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ABREVIACIONES

AINEs: antiinflamatorios no esteroideos

ANF: anafilaxia

CEFA: alergia alimentaria potenciada por cofactor

DBPCFC: exposicion oral doble ciego controlada con placebo

EAACI: Sociedad Europea de Alergia e Inmunologia Clinica (del inglés, “European Academy
of Allergy and Clinical Immunology”)

ELISA: ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (del inglés, “Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay”)

EPIT: inmunoterapia epicutanea

FAMD: analisis factorial para datos mixtos

FceRI: receptor de alta afinidad de la IgE especifica

IgE: inmunoglobulina E

ITE: inmunoterapia especifica

LTP: proteinas transferidoras de lipidos

MIA: “Microarray Image Analysis”

OIT: inmunoterapia oral

PAM: particion alrededor de medoids

PCA: andlisis de componentes principales (del inglés, “Principals Components Analysis”)
PM: peso molecular

QOFC: cuasi-exposicion oral abierta (del inglés, “quasi-open food challenge”)
RC: reactividad cruzada

SAO: sindrome de alergia oral

SEAIC: Sociedad Espafiola de Alergia e Inmunologia Clinica

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico (del inglés,
“sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis”)

sIgE: inmunoglobulina E especifica

SPT: skin prick test

SLIT: inmunoterapia sublingual (del inglés, “Sublingual inmunotherapy”)
SLTP: indrome LTP

Shock ANF: shock anafilactico

TAB: test de activacion de basofilos

TLPs: taumatinas (del inglés, “thaumatin-like proteins”)
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Resumen

RESUMEN

Introduccidon: Las proteinas transferidoras de lipidos (LTP) son la causa mas frecuente de
alergia alimentaria y anafilaxia inducida por alimentos en adultos en el area mediterranea. La
variabilidad en el perfil de reconocimiento molecular frente a estas proteinas, asi como los
distintos patrones de reactividad cruzada entre ellas, la gran heterogeneidad y los distintos
grados de gravedad de la expresion clinica, hacen necesaria la realizacion de estudios en nuestra
poblacién para identificar fenotipos clinicos con caracteristicas definidas, asi como marcadores
pronosticos que nos permitan un manejo diagndstico y terapéutico éptimo de estos pacientes.
Ademas, a pesar de la elevada frecuencia de alergia alimentaria por sensibilizacion a LTP en
nuestro medio, actualmente no disponemos de protocolos estandarizados ni recetas validadas
para realizar pruebas de exposicion controlada para su correcto diagnostico. El objetivo
principal de este estudio fue identificar fenotipos clinicos y/o moleculares que pudieran predecir

la gravedad de las reacciones alérgicas de los pacientes tras consumir el alimento responsable.

Meétodos: Se incluyeron pacientes adultos con sensibilizacion a LTP de melocotdn, determinada
por pruebas cuténeas positivas a extracto de LTP purificada e IgE especifica a Pru p 3 mayor o
igual a 0.1 kU/l. Se recogieron las variables demogréficas, las caracteristicas de la primera
reaccion alérgica presentada tras la ingesta de un alimento vegetal y la tolerancia a alimentos
vegetales previamente incluidos en un cuestionario. Se determinaron los valores séricos de IgE
total e IgE especificas a extracto completo de melocotdn, rPru p 3 y a los alimentos con los que
hubieran presentado clinica alérgica, ademas de IgE especifica a los alérgenos individuales
contenidos en ImmunoCAP ISAC®. Se considerd que un paciente presentaba sindrome LTP
(SLTP) cuando presentaba sintomas con dos o mas grupos de alimentos vegetales
taxonémicamente distantes. A un subgrupo de pacientes se les realiz6 prueba de exposicion
controlada con placebo y/o prueba de frotamiento o “rubbing test” con un protocolo e
interpretacion de los resultados estandarizados. La receta de enmascaramiento utilizada fue
disefiada y validada por medio del test del triangulo y un test binomial exacto en voluntarios
sanos. Con las tablas de frecuencia de las variables evaluadas se realizaron analisis de
agrupaciones (“cluster”) que permitieran identificar caracteristicas comunes de los diferentes
fenotipos. Con el objetivo de evaluar si las diferentes variables clinicas y de laboratorio se
podian agrupar en “clusters” diferenciando fenotipos, se llevd a cabo un analisis de

conglomerados y el método “Particion Alrededor de Medoids” (PAM).

Resultados: Se incluyeron 306 pacientes, de los que un 84% fueron diagnosticados de SLTP.
La mayoria de los pacientes estaban polisensibilizados a neumoalérgenos, siendo los polenes
mas frecuentes los de platano de sombra y artemisia. Globalmente la forma de presentacion mas
frecuente fue el sindrome de alergia oral (SAQ) y en un tercio de los casos la reaccion se

produjo en presencia de cofactores.
13



Resumen

Los alimentos principalmente implicados en este SLTP fueron: el melocotdn, que produjo sobre
todo urticaria de contacto, la nuez, que indujo sintomas de anafilaxia y la lechuga, méas

frecuentemente relacionada con reacciones exacerbadas por cofactor.

La gravedad de las reacciones y la edad de presentacion de los sintomas se relacionaron de
manera significativa con el alimento implicado en la primera reaccién alérgica, predominando
las reacciones locales en la infancia cuando era el melocotdn y las reacciones sistémicas en la

edad adulta con cualquier otro alimento vegetal.

Las LTP reconocidas con mayor frecuencia por los pacientes con SLTP, fueron la de melocotdén
(Pru p 3), nuez (Jug r 3) y polen de platano de sombra (Pla a 3). La forma de presentacién
clinica sistémica se asocié significativamente con mayor ndmero de LTP positivas y con

positividad para la LTP de polen de platano de sombra (Pla a 3) y artemisia (Art v 3).

La receta a base de zumo comercial de melocotén fue validada en un grupo de 32 voluntarios
sanos y posteriormente utilizada en la prueba de exposicion oral enmascarada con placebo en un
subgrupo de 25 pacientes del estudio. La realizacién segin un protocolo estandarizado permitié
confirmar el diagndstico en un 72% de la muestra, con dosis acumuladas en torno a 281.19ug y
845.91ug de Pru p 3, y descartar alergia a melocotén en el momento de la prueba en 7 pacientes
(28%).

Se pudieron identificar diferentes “clusters” en funcion de si se analizaban los alimentos
implicados, la clinica de debut de la alergia alimentaria y la del momento del estudio o los
resultados de IgE total, IgE especifica frente a extractos completos y frente a alérgenos
individuales. El analisis de las variables clinicas y de los alimentos permitié diferenciar 2
“clusters”. El “cluster” 1 se caracterizaba por presentar reacciones mas graves al debut y en el
momento del diagnéstico con un mayor nimero de alimentos vegetales, principalmente nuez,
pipa de girasol, castafia, cacahuete, guisante y altramuz. En este grupo el alimento responsable
de la primera reaccion no acostumbraba a ser melocotdn, mientras que en el “claster” 2 los
pacientes acostumbraban a presentar reacciones leves con un menor ndmero de alimentos

vegetales y debutaban con alergia a melocoton.

Conclusiones: En alergia a LTP de pacientes adultos de nuestra area de influencia se
diferencian dos “clusters” de pacientes con caracteristicas diferenciales, uno leve, de debut con
melocoton y otro grave, con inicio como clinica sistémica con mdltiples alimentos vegetales.
Ademas, se ha validado la primera receta con zumo de melocoton comercial, cuantificado en
Pru p 3 para pruebas de exposicion oral con melocotdn controladas con placebo y se ha
demostrado la utilidad de un protocolo estandarizado para interpretar los resultados de dicha

pruebay el test de frotamiento o “rubbing test”
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Abstract

ABSTRACT

Background: Lipid transfers proteins (LTP) are the main cause of food allergy and food-
induced anaphylaxis in adults in the Mediterranean area. The high variability of their molecular
recognition profile and the differents patterns of cross-reactivity between them, as well as the
wide heterogenicity and ranges of severity of their clinical expression, make necessary studies
in our population in order to identify clinical phenotypes and prognostic biomarkers to allow
clinicians to improve diagnostic accuracy and therapeutic management. Despite the major
importance of lipid transfer protein (LTP) allergy in our area, to date peach recipes for oral food
challenges and standardize protocols to its interpretation have not yet been standardized nor
validated. The aim of this study was to identify clinical and/or molecular phenotypes that could

predict the severity of allergic reactions from patients after consuming the culprit foods.

Methods: Sensitized adults to LTP from peach were included determined by positive skin prick
test to commercial purified peach LTP extract and specific IgE to Pru p 3 equal or greater than
0.1 Ku/L. Demographic data and clinical features of the first allergic reaction upon plant-foods
ingestion and tolerance to predefined plant-foods were collected. Total IgE, specific IgE to
peach, Pru p 3 and to any plant-foods which patients referred symptoms and all individual
allergens included in ImmunoCAP ISAC® were determined in all patients. They were
considered as having an LTP syndrome (LTPS) when they showed clinical reactivity to two or
more groups of taxonomically distant plant-derived foods known to contain LTP. A subgroup of
patients underwent to double-blind placebo controlled peach challenge and/or peach rubbing
test by means a standardized protocol and interpretation of the results. The masking recipe was
designed and validated by means of a triangle sensory test and binomial exact test in healthy
volunteers. Frecuency tables from the variables evaluated were used to carried out “clasters”
analysis that allowed to identify common characteristics of the different phenotypes. In order to
evaluate if the different clinical and laboratory variables could be grouped into “clasters”
differentiating phenotypes, a “claster” analysis and the Partition Around Medoids (PAM)

method were carried out.

Results: 306 patients were included, which 84% were diagnosed of LTPS. Most patients were
polysensitized to aeroallergens, being plane tree and mugwort pollen the most frequent. Overall
the most common clinic expression was oral allergy syndrome (OAS) and in one third of

patients the reaction was produced by the presence of cofactors.

The foods mainly implicated in this LTPS were: peach, that produced primarily contact
urticaria, walnut that induced anaphylaxis and lettuce, mostly related in reactions induced by

cofactors.
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Abstract

Reactions severity and the age of clinical appearance were significantly related with the culprit
plant food of the first allergic reaction, mainly local reactions in the childhood when was the

peach and systemic reactions in the adulthood with any other plant food.

The most common LTP recognized by LTPS patients were those from peach (Pru p 3), walnut
(Jug r 3) and plane tree pollen (Pla a 3). The systemic clinical presentation is significantly
associated with higher number of positive LTPs and positivity to LTPs from plane tree pollen
(Pla a 3) and mugwort (Art v 3).

The commercial peach juice recipe was validated in a group of 32 healthy volunteers and
subsequently used in the masked oral food challenge with placebo in a subgroup of 25 patients
from the study. The performance with a standardized protocol allowed to confirm the diagnose
in a 72% of the sample, with cumulative dose around 281.19ug and 845.91ug of Pru p 3, and
rule out peach allergy by the time of the oral challenge in 7 patients (28%).

Several “clusters” could be identified depending on the analysis of the food involved, the first
clinical reaction, clinical presentation in the moment of the study and the results from total IgE,
specific IgE to whole extracts and individual allergens. The clinical and food variables analysis
allowed to differentiate 2 “cltsters™. “cluster” 1 was carecterized by first clinical reactions more
severe and more reactions in the moment of diagnosed with a greater number of plant food,
maninly walnut, sunflower, chestnut, peanut, peas and lupine. In that group the plant food
involves in the first allergic reaction used not to be peach, while in “cluster” 2 patients used to

suffer mild reactions with a lower number of plant food and they debuted with peach.

Conclusions: 2 “cluasters” of patients can be differentiated in LTP allergy in adults in our area
of influence with spreads features, one “mild” with peach as debut food, and other “severe”,
starting with systemic reactions with multiple plant foods. Besides, the first commercial peach
juice recipe has been validated, quantified in Pru p 3 to perform placebo controlled oral food
challenges and it has been demonstrated the utility of a standardized protocol to interpret the

results of oral challenges and rubbing test.
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Introduccion

INTRODUCCION

1. Alergia a alimentos

El término alergia a los alimentos se refiere a una respuesta clinica en la que se puede
demostrar una respuesta inmunoldgica dirigida frente a un alimento (1). En el pasado ha
existido cierta confusion respecto al concepto de alergia alimentaria que ha ido evolucionando
con el tiempo hasta que en el afio 2001 la Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica
(EAACI) publicé un documento de posicion en el que revisaba la nomenclatura de las
reacciones alérgicas basada en los mecanismos fisiopatoldgicos denominando
“Hipersensibilidad a alimentos” a cualquier reaccion adversa a alimentos y “Alergia a
alimentos” a aguella reaccién en la que se demuestra la implicacion de un mecanismo
inmunoldgico especificando si es IgE mediada “Alergia a alimentos IgE mediada” (2).
Posteriormente esta nomenclatura fue revisada y avalada en 2003 por el Comité de Revision de
Nomenclatura de la Organizacion Mundial de Alergia (WAO)(3).

