reactions appearing in the 2 howrs

1. Number of adverse reactions: .....
2. Type of complaints (of the most severe reaction induced by the food intake

[SASEREN]

lJllL'lll_lLlp

i
%
i
i

i i
| 1]
§

i
i
i

3. Age at onget of the first adverse reaction  ........... -.. (yeare for patiente > 3 )
[ - (months for chiklrenup o 2y)

4. Time elapsed since the last reaction (unkl today):

Z Uplot month Z > 1-8monlhs Z 2812 months
- > 12-24 monthe - »2-5yeare J »5years
Z Unknown

Anexos
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5. Interval between the food Intake and the oneet of symploms:

2 < Sminules T 515 minules 2 >15. 30 mirules
2 >30 - 60 minutse 2 > 1. 2houre Z >2hours
T Unknown

6. Medication received to control the reaction:
C Yea: T anthistamines T corficosieroios O adrenalne T inhaled betamimebcs
Cinwavenous Nuice T vasopressors  Joxygen T mechanical ventilation
Z unknown
Z No
Z Unknown

7. Cmergency care assist and'or hospitalization after a reaction:
Z Yes
- No
Z Unknown

B. The complaints after eating the food increass in a specific period of the year:

T Yes, in:
January May .| Sept=mber
February June Qctober
March July November
Apxil August || December

-No

= Unknown

2. Minimum Intake to trigger the first complaint:

T A bite | a swallow

O X heping

U ¥ heping

C One normal helping (accordng o patent s 239
2 Unknown

10. The reaction descrbed s induced hy the food:

L Rawtresh

C Procoasod
Juice: JYes INc T Unknown
jam: JYes IN¢ CUnknown

canned: CYea CNo C Unknown
boiled: CYex CNo CUnknown
steamed: C"Yee TNo C Unknown
baked: ZYes ZNo Z Unknown
fried: ZYess TNo ZUnknown
roasted: CYes D Na O Unsnoan
dned: J¥es T No ZUnknown
fermentad: ZYes " No Z Unknown
OMNET * (APELAY errremsrrsrems

2 Urknoan
" For tabies with Immed Ste SOVErse mRactions 1o cow's ik formula, witte “lormida” 3t other

11. The skin comact with this food ALSO induces adverse reactions:

Yes type

Comact urticaria

Dematis

Rivnitie/conjunctivitie

Bronchoepaem (Cyspnea cough, wheszing, ¢hast tightnees)
Ansphiylacis

o
g

Unknown
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12. The Inhalatian of thia tood (adoar, acrasols, vapours, paweier) AL SO induces adverse
reactions:

C  Yes type:
C  Rhnitis/conjunctivitis
| Hronchaspasm (cyspnea cough, whesning, chast fighiness)
L Skn reactons (Rehng, enthama andior urbzana)
T Anophyla«da
C N
Z  Unknown

Anexo 6. Cuestionario tipo de anamnesis dirigida de alergia alimentos por el grupo Europeo
(EuroPrevall)
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ESCALA VISUAL ANALOGICA (EVA).

Escala visual analégica para los sintomas del sindrome de alergia oral durante test de
provocacion controlada a doble ciego con Pru p3

- Por favor indique la intensidad de sus sintomas en este momento realizando una marca
vertical en la escala de abajo.

- ElI “0” corresponde a “no existencia de sintomas”, y “10” corresponde al maximo de
intensidad de los sintomas.

01. Picor labios/oral
| |
0 10

02. Picor en la lengua
| |
0 10

03. Picor de garganta/oidos
| |
0 10

04. Inflamacién de labios (sensacién)
I I

0 10

05. Inflamacionde la lengua (sensacion)
I I
0 10

06. Opresion faringea
I I
0 10

07. Dificultad para tragar
I I
0 10

Anexo 7. Escala visual analogica de sintomas de alergia oral para valorar provocacion con alimentos.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: Evaluacién de los mecanismos inmunoldgicos implicados en la
eficacia de la inmunoterapia sublingual con LTP (Pru p3) en pacientes alérgicos a
LTPs de alimentos mono o polisensibilizados.

Investigador principal:

Informacion

Usted ha sido diagnosticado por su alergélogo de alergia a alimentos debido a
sensibilizacion a proteinas especificas de alimentos llamadas “LTPs”. Por esta razén,
y debido a que usted cumple los criterios de inclusion, su médico le invita a participar
en este estudio.

En el servicio de Alergologia del Hospital Regional Universitario Carlos Haya se esta
desarrollando un estudio que pretende mejorar los conocimientos acerca de los
mecanismos implicados en la respuesta a la inmunoterapia sublingual con LTP del
melocotén (Pru p 3), principal causa de alergia alimentaria en nuestro medio.

Durante el periodo de la vacunacion se precisa la obtencion de muestras de sangre
periddicas para llevar a cabo estas investigaciones. Ademas el paciente sera revisado
para controlar su enfermedad y evolucion.

En el estudio no pueden participar los pacientes de especial riesgo, que ofrezcan
dificultades para su exploracion y/o que tengan otras patologias como enfermedades
autoinmunes, cutaneas y hematoldgicas.

El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital
Universitario Carlos Haya.

Tratamiento de la alergia a alimentos

Las reacciones alérgicas a frutas son la alergia alimentaria mas frecuente en poblacién
adulta. Las LTPs son unas proteinas muy estables que son la causa de las reacciones
mas graves y se encuentran presente en multiples frutas y verduras.

Hasta ahora no existe ningun tratamiento especifico para la alergia a alimentos
excepto la evitacion del alimento. Sin embargo, recientemente se ha probado el uso de
una inmunoterapia especifica con una proteina del tipo LPT (llamada “Pru p3”) que ha
mostrado mejoria en la tolerancia a los alimentos que contienen LTPs con un buen
perfil de seguridad. La inmunoterapia actia sobre la causa de la alergia que usted
padece ya que esta compuesta de aquella sustancia a la cual usted esta sensibilizado
y que es el origen, cada vez que usted se expone a ella, de los sintomas que padece.

La inmunoterapia sublingual consiste en la administracién en la mucosa sublingual de
dosis crecientes de un extracto que contiene proteinas que le producen los sintomas
para alcanzar una dosis maxima y crear tolerancia a estas proteinas. En este estudio
la dosis de iniciacion sera realizada en cuatro visitas consecutivas en el hospital. En
cada visita usted recibira diversas dosis sublinguales, y una vez que la dosis maxima
ha sido alcanzada usted continuara el tratamiento en casa con dosis diarias (una o
tres veces al dia) durante un afio. Posteriormente, su médico decidira si usted
continua con el tratamiento o no. Este tratamiento ha sido probado en un ensayo
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clinico previo mostrandose buena tolerancia al mismo y los resultados han sido
publicados. Sin embargo, en ocasiones pueden existir algunos efectos adversos como
sucede con cualquier otro medicamento. Estas reacciones son en su mayoria locales,
con prurito o hinchazén leve de la mucosa oral siendo normalmente pasajeras y
habitualmente desaparecen sin tratamiento. Mas raramente puede haber reacciones
sistémicas, y que suelen consistir en la reproduccion de sus sintomas alérgicos
(urticaria o hinchazon), y en los casos mas graves, aunque también muy infrecuentes,
puede aparecer una reaccion anafilactica (mareo, hipotension, pérdida de
conocimiento...). Para minimizar el riesgo de aparicion de reacciones, la fase de
iniciacion sera realizada en el hospital y permanecer en observacion una hora tras la
administracion de las dosis. Posteriormente siga los consejos que le de su médico.

Un estudio previo realizado con el mismo producto utilizado en este estudio ha
permitido determinar la utilidad de este tratamiento ya que ha mostrado un incremento
modesto en la tolerancia a la proteina a la cual los sujetos eran alérgicos (“Pru p3”).
Sin embargo hacen falta mas estudios que aporten informacion sobre las dosis mas
adecuadas que produzcan un mayor efecto beneficioso con buena tolerancia al
producto. Esta es la razén por la cual le ofrecemos participar en este estudio. Es un
trabajo de caracter cientifico y no tiene fines lucrativos. Su participacién en él va a
contribuir a mejorar el conocimiento del proceso que se analiza y que requiere la
evaluacion de un numero grande de individuos para poder validarla.

Implicaciones para el donante/paciente:

e Ladonacion/participacion es totalmente voluntaria.

e El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar
explicaciones y sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

e Todos los datos cardcter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales y se
tratardn conforme a la Ley Orgénica de Proteccidn de Datos de Caracter Personal 15/99.

e La donacién/informacion obtenida se utilizara exclusivamente para los fines especificos de
este estudio.

Riesgos de la investigacion para el donante/paciente: Durante este proyecto se
realizaran una serie de procedimientos diagndsticos, la mayoria de las cuales no
conllevan ningun riesgo (tales como prick test, test de embarazo, etc). Se realizaran
test de tolerancia a Pru p3 con un protocolo controlado para determinar el grado de
sensibilizacion que usted tiene a Pru p3 y para poder monitorizar de forma objetiva la
respuesta al tratamiento. Se realiza administrando cantidades crecientes de la
proteina y realizando una monitorizacién precisa de los sintomas, que en la mayoria
de los casos son muy leves (prurito o hinchazén leve de la mucosa oral), y en el caso
improbable de que ocurra una reaccioén sistémica (mareo, hipotension, urticaria) se le
administrara inmediatamente el tratamiento adecuado para controlar la reaccion.

Habra 6 visitas al hospital, ademas de la fase de induccion de tolerancia a la
inmunoterapia que se realizara en 4 dias consecutivos en el hospital. Se tomaran
muestras de sangre en algunas de estas visitas. Los riesgos a los que se exponen los
pacientes son minimos, ya que la extraccién de sangre es una practica habitual que no
suele producir complicaciones, salvo ligeros hematomas, cuando se realiza por el
personal técnico adecuado.
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Participacion Voluntaria

Es importante que sepa que su participacion en el estudio es totalmente voluntaria, y
que puede abandonar el mismo en cualquier momento, sin que ello implique el mas
minimo deterioro en la relacion médico-paciente ni perjuicio alguno en el tratamiento
que debe recibir.

Confidencialidad

Se mantendra absoluta Confidencialidad respecto a su identificacion y a la
enfermedad que padece. Una vez que firme el consentimiento informado, autoriza al
personal involucrado a acceder a los datos de su historia clinica, de forma que, de
acuerdo a la legislacion vigente (Ley Organica 15/1999, 13 de diciembre de proteccion
de datos de caracter personal), se pueda verificar la exactitud de todos los datos
contenidos en el estudio concernientes a usted.

Cualquier nueva informaciéon referente al producto investigado o procedimientos del
estudio, que aparezca durante su participacién y que pueda afectar a su disposicion
para participar en el estudio, le sera comunicada por su médico lo antes posible.

Los médicos e investigadores que participan en el estudio no cobran ningun tipo de
remuneracion especial por trabajar en el presente estudio

Es importante que lea esta hoja con detenimiento y que formule cuantas preguntas
desee, con el fin de poder aclarar todas las dudas respecto al estudio y su
participacion en el mismo. No es necesario que conteste inmediatamente. Piénselo,
consulte con quien considere oportuno y, cuando esté seguro de su decision hagaselo
saber al médico que le ha explicado el estudio. En caso de nuevas dudas puede
ponerse en contacto con

NOMDBIre del MEAICO: ... e,
NUMEIo de tlETONO0: ... e

DirecCion (HOSPItal): .one e

Si usted tiene mas preguntas sobre sus derechos como participante en el estudio
hagaselo saber a su médico del estudio o si desea ponerse en contacto con un tercero
imparcial, puede contactar también con el representante de pacientes de su hospital.

Se le entregara una copia firmada y fechada de este documento.
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MODELO DE CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

Titulo del estudio: Evaluacién de los mecanismos inmunoldgicos implicados en la
eficacia de la inmunoterapia sublingual con LTP (Pru p3) en pacientes alérgicos a
LTPs de alimentos mono o polisensibilizados.

Y O et (Nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con: ..o (Nombre del Investigador)
Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° cuando quiera

2° sin tener que dar explicaciones

3° sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del participante Fecha (escrita a mano por
el participante)

Nombre y firma del investigador Fecha (escrita a mano por
el investigador)

Anexo 8. Consentimiento informado para participar en el estudio de ITSL-Pru p 3
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FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO
INFORMADO ESCRITO

1. DOCUMENTO DE INFORMACION PARA DONACION DE MUESTRAS
BIOLOGICAS AL BIOBANCO PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

Este documento sirve para que usted otorgue su consentimiento para donar sus
muestras biologicas, o las del sujeto al que representa, al Biobanco indicado,
establecimiento publico, sin animo de lucro, dependiente de la Consejeria de Salud/del
Servicio Andaluz de Salud, que acoge colecciones de muestras biolégicas concebidas
con fines diagndsticos o de investigaciéon biomédica y organizadas como una unidad
técnica con criterios de calidad, orden y destino, donde seran conservadas hasta que
se agoten por su uso, salvo que usted solicitara su eliminacion. Las muestras
biolégicas son un excelente elemento para la investigacién de enfermedades. A través
de dichas investigaciones se podran obtener datos que permitiran mejorar el

conocimiento sobre la aparicion, desarrollo y tratamiento de multitud de enfermedades.

Esta hoja de informacion puede contener palabras que usted no entienda. Por favor,
pidale al profesional sanitario que le explique la informacion que no comprenda.
Tomese el tiempo necesario para decidir si quiere 0 no donar su muestra biolégica y
consulte a personas de su confianza si lo desea. Para consultas que desee plantear
posteriormente, podra dirigirse al Biobanco, a la direccion de correo electrénico:

biohbanco.hch.sspa@juntadeandalucia.es

Las muestras biolégicas donadas y sus datos clinicos asociados se utilizaran de
conformidad con lo establecido en la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion

biomédica (en adelante Ley de Investigacién biomédica).

Es posible que la informacion obtenida de las investigaciones en las que se utilicen
sus muestras no le genere un beneficio directo, pero habra contribuido al avance de la
medicina y del conocimiento de diversas enfermedades, lo que supondra, sin duda, un

beneficio para la sociedad.

La donacion es voluntaria y altruista, por lo que usted no tendra derecho alguno sobre
los resultados que pudieran derivarse de las investigaciones que se lleven a cabo con
dichas muestras, de conformidad con la normativa vigente. Su decision de donar o no,

no afectara a su asistencia sanitaria.
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En el apartado dedicado al consentimiento (2.3), usted podra decidir si quiere que sus
muestras se conserven de forma codificada (en cuyo caso se protege su identidad con
un codigo anonimizada (eliminandose de forma irreversible toda vinculacién con su
identidad).

Sus muestras y los datos asociados a las mismas solo se cederan a terceros que las

utilicen en investigacion biomédica de manera anénima o disociada.

1.1. LO QUE USTED DEBE SABER:

1. Obtencion de las muestras

Las muestras seran obtenidas durante el procedimiento médico-quirurgico al que va a
someterse 0 se ha sometido durante su proceso asistencial, o a través de un
procedimiento expreso para obtenerla, segun lo indicado en el apartado sobre

consentimiento (2.3).

En el caso de que usted done las muestras obtenidas durante procedimientos médico-
quirurgicos asistenciales, no existe ningun inconveniente adicional derivado de la
donacion de las mismas, porque lo que donaria seria el excedente que quedara de

dichas muestras.

Si, por el contrario, las muestras fueran extraidas expresamente para la donacion
para investigacidon biomédica podrian existir inconvenientes vinculados con la

obtencion de las mismas de las que usted sera debidamente informado.

2. Utilizacion de las muestras

Usted autoriza a que las muestras donadas sean utilizadas en investigacion biomédica

pudiendo establecer restricciones a su utilizacion.

Las muestras sélo podran ser utilizadas en proyectos de investigacion cientificamente
avalados, que cumplan las exigencias legales y los principios éticos que rigen la
investigacién en salud y que sean autorizados por los 6rganos competentes, de

conformidad con lo establecido en la normativa vigente.

Cuando, por razones de salud, usted o su familia lo necesiten, podran hacer uso de
las muestras, siempre que no se hayan agotado o eliminado y no se encuentren

anonimizadas.
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3. Disponibilidad de la informacidén sobre la muestra

Si lo solicita, el Biobanco le facilitara la informacion sobre los proyectos de
investigacion en los que se utilicen las muestras donadas, si éstas no hubieran sido

anonimizadas.

El Biobanco mantiene un registro detallado del lugar de realizacion de los analisis

posteriores.

La informacion que se obtenga puede tener implicaciones para sus familiares, por lo

que debe transmitirles dicha informacién.

4, Posibilidad de ponerse nuevamente en contacto

Puede que sea necesario ponerse en contacto nuevamente con usted, con el fin de
recabar datos o muestras adicionales, proporcionarle la informacién relevante para su

salud, salvo que haya solicitado que las muestras sean anonimizadas.

5. Proteccién de datos y confidencialidad de la informacion

La informacion proporcionada en este apartado sera aplicable siempre que sus

muestras no se encuentren anonimizadas.

Los datos personales recabados seran confidenciales y tratados de acuerdo con la
Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter

Personal, y su normativa de desarrollo, y la Ley de Investigacion biomédica.

Sus datos de caracter personal seran incorporados a un fichero automatizado,
debidamente inscrito en la Agencia Espafola de Proteccion de Datos, cuya titularidad
corresponde al Servicio Andaluz de Salud. Sélo los responsables del Biobanco podran

identificar a quién corresponde cada muestra o dato.

Podra ejercer los derechos de acceso, rectificacidn, oposicion y cancelacion de sus
datos personales, reconocidos en la citada Ley Organica 15/19999, con las
limitaciones establecidas en dicha Ley. Para ello, debera dirigirse a la Direccion
General de Asistencia Sanitaria del Servicio Andaluz de Salud, Avenida de la

Constitucion, num. 18, de Sevilla.
6. Derecho de revocacion del consentimiento
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Salvo que sus muestras se encuentren anonimizadas, podra revocar o retirar, en
cualquier momento, el consentimiento prestado. Para ello, debera dirigirse al

Biobanco, pudiendo solicitar la eliminacion o la anonimizacion de las muestras.

Los efectos de la revocacion no se extenderan a las investigaciones llevadas a cabo

con anterioridad.

7. Informacién relativa a analisis genéticos
Salvo que usted manifieste lo contrario en el apartado dedicado al consentimiento, se

podran realizar analisis genéticos.

Excepto si solicita que sus muestras sean anonimizadas, tiene derecho a conocer los
datos genéticos que se obtengan a partir del analisis de las muestras donadas, asi
como de la informacion relativa a su salud derivada de dichos analisis, segun los

términos en que exprese su voluntad en el apartado 2.3.

Si no desea recibir dicha informacion y ésta fuera necesaria para evitar un grave
perjuicio para su salud o la de sus familiares bioldgicos, se informara a un familiar o a
un representante. La comunicacién se limitara exclusivamente a los datos necesarios

para evitar tal perjuicio.

2. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRAS
BIOLOGICAS AL BIOBANCO

2.1. DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste ultimo sélo en

caso de incapacidad del/de la donante):
Apellidos y nombre del Donante:

DNI / NIE: NUHSA:

Apellidos y nombre del/de la representante legal:

DNI/ NIE del/de la representante legal:
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2.2. PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION
Y/O CONSENTIMIENTO:

Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacion relativa a la

donacién de muestras biolégicas al Biobanco:

Apellidos y nombre del profesional Fecha Firma

2.3. CONSENTIMIENTO:

YO, DDA, i declaro bajo mi
responsabilidad que he leido y comprendido el Formulario de Informacién, del que se

me ha entregado un ejemplar.

He recibido suficiente informacién sobre la donacién de muestras biolégicas y sobre la
posible realizacion de analisis genéticos sobre las mismas y he podido hacer
preguntas sobre la informacion recibida y hablar con el profesional indicado, quien me
ha resuelto todas las dudas que le he planteado.

Manifiesto mi voluntad de donar mis muestras biolégicas y permitir el tratamiento de los datos
asociados a la misma al Biobanco, procedente de:

U Excedente del procedimiento diagndstico, terapéutico o quirurgico al que va a

someterse 0 S€ ha SOMEtIAO. ...

U La obtencidn de forma eXpresa.......cooviiiiiiiiiii i

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratadas de la

siguiente forma:
U Codificada (seran identificadas por un codigo, desligandose de la
informacién que me identifica, siendo posible volver a ligarlas conmigo) o

U Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse
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eliminado de forma irreversible la vinculacién entre las mismas y mi
identidad).

Deseo establecer restricciones respecto al uso de la muestra, para que no sea

ULIHZAdA ©N....ce e

Autorizo que se pueda contactar conmigo posteriormente: a Si U NO

En caso afirmativo, por favor, indique el medio de
F=To7=T o [ TS

Autorizo a ser informado/a de los datos genéticos y otros de caracter personal
obtenidos durante la investigacion relativa a mi salud

Marque lo que proceda: O Si 4 NO

Sé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este documento.

En a de de

El/La Donante El/lLa Representante legal (solo

en caso de incapacidad del/de la donante)

Fdo.: Fdo.:
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3. REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO PARA USO DE MUESTRAS DONADAS:

D (o T 2 5 -

revoco el consentimiento informado otorgado con fecha (especificar fecha aproximada

................................................................................................. )

y solicito:

U La eliminacion de las muestras donadas

U La anonimizacion de las mismas

Otras consideraciones:

En a de de

El/La Donante El/lLa Representante legal (solo

en caso de incapacidad del/de la donante)

Fdo.: Fdo.:

Anexo 9. Consentimiento informado escrito para toma de muestras de biobanco.
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/ A \"  Biobanco del Sistema Sanitario PUblico de Andalucia
e moawon CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCIALES

Documento de informacién. Menores de 14 afios

Almacenamiento de muestras en biobanco para investigacion biomédica

Para poder entender como funciona nuestro cuerpo y por qué nos ponemos enfermos, los
investigadores tienen que estudiar nuestros genes, que son como un libro de instrucciones que
esta en todas nuestras las células. Tu participacion es importante porque para esta investigacion
hace falta comparar el libro de instrucciones (los genes) de muchas personas.

Por eso te vamos a proponer que nos des algunas de tus células para que los investigadores
puedan estudiarlas.

Como pasa con las cosas que son mas importantes de verdad, no le podemos poner un precio
a “tu regalo”. Por eso no os pagamos con dinero, pero hay otra recompensa mayor, que es
contribuir a que la ciencia avance y a que en el futuro otras personas se puedan curar gracias a

Anexo 10. Consentimiento informado escrito para menores de 18 afios para toma de muestras de

biobanco.
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mucho contestar.

Comeo vas a venir al hospital a que te hagamos un andlisis,
podemos utilizar esas células para nuestra investigacion.

Tus células son  muy
importantes para nosotros y
por eso se guardara en un
lugar especial que se llama
biobanco. Bio significa “vida"
y “banco” almacén.

En el biobanco se encargaran
de que no se estropeen y también de prestarlas para las
investigaciones mas interesantes.

Existe una lista de todos los
- biobancos que hay en
57) Espafia que se puede
consultar por internet. Si las
células se trasladan, en esa
lista se explica dénde
encontrarlas.

Firma de los padres o representante legal

que ta y otros como ti hayan querido colaborar.
Ahora te vamos a contar como los cientificos van a estudiar tus células.

Puedes hacernos todas las preguntas que quieras mientras te lo explicamos. Nos gustara

Los investigadores que van
a analizar a tus células no
necesitan conocer quién
eres. Pero los encargados
del biobanco guardaremos
tu nombre y otros datos en
nuestros ordenadores.

Asi podremos seguir el
rastro de tus células y
sabremos a quién se las hemos prestado. Cuando t
también quieras saberlo, pregintaselo a tus padres y
nosotros se lo diremos. Pero cuando tengas 18 afos, tu
mismo podras llamarnos o escribirnos.

Si los investigadores encontraran algo que fuera importante
para fi, llamaremos a tus padres, se lo contaremos y
hablara/n contigo.

También podremos hacer que tus células ya no se utilicen

mas si td lo decides cualquier dia y por cualguier razén. Nos
lo pueden pedir tus padres, o {0 cuando cumplas 18 afios.

Muchas gracias
por tu participacion

Firma de la persona que ha informado

Email:

Fecha y Lugar: En a de del
Biobanco: Teléfono:
Direccion:

El copyright de estas imagenes corresponde a la empresa “23 pares ilustracionas cientificas S. L.°, quedando prohibida su reproduccion y/o uso eén cualquier forma que no sea el

propio de este infarmado, sin el

expreso de “23 pares ilustraciones cientificas 5. L'
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Episodio | Intervalo | Edad Al Via | Cantidad Cutaneo RC Asma Anafilaxia Ejercicio SAO f:(:;g;‘;
- Urticaria | - Ocular - Tos - MEG - Prurito
- AE - Nasal -Disnea | - Pérdida conciencia - Vomitos
- Prurito Macroglosia - hTA - Diarreas
- Eritema - Disfonia - Esfinteres
- Urticaria |- Ocular - Tos - MEG - Prurito
- AE - Nasal -Disnea | - Pérdida conciencia - Vomitos
- Prurito Macroglosia - hTA - Diarreas
- Eritema - Disfonia - Esfinteres
- Urticaria | - Ocular - Tos - MEG - Prurito
- AE - Nasal -Disnea | - Pérdida conciencia - Vomitos
- Prurito Macroglosia - hTA - Diarreas
- Eritema - Disfonia - Esfinteres
- Utticaria | - Ocular - Tos - MEG - Prurito
- AE - Nasal -Disnea | - Pérdida conciencia - Vomitos
- Prurito Macroglosia - hTA - Diarreas
- Eritema - Disfonia - _Esfinteres
- Urticaria |- Ocular - Tos - MEG - Prurito
- AE - Nasal -Disnea | - Pérdida conciencia - Vomitos
- Prurito Macroglosia - hTA - Diarreas
- Eritema - Disfonia - Esfinteres
- Urticaria | - Ocular - Tos - MEG - Prurito
- AE - Nasal -Disnea | - Pérdida conciencia - Vomitos
- Prurito Macroglosia - hTA - Diarreas
- Erittma |- Disfonia - Esfinteres

Anexo 11. Tabla de recogida de datos para episodios presentados de alergia alimentos
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s |
=:‘ Carlos Haya o

Seivicio de Alergolegia
HOSPITAL CIVIL

Hospital San Juan de Dios
Plaza del Hospital Civil. 29009 Malaga
Jefe de Servicio: Dr. Blanca Gémez

DATOS DEL PACIENTE:

NOMBRE. ...t sees e eeseneeon )] (CH
APELLIDOS.......oo oot TELEFONO...........

EXPLORACION FiSICA GENERAL:
ESTADO NUTRITIVO: ..o,
PIEL: oo
370107 NI
FARINGE: .......oovvvmnreinrrenereeneran.
TORAX:
& ACR: s
¢ TA: s
o PCiii,
ABDOMEN: ...................oo.

ALTURA: ... PESO: ..o IMC: i

ANTECEDENTES PERSONALES:
1. ATOPIA
¢ ASMA:SI NO
i. POLEN ACAROS HONGOS  EPITELIOS
PLUMAS

1. ¢(Desde cudndo?........cccoevvvevecnennnne.

LATEX
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e RINITIS: SI NO
i. POLEN ACAROS HONGOS  EPITELIOS LATEX
PLUMAS

1. ¢(Desde cudndo?........cccocevvveviecnennnne.

3. ¢(Inmunoterapia? SI NO

* Dermatitis atopica: SI NO
i. Numero de brotes/afio...........cccceevuereeneenne.
ii. Afio de comienzo............co.......
ili.  UItimo brote...........cooevveeevrvennenes
iv. Localizacion de lesiones............cccceeerienenenncne

v. Tratamiento........c.cccoeeveeveeveeveeneenns

2. OTROS ANTECEDENTES DE HIPERSENSIBILIDAD:
 ;Anafilaxia veneno de himendpteros? SI NO
i. APIS POLISTES VESPULA VESPA GABRO

1. ;Desde cuando?.........ccccooeverinenennnnne

* (Anafilaxia no filiada? SI NO
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1. ¢(Desde cudndo?........cccoevvveviecnennnnne.

2. (Sigue tratamiento?............ccoceevreenene
e Urticaria? SI NO

i. AGUDA CRONICA AGUDA RECIDIVANTE

1. ¢(Desde cudndo?........cccocevvviveeireennnne.

2. ¢Sigue tratamiento?...........cocevevereneene

3. ;Sabe la causa? .......ccooevevienininieieeees
* (RAM? SI NO

1. ¢Desde cudndo?........ccccooevvevenenenncnne.

2. 0C0N QUEY..c..iiieeeee e

3. (Esta diagnosticado por un alerg6logo?.........c.ccceveueeee

4. (Qué tolera?.......coeoireererieieereeenns

1. ¢(Desde cudndo?........cccoevvvevecrennnnne.
2. 5C0N qQUET..c..oiiiii e

3. (Esta diagnosticado por un especialista?...............co......

* ;Enfermedades autoinmunes? SI NO ......cccooeoivicninncnne
1. ¢(Desde cudndo?........cccocevvveveecrennnene.
2. 5C0N qQUEY..c..iiiiieeee e
3. (Esta diagnosticado por un especialista?.........................
4. ;Sigue tratamiento?.........ocooeereeereerenereieeenens
¢ Enteropatias? SI NO ....cccooviininnennne
1. ¢(Desde cudndo?........cccoevvvervecnennnne.
{CON QUi

2
3. (Esta diagnosticado por un especialista?...............cc.......
4

ANTECEDENTES FAMILIARES: ANEXO 1 (COMPLETAR UNO POR
FAMILIAR DE PRIMER GRADO DEL PACIENTE).

Anexo 12. Formulario de recogida de datos en anamnesis dirigida de alergia alimentos
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