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INTRODUCCION

En las ultimas décadas el diagndstico y el tratamiento de las enfermedades
alérgicas ha presentado importantes avances. A las pruebas cutdneas en prick con
alérgenos y a la determinacion de inmunoglobulina IgE especifica a los mismos,
se ha afiadido la proteémica aplicada a la deteccion de epitopos alergénicos, o
el diagndstico molecular por microarrays, denominado internacionalmente como
“component resolved diagnosis” o CRD. Esta tecnologia nos permite un andlisis
de hipersensibilidad in vitro a 112 alérgenos recombinantes y nativos, y decidi-
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mos implantarla en la Unidad de Investigacion del Hospital Universitario Rio
Hortega en el afio 2011.

La alergia al polen parece la patologia mds sencilla de diagnosticar por un
alergélogo. Si embargo existen casos de duda diagndstica. Gracias al CRD po-
demos saber si una determinada inmunoterapia de pélenes comercializada serd
efectiva o no por contener moléculas alergénicas reconocidas por nuestros pa-
cientes, evitando los problemas originados por pruebas falsamente positivas por
las reactividades cruzadas, (alérgenos comunes entre pdlenes y alimentos vegeta-
les) y la polisensibilizacién a diferentes especies botdnicas cuyo polen comparte
alérgenos similares.

Hay enfermedades, como la esofagitis eosinofilica, la celiaquia y la con-
juntivitis vernal, con alta incidencia en pacientes atopicos, en los que el diag-
nostico por técnicas alergoldgicas convencionales no nos ayuda. La celiaquia se
ha considerado una respuesta celular al gluten, descartando la hipersensibilidad
tipo I (mediada por IgE), por lo que la inmunoterapia especifica con alérgenos no
parecia estar indicada. Sin embargo, hay pacientes celiacos que responden con
pruebas cutdneas e IgE especifica a pdlenes de gramineas y alérgenos de cereales,
ademds de otros alimentos.

La Alergia es una especialidad que comparte conocimientos con otras es-
pecialidades. En el caso de la alergia al polen la colaboracidn con especialistas
en Palinologia, Ciencias atmosféricas, Histologia vegetal y Biologia celular, as{
como la de expertos en Inmunologia, Histopatologia y Microscopia electrénica
ha sido fundamental para realizar un diagndstico adecuado de estas patologias
polinicas controvertidas y desarrollar un tratamiento dirigido a la causa (etioldgi-
co) util y seguro para nuestros pacientes.

PUNTOS CLAVES DE LA PONENCIA

* La alergia al polen puede ser dificil de diagnosticar y se duda de que sea
un agente etioldgico a considerar en enfermedades como la esofagitis eo-
sinofilica, celiaquia o conjuntivitis vernal.

e No hay estudios publicados de diagndstico molecular con CRD en am-
plias series de pacientes con esofagitis, celiaca ni conjuntivitis vernal.

* En estas enfermedades la hipersensibilidad a alérgenos de polen es muy
prevalente.

* El diagnéstico de estas enfermedades por CRD se ha demostrado mds
eficiente que el diagndstico por prueba cutdnea (prick) y determinacién
de IgE.

e El padecer celiaquia es compatible con sufrir también hipersensibilidad
mediada por IgE, se puede asociar a hipersensibilidad a otros alimentos
aparte del gluten y mejora con inmunoterapia especifica.
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e El andlisis molecular fue ttil en la esofagitis eosinofilica para decidir
un tratamiento menos empirico (evitacién alimentaria o inmunoterapia
dirigida) y nos permitié una restriccion mas razonable de alimentos en
la dieta y una inmunoterapia dirigida a los alérgenos responsables de la
enfermedad

* La inmunoterapia especifica logré mejoria objetiva por clinica y biopsia
negativa.

KEY POINTS

e Up to date, molecular analysis or CRD with recombinant and native
allergens has not been performed in vernal conjunctivitis

e The CRD technique is more efficient in the diagnosis of vernal
conjunctivitis than skin prick tests and specific IgE.

* Molecular microarray analysis was useful in decision of the treatment,
and allowed us to make a more restricted allergen elimination and specific
immunotherapy.

e Specific immunotherapy resulted in improvement in terms of quality of
life and symptoms of vernal conjunctivitis.

Palabras Clave: Esofagitis eosinofilica, inmunoterapia alergénica, diag-
nostico molecular resolutivo, conducto polinico y biopsia.

Key words: Eosinophilic esophagitis, allergen immunotherapy, component
resolved diagnosis, pollen tube, biopsy

.QUE SE SABIA ANTES SOBRE ESTE TEMA?

Por ahora no existia tratamiento etioldgico de la esofagitis eosinofilica
(EoE). Muchos pacientes (>87%) con EoE presentan conjuntivitis, rinitis, der-
matitis atopica y asma, ademds de los sintomas tipicos de esta enfermedad (dis-
fagia e impactacidn). Las pruebas alergoldgicas de rutina no parecian ayudar al
diagnéstico y se dudaba si realmente estuviera implicada una respuesta de hiper-
sensibilidad. Se habia realizado algun intento de andlisis molecular pero en series
muy pequefias de pacientes, y no se consideré el polen detectado como agente
etioldgico. En este proyecto realizamos CRDs a 129 pacientes con EoE y ademds
un estudio riguroso y multidisciplinar de sus biopsias de eséfago durante 5 afios
de tratamiento con dieta e inmunoterapia guiada por CRDs.

WHAT IS ALREADY KNOWN ABOUT THIS TOPIC?

There is no a clear etiologic treatment for eosinophilic esophagitis. Many
patients present rhinoconjunctivitis, atopic dermatitis and associated asthma, in
addition to dysphagia and food impaction, and 87% are sensitive to aeroallergens.
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QUE ANADE ESTE TRABAJO AL CONOCIMIENTO CIENTIFICO?

Las técnicas histoldgicas usadas en mucosas humanas no son aplicables al
andlisis histoldgico vegetal. Por primera vez analizamos cientos de biopsias de
una amplia serie de pacientes con esofagitis eosinofilica (EoE) con técnicas usa-
das en andlisis histoldgico de polen y plantas y demostramos la germinacién de
polen deglutido en el 66% de las mismas midiendo la calosa del tubo polinico y
la inflamacion eosinofilica que provoca.

WHAT DOES THE ARTICLE ADD TO OUR KNOWLEDGE?

Using plant histology we found germination of pollens in 66% of biopsies in
patients with eosinophilic esophagitis and measured callose from the pollen tubes
and the eosophilinic inflammation it produced.

¢COMO PUEDE ESTE ESTUDIO MODIFICAR LAS ACTUALES GUIAS
DE MANEJO Y TRATAMIENTO?

A pesar de la controversia sobre la utilidad de las pruebas alérgicas en la
EoE, hemos encontrado que técnicas de microarrays (CRD), detectan mds alér-
genos posiblemente involucrados y ayudan a realizar una dieta de eliminacién
mds razonada, (no empirica) y una inmunoterapia con alérgenos dirigida a una
posible causa.

Para valorar la evolucién clinica del tratamiento aplicado (evitacion del ali-
mento detectado o inmunoterapia especifica), se realizd con consentimiento in-
formado biopsias endoscdpicas de eséfago en pacientes y controles y evaluacién
clinica cada 6 meses durante 5 afios. Nuestro trabajo concluye que la inmunotera-
pia y dieta dirigida logra una importante mejoria en nuestros pacientes.

HOW DOES THIS STUDY IMPACT CURRENT MANAGEMENT
GUIDELINES?

Component-resolved diagnosis-directed elimination diet and/or allergen
immunotherapy may lead to substantial improvement in patients with eosinophilic
esophagitis.

ANTECEDENTES:

La esofagitis eosinofilica (EoE) se caracteriza por disfuncion esofédgica e
histolégicamente por inflamacion eosinofilica. No existe en la actualidad trata-
miento etioldgico. El diagnéstico por CRD (Component resolved diagnosis) por
microarrays puede ser ttil para detectar los posible alérgenos involucrados e indi-
car una dieta de eliminacién e inmunoterapia mds dirigida. El andlisis histolégico
botdnico puede ser util para demostrar calosa del tubo polinico y otros productos
vegetales impactados en la mucosa esofdgica.
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BACKGROUND:

Eosinophilic esophagitis (EoE) is characterized by esophageal dysfunction
and, histologically, by eosinophilic inflammation. There is no etiologic treatment.
Component resolved diagnosis (CRD) with microarrays could detect possible
allergens involved and indicate an elimination diet and allergen immunotherapy
(AIT). Histological analysis may show callose from pollen and other plant
products in the esophageal mucosa.

METODOS:

Estudiamos la sensibilidad a alérgenos ambientales y a alimentos en 129 pa-
cientes diagnosticados de EoE. Se incluyeron 53 pacientes celiacos, 50 asmadticos
polinicos y 50 personas sanas.

Se realiz6 en todos ellos biopsia esofdgica y estudio anatomopatoldgico y
también histologico vegetal y CRD. Se decidid dieta dirigida y/o inmunoterapia
especifica de acuerdo a los resultados. Se administré inmunoterapia especifica
con alérgenos (AIT), dirigida por CRD, en 91 pacientes con EoE y dieta de elimi-
nacion en 140 pacientes (87 EoE y todos los 53 pacientes celiacos). Se midieron
valores clinicos y se repiti6 la biopsia cada 6 meses durante 3 afios de tratamiento
y 2 afios de seguimiento tras el alta.

METHODS:

129 patients with EoE were tested for environmental and food allergens.
CRD, histological and botanical analysis was performed. Clinical scores and
endoscopic biopsy were performed every six months for 3 years.

Fifty healthy patients, 50 asthmatics due to pollen and 53 celiac disease
patients were included as comparison groups. CRD-directed AIT was administered
in 91 EoE patients and elimination diet in 140 patients (87 EoE and all 53 CD
patients).

RESULTADOS:

Los CRD detectaron sensibilizacion a alérgenos en el 87.6% de pacientes
con EoE. Los alérgenos predominantes fueron el grupo 1 de gramineas 1 (55%),
proteinas trasportadoras de lipidos (LTP) de melocotdn y artemisia y avellana y
albimina de nuez (tabla 1). En celiacos se pudo demostrar ademds hipersensibi-
lidad a LTPs de trigo (Tri a 14). Se detect6 calosa del tubo polinico en el 65.6 %
de las biopsias (figuras 1,2,3)

Tras dieta de eliminacién guiada por CRD y/o AIT, 101 (78.3%) de pacien-
tes con EoE mejoraron de forma significativa (p<0.017) y 97 (75.2%) fueron
dados de alta (por biopsia negativa, ausencia de sintomas y necesidad de medica-
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cion) sin recaida durante los siguientes 2 afios (tabla 2 y figura 4). Los pacientes
tratados con AIT tuvieron mas mejoria (odds ratio 177.3, 95% CI 16.2-1939.0).

RESULTS:

CRD detected allergen hypersensitivity in 87.6% of patients with EoE. The
predominant allergens were grass group 1 (55%), lipid transfer proteins (LTP)
of peach and mugwort, hazelnuts and walnuts. Callose from pollen tubes was
found in 65.6 % of biopsies. After CRD-guided elimination diet and/or AIT, 101
(78.3%) EoE patients showed significant clinical improvement (p<0.017) and 97
(75.2%) were discharged (negative biopsy, no symptoms, no medication) without
relapse.

CONCLUSIONES:

La AIT dirigida por CRD y /o dieta de eliminacién guiada por esté método
fue eficiente en el tratamiento de pacientes con EoE y fue bien tolerada. Sélo fue
necesario retirar un mdximo de 2 fuentes alimentarias.

CONCLUSIONS:
CRD-directed AIT and/or elimination diet was efficient in treating EoE pa-
tients and was well tolerated.

TRATAMIENTO DIRIGIDO POR CRD DE LA CONJUNTIVITIS
VERNAL

TREATMENT OF VERNAL CONJUNCTIVITIS WITH ALLERGEN IM-
MUNOTHERAPY

ANTECEDENTES:

Las pruebas convencionales con alérgenos son insufucientes para clarificar
el diagndstico etioldgico de conjuntivitis vernal (VC). La técnica de Component
resolved diagnostic (CRD) por microarrays puede ser titil en detectar que molé-
culas alergénicas estdn implicadas en el proceso inflamatorio..

Evaluamos la posible hipersensibilidad alergénica realizando CRD en 14-
grima y suero de pacientes con VC y la eficacia y seguridad de inmunoterapia
especifica con los alérgenos detectados por kis arrays.

BACKGROUND:
Conjunctivitis is the first symptom of allergic disease in up to 32% of
children, mostly associated with rhinitis 3. Vernal Conjunctivitis (VC) is a form
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of chronic conjunctivitis that mainly affects children living in temperate areas
with a strong family history of allergies. It is most common in young males, and
usually occurs during spring and summer. The etiology remains unknown and in
many cases the prognosis is poor'.

Routine diagnostic tests (prick test, specific IgE determination) do not
resolve the etiologic diagnosis of VC, and therefore there is no truly specific
treatment®. Component resolved diagnosis (CRD) uses multiple molecular
microarray techniques to improve the diagnosis of allergy-related diseases for
which conventional techniques are not efficient * '8,

METODOS:

Se evaluaron 25 pacientes con VC. Los alérgenos detectados mediante CRD
fueron n Lol p 1 (11 casos), n Cyn d I (8 casos), grupo 4 y 6 de polen de grami-
neas (6 casos) y grupo 5 de gramineas (5 casos). Sin embargo, el Prick test y la
IgE solo fue positiva en un caso.

METHODS:

We have hypothesized that the localization of the hypersensitive response
in VC is responsible for the low efficacy of routine diagnostic tests. We have
designed a comparative longitudinal study .The aim of this study is to evaluate
the IgE-mediated allergic hypersensitivity to aeroallergens by CRD in patients
with vernal conjunctivitis, seasonal conjunctivitis and healthy controls.

RESULTADOS

Se pautd inmunoterapia especifica segun los resultados del CRD. Se eviden-
cié mejoria clinica en 13 de las 25 VC tras un afio de IT especifica. A los 3 afios,
los pacientes han sido dados de alta.

RESULTS

Twenty-five patients with VC were evaluated. The identified triggering
allergens were n Lol p I (11 cases), n Cyn d I (8 cases), group 4 and 6 grasses (6
cases) and group 5 of grasses (5 cases). Prick test and pollen IgE were positive in
one case. Clinical improvement was observed in 13/25 VC patients after one-year
specific immunotherapy.

CONCLUSIONES

El andlisis molecular por CRD fue mds sensible para obtener un diagndstico
en la CV.

La inmunoterapia dirigida logré mejoria en los pacientes tratados y fue bien
tolerada.
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CONCLUSIONS

CRD seems to be a more sensitive diagnostic tool compared with prick test
and IgE detection. Specific CRD-led immunotherapy may achieve clinical impro-
vements in VC patients.
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TABLAS
Tabla 1: Alérgenos detectados por CRD, Prick e IgE en > 10% de pacientes.
CRD positivos C(;:::sl ® pﬁlsiglizo Eniill‘il;l:?;i u el(g):?lfzfgilltilcsa I;r:;glz cugéggo)
n=50 n=50 n=52 n=129
pol 1 1 (2%) 36 (72%) 13 (24%) 71 (55%) 121 (43%) <0.001
nCyndl 0(0.0%) |17 (34%)| 8(15.1%) 50 (38.8%) 75 (26.6%) <0.001
nPrup3 0 (0.0%) 1 2%) 3 (5.7%) 27 (20.9%) 31 (11%) <0.001
nArtv3 0 (0.0%) 2 (4%) 4 (7.5%) 26 (20.2%) 32 (11.6%) <0.001
rCora8 0(0.0%) 2 (4%) 4 (7.5%) 24 (18.6%) 30 (10.6%) <0.001
nJugrl 0(0.0%) 3 (6%) 3 (5.7%) 23 (17.8%) 29 (10.3%) <0.001
pol 5 0 (0.0%) 6 (12%) 6 (11.3%) 16 (12.4%) 28 (9.9%) 0.08
rAnisl 2 (4%) 3 (6%) 0 (0.0%) 15 (12.4%) 21 (7.4%) 0.020
Profilina de gramin 0(0.0%) 2 (4%) 3 (5.7%) 15 (11.6%) 20 (7.1%) 0..033
Profilina de drboles 0(0.0%) 7 (14%) 3 (5.7%) 14 (10.9%) 24 (8.5%) 0.045
SPT positivos
Lo(l;;’f ;Z;’j”e 2(4%) | 4488%) |  3(5.7%) 47 (36.4%) 96 (34%) | <0.001
fi?fﬁﬂﬁfgi%‘j” 1(2%) |20 (40%)|  3(5.7%) 35 (27.1%) 59 (20.9%) | <0.001
Olea europaea 0(0.0%) |14 (28%) 0(0.0%) 22 (17.1%) 36 (12.8%) <0.001
Melocoton 0(0.0%) 3 (6%) 0(0.0%) 16 (12.4%) 19 (6.7%) 0.003
Cuppresus spp. | 0(0.0%) | 4 (8%) 0(0.0%) 15 (11.6%) 19(6.7%) | 0.006
Avellana 0(0.0%) 3 (6%) 0(0.0%) 12 (9.3%) 15 (5.3%) 0.019
Nuez 000.0%) | 2 (4%) 0(0.0%) 12 (9.3%) 14 (5%) 0.014
IgE positiva
Lolium perenne 0(0.0%) 25(50%) 4(7.5%) 23 (17.8%) 52 (18.4%) <0.001
Cynodon dactylon | 0(0.0%) |12 (24%)|  6(11.3%) 18 (14%) 36 (12.8%) | 0.004
Olea europaea 0(0.0%) 6 (12%) 1(1.9%) 16 (12.4%) 23 (8.2%) 0.01
Cupressus spp. 0(0.0%) 1 (2%) 0(0.0%) 11 (8.5%) 52 (18.4%) 0.12
Melocoton 0(0.0%) 7 (14%) 1(1.9%) 11 (8.5%) 36 (12.8%) 0.15

pol 1: Grupo 1 de polen (incluye B-expansinas n Lol p 1 de Lolium perenne 'y r Phl p 1 de Phleum
pratense). pol 4,5: Incluye r Phl p 5 ribonucleasa., n Cyn d I: Grupo 1 B-expansina de Cynodon
dactylon;n Pru p 3: Proteina trasportadora de lipidos de melocoton; r Cor a 8: Proteina traspor-
tadora de lipidos de avellana; n Art v 3: Proteina trasportadora de lipidos de artemisia, r Jug rl:
Nuez 2S Albumins, r Ani s 1. Serin-protease inhibidora de Anisakis simplex. n: native allergen. r:

recombinant allergen
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Tabla 2: Evolucion de pacientes con EoE tras dos afios de inmunoterapia
especifica y/o dieta de eliminacion.

Intervencion en No o ol Polen/
129 pacientes AIT/ no ?011: Ev1st0alf)10n ev?tglcw;(-in tubos Calosa
con EoE evitacion polinicos
AIT: 19 23 19 68 80 76
Inmunoterapia
Grupo 1 de
polen de 22 33 55 55
gramineas
Otras mezclas 1 25 25 21
de polen
Evitacion
Avellana 1
Avellana+nuez 2
Melocoton/ 16
frutas
AIT/Evitacion
Avellana 23
Avellana+nuez 22
Melocoton/ 15
frutas
Alimentos 3
marinos
Mejoria
.. . 22 14 64
51gn1ﬁcat~1va a 1(5.2%) (95.6%) (73.7%) (94.1%) 7 3
los 2 anos
Libre de 29 64
sintomas a los 1 (5.2%) (95.6%) 11(57.9%) (94.1%) 6 2

2 anos
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Tabla 3: Resultados del Component Resolved Diagnosis en Conjuntivitis

Positive arrays Healthy controls AC ve p (Chi square test)
n=50 n=50 | n=25
pol 1 1 36 11 <0.001
pol 2 0 34 2 <0.001
pol 4 0 21 3 <0.001
pol 5 0 6 5 0.009
pol 6 0 14 3 <0.001
nCyndl 0 17 9 <0.001
n Derp 1 0 1 2 0.1
n Derp2 1 1 2 0.31
rAltal 0 2 1 0.36
rAnisl 2 3 0 0.46
nPrup3 0 1 2 1
rCora8 0 2 2 0.16
nArtv3 0 2 2 0.16
VC: vernal conjunctivitis
AC: Allergic conjunctivitis
pol I Group one of pollen (include the B-expansines n Lol p I from Lolium perenne

and r Phl p 1 from Phleum pratense)

pol 4,5,6: Include r Phl p 5 ribonuclease and r Phl p 6 from Phleum pratense.

nCynd 1: Group 1 of Cynodon dactylon (Bermuda grass pollen)

n Der p I and n Der p 2: Cysteine-proteases of Dermathophagoides pteronyssinus
and farinae, respectively.

rAltal: Acidic glycoprotein of Alternatia alternata

rAnis 1: Serin-protease inhibitor of Anisakis simplex

n Prup 3: Peach lipid transfer protein

r Cora8: Hazelnut lipid transfer protein

nArtv3: Mugwort lipid transfer protein.n: native allergen. r: recombinant allergen



204

VoLUMEN 54 (2017)

FIGURAS

1A. 200 pm 1B. 200 pm

1C. 50 pm 1D. 20 pm

Figura 1: Epifluorescencia (A y B) mostrando polen, esporas y otros elementos de
plantas sobre la superficie de las biopsias de esofago tras la fijacion histologica. (C and
D): Impactacion de pollen en la mucosa esofagica mostrando epitelio escamoso dafado.

Semi-tincion con azul de toluidina. La flecha indica los tubos polinicos.
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Figura 2: A: Células epiteliales dafiadas y espacios intercelulares ampliados.
La flecha indica el tubo polinico. B: Micro-impactacion sobre todo
compuesta de gramos de pollen de la familia Poaceae infiltrando los espacios
intercelulares. Las flechas indican los caracteristicos annulus del pollen de
gramineas.
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Figura 3. La histologia humana demostrd infiltrado de eosinéfilos antes y después del tratamiento
dirigido con inmunoterapia y dieta . Se observa un descenso significativo del infiltrado eosindfilo
a los 2 afios de tratamiento. Human histology showed eosinophilic infiltration before AIT and
elimination diet with significant decrease of eosinophil infiltrate at two years.

(Antes de AIT H/E 100x, > 15 Eo/CGA: Después de AIT (H/E 40x). H/E: Hematosiline-eosine