En 2010 Boyce y colaboradores (1) del Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades
Infecciosas (NIAID) de EEUU propusieron una actualizacién de la clasificacion de las
reacciones adversas a alimentos definiendo la alergia alimentaria como “efecto adverso en la
salud que surge de una respuesta inmunoldgica especifica que se produce tras la exposicién al
alimento”. Estos autores clasificaron las reacciones en cuatro tipos dependiendo del mecanismo

inmunoldgico implicado:

1. Mediadas por IgE: sindrome de alergia oral, urticaria y anafilaxia

2. No mediadas por IgE: enteropatia inducida por proteinas de la dieta 'y
enfermedad celiaca
Mixtas: gastroenteritis eosinofilica

4. Mediada por células: dermatitis de contacto alérgica

Por otra parte, las reacciones adversas no inmunomediadas también conocidas como
intolerancias alimentarias incluyen: mecanismos metabdlicos debido a defectos de enzimas
involucradas en el metabolismo del alimento (intolerancia a la lactosa), la accion farmacoldgica
de compuestos quimicos presentes de forma natural o afiadida al alimento (cafeina), reacciones
por la presencia de toxinas en el alimento por manipulacién incorrecta (escombroidosis) y otros
mecanismos idiopéticos o indefinidos (sulfitos) (Figura 1). Es importante conocer estas

diferencias ya que en algunas ocasiones estas reacciones pueden simular reacciones alérgicas.
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Reacciones Adversas a Alimentos

. No inmunomediadas
Inmunomediadas Intolerancias alimentarias

=

OXi iopaticas,
IgE No IgE Mixta (IgE y Mediadas Metabdlicas Farmacolégicas Toxicas :(rj]deri‘inidas
mediada mediada no IgE por células Escombroidos
urticaria FPIES mediada) Dermatitis Intolerancia a Cafeina Sulfitos
aguda, Celiaguia Gastroenteritis de contacto la lactosa
SAO eosinofilica alérgica
—

Abreviaciones: SAO: Sindrome de alergia oral; FPIES: enteropatia inducia por proteinas de la dieta.

Figura 1. Tipos de reacciones adversas a alimentos (Modificada de Boyce y colaboradores) (1).
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El presente trabajo se centra en el estudio de la alergia a los alimentos en adultos
mediada por IgE que se caracteriza por la aparicion de sintomas cutaneos (urticaria y
angioedema), respiratorios (rinitis, conjuntivitis y/o asma) o gastrointestinales (dolor abdominal,
diarrea y/o vomitos) generalmente durante las 2 horas siguientes tras la ingestion o exposicién
al alimento desencadenantes y la presencia de IgE especifica contra el alimento determinada por
pruebas de sensibilizacion “in vivo” (pruebas cutaneas) y/o “in vitro” (determinacién de IgE

especifica en suero).

1.1. Epidemiologia

Actualmente la alergia alimentaria supone un importante problema de salud publico que
afecta tanto a nifios como adultos y cuya prevalencia va en aumento (1). Ademas, la alergia
alimentaria afecta a la calidad de vida y al bienestar psicolégico de las personas que la padecen
y sus cuidadores, y supone un importante una importante carga social y econémica de los paises
desarrollados (4)(5)(6).

Los datos disponibles sobre prevalencia de la alergia a los alimentos varian segin la
definicion de alergia alimentaria, la metodologia del diagndstico, la poblacion de estudio, las

variaciones geogréficas, la edad, la raza, la etnia y los habitos dietéticos (6)(7)(8).

Segln una revision sistematica y metaanalisis de la literatura realizada por la Sociedad
Europea de Alergia e Inmunologia Clinica (EAACI), se estima que la alergia alimentaria afecta
aproximadamente a un 6% de la poblacidn europea y que su prevalencia ha aumentado en las

Gltimas décadas (9).

El estudio epidemioldgico realizado en Espafia por la Sociedad Espafiola de Alergia en
2015 (Alergologica 2015) (10), revel6 que la prevalencia de alergia a los alimentos entre los
pacientes que acuden por primera vez a Consultas de Alergia es del 11,4% (IC 95%:10,3-
12,6%), siendo la quinta enfermedad en orden de frecuencia de las diagnosticadas por
especialistas en Alergia de nuestro pais. El estudio alergoldgico realizado con la misma
metodologia en sus tres ediciones Alergoldgica 92, 2005 y 2015 pone de manifiesto que la
alergia a alimentos se ha triplicado en nuestro pais, pasando de una prevalencia de 3,6% en 1992
al 7,4% en 2005 y al 11,4% en 2015 (10).

La alergia a alimentos varia segun la edad y el sexo, siendo mas frecuente en nifios que
en adultos. Durante la edad peditrica afecta mas a nifios que a nifias, pero en la edad adulta la
alergia alimentaria es mas frecuente en mujeres, sugiriendo influencias genéticas o

endocrinoldgicas como posible causa (6)(10).
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Los alimentos mas frecuentemente implicados en la alergia alimentaria en el estado
espafiol segin los datos obtenidos en Alergoldgica 2015 son la leche y el huevo en nifios,
mientras que en adultos son las frutas y los frutos secos (10), siendo las roséceas las frutas que
mas reacciones alérgicas produjeron (59,4%). Estos datos son consistentes con los obtenidos en
el ”Proyecto Cibus”, el primer estudio epidemiolégico realizado en Catalufia por Sanchez-L6pez
y colaboradores (11). En el &rea mediterrdnea se considera que el melocotdn es la principal
causa de alergia alimentaria en adultos y en concreto debido a la sensibilizacion a su proteina
transferidora de lipidos (LTP), Pru p 3 (12).

Entre los factores de riesgo asociados con el desarrollo de alergia a alimentos hay
numerosos descritos, destacan factores ambientales y socioecondmicos (estilo de vida
occidental), menor exposicién a productos microbianos, alteraciones en la composicion de la
microbiota, historia familiar previa de alergia (la herencia materna presenta mayor riesgo que la
paterna), factores genéticos (mutaciones en el gen de la filagrina, asociaciones familiares y
polimorfismos HLA), interacciones del genoma con el medio ambiente como mutaciones
epigenéticas, presencia de otras condiciones de atopia (dermatitis atdpica), deficiencia de
vitamina D, edad de exposicion a los alimentos, incremento en la edad materna, la etnia
(presentan mas riesgo las razas no caucasicas y la raza negra de origen no hispano) y el sexo,
como se ha comentado previamente (6)(13)(7)(8). Los cambios epigenéticos regulan la
adaptacion gendmica a factores ambientales, siendo el mas conocido la hipermetilacion de ADN
que puede inducir cambios en la funcion del ADN modificando su expresion génica que pueden
ser transmitidos de una generacién a otra (efectos transgeneracionales). Recientemente se ha
relacionado la metilacion de la interleuquina IL-17A con el desarrollo de alergia alimentaria

sugiriendo que tenga un papel clave como mediador regulando procesos inflamatorios (14).

1.2. Fisiopatologia

Cuando una proteina alimentaria (alérgeno) se pone en contacto con el sistema inmune
en individuos genéticamente predispuestos, dependiendo de la estructura del alérgeno y de la
presencia de los factores de riesgo previamente descritos, asi como del tipo de citoquinas del
medio que actian como inmunomoduladores, los linfocitos T virgenes (ThO) se diferenciaran a
células efectoras dando lugar a tres posibles respuestas por parte del huésped: tolerancia, alergia
IgE mediada o alergia no IgE mediada (Figura 2)(7). A continuacién, se detallaran en
profundidad los procesos de tolerancia oral y generacion de alergia alimentaria mediada por
IgE.
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Figura 2. Vias inmunoldgicas tras el contacto con un antigeno (Modificado de Moore y

colaboradores (7)).

1. Tolerancia oral: en condiciones normales, la exposicién a antigenos de
alimentos desencadena un mecanismo inmunoldgico de hiporrespuesta conocido como
tolerancia oral. Una poblacion especifica de células dendriticas (DCs) reconoce e internaliza al
antigeno y migran hacia los nodulos linfaticos para la presentacion del antigeno a linfocitos T
virgenes (Th0) promoviendo su diferenciacion a células T reguladoras (Treg), que a través de la
secrecion de interleuquina 10 (IL10) y factor de crecimiento transformante beta (TGF-B)
suprimen las respuestas inmunes efectoras celulares CD4*y CD8*, generando tolerancia (figura
3). Se ha demostrado que entre los componentes del sistema inmune que presentan un
importante papel en la induccién de la tolerancia oral se encuentran las células T reguladoras
(Foxp3+), células T y8, células natural killer (NK) y citocinas como la linfopoyetina estromal
timica (TSLP), asi como el epitelio de la mucosa del intestino grueso (15)(16)(17)(18)(8).
Actualmente se cree que la alergia alimentaria es el resultado de la pérdida de tolerancia oral o
del fracaso del proceso de induccion de tolerancia, aunque se desconoce cuando y en qué
eslabdn se produce esta pérdida (16)(18)(8).
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Figura 3. Reconocimiento del antigeno y Tolerancia Oral (Modificada de Moore y

colaboradores(7)).

2. La pérdida de tolerancia oral conduce a la sensibilizacion del alimento. El
aumento de permeabilidad entre las células epiteliales (CE) de la mucosa intestinal permite el
acceso de alérgenos al interior del organismo. Las CE producen citoquinas como la TSLP, IL-
33 y IL-25 que provocan un cambio del fenotipo de las células dendriticas (DCs) hacia DCs
proinflamatorias, activando a las células innatas linfoides (ILCs) y promoviendo una respuesta
inmune tipo 2 (T2). Las DCs proinflmatorias capturan el antigeno alimentario y migran hacia el
noédulo linfatico donde son presentados a linfocitos T virgenes (ThQO) en presencia de
mediadores T2 (IL-4) para promover el desarrollo de linfocitos Th2, que a su vez segregan
citoquinas adicionales de tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-13) que a su vez promueven el cambio de
células B hacia el isotipo productor de IgE especifica frente al antigeno. En esta fase no se
producen manifestaciones clinicas, sino que la generacién de IgE especifica frente al alimento al
que se ha expuesto el sujeto y su union a receptores en células efectoras en los tejidos como
mastocitos y basofilos constituye el proceso denominado sensibilizacion (18)(8).

3. Tras exposiciones antigénicas repetidas cuando el sujeto ingiere el alimento al
que previamente se ha sensibilizado, la unién de dicho alérgeno al menos a dos moléculas de
IgE acopladas a receptores de alta afinidad para IgE en superficie de los mastocitos y baséfilos

puede activarlos y desencadenar una cascada de interleuguinas T2 (IL-4, IL-5 e IL-13) y
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liberacion de mediadores inflamatorios como la histamina, prostaglandinas (PGD2),
leucotrienos (LC) y triptasa que producen una respuesta tisular responsable de los sintomas
clinicos en piel, mucosas y otros tejidos tipicas de las reacciones alérgicas que se producen entre
pocos segundos tras la ingestion del alimento hasta 1-2 horas (figura 4) (7)(18). Es importante
distinguir entre el concepto de sensibilizacion a un alimento (generacion de anticuerpos IgE
especificos sin manifestaciones clinicas tras su ingestion) y alergia a dicho alimento (presencia
de anticuerpos especificos a un alimento especifico y reactividad clinica tras su ingestion) ya
que se estima que so6lo entre un 30-40% de los pacientes sensibilizados a un alimento presentan

manifestaciones clinicas tras la ingestion de dicho alimento (7).

Figura 4. Fracaso de tolerancia
Oral y Sensibilizacion alergénica

IL-33

(Modificada de Moore y

, Mastocito colaboradores (7)).

Y

<>{l)
S e Basdfilo

IL4, IL-5, IL-13

Nodulo linfatico

1.3. Vias de sensibilizacién

Actualmente se conocen tres vias de sensibilizacion por las que un antigeno puede ser

reconocido por el sistema inmune del sujeto:

e Gastrointestinal.

La sensibilizacion primaria al alimento se produce través de la mucosa del tracto
digestivo y se conoce como Alergia Alimentaria de Clase I (15)(19). Los antigenos que con
mas frecuencia generan este tipo de alergia en adultos en el area mediterranea son las proteinas
transferidoras de lipidos (LTP). Se han descrito varios factores que pueden facilitar la entrada
del antigeno a través del epitelio al alterar la funcidn de barrera del intestino como la disfuncion

de las uniones estrechas que unen las células epiteliales, el tipo de alérgeno, la disminucion del
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ph gastrico (con la toma de inhibidores de la bomba de protones), la composicién de la
microbiota comensal y la madurez tanto del sistema inmune como del tracto digestivo, como
sugieren algunos estudios epidemioldgicos al presentar mayor tasa de alergia alimentaria los
nifos que los adultos (16)(20)(21).

e Viaarea.

Se produce por la sensibilizacién primaria de aeroalérgenos por la via respiratoria y como
consecuencia de un mecanismo de reactividad cruzada entre alérgenos inhalantes y sus
homologos alimentarios se produce una sensibilizacién secundaria que puede producir sintomas
a nivel del tracto digestivo tras la ingestion del alimento. Este fendmeno es el responsable del
denominado “Sindrome polen-alimentos™, y constituye la Alergia Alimentaria de Clase II.
Caracteristicamente los sintomas digestivos suelen producirse afios después de la sensibilizacién
respiratoria y éstos suelen ser leves y confinados a la cavidad oral como el sindrome de alergia
oral (SAQ), aungue también se han descrito reacciones sistémicas graves como anafilaxia. Este

tipo de alergia alimentaria es mas frecuente en la edad adulta (19)(15)(20)(13).

e Cutanea

Recientemente se ha propuesto la piel como una tercera via de sensibilizacion a alérgenos
alimentarios. Estudios en modelos murinos de alergia alimentaria han demostrado que la
sensibilizacion epicutanea a ovoalbumina conlleva a la expansion de la respuesta inmune
mediada por IgE a los mastocitos en el tracto intestinal pudiendo inducir reacciones alérgicas tas
la ingestion de dicha ovoalblimina. Las mutaciones en el gen de la filagrina que alteran la
integridad de la barrera epitelial de la piel se ha descrito que favorecen la sensibilizacidn
alérgica a través de la piel en pacientes con dermatitis atdpica. Por ejemplo en estos pacientes se
ha observado un incremento en la prevalencia de alergia al cacahuete tras el uso de ungientos
que contenian aceite de cacahuete (20)(13)(7). En un estudio realizado por Cuesta-Herranz y
colaboradores en una cohorte espafiola de pacientes alérgicos al melocotdn, la urticaria de
contacto a la piel del melocotdn fue la segunda manifestacion clinica mas frecuente después del
SAO (22).
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1.4. Alérgenos alimentarios

Aunque cualquier alimento puede desencadenar una respuesta alérgica, relativamente
pocas familias de proteinas son responsables de la mayoria de las reacciones alérgicas por
alimentos (16). Aunque existen excepciones, los alérgenos alimentarios se pueden dividir en dos

clases principales en funcion del mecanismo por el que inducen la sensibilizacion alérgica:

e Alérgenos alimentarios tipo 1

La mayoria de los alérgenos alimentarios de clase 1 son glicoproteinas con un tamafio
de entre 10 a 70kDa, solubles en agua, termoestables y resistentes a la accién del pH &cido
gastrico y a la accion de las enzimas proteoliticas del tubo digestivo y a detergentes, como las
sales biliares. Estas caracteristicas les capacitan para poder sensibilizar via digestiva por lo que
se les ha denominado “alérgenos completos” y son los responsables de inducir una alergia
Alimentaria de Clase I. Pertenecen a este grupo de alérgenos las proteinas de almacenamiento
de semillas y las LTP (19)(15)(16)(23).

e Alérgenos alimentarios tipo 2

Se trata de alérgenos labiles a altas temperaturas y sensibles al pH acido gastrico y a la
accion proteolitica de las enzimas del tracto digestivo, no siendo capaces de sensibilizar por via
digestiva, por lo que se han denominado “alérgenos incompletos”. Suelen inducir la
sensibilizacion primaria por via inhalada e inducen sintomas tras la ingestion de alimentos por
reactividad cruzada desencadenando una alergia de clase 2 con sintomas mayoritariamente leves
en la cavidad oral (SAO). A este grupo pertenecen la familia de las profilinas y los homdlogos
de Bet v1 (15)(24)(23).

1.5. Manifestaciones Clinicas de la Alergia a los Alimentos mediada
por IgE

La alergia alimentaria es una entidad con una presentacion clinica muy heterogénea,
pudiendo distinguir entre individuos con sensibilizacion asintomatica y sintomaticos. Entre los
pacientes sintomaticos, no existe una sintomatologia patognomdnica de la alergia alimentos,
sino que la presentacidn clinica del sujeto puede presentar un amplio espectro de sintomas desde
leves hasta reacciones graves como anafilaxia (25), que clasicamente aparece desde pocos
minutos hasta 1 6 2 horas tras la ingesta del alimento, aunque pueden presentarse hasta 4-6

horas tras la ingesta (26)(25). En un estudio epidemiolégico realizado en Espafia (Alergoldgica
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2015), la forma clinica mas frecuente de presentacion en los pacientes alérgicos a alimentos

fueron las manifestaciones cutaneas (57.9%), seguidas por el sindrome de alergia oral (37.2%) y

los sintomas digestivos (19.1%) (10). Estos datos son similares a los descritos en Catalufia,
siendo el sintoma mas frecuente la urticaria (48.2%), seguido del SAO (25.6%) (11).

Manifestaciones cutaneas

Como se ha detallado previamente, las manifestaciones cutaneas son la forma
de presentacion mas frecuente de la alergia alimentaria e incluyen el: prurito, eritema,
urticaria aguda y/o angioedema (15)(26). La urticaria puede ser provocada no solo tras
la ingestién del alimento, sino por el roce o contacto directo del alérgeno en la piel
previa sensibilizacion, denominada “urticaria de contacto inmunoldgica” (27) como
ocurre en algunos sujetos tras manipular la piel del melocotdn en areas mediterraneas, o
indirecto con el alimento, o incluso sus particulas volatiles. Una fuente de exposicion
cutanea accidental con alimentos en los pacientes alérgicos lo constituyen los contactos
interpersonales, sobre todo en la infancia, a través de besos, caricias o partes expuestas

de la persona que cocina o manipula alimentos (24)(25).

Sindrome de Alergia Oral (SAO)

Consiste en la aparicion de prurito orofaringeo, del paladar y/u ético, con o sin
lesiones peribucales y/o ligero edema de labios y es la forma de presentacién tipica del
sindrome polen-alimentos tras la ingestién de alimentos vegetales crudos. Los sintomas
suelen aparecer dentro de los 15 minutos tras la ingestion del alimento como sintoma
aislado, que desaparece de forma espontanea, o acompafiado de otros sintomas
sistémicos (24)(25).

Sintomas respiratorios

La manifestacion de rinitis, conjuntivitis, dificultad respiratoria por edema de
via aérea y/o broncoespasmo de forma aislada como expresion de alergia alimentaria es
infrecuente. Estos sintomas suelen aparecer en el contexto de una reaccion sistémica
grave. Los alimentos también pueden producir sintomas respiratorios por inhalacién de
proteinas volatiles (vapores de coccidn, olor, pulverizacion) en &mbitos domeésticos, en
actividades profesionales, por contaminacion ambiental, en transportes o restaurantes
(25).
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e Sintomas gastrointestinales

Incluyen la disfagia, la dispepsia funcional, la epigastralgia, el dolor abdominal célico,

la distension abdominal, el meteorismo, las nauseas, vémitos y/o diarrea.

e Anafilaxia

La anafilaxia es una reaccion alérgica sistémica grave de instauracion rapida y
potencialmente mortal que ocurre de forma subita tras el contacto con una sustancia alérgica
(28). Es la manifestacion mas grave de la alergia alimentaria y se produce tras una
liberacion generalizada de mediadores de mastocitos y basofilos después del contacto con el
alérgeno, tanto en la piel (eritema, prurito generalizado, urticaria aguda y/ angioedema)
como en otros oOrganos, gastrointestinal (disfagia, nauseas, vomitos, diarrea, dolor
abdominal tipo cdlico), respiratorio (rinitis, conjuntivitis, disnea, tos, disfonia, sibilancias,
broncoespasmo, estridor, disminucién del pico de flujo espiratorio, hipoxemia) o
cardiovascular (disminucion de la presién arterial, mareo, sincope, dolor toracico, parada
cardiaca). De forma menos frecuente, puede aparecer incontinencia urinaria, contracciones
uterinas, metrorragia, disminucion del estado conciencia o0 sensacién de muerte inminente.
Cuando existe afectacion cardiovascular con hipotensién se denomina shock anafilactico.
La afectacion cutanea es la mas frecuente y orientativa para el diagnostico, pero puede estar
ausente hasta en un 20% de los casos (29). Se estima que el 0.3% de la poblacion europea
presentara anafilaxia por cualquier causa en algin momento de su vida (30). En los Gltimos
10-15 aflos se ha producido un aumento de 5 a 7 veces en el nimero de admision por
anafilaxia en los hospitales, sin embargo la mortalidad ha permanecido estable siendo de
0.35-1.06 de muertes por millon de personas y afio (31). En Espafia, segin los datos
publicados en Alergoldgica 2015 (10) un 12.1% de los pacientes presentd anafilaxia, sin
cambios respecto a los resultados obtenido en Alergoldgica 2005. Los alimentos son una de
las causas mas frecuentes de anafilaxia, ocupando el primer lugar en algunas series como
ocurre en el &rea mediterranea, donde la sensibilizacién a LTP de alimentos vegetales es la

causa mas frecuente de anafilaxia (24).

¢ Anafilaxia por alimentos potenciada por cofactor

En ocasiones los alimentos no son capaces de inducir una reaccion alérgica por si solos
o los sintomas que producen son muy leves, mientras que en presencia de determinados
cofactores, entre dos horas antes y cuatro horas después de la ingestion del alimento
culpable, son capaces de inducir una reaccién alérgica o aumentar su gravedad (32). Es muy

tipico de esta entidad que los pacientes toleren el alimento implicado en ausencia de dichos
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cofactores. Diversos estudios sugieren que los cofactores estan implicados hasta en un 30%
de las reacciones anafilacticas en adultos (33)(34). Se han propuesto varios mecanismos no
excluyentes como responsables de dicho fendmeno como el aumento de la biodisponibilidad
del alérgeno y disminucion del umbral de activacion celular (mastocitos y basofilos) (32).
Los cofactores descritos como mas importantes son los antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs), el ejercicio fisico, la ingesta de alcohol, la menstruacion, el estrés o cualquier

combinacion de los anteriores (33).

Una de las entidades mejor estudiadas en este grupo es la anafilaxia por ingesta de trigo
dependiente de ejercicio, cuyo alérgeno mas frecuentemente implicado es la ®-5-gliadina
(Tri a 19). Sin embargo las proteinas transferidoras de lipidos (LTP) son los alérgenos mas
frecuentemente implicados en las reacciones anafilacticas potenciadas por cofactor en el

area mediterrénea (32).

1.6. Factores que influyen en la gravedad de las manifestaciones
clinicas de la alergia a los alimentos

Los datos actuales sugieren que la proporcién de reacciones alérgicas desencadenadas
por alimentos que resultan en una anafilaxia varia ampliamente entre 0.4 y 39.9% (30). A su
vez, la evidencia sugiere gue la mayoria de reacciones anafilacticas inducidas por alimentos no
son potencialmente mortales. De hecho, en una revisién sistematica reciente se estima que la
incidencia de anafilaxia potencialmente mortal en individuos alérgicos a alimentos es de 1.81
por millon persona-afio (35). Todo ello indica la existencia de factores que pueden contribuir a
aumentar la gravedad de la reaccion. Turner y colaboradores (36) han propuesto una

clasificacion de estos factores en cuatro grupos (Figura 5):

1. Factores relacionados con el alérgeno:

o Dosis de alimento: cada paciente tiene una dosis umbral especifica para cada
alimento con la que presentan manifestaciones clinicas, la cual puede variar con
el tiempo y con la presencia de otros factores concomitantes (25).

o Ruta de exposicién al alimento: generalmente la exposicion a un alimento via
oral genera reacciones mas graves que por contacto con la piel.

o Estructura molecular del alérgeno: los alérgenos alimentarios completos, como
las proteinas transferidoras de lipidos (LTP), se asocian mas con reacciones

graves.
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o La alergenicidad del alimento puede variar dependiendo de su procesamiento,
preparacion, manipulacion y matriz en la que se consume. Por ejemplo, los
productos cocinados se suelen tolerar mejor que los crudos en las reacciones por
alergia alimentaria de tipo Il. Los productos horneados se toleran mejor en
pacientes alérgicos a la leche y el huevo. Las grasas pueden inhibir la unién de
la IgE al alimento.

o Niveles de IgE especifica al alimento en sangre y su afinidad de union al
alérgeno.

o Capacidad inmunogénica del alérgeno para inducir respuestas inmunes celulares

en el sujeto.

2. Factores dependientes del comportamiento del sujeto. Se asocia con mayor gravedad el

establecer conductas de riesgo como: no realizar correctamente la dieta de evitacion de
alimentos y/o cofactores o no llevar consigo el kit de emergencia incluyendo el autoinyector de

adrenalina si estd indicado, sobre todo si va en zonas con dificil acceso a la asistencia sanitaria.

3. Compensacion por parte del sujeto: desde el punto de vista inmunolégico, endocrino

(liberacion enddgena de adrenalina), hormonal (en los adultos, las reacciones anafilacticas son
mas frecuentes en mujeres (37)), y vascular. Los pacientes con comorbilidades cardiovasculares
y toma de farmacos betabloqueantes o inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(IECAS) tienen mas riesgo de presentar reacciones graves siendo mayor si se combinan los dos
farmacos, en pare debido a una disminucién del umbral de activacion de los mastocitos como se

ha demostrado en modelos murinos de anafilaxia (38).

4. Factores intrinsecos y extrinsecos al sujeto

o Una historia previa de anafilaxia supone un factor de riesgo para presentar
futuras anafilaxias, aunque en muchos casos los pacientes con historia de
reacciones anafilacticas s6lo presentan sintomas leves con exposiciones
posteriores al alimento culpable.

o Intensidad de la sensibilizacion: los pacientes con alta sensibilizacion pueden
presentar reacciones s6lo con trazas presentes en otros alimentos procesados,
mientras que los menos sensibles necesitan cantidades mayores de alérgenos
para desencadenar reacciones.

o Enfermedades concomitantes como asma, alteraciones en la absorcion del tracto
gastrointestinal e infecciones pueden aumentar también la severidad de la
reaccion.

o Las reacciones graves son mas frecuentes en la infancia y en los adultos méas

frecuente en mujeres.
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Figura 5. Factores que pueden influir en la severidad de las reacciones alérgicas a
alimentos (Modificada de Turner (36)).

1.7. Diagnostico

El diagndstico de la alergia a alimentos mediada por IgE se basa en: una historia clinica
compatible, que orienta sobre el alimento responsable de la reaccién y el mecanismo
inmunoldgico implicado, la demostracion de IgE especifica mediante estudios in vivo € in vitro
(determinacion de IgE sérica especifica) y la confirmacion de la sospecha diagnéstica mediante
la prueba de exposicion oral controlada, siempre que sea necesaria y no esté contraindicada
(39)(40).

1.7.1. Historia Clinica

Una historia clinica detallada es fundamental para establecer una asociacion causal entre
el alimento y las manifestaciones clinicas referidas por el paciente, orienta sobre el mecanismo
inmunolégico subyacente, asi como determina las posteriores pruebas diagnosticas a realizar.

En la historia clinica debe detallarse: sintomas presentados por el sujeto, posible alimento o
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alimentos implicados, tolerancia previa y posterior a dicho alimento y otros relacionados por
taxonomia o con reactividad cruzada conocida, tiempo de latencia entre la ingestion del
alimento y la aparicion del cuadro clinico, forma en la que se ha consumido (crudo, cocido,
horneado, con o sin piel), ruta de exposicién (oral, inhalacion o cuténea), cantidad ingerida,
presencia de cofactores (ejercicio, AINEs, alcohol, estrés, menstruacion), antecedentes
familiares y personales de otras enfermedades atopicas (rinitis, conjuntivitis, asma, dermatitis
atépica), sensibilizacion a aeroalérgenos, tratamientos farmacol6gicos concomitantes vy
recibidos durante la reaccion. Aunque una historia clinica compatible es esencial, por si sola no
es diagnostico de alergia alimentaria mediada por IgE, sino que se necesitan pruebas
diagndsticas adicionales que demuestren la presencia de IgE especifica frente a ese alimento
(sensibilizacién) presentando en conjunto una sensibilidad diagnostica y valor predictivo

negativo aceptables, pero una baja especificidad (26)(41)(39)(7)(40).

1.7.2. Pruebas cutaneas intraepidérmicas (SPT)

La prueba intraepidérmica o prick test (SPT) es el método de eleccion inicial para
determinar la sensibilizacion mediada por anticuerpos IgE en los pacientes con sospecha de
alergia frente a un alimento. Consiste en la aplicacion de una gota de extractos alergénico, un
control positivo (histamina) y negativo (suero salino 0.9%) en la cara interna del antebrazo y la
puncion con una lanceta intraepidérmica. La lectura de los resultados se realiza a los 15 minutos
y se considera positiva una papula con diametro medio mayor que el control negativo al menos
de 3 mm. Es una prueba sencilla, barata, segura, reproducible, con elevada sensibilidad, pero
con una especificidad y valor positivo predictivo bajo. Una prueba intraepidérmica positiva
puede indicar una sensibilizacién mediada por IgE frente a dicho alimento, pero por si sola no
indica relevancia clinica, sino que su interpretacion debe hacerse con la historia clinica del
paciente. En cambio, un resultado negativo hace improbable la posibilidad de aparicion de
sintomas en la prueba de exposicion oral. Se recomienda el uso de extractos validados y de
calidad con contenido de los alérgenos relevantes. En ocasiones debido a una
infrarrepresentacion de alérgenos minoritarios y/o inestabilidad o degradacion del alérgeno en el
proceso de extraccion, se pueden producir falsos negativos. En estos casos se pueden realizar
pruebas intraepidérmicas con puncién previa del alimento en estudio con la lanceta y a
continuacion, la piel del paciente, técnica conocida como “prick-prick”. Los criterios de
positividad son los mismos que para la prueba intraepidérmica convencional. Esta técnica
garantiza la presencia de los alérgenos contenidos en la fuente alergénica y aumenta la
sensibilidad cuando se trata de estudiar alimentos cuyo contenido antigénico es labil, como

ocurre con las profilinas y homologos de Bet v 1 presentes en algunos alimentos vegetales.
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También estan indicadas si se observan discrepancias entre la historia clinica y las pruebas
realizadas con el extracto comercial, o cuando no se disponga de dicho extracto comercial de un
determinado alimento (41)(42)(24)(7).

1.7.3. Determinacion en suero de IgE especifica

Los métodos validados para medir cuantitativamente IgE especifica sérica “in vitro” tienen
una alta sensibilidad, pero son poco especificos. Un resultado positivo indica la existencia de
IgE especifica para ese alérgeno y, por tanto, la sensibilizacion al alérgeno que ha de ser
valorada en contexto de la clinica. Las ventajas frente a SPT incluyen su facil accesibilidad (por
ejemplo, en atencion primaria), su utilidad en pacientes con dermatitis atopica severa o con
imposibilidad de suspender los antihistaminicos en los que no se puede realizar SPT. La
determinacion de niveles de IgE especifica a un alimento a lo largo del tiempo permite su
monitorizacion, lo que puede ser Gtil para predecir la resoluciéon de la alergia y/o tomar la

decision de realizar una prueba de exposicién oral (42)(7).

Se ha relacionado de forma directamente proporcional el tamafio de la papula y los niveles
de IgE sérica especifica frente a un alimento con la relevancia clinica a dicho alimento, como
ocurre con la leche, el huevo y el cacahuete en los que un valor predictivo positivo por encima
del 95% es altamente indicativo de reactividad clinica. Sin embargo, no son predictivos de la
gravedad de la reaccion (16)(7)(40).

1.7.4. Diagnostico Molecular en la alergia a alimentos

El concepto de diagnostico molecular o resolucion diagnéstica por componentes (en
inglés Component Resolved Diagnosis, CRD) fue descrito por primera vez en 1999 por
Rudolf Valenta (43). Se basa en la descripcion del perfil de sensibilizacion alergénica
mediante la determinacion de IgE especifica frente a moléculas alergénicas individuales
obtenidas por purificacion de la fuente alergénica natural (alérgenos nativos o purificados) o
por expresion recombinante de ADN que codifica para el alérgeno (alérgenos
recombinantes) (44). La nomenclatura oficial sisteméatica de las proteinas alergénicas
establecida por el Subcomité de Nomenclatura de alérgenos de la Union Internacional de
Sociedades Inmunolégicas (IUIS), fue publicada por primera vez en 1986 (45) y
posteriormente revisada en 1994 (46) y 2014 (47). Consiste en un sistema binomial linneano
basado en el genero (3-4 letras) y especie (1-2 letras) de la fuente de la que el alérgeno se

origina, seguidas de un nimero arabico que inicialmente se asignaban de forma consecutiva
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segun se identificaban los nuevos alérgenos. En las Gltimas décadas debido a los avances en
la bioinforméatica, se pueden clasificar por familias de proteinas evolutivamente
relacionadas con secuencias y estructuras similares. Ademas, en la nomenclatura se incluye
el prefijo “r” para indicar que la molécula es el resultado de expresion recombinante o el
prefijo “n” si la molécula ha sido purificada de la fuente alergénica. Los alérgenos
identificados hasta fecha de hoy se pueden consultar en la pagina web oficial de la IUIS

(www. allergen.org).

La introduccidon del diagnostico molecular ha supuesto una mejora en la precision del
diagnostico de la alergia alimentaria y la indicacion de medidas terapéuticas y de evitacién
de alimentos mas precisas y personalizadas a los pacientes (43)(48)(49)(50)(51).
Probablemente su mayor utilidad sea la de diferenciar entre pacientes que estan
sensibilizados de forma primaria a una fuente alergénica en particular (sensibilizacién
genuina) de aquellos con sensibilizacion a maltiples fuentes alergénicas no relacionadas, a
causa de una sensibilizacion a alérgenos de reactividad cruzada, con las implicaciones
pronosticas y terapéuticas que ello conlleva, especialmente en pacientes polisensibilizados a
neumoalérgenos y alérgenos alimentarios, como es el caso de la eleccion de la
inmunoterapia con alérgenos mas idénea. A su vez, la caracterizacion del perfil de
sensibilizacion del paciente a nivel molecular permite la evaluacién del riesgo de futuras
reacciones sistémicas graves ya que se ha identificado que algunas familias de alérgenos
como las LTP o proteinas de almacenamiento, se asocian con reacciones sistémicas graves,
mientras que otras se asocian con mayor probabilidad reacciones leves, como las profilinas
o las PR-10 (Figura 6). En el caso de la anafilaxia por alimentos potenciada por cofactor, la
valoracion molecular puede optimizar las recomendaciones de evitacion dietéticas y de
cofactores antes y después del consumo de alimentos vegetales. Ademas, debemos tener en
cuenta que el estudio alergolédgico con extractos alergénicos crudos puede no ser suficiente
para diagnosticar el alérgeno responsable de la reaccion por la escasa representatividad de
algunos alérgenos en los extractos comerciales debido a la variabilidad biol6gica de la
fuente alergénica. Ademés de para la valoracion del riesgo de las reacciones, se ha
propuesto la utilidad del diagnostico molecular para el estudio de la anafilaxia idiopética, y
en la identificacion de alérgeno responsable para intentar predecir el espectro de posibles
desencadenantes de futuras reacciones con otras fuentes alergénicas en funcion de perfil de
sensibilizacion (44)(52)(53)(54)(48)(49)(50).
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Profilinas (Cora 2, Prup 4, Mal d 4,
Cucm 2, Dauc4)

PR-10 (Arah 8, Cora 1, Prup 1, Mal
d1, Cucml, Daucl)

CCD

LTP (Prup 3, Mal d 3,Cora8,Jugr 3, Ara
h9, Triaa 14)
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Arah2,Arah3,Cora9, Coral4,Jugrl,
Jugr2,Glym5,Glymé6)

PR-10 (Gly m 4)
Trigo o 5 gliadina (Tri a 19)

Abreviaciones: CCD: determinantes carbohidratados de reactividad cruzada; LTP: proteinas transferidoras de lipidos
no especificas; PR-10: proteinas relacionadas con la patogénesis-10.

Figura 6. Moléculas alergénicas asociadas con la gravedad de la reaccion (Adaptado de
Luengo y colaboradores (53) y actualizado de Tuano y colaboradores (49)).

El diagndstico molecular se puede llevar a cabo mediante plataformas de analisis uniplex o
multiplex (varios ensayos por muestra). El andlisis uniplex mediante InmunoCAP (Thermo
Fisher Scientific/Phadia, Uppsala, Suecia) permite cuantificar los niveles de IgE especifica en
suero a una sola molécula alergénica por ensayo, de forma cuantitativa y expresado en quilo
unidades de anticuerpo por litro (rango 0.1-100 KU/L), lo que facilita la comparacion entre
diferentes reactivos alergénicos (extractos completos versus moléculas alergénicas) y el calculo
de la relacién entre IgE especifica e IgE total. Presenta una elevada sensibilidad y precision, una
elevada reproducibilidad de los resultados, un bajo coeficiente de variacion y un amplio rango
linear de ensayo. Ademas, no presenta interferencia con la posible coexistencia de anticuerpos
IgG especificos para el alérgeno. Todo ello hace que aumente la exactitud de los resultados
siendo una buena herramienta de cribado o “screening”. Sin embargo, sus limitaciones son que
solo se obtiene un resultado por determinacion, lo que dificulta el diagnéstico en pacientes
polisensibilizados aumentando el coste si se necesitan multiples determinaciones, asi como la
necesidad de mayor cantidad de suero. Aungue en el caso de un limitado nimero de muestras

(pacientes monosensibilizados) se trata de una técnica més coste eficiente (44)(53)(54)(51)(55).

La modalidad multiplex permite la determinacion de perfil de IgE a una gran cantidad de

moléculas alergénicas a la vez. Actualmente estd comercializado el chip de alérgenos en fase
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solida 6 ISAC 112® (Thermo Fisher Scientific/Phadia, Uppsala, Suecia) (Figura 7) que es una
micromatriz en la que los alérgenos estan quimicamente preactivados e inmovilizados en el
fondo de un pocillo en un porta objetos de vidrio mediante un proceso denominado “punteado”
y que se realiza industrialmente. EIl porta de vidrio a su vez contiene cuatro pocillos, lo que
permite la determinacion simultanea de forma semicuantitativa de la IgE especifica a 112
alérgenos nativos purificados o recombinantes de mas de 50 fuentes alergénicas diferentes de
cuatro pacientes a la vez en un solo ensayo con una minima cantidad de suero (30ul). El
analisis consiste en dos fases: primero el suero de cada paciente se deposita en un pocillo, tras
dos horas de incubacion, cuando las IgE alérgeno especificas se han unido a los alérgenos se
lavan y se vuelven a incubar con un anticuerpo anti-Ilgg marcado con un fluorocromo. A
continuacion, tras un nuevo lavado y secado se introduce el biochip en un escaner laser para
analizar la fluorescencia que representa la sensibilizacion de ese paciente. Posteriormente se
procede al analisis de las imagenes y a la emision del informe mediante el programa informatico
“Microarray Image Analysis” (MIA). Con una curva de calibracion estandar los resultados se
representan en un rango de 0.3 a 100 unidades internaciones estandarizadas ISAC (ISU) que
ofrecen una indicacion semicuantitativa de las concentraciones de IgE, por lo tanto, los
resultados obtenidos no son comparables con los obtenido mediante el sistema InmunoCAP,

pero si muestran una buena correlacion que varia segun el alérgeno analizado (44)(56).
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Figura 7. Anélisis molecular mediante el chip de alérgenos en fase sélida 6 ISAC 112®

(Tomado de Harwanegg y colaboradores (56))

1. Proceso de “punteado” de la Micromatriz en un porta objetos de vidrio.

2. Incubacion del suero del paciente a las moléculas alergénicas y deteccién de los mediante
anticuerpos anti IgE marcados con fluorescencia.

3. Anélisis de la fluorescencia del biochip en el escaner laser e interpretacion de las imagenes.

Esta técnica ofrece una amplia vision del perfil de reconocimiento de IgE especifica,
especialmente Gtil en los pacientes polisensibilizados con sospecha de sensibilizacién a
alérgenos por reactividad cruzada, sobre todo cuando se identifican aeroalérgenos y alérgenos
alimentarios y/o con sintomas o cuadros clinicos complejos, asi como en la anafilaxia
idiopatica. Permite detectar perfiles de sensibilizacién concretos asociados a reacciones graves 0
leves. A pesar de sus ventajas, hay que tener en cuenta que en la plataforma micromatriz ISAC
112 no estan representadas todas las fuentes alergénicas, tiene mayor coeficiente de variacion y
es menos sensible que el sistema InmunoCAP, lo que hace que sea menos apropiado para
monitorizar la variacion de sensibilizacion a lo largo del tiempo. Debido a su elevado coste y la
tecnologia requerida para llevar a cabo la técnica, no esta disponible globalmente. Ademas, la
informacién generada debe ser interpretada por profesionales entrenados y cualificados para
ello, ya que requiere cierta experiencia y siempre en base a la clinica del paciente, para
identificar aquellas sensibilizaciones clinicamente relevantes (44)(53)(54)(51)(57)(55).

36




Introduccion

En general, la eleccion de un sistema uniplex (InmunoCAP®) o multiplex (InmunoCAP

ISAC112®) (Tabla 1) en la practica clinica dependera del perfil de sensibilizacion del paciente

(polisensibilizados frente a monosensibilizados), del objetivo con el que se realiza el

diagnostico molecular, la disponibilidad de las técnicas y el presupuesto.

Tabla 1. Comparacion entre sistema InmunoCAP e InmunoCAP ISAC para la determinacién de

moléculas alergénicas.

InmunoCAP

InmunoCAP ISAC 112®

Ventajas

Resultados cuantitativos (rango
0.1-100 KU/L)

Elevada sensibilidad

Elevada precision
Reproducibilidad

Bajo coeficiente de variacion
No interferencias con IgG
Comparacion extractos y
moléculas alergénicas

Calculo ratio sIgE/IgE total
Monitorizacion de la
sensibilizacion

Experiencia y uso generalizado
globalmente

Si pocas determinaciones, mas
coste-eficiente

(monosensibilizados)

Poca cantidad de suero (30pul)

112 alérgenos en una misma
determinacion

Varios pacientes simultaneamente
Reduce costes si se necesitan varias
moléculas alergénicas

Alérgenos purificados y recombinantes
Vision méas completa del perfil de
reconocimiento de IgE

Detecta patrones de sensibilizacion
concretos

Diferenciacion sensibilizacion genuina
y reactividad cruzada

Eleccion ITE

Evaluacién del riesgo de reacciones
graves y leves

Deteccion de desencadenantes
inesperados

Aporta precision al diagndstico

Inconvenientes

1 sélo alérgeno a la vez

Coste elevado si necesita varias
determinaciones
(polisensibilizados)

Perfil de sensibilizacién
molecular incompleto

Gran cantidad de suero (50ul por
ensayo)

Mayor intervencion técnica

Resultados semicuantitativos
Técnica manual

Mayor coste por ensayo

Menos sensible

Mayor variabilidad dependiente del
alérgeno analizado

Mayor coeficiente de variacion
Resultados no comparables a
InmunoCAP
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Detecta anticuerpos de baja Reproducibilidad aceptable
afinidad que pueden ser Interferencia con 19G
clinicamente irrelevantes No adecuado para monitorizacion se la

sensibilizacion

No disponible globalmente

Abreviaciones: ITE: inmunoterapia especifica.

1.7.5. Prueba de exposicion oral con alimentos

En 1950 Loveless (58) publico las primeras administraciones experimentales de
alimentos enmascarados controlados con placebo en pacientes alérgicos a la leche,
demostrando que en ocasiones una historia clinica compatible y la presencia en vivo y/o en
vitro de anticuerpos IgE especificos frente a dicho alimento no son suficientes para el
diagnostico de alergia alimentaria. Posteriormente a mediados de 1970, Charles May y
colaboradores (59) establecieron la prueba de exposicion oral doble ciego controlada con
placebo (DBPCFC) como la prueba de mayor rigor cientifico para el diagnéstico de alergia
alimentaria, concepto que sigue vigente actualmente (39)(7)(60)(40)(8). Existen otras
modalidades como la prueba de exposicion abierta, que no requiere enmascaramiento del
alimento y la prueba de exposicion simple ciego controlada con placebo, en la que el

enmascaramiento es sélo percibido por el paciente (16)(48)(7).

En los ultimos afios se ha producido un aumento en la publicacién de documentos de
posicion y consensos sobre las pruebas de exposicion oral, especialmente de la prueba de
exposicion doble ciego controlada con placebo con el objetivo de estandarizar sus
indicaciones y procedimientos tanto para su uso en la practica clinica como para fines de
investigacion (61)(62)(41)(63)(60). Sin embargo, en estas guias la interpretacion de las
reacciones durante la exposicion y su resultado final no han sido completamente
estandarizadas y todavia depende de la interpretacion subjetiva de los profesionales que
supervisan la provocacion. De hecho, Van Erp y colaboradores (64) reportaron que la
interpretacion de un mismo sintoma por diferentes médicos especialistas y con experiencia
en la realizacion e interpretacion de pruebas de provocacion orales pueden ser diferentes en
hasta un 30%. Recientemente y con el objetivo de solventar la falta de estandarizacion en la
interpretacion de las pruebas de provocacion, Grabenhenrich y colaboradores (65) han

publicado documentacion y metodologia estandarizada.

La prueba de exposicion oral con alimentos consiste en la administracion de pequefas

cantidades de alimento con incrementos progresivos multiplicando la dosis 0 aumentandola
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de forma logaritmica o semilogaritmica cada 15-30 minutos hasta llegar a la dosis maxima
que corresponde a la unidad de alimento que se consume habitualmente, repartida en 7
dosis. Se realiza bajo la estrecha monitorizacion y supervision de un médico especialista de
forma ambulatoria o en un hospital de dia dependiendo del riesgo del paciente a presentar
reacciones graves. El paciente ha de estar en ayunas y se recomienda la canalizacion de una
via intravenosa en caso de ser considerado paciente de riesgo por sus comorbilidades o por
el antecedente de haber presentado una reaccién alérgica sistémica. En todo momento tiene
que estar asegurado el rapido acceso a tratamiento especifico, asi como a carro de paros y/o
unidades de cuidados intensivos (UCI) si se produce una reaccion alérgica grave que ponga
en peligro la vida del paciente. El paciente debe permanecer en observacion durante 2 horas
tras la Gltima dosis o si se suspende la prueba porque ha presentado sintomas sugestivos de
alergia. La prueba no esta indicada en aquellos pacientes que presenten una exacerbacién de
otras enfermedades atopicas (asma, rinitis y/o dermatitis atdpica), enfermedades o
medicacion concomitante que contraindiquen la administracion de adrenalina, pacientes en
tratamiento concomitante con antibidticos, corticoides sistémicos y/o antihistaminicos,
mujeres embarazadas o en periodo de lactancia (60). La evaluacion de los sintomas tantos
objetivos como subjetivos que pueden aparecer durante la prueba, asi como los criterios
para interpretar los resultados de la prueba deben estar definidos antes de iniciar la prueba.
También previa realizacién de la prueba, se ha de indicar al paciente la suspension de
corticoides sistémicos 7 dias antes y antihistaminicos 5 dias antes para no enmascarar los

resultados de la misma (66).

Ademas de para fines diagnosticos, la DBPCFC esta indicada para demostrar tolerancia,
determinar el umbral de minima dosis de alimento capaz de desencadenar sintomas,
monitorizar la respuesta clinica a tratamientos inmunomoduladores y en estudios de
investigacion (61)(62)(41)(63).

Otro aspecto importante en las pruebas de exposicién oral doble ciego controlada con
placebo es el enmascaramiento del alimento. La formula activa y el placebo han de ser
idénticas en cuanto a caracteristicas organolépticas como la textura, el olor, el color y el
sabor. Por ello es necesario llevar a cabo validaciones de las recetas de enmascaramiento del
alimento con test sensoriales usados normalmente en la industria alimentaria. El test del
triangulo y el test de comparacion por pares son los mas usados (67)(68)(69)(70)(71)
(72)(73)(74)(75). EI test del triangulo evalGa si dos muestras distintas son diferentes o
iguales, en el caso de DBPCFC evaluaria si la receta activa (A) (la que contiene el alimento)
es distinta de la receta placebo (P). Para ello, a los participantes en la validacion se les dan a
probar tres muestras secuencialmente y codificadas, 2 iguales y una diferente, con 6
posibles combinaciones (PAA-APA-AAP-PPA-PAP-APP) con el objetivo de que tienen
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que elegir la muestra que les parece diferente. En caso de que las tres muestras les parezcan
iguales, el test fuerza al/la participante a elegir una muestra. Por el contrario, el objetivo del
método por comparacion por pares es evaluar una caracteristica especifica de las muestras,
en este caso seria evaluar si el alimento que se pretende enmascarar es detectado por los
participantes a los que se les proporciona dos muestras codificadas (activo y placebo). En
este caso los participantes también son forzados a elegir una muestra, aunque les parezcan
iguales. Hasta la fecha varias recetas para DBPCFC han sido validadas para leche
(68)(72)(74)(75), huevo (68)(72)(74)(75), avellana (67)(68)(72)(73) (75)(76) , cacahuete
(67)(68)(69)(72), anacardo (72), soja (68)(74), trigo (68)(74), bacalao (71) (74) y apio nabo
(73).

Por todo lo mencionado, se trata de una prueba compleja de realizar, consume muchos
recursos, no esta exenta de riesgos, precisa de una infraestructura adecuada con rapido
acceso a unidades de soporte vital, asi como personal cualificado y entrenado para ello.
Estos inconvenientes disminuyen su realizacion en la practica habitual. En Espafia, segun
datos publicados en Alergoldgica 2015 (10), las pruebas de exposicion sélo se realizaron en
el 15.6% de los pacientes diagnosticados de alergia a alimentos, siendo la frecuencia de

provocaciones abiertas significativamente mayor a la de pruebas con enmascaramiento.

1.7.6. Test activacion de basoéfilos

La técnica del test de activacion de baséfilos (TAB) fue desarrollada en la década de los
90 por Sainte-Laudy y colaboradores (77) tras el descubrimiento en 1991 de la regulacion al
alza de CD63 durante la activacion de los baséfilos (78). EI CD63 es una proteina lisosomal
asociada a membrana (LAMP) que se localiza en los granulos lisosomales que contienen
histamina de los basofilos en reposo. Cuando los baséfilos son activados tras la union del
alérgeno a dos moléculas de IgE unidas al receptor de alta afinidad de la IgE especifica
(FceRI), se produce la degranulacion de los baséfilos con la consecuente expresion de
CD63 en la membrana. EI TAB se basa en la deteccion y cuantificacién mediante citometria
de flujo de CD63 en la membrana de los baséfilos activados tras la incubacion de la sangre
del paciente con el alérgeno (48)(79)(80). Para ello es necesario el analisis dentro de las 6
horas tras la extraccion de 1-2ml de sangre en tubos heparinizados conservada a 4°C. Los
resultados obtenidos en el TAB se pueden expresar como “reactividad de basofilos” o
“sensibilidad de basofilos”. La “reactividad de los basofilos” es la méxima proporcion (CD-
max) de basofilos activados medidos a cualquier concentracion del alérgeno. La
“sensibilidad de los basofilos” (EC50 o CDsens) es la concentracion mas baja de alérgeno
que provoca un 50% de la maxima activacion de basofilos” (79).
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En el diagndstico de la alergia alimentaria, el TAB presenta una sensibilidad que oscila
entre el 77 y 98% y una especificidad 75-100% (79). El TAB podria ser una herramienta util
para identificar sensibilizacion “in vitro” y reactividad clinica frente al alérgeno, pudiendo
suponer un paso intermedio entre pruebas cutaneas y determinacién in vitro de IgE
especifica y pruebas de provocacion oral, reduciendo su nimero en casos innecesarios (40).
Ademas, el TAB ha demostrado ser util para la monitorizacion de la resolucion natural de la
alergia a leche (81), huevo (82) y trigo (83). También se ha observado una disminucion de
la sensibilidad y reactividad de los basofilos en el TAB como respuesta clinica a
tratamientos inmunomoduladores para la alergia alimentaria, como inmunoterapia oral a
cacahuete (84) e inmunoterapia sublingual a huevo (85). Asimismo, podria diferenciar entre
fenotipos de alergia alimentaria (40) como se observé en estudio realizado en 38 nifios con
sospecha a cacahuete los que presentaron una DBPCFC positiva presentaron de forma
estadisticamente significativa mayor sensibilidad en el TAB a cacahuete y Ara h 2, siendo
negativa en aquellos pacientes con DBPCFC negativa (86). Por otro lado, Ford y
colaboradores (87) encontraron que la reactividad de baso6filos fue mayor en nifios reactivos
a leche horneada comparado con los que toleraban leche horneada pero reactivos a la leche

no calentada.

A pesar de todas las utilidades descritas del TAB en la alergia alimentaria, debido a la
falta de validez y estandarizacién de la técnica y a la complejidad de su realizacion,
actualmente no es una técnica que se realice de rutina, sino que so6lo se lleva a cabo en

laboratorios especializados y con fines de investigacién (41)(40).

1.8. Manejo y Tratamiento de la alergia alimentaria

En el manejo clinico de la alergia alimentaria se puede distinguir entre el tratamiento
farmacoldgico agudo de las reacciones alérgicas y el manejo a largo plazo para evitar futuras
reacciones alérgicas e ingestas inadvertidas, asi como tratamientos inmunomoduladores como la
inmunoterapia y los anticuerpos monoclonales (41). Los resultados obtenidos en Alergoldgica
2015 (88) pusieron de manifiesto que la actitud terapéutica méas frecuente llevada a cabo por

especialistas espafoles fue la evitacion del alimento en el 97.3% de los pacientes.

1.8.1. Tratamiento agudo de las reacciones

El tratamiento de eleccion para el manejo de las reacciones agudas son los
antihistaminicos para las reacciones leves (SAO, eritema cuténeo, prurito) con o sin corticoides

sistémicos (urticaria y/o angioedema). Los corticoides topicos son Utiles para el tratamiento de
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lesiones cutaneas en un area limitada de piel (urticaria de contacto). En caso de anafilaxia o
shock anafilactico el tratamiento de eleccion es la adrenalina intramuscular (7) siguiendo las

recomendaciones de las Guias Europeas de la EAACI (89) y la Guia Galaxia (29).

1.8.2. Manejo a largo plazo

Actualmente, el tratamiento de eleccion de la alergia alimentaria es la dieta de exclusién
del alimento responsable y todos los productos que lo contengan (41)(7). La dieta de exclusion
debe ser personalizada a cada paciente segun su perfil de sensibilizacién y de reactividad
clinica, y reevaluada en cada visita de seguimiento, con el fin de minimizar al maximo la
recurrencia de reacciones, sobre todo graves, y mejorar la calidad de vida de los pacientes. En
caso de alergias alimentarias multiples es recomendable la valoraciéon por un especialista en
nutricion con competencias en alergia alimentaria para una correcta dieta de evitacion
asegurando los aportes nutricionales 6ptimos (26)(41)(8). Es importante educar al paciente en la
dieta de evitacion, el etiquetado de los alimentos y las posibles ingestas inadvertidas de
alérgenos ocultos, asi como una correcta evitacion de cofactores en el caso de pacientes con
alergia alimentaria potenciada por cofactor (41)(8). Ademas, se le ha de administrar al paciente
un plan de accion con el “kit de emergencia” con instrucciones sobre qué medicacion tomar
segun la gravedad de la reaccion (leves, moderadas o graves, como la anafilaxia), asi como

entrenarle en el uso del autoinyector de adrenalina y sus indicaciones de uso (26).

1.8.3. Inmunoterapia

El objetivo de la inmunoterapia especifica (ITE) es la desensibilizacion progresiva del
paciente para inducir tolerancia oral administrando dosis controladas repetidas del alérgeno.
Durante la ultima década se ha producido un avance considerable en este campo con la
realizacion de multiples ensayos clinicos con inmunoterapia especifica de alimentos como
leche, huevo, cacahuete y melocotén. La ITE en la alergia alimentaria se puede administrar de
forma oral, como en el caso de alergias a la leche y huevo, que se dan predominantemente en la
infancia, de forma sublingual (SLIT), como la del melocoton y cacahuete, y epicutanea (EPIT),
actualmente en fase de investigacion para alimentos como la leche y el cacahuete (90)(41)
(91)(92).

La ITE para el tratamiento de la alergia alimentaria esta indicada en alergias

alimentarias graves y/o alergias alimentarias maltiples con dietas alimentarias muy restrictivas.
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1.8.4. Anticuerpos monoclonales

Se han publicado algunas series de casos en las que se demuestra que el tratamiento
con anticuerpos monoclonales humanizados anti-IgE, como el Omalizumab (Xolair®), en
pacientes con alergias alimentarias graves y/o multiples con dietas muy restrictivas, aumenta el
umbral de tolerancia a alérgenos alimentarios y mejora la seguridad reduciendo el nimero de
efectos adversos (26)(41)(7). Su uso previo y concomitante a la inmunoterapia oral o sublingual
disminuye el numero de eventos adversos mejorando el perfil de seguridad del procedimiento
(93). Se ha descrito en un estudio piloto realizado en 11 sujetos con alergia a la leche que la
administracion de omalizumab antes y durante la OIT se ha asociado con la disminucion de
efectos adversos y disminucion del tiempo en alcanzar la dosis de mantenimiento (90). En un
ensayo clinico fase Il de provocaciones orales con cacahuete tras un tratamiento de 24 semanas
con omalizumab en pacientes alérgicos a cacahuete aleatorizado, doble-ciego, de grupos
paralelos y controlado con placebo, se produjo un aumento en la cantidad tolerada de cacahuete
en los pacientes que habian recibido tratamiento activo respecto al placebo (94). También ha
sido utilizado con éxito en alergia alimentaria tipo 2 en un caso con sindrome de alergia oral

severo con manzana por el sindrome polen de abedul-manzana (95).

2. Reactividad Cruzada

La reactividad cruzada (RC) es un fenémeno inmunoldgico por el que un mismo
anticuerpo IgE reconoce a dos antigenos de diferentes fuentes alergénicas que comparten
caracteristicas en la estructura primaria (secuencia de aminoacidos) y terciaria (conformacion
tridimensional que determina su actividad bioldgica)(96). La RC se da entre proteinas
relacionadas taxondémicamente con un elevado grado de homologia estructural o de identidad de
secuencia de aminoacidos y entre proteinas homdlogas bien preservadas a lo largo de la
evolucion con funciéon similar y que estdn presentes en multiples fuentes alergénicas
taxondmicamente distantes (97)(98)(99).

Es importante conocer el grado de identidad entre proteinas para que se produzca RC
(97). Las proteinas de RC suelen presentar un pliegue en su estructura terciaria similar entre
ellas con tan sdlo un 25% de identidad de secuencia de aminoacidos (96). Sin embargo, una
homologia de secuencia menor al 35% es poco probable que produzca RC (97). Actualmente,
las guias de la WAO (100) para la prediccion de alergenicidad entre proteinas considera que
para que se pueda producir reactividad cruzada entre dos proteinas deben compartir al menos el
35% de identidad de secuencia en un fragmento de 80 aminoacidos o una identidad completa
con un péptido de 6-8 aminoacidos de un alérgeno. De forma genérica, se considera necesaria

una identidad de secuencia de aminodcidos superior al 70% para que se produzca RC con
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relevancia clinica (96). La RC in vitro no siempre se traduce en expresion clinica. La habilidad
de los alérgenos de RC para producir reactividad clinica esta influenciada por la respuesta
inmune del huésped contra el alérgeno (afinidad de la IgE por el alérgeno, concentracion de
IgE), la exposicion (concentracion, via de sensibilizacion, presencia de cofactores) y
caracteristicas del propio alérgeno (grado de homologia, solubilidad, estabilidad y
digestibilidad) (101)(99).

3. Alérgenos alimentarios

Los alérgenos alimentarios responsables de la alergia a alimentos vegetales forman parte de
varias familias de proteinas entre las que se incluyen las LTP, las profilinas, las taumatinas o
TLPs, las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR-10) y las proteinas de almacenamiento

de semillas.

3.1. Panalérgenos

El concepto panalérgenos comprende a familias de proteinas de origen vegetal y animal
altamente conservadas a lo largo de la evolucién que comparten antigenos homélogos y
estructuralmente relacionadas y que son responsables de reacciones de reactividad cruzada
mediada por IgE entre diferentes fuentes alergénicas relacionadas o no filogenéticamente. Estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza ya que acostumbran a participar en procesos vitales
(102)(103). La sensibilizacion a panalérgenos supone un marcador de progresién de la
enfermedad alérgica y un riesgo elevado de desarrollar multiples sensibilizaciones como ha sido
demostrado en un estudio realizado en Espafia (104) complicando el diagndstico y manejo de
los pacientes. La relevancia clinica de la sensibilizacion a panalérgenos esta influenciada por
diversos factores como la fuente de exposicion alergénica, diferencias geograficas, tipo de
alérgeno, la edad y la respuesta inmunologica del huésped (102)(103). En un estudio publicado
recientemente (105) realizado en Génova (lItalia) en pacientes con alergia respiratoria y/o
alimentaria demostraron que la sensibilizacion a panalérgenos implica una mayor probabilidad
de presentar otras sensibilizaciones y que el patron de co-sensibilizacion depende de la familia
de panalérgenos sensibilizante: la sensibilizacion a LTP en esa poblacion estaba fuertemente
asociada con la sensibilizacion al cacahuete, en cambio la sensibilizacion a PR-10 y profilinas,
con avellana. A continuacién se detallan las caracteristicas de las principales familias de

panalérgenos de origen vegetal, a excepcién de las polcalcinas, que al encontrarse
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exclusivamente en tejido polinico no son responsables de ningdn sindrome polen-alimentos
(103).

3.1.1 Profilinas

Las profilinas son unas proteinas de 12-15 kDa presentes en todas las células eucariotas.
Son proteinas monomeéricas ligadoras de actina y reguladoras clave de la dindmica de los
filamentos de actina implicadas en la organizacion del citoesqueleto y la transduccion de
sefiales, como el proceso de movimiento celular, citoquinesis y vias de sefializacion. Todas las
profilinas comparten una estructura tridimensional plegada (Figura 8) (106)(51) altamente
conservada compuesta por 2 o hélices en los extremos amino y carboxi terminal y 6 hojas
centrales anti paralelas B. Ademas, presentan una elevada identidad de secuencia, siendo al
menos del 75% entre fuentes de organismos relacionados distantemente. Como consecuencia, la
reactividad cruzada mediada por IgE entre las profilinas homdlogas se produce practicamente
entre cada fuente vegetal dando lugar a fendmenos de polisensibilizacion y sindrome polen-
alimentos y alimentos-latex (102)(51)(107)(108).

Figura 8. Estructura secundaria de Hev b
8.0204, profilina del latex. Tomada de Rauder
y colaboradores (102).

La primera profilina alergénica fue descrita por Valenta y colaboradores (109) en 1991
en el polen de abedul y se denominé Bet v 2. Desde entonces se han identificado profilinas en
polenes, alimentos vegetales y latex (102)(107). Entre las profilinas de fuente polinica, el polen
de gramineas parece ser el inductor mas potente de IgE especifica frente a profilinas. Este hecho
se evidencia en el gradiente de prevalencia de sensibilizacion a profilinas norte-sur de Europa
con una mayor prevalencia en el sur (107). En el caso de Espafia, Barber y colaboradores (104)
encontraron una prevalencia de sensibilizacion a profilinas del 18.8% en pacientes del norte y
centro de Espafia con polinosis, con una asociacion significativa a polen de gramineas (Phl p 5).
En otro estudio realizado por el mismo autor (110) en el sur de Espafia se refrendaba que la
sensibilizacion a profilinas se asocia con una mayor probabilidad de sensibilizacién a gramineas

en Espafia.
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En su papel como alérgeno alimentario se estima que hasta un 50% de los individuos
sensibilizados a profilinas presentaran clinica de alergia alimentaria (51). Son alérgenos
alimentarios de clase Il que producen sensibilizacion via inhalatoria, sensibles a las altas
temperaturas y a la digestion de las enzimas géastricas, por lo que fundamentalmente producen
reacciones alérgicas leves como SAO, aunque se han descrito reacciones sistémicas en areas de
Espafia con una alta exposicion a polen de gramineas (111). Recientemente Barber y
colaboradores (112) han puesto de manifiesto el papel de mucosa oral en el desarrollo de
reacciones alérgicas graves a alimentos por sensibilizacion a profilina en la que se produce un
remodelado de la mucosa oral asociado a una disrupcion de la barrera epitelial con la liberacion
de sefiales inflamatorias. Estos pacientes presentan acantosis epitelial, mayor deposicion de
fibras de colageno y aumento de la angiogénesis en la mucosa oral respecto a los pacientes con
un fenotipo leve, lo que indica un fenotipo progresivo inflamatorio asociado a la severidad de

las reacciones alérgicas.

Los alimentos tipicamente implicados con la sensibilizacion a profilinas son el tomate
crudo, el meldn, la sandia, los citricos, el platano, la pifia y el calabacin (51). Los sindromes

polenes-alimentos en el que estan implicadas las profilinas se detallan en la tabla 2.

La hipersensibilidad a profilinas puede ser diagnosticada in vivo mediante prick test con
extracto comercial enriquecido con polen de palmera datilera (nPho d 2), mientras que “in vitro”
las profilinas disponibles para la determinacién singleplex (InmunoCAP) son las procedentes de
gramineas (Phl p 12), abedul (Bet v 2), melocotén (Pru p 4) y latex (Heb v 8) y en multiplex
mediante la plataforma InmunoCAP ISAC 112®, se dispone también de Mer a 1, la profilina de
mercurial (51)(107). Se ha demostrado un elevado valor diagnéstico del prick test a profilina

con una concordancia positiva de 82,3% Yy negativa 90,8% respecto a los niveles de sIgE (104).

Tabla 2. Profilinas y Sindrome poélenes-alimentos. Tomada y adaptada de Santos y
colaboradores (107).

i . . Alimento Localizacion
Sindrome Pdélenes Profilina .
vegetal geografica
Abedul Apiaceae
Abedul-apio (Betula Betv 2 (Umbelliferae) Centro Europa
berrucosa) Rosaceae
] o Artemisia
Apio-artemisia- .
. (Artemisia Artv4 Apiaceae Centro Europa
especias
vulgaris)
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o Artemisia )
Artemisia- Cruciferae
(Artemisia Artv4 ) Sur Europa
mostaza (Brassicaceae)
vulgaris)
. Artemisia
Artemisia- ]
) (Artemisia Artv4 Prunoideae Sur Europa
melocoton
vulgaris)
) Ambrosia .
Ambrosia- Cucurbitaceae
; (Ambrosia Amb a8 USA
melon-banana Musaceae
artemissfolia)
] Roseaceae
. Chenopodium )
Chenopodium- Cucurbitaceae
(Chenopodium | Chea?2 Sur Europa
frutas Musaceae
dlbum) -
Liliaceae
Banana
Polen-frutas Asteraceae N )
. Profilina Pifia
exoticas (Compositae) L
Lichi
Gramineas- ) N
Gramineas Profilina Rosaceae Sur Europa
frutas

3.2. Taumatinas (PR-5)

Las taumatinas (thaumatin-like proteins, TLPS) (figura 9) constituyen la familia 5 de la
superfamilia de proteinas de defensa vegetal (pathogenesis-related proteins, PR) cuya expresion
en los vegetales esta inducida por infecciones de patdgenos como virus, bacterias y hongos, o
por condiciones adversas ambientales como el estrés osmético. Su peso molecular oscila entre
los 20 y los 30kDa y presentan una estructura tridimensional comdn muy estable que consiste en
16 residuos de cisteina formando 8 puentes disulfuro, lo que le confiere resistencia a la accion
de las proteasas, altas temperaturas y cambios en el ph del medio (113)(114). Se han descrito

como responsables de RC entre pdlenes y alimentos y pueden producir desde reacciones leves a

graves, siendo més frecuentes las reacciones sistémicas (114).
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Figura 9. Estructura tridimensional de Mal d 2,
TLP de la manzana. Tomada de Protein Data Bank:
https://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structure
Id=3ZS3 (Ultima consulta 06/01/18).

Las taumatinas se encuentran en pélenes, frutas, verduras, frutos secos y cereales. La
primera taumatina alergénica fue descrita en 1995 por Hsieh y colaboradores (115) en la
manzana (Mal d 2). Posteriormente se han identificado en cereza (Pru av 2) (116), pimiento
(Cap a 1) (117), kiwi (Act d 2)(118), melocotdn (Pru p 2.0101, Pru p 2.0201 y Pru p 2.0203)
(119), lechuga (Lac s TLP) (120), uva (Vit v TLP) (121), piel del melon (Cuc m TLP) (122),
Cannabis (123), trigo (124) y oliva (Ole e 13)(125) . Las taumatinas también se han descrito en
polenes, como el ciprés (Cup a 3) (126) y platano de sombra (Pla a TLP) (114).

Los datos publicados sobre alergenicidad de las taumatinas provienen de estudios
realizados in vitro por los datos sobre prevalencia de sensibilizacion muy variables,
dependiendo del método utilizado (119). En un estudio realizado en Europa sobre el perfil de
sensibilizacién en pacientes alérgicos a manzana, Mal d 2 fue mas frecuentemente reconocida

en Espafa respecto al resto de paises que participaron en el estudio (127).

En un estudio realizado en 31 adultos alérgicos a melocoton en Madrid (119) se
identificaron las distintas isoformas de la taumatina del melocotén como alérgenos mayores con
un perfil de reconocimiento del 71% Pru p 2.0101, 77% Pru p 2.0201 y 58% Pru p 2.0301. Sin

embargo, la prevalencia de reconocimiento a la LTP del melocot6n Pru p 3, fue superior (81%).

Palacin y colaboradores (114) realizaron un estudio sobre el perfil de reconocimiento de
16 TLPs en adultos procedentes 7 provincias de Espafia demostrando que las taumatinas mas
frecuentemente reconocidas por los pacientes fueron las procedentes del melocotédn, lechuga,
castafa, col y polen de platano de sombra, con frecuencias de reconocimiento superiores al
10%. Ademés, se identifico un patrén de reconocimiento con asociacion entre las LTPs de
melocoton y artemisia (respectivamente, Pru p 3 y Art v3) y la taumatina del melocotén, Pru p
2. Los pacientes alérgicos a frutas presentaron una fuerte asociacion de reconocimiento a varias
TLPs, siendo mas frecuente en el subgrupo con polinosis. Las reacciones sistémicas fueron el
patron clinico mas frecuente presentado por los pacientes alérgicos a frutas en pacientes con y

sin polinosis. También se observaron diferencias geograficas en cuanto al patron de
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reconocimiento de las TLPs sugiriendo la influencia de los aeroalérgenos locales en la

sensibilizacion a TLPs.

Actualmente el diagnostico de las taumatinas es muy limitado ya que no se disponen de
extractos comerciales purificados de taumatina para la realizacion de SPT ni para su
determinacion en InmunoCAP. La Unica taumatina presente en la micromatriz ISAC 112
(Phadia, Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Suecia) es nAct d 2, procedente del kiwi. Esto
supone una dificultad en el diagndstico ya que la literatura existente hasta la fecha pone de
manifiesto su notable prevalencia y potencial alergénico en Espafia, por lo que algunos autores
proponen su inclusion en el diagndstico de rutina (119).

3.3. Proteinas transferidoras de lipidos (LTP)

Las proteinas transferidoras de lipidos (LTP) son el objetivo principal de esta tesis por
lo que seran abordadas en un apartado especifico.

3.4. Proteinas relacionadas con la patogénesis (PR-10)

La décima familia de las proteinas relacionadas con la patogénesis (pathogenesis
related proteins, PR10) son proteinas de bajo peso molecular, entre 15-16 kDa y aunque se
encuentran de forma constitutiva en las plantas su expresién génica estd inducida por
situaciones estresantes bidticas y abidticas lo que sugiere que juegan un papel en la defensa
vegetal (128). Estan presentes en el polen de los fagales, frutas rosaceas, verduras, frutos secos
y legumbres (128). De entre todas las proteinas que forman parte de esta familia, Bet v 1, el
alérgeno mayor del polen de abedul, es su representante mas caracteristico, por ello también son
denominadas “Homologos de Bet v 17 (128). Su sensibilizacion es més prevalente en el Centro
y Norte de Europa debido a la alta exposicion a fagales (129). Su estructura (Figura 10) se basa
en 7 hojas P trenzadas antiparalelas que abarca un gran residuo a hélice C terminal. La hoja beta
y el extremo C terminal de la o hélice estan separadas por dos a hélices consecutivas que
conectan las hojas B1 y B2, lo que contribuye a la formacién de una gran cavidad hidrofobica
que sugiere su funcion como transportador de ligandos hidrofébicos (51)(128). Son proteinas
labiles a las altas temperaturas y a la acciéon de proteasas siendo el ejemplo caracteristico de
alérgenos alimentarios incompletos o de clase Il, cuya sensibilizacion primaria se produce via
aérea y mediante fendmenos de RC son responsables de los denominados “sindromes polen-
alimentos”, como los descritos entre abedul-manzana, abedul-zanahoria o abedul-apio

(129)(128). Generalmente producen sintomas leves como SAO tras la ingesta de alimentos
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crudos (128), aunque se han descrito reacciones sistémicas e incluso anafilaxias por la ingesta
de alimentos procesados que contenian soja debido a Gly m 4, la PR10 de la soja (130)(131),

sobre todo en zonas endémicas de exposicion de fagales como Europa Central (132).

Figura 10. Estructura tridimensional de Bet v 1,
PR-10 del polen de abedul. Tomada de Protein Data
Bank: 1B5F (Ultima consulta 07/01/18).

Actualmente no se dispone de extractos comerciales para la deteccién de PR10
mediante pruebas cutaneas, por lo que el diagndstico se realiza mediante la deteccion en
suero de moléculas alergénicas mediante singleplex o multiplex InmunoCAP ISAC 112®
en el que hay 10 representantes como abedul (rBet v 1), manzana (rMal d 1), melocotén
(rPru p 1), cacahuete (rAra h 8), soja (nGly m 4) y apio (rApi g 1). Un estudio reciente
realizado en Italia sobre el perfil de reconocimiento molecular de PR-10 en un area no
expuesta a fagales puso de manifiesto que Bet v 1, la PR10 del abedul, fue la molécula
mas frecuentemente reconocida (74%) seguido de su homéloga en la avellana, Cor a
1.0101 (71%), lo que sugiere que Bet v 1 es la molécula que mejor identifica a los

pacientes sensibilizados a PR-10 incluso cuando no es el sensibilizante primario (133).

3.5. Proteinas de almacenamiento

Las proteinas de almacenamiento de semillas incluyen a la superfamilia de cupinas y las
prolaminas (98) y representan la reserva de aminoécidos e iones utilizados por las plantas como
fuente de nutrientes durante la germinacion y el crecimiento (134). Se encuentran en frutos
secos, legumbres, semillas (sésamo y mostaza) (98) y kiwi (135) y son responsables tanto de

fendmenos de reactividad cruzada (98) y reacciones alérgicas graves (134).

Las 2S Albdminas (figura 11) forman parte de la superfamilia de las prolaminas cuyo
esqueleto esta formado por 8 residuos de cisteinas y una estructura tridimensional con a-hélices
y cuentan con una region hipervariable que juega un papel inmunodominante (136). Poseen una
masa molecular comprendida entre 10 y 14 kDa y un tamafio de unos 90 a 135 aminoécidos con
una gran identidad de secuencia que varia entre 12 y 98%, lo que implica un amplio margen de
reactividad cruzada (23). Las albuminas 2S son proteinas codificadas por familias de multiples
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genes lo que explica su alto grado de polimorfismo entre si (23). Se encuentran ampliamente
distribuidas en las plantas mono y di-cotiledéneas y su funcidn consiste en proporcionar
nutrientes a las plantas durante la germinacion y el crecimiento de las semillas. También juegan
un papel protector en la defensa vegetal contra el atagque de hongos (136). Son resistentes al
calor, pH gastrico y a la actividad de las enzimas proteoliticas por lo que son capaces de
sensibilizar a través del tracto gastrointestinal dando lugar frecuentemente a reacciones alérgicas
graves, aunque también pueden producir sintomas leves, tanto con alimentos crudos como
procesados (136)(137). A este grupo pertenecen alérgenos del kiwi (Act d 13) (135), cacahuete
(Arah 2,6y 7),soja(Gly m2S), nuez (Jug r 1), sésamo (Ses i 1y 2) y mostaza (Sin a 1) entre
otros (138) (136). Las 2S albuminas de avellana (Cor a 14), nuez (Jug r 1), nuez negra (Jug n 1)
y nuez pecana (Car | 1) presentan una identidad de secuencia de aminoacidos que oscila entre 62
y 86% (134).

Figura 11. Estructura tridimensional de Ara h 6,
2S Albumina del cacahuete. Tomada de Protein
Data Bank: 1W2Q (Ultima consulta 06/02/18).

Las vicilinas y leguminas son miembros de la superfamilia de las cupinas, caracterizadas
por presentar en su estructura tridimensional con dos dominios caracteristicos denominados
“barril p” o “dominio cupina” y secuencias conservadas en posiciones especificas de las cadenas
polipeptidicas &cida y béasica formando una estructura de 40 a 60kDa. Dicha estructura le
confiere a las proteinas resistencia a la degradacion de proteasas y cierta estabilidad térmica
(139). Sin embargo, el calentamiento de estas proteinas provoca la pérdida parcial de la
estructura § de los dominios cupina y modificaciones covalentes en las cadenas polipeptidicas
que pueden afectar a su actividad alergénica (23). Como ocurre con Ara h 1, la vicilina del
cacahuete, que presenta mayor capacidad alergénica en cacahuetes tostados que en los crudos
(140), cocidos o fritos (141). Se ha identificado a las vicilinas de la lenteja (Len ¢ 1)(142) y el
guisante (Pis s 1)(143) como los alérgenos mayoritarios de dichos alimentos en la poblacién del
area mediterranea y presentan una gran identidad de secuencia (90%). Otras vicilinas
alergénicas relevantes han sido identificadas en la soja (Gly m bd) (144), nuez (Jug r 2)(145),
anacardo (Ana o 1) (146), avellana (Cor a 11)(147) y sesamo (Ses i 3)(148). En estos alimentos
también se han identificado leguminas alergénicas como en la soja (Gly m 6) (149)(150),
avellana (Cor a 9) (151), cacahuete (Ara h 3) (152), sésamo (Ses i 6) (148) (153), mostaza (Sin a

2)(154). Existe un alto nivel de identidad de secuencia (90.1%) entre la vicilina del guisante (Pis
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s 1) y lenteja (Len ¢ 1) que indican que estas moléculas pueden considerarse virtualmente
idénticas (134).

El mejor método para identificar a las proteinas de almacenamiento es el diagndstico
molecular por componentes (CRD). Actualmente Ara h 6 y Ara h 2, proteinas 2S albuminas del
cacahuete, se consideran las moléculas alergénicas mas especificas para diagnosticar alergia al
cacahuete (155) y predecir reacciones alérgicas moderadas-graves (156). Sin embargo, en el
area mediterranea Ara h 9, la LTP del cacahuete, es considerada el alérgeno mayor del
cacahuete (157)(158).
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3.6. Determinantes carbohidratados de reactividad cruzada (CCDs)

Los determinantes carbohidratados de reactividad cruzada (CCDs) fueron identificados en
1970 en la bromelina, una proteasa de la pifia (159) que contenia un oligosacarido con dos
estructuras no encontradas en las glicoproteinas de mamiferos: o 1,3 fucosa y f 1,2 xilosa.
Posteriormente Aalberse y colaboradores identificaron estas glicoproteinas como causa de
alergia alimentaria (160). Se estima que hasta un 31% de los pacientes alérgicos a polenes (161)
y un 20% de los alérgicos a alimentos (162) generan IgE especificas contra estas fracciones
carbohidratadas de glicoproteinas denominadas N-Glicanos, cuya estructura estd formada por
dos moléculas de G1cNAc (N-acetil-glucosamina) y una manosa distal que suele ser modificada
por la union de uno o mas residuos carbohidratados. La modificacion que esta implicada en la
unién a IgE especifica de alérgenos es altamente inmunogénica por no estar presente en los
humanos: a-(1,3) fucosa en plantas e insectos y B-(1,2) Xilosa en plantas y helmintos (163).
Participan en funciones como el plegamiento de la proteina, estabilidad, secrecién y trafico
intracelular (164). Inducen la produccion de IgE de reactividad cruzada e interfieren en las
determinaciones in vitro de IgE especifica (99) dando lugar a falsos positivos y discrepancias
entre los resultados obtenidos en las pruebas cutaneas y determinacion de IgE sérica (165). Son
una importante causa de reactividad cruzada sin relevancia clinica (99). Se han descrito en
polenes (166), veneno de himendpteros, insectos y alimentos vegetales como la zanahoria y apio
(162)(167). La unica deteccion in vitro de CCDs mediante la determinacion de la fraccion de
Bromelina de pifia (MUXF3) esta disponible tanto en ImmunoCAP como en la plataforma
multiplex InmunoCAP ISAC 112®.
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4. Proteinas transferidoras de lipidos (LTP)

4.1. Funcién

Las proteinas transferidoras de lipidos (LTP) forman parte de la superfamilia de proteinas
denominadas prolaminas y por su funcién son consideradas proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR-14). Debido a su capacidad para unir lipidos, inicialmente se les habia atribuido
el papel de transporte intracelular de lipidos. Sin embargo, las LTPs se localizan
extracelularmente en las capas mas externas de la pared celular lo que inclina a pensar mas en
su implicacion en la biosintesis de cuticula y cera en la superficie de las plantas, asi como en la
defensa ante infecciones por su poder antifingico y antimicrobiano y ante condiciones extremas
del medio (168)(169)(170)(171)(51)(128). Esta funcién de defensa explicaria porque las LTP se
encuentran predominantemente en la piel de frutas y verduras méas que en la pulpa (172). Sin
embargo, en algunas frutas como el kiwi verde y amarillo (respectivamente, Act d 10 y Act ¢
10) (173) y el tomate (Sola | 6 y Sola | 7)(174), las LTP estan presentes en las semillas que se
ingieren conjuntamente con la pulpa.

Una caracteristica de las LTP es que su expresion en los alimentos vegetales puede
cambiar segun la variedad del alimento, su estado madurativo, tratamientos recibidos antes y
después de la cosecha, las condiciones de almacenamiento, asi como entre diferentes cosechas y
cultivos (175)(176) dando a lugar a diferentes grados de alergenicidad del alimento, como se ha
demostrado con Pru p 3 en el melocoton (177) y Mal d 3 en la piel de la manzana, donde los
niveles mas altos de Mal d 3 se encontraron en la piel de manzanas demasiado maduras y recién
recogidas de la cosecha (178). En un estudio realizado por Lépez-Matas y colaboradores (179)
encontraron que el perfil proteico y alergénico en seis variedades de tomate (Rama, Canario,
Rambo, Kumato, Pera y Raf) era totalmente diferente, siendo Rambo y Canario las variedades
con mayor cuantificacion de LTP del tomate, Lyc ¢ 3, y la variedad Rama la que menos. Su
expresion también se ve influenciada por las condiciones medioambientales y de cultivo,

cambios climaticos asi como por la presencia de sustancias quimicas contaminantes (171)(176).

Recientemente, Tordesillas y colaboradores (180) describieron caracteristicas similares
entre la LTP del melocotdén y las saponinas como su estructura rica en cisteinas altamente
conservadas con 4 a-hélices y 3 puentes disulfuro, el tamafo, la existencia de una cavidad
interna y la habilidad de transportar lipidos. Estos datos sugieren que Pru p 3 podria jugar un
importante papel en el tréfico y descarga de compuestos lipidicos en receptores CD1d presentes

en las células presentadoras de antigenos.
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4.2. Estructura

Las LTP estdn ampliamente distribuidas en el reino vegetal y altamente conservadas
filogenéticamente. Estan formadas por 91-95 aminoacidos y se subdividen en dos familias
relacionadas estructuralmente por su peso molecular: LTP 1 de 9 kDay LTP 2 de 7 kDa (Figura
12) (181). Muestran baja identidad de secuencia de aminoacidos (menor del 30%) entre si y
difieren en la posicion de algunos residuos de cisteina situados a lo largo de la molécula (168).
Presentan en comln su habilidad para transportar fosfolipidos entre membranas, un elevado
punto isoeléctrico (pl 9) y que en su estructura contienen 8 residuos de cisteina perfectamente
conservados y unidos entre si por 4 puentes disulfuro que les confiere elevada resistencia a
temperaturas extremas, accion de las enzimas proteasas y cambios en el pH del medio
(169)(170)(51)(128). Su estructura y reactividad a IgE tampoco se ve afectada por la accion de
las microondas y ultrasonidos (182) ni en alimentos procesados (183). El pliegue de LTP1 esta
compuesto por cuatro a-hélices unidas por un bucle flexible y un tramo de residuos C-terminal
(figura 12). Las LTP2 presentan la misma estructura, pero contienen tres a-hélices y una region
gue contienen dos hélices de un solo giro. Las a-hélices y el extremo C terminal forman una
cavidad interna hidrofébica que atraviesa la molécula completa. La cavidad en la subfamilia
LTP1 tiene la forma de un tdnel que sostiene el eje largo de la proteina, mientras que la de la
subfamilia LTP2 tiene la forma de una caja hueca triangular siendo mas flexible y con mayor
plasticidad que la cavidad de LTP1 (128). Aungue pueden encontrar LTP de ambas familias en
semillas de las plantas, las LTP 1 se localizan fundamentalmente en los érganos aéreos de los
vegetales y LTP 2 en las raices (169). La mayoria de las LTP que han sido caracterizadas como
alérgenos son de la familia 1 (168) y sélo cuatro han sido identificadas como LTP 2, una en
fuente polinica (Brassica rapa, Bra r 3) (184) y tres en alimentos como Sola | 6, procedente de
las semillas del tomate (185)(186) y que se ha asociado con reacciones alérgicas graves (174).
Otras LTP de clase 2 han sido identificadas en el apio (Api g 6) (187) y trigo (Tri a 7k-LTP)

(124) y otros cereales como el arroz (166).
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Figura 12. Comparacion de la estructura primariay terciaria de LTP1 (fila superior) y
LTP2 (fila inferior) procedente del arroz (Tomado de Egger (169)). Los pliegues a-hélices
estan sefialados en amarillo. Los aminoacidos idénticos estan sefialados con un asterisco (*).
Los 8 residuos de cisteina tipicos de la estructura conservada de la familia de las prolaminas
estan numerados de 1 a 8.

4.3. Prevalencia

A pesar de que no hay estudios de prevalencia e incidencia de sensibilizacion a LTP en
poblacion espafiola, se considera que estas proteinas son la causa mas frecuente de alergia
alimentaria en adultos en el area mediterranea (12). En un estudio publicado por Gonzélez-
Mancebo y colaboradores (188) la prevalencia de sensibilizacion a LTP en pacientes que
acudian a consultas externas de alergologia por cualquier motivo en el sur de Madrid era de
12.3%, de los cuales 37.7% presentaban sintomas compatibles con alergia alimentaria y 62.3%
eran asintomaticos. En el estudio EXPO (110) realizado en 17 provincias de Espafa
(Extremadura, Castilla La Mancha, Andalucia, Murcia, Comunidad Valencia y Catalufia) en
pacientes adultos con clinica compatible con polinosis observaron una prevalencia de
sensibilizacion a Pru p 3 de 12.6% a pesar de que la alergia alimentaria no era objeto del
estudio. Resultados similares se obtuvieron en el estudio multicéntrico “Vegetalia” realizado en
Espafia en el que la prevalencia de sensibilizacion a Pru p 3 fue significativamente mayor en los
pacientes con sindrome polen-alimentos vegetales que aquellos que sélo presentaban polinosis
(42.2% vs 7.7%) (189).
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4.4. Distribucién geogréfica

Los patrones de reconocimiento IgE de alérgenos alimentarios y la expresion clinica de la
alergia a alimentos vegetales varian segun la localizacion geografica debido a la fuerte
influencia de los factores medioambientales, los habitos alimenticios y la cosensibilizacion a
alérgenos polinicos y/o panalérgenos vegetales (190)(12). En el Norte y Centro de Europa la
alergia a alimentos vegetales esté asociada con la sensibilizacion a PR-10 y profilinas, mientras
que en el Sur de Europa la causa més importante son las LTP, sobre todo en Espafia, Italia y
Grecia, mientras que presenta una limitada incidencia en el Norte y Centro de Europa
(190)(191)(192). El é&rea mediterrdnea se caracteriza por bajas precipitaciones, altas
temperaturas y elevados niveles polinicos de olivo, platano de sombra, artemisia, gramineas y
parietaria (190), lo que podrian actuar como moduladores de la expresion geogréfica y clinica
de la alergia por LTP. Un ejemplo que pone de manifiesto las diferencias geogréficas norte-sur,
incluso dentro del area mediterranea, es el estudio de Gamboa y colaboradores (193) en el que
pacientes del Norte de Espafia con alergia a melocoton presentaban dos patrones claramente
diferenciados: los que habian presentado anafilaxia estan sensibilizados a Pru p 3 mientras que

los que habian presentado SAO lo estaban a profilinas y PR-10.

Un estudio realizado por Fernandez Rivas y colaboradores (127) puso de manifiesto que la
alergia a manzana en paises como Holanda, Austria e ltalia era leve (mas del 90% presentaba
SAOQ) y estaba relacionadas con la polinosis por abedul y la sensibilizacion a PR-10 y su
homdlogo en la manzana, Mal d 1. Sin embargo, en Espafia el alérgeno principal de la manzana
es una LTP, Mal d 3, y supone un factor de riesgo para presentar reacciones alérgicas graves
(OR 7.76; IC 95%: 3.87-15.56) (127). Los patrones de sensibilizacion alergénica en la alergia al
cacahuete también presentan diferencias geograficas, de forma que en Espafia el 60% de los
pacientes estan sensibilizados a la LTP (Ara h 9) mientras que sélo la reconocen el 7.7% y
14.3% en EEUU vy Suecia, respectivamente. Por el contrario, en EEUU y Suecia la alergia al
cacahuete se debe fundamentalmente a sensibilizacion a proteinas de almacenamiento de
semillas (Arah 1, Arah 2y Ara h 3) (194).

4.5. LTPsy su papel como alérgenos

En 1992 Lleonart y colaboradores (195) describieron una proteina alergénica de 8-10
kDa como el principal componente de union a IgE del melocotdn localizada preferentemente en
la piel de las frutas mas que en la pulpa y que posteriormente fue identificada como una LTP de
clase 1 y considerada su alérgeno mayor (196)(197). Actualmente la LTP del melocoton se
denomina Pru p 3 y se considera su principal alérgeno, reconocido por mas del 90% de los

pacientes alérgicos al melocoton en el &rea mediterrnea (198).
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Se ha demostrado mediante ensayos de inhibicion que Pru p 3 domina la respuesta
inmune sobre otras LTP de alimentos y pdlenes, siendo en la mayoria de los casos el
sensibilizador primario y el que posteriormente dirige la respuesta inmune hacia el
reconocimiento de otras LTP (127)(199)(200). Hasta la fecha varios grupos han estudiado la
respuesta celular mediada por células T a Pru p 3 con la identificacion de varios epitopos
inmunodominantes en Pru p 3, el perfil de respuesta celular inducida y las citoquinas
producidas, lo que permitird identificar nuevas dianas terapéuticas para el desarrollo de
inmunoterapia especifica a Pru p 3 en pacientes con alergia alimentaria por LTP
(201)(202)(203).

Recientemente se ha identificado el ligando de Pru p 3 como un derivado del alcaloide
campotecina con actividad enzimatica inhibidora de topoisomerasa | unido a fitoesfingosina, un
componente estructural de membrana, el cual es de naturaleza lipidica y esta insertado en la
cavidad hidrofébica de la proteina (204). La capacidad de ligando lipidico de Pru p 3 para
inducir sensibilizacion in vivo y su capacidad inmunogénica ha sido estudiada en un modelo de
anafilaxia por melocoton en ratones concluyendo que el ligando lipidico de Pru p 3 actia como
un adyuvante potenciando la sensibilizacion y actividad alergénica de Pru p 3 y participa
activamente en la induccidn de la respuesta inmune tipo 2, activando a las células presentadoras

de antigenos a través de los receptores CD1d (180).

Ademas de la LTP del melocoton, en allergome (http://www.allergome.org) hay
descritas 174 LTP incluyendo varias isoformas para cada alérgeno. Entre todas las LTP
alergénicas descritas, la del melocotén, otras frutas rosaceas, frutos secos, cacahuete, lechuga
(205) y manzana (206) son mas las que con mas frecuencia producen reactividad clinica
fundamentalmente reacciones sistémicas, mientras que otras LTP aunque pueden ser
reconocidas por la IgE de los pacientes, en la mayoria de los casos no producen clinica siendo el
alimento tolerado por el paciente, recibiendo el sobrenombre de “LTP seguras” (207)(12). En un
estudio de 49 pacientes monosensibilizados a LTP todos los pacientes presentaron SPT negativo
y tolerancia confirmada mediante exposicion oral abierta a zanahoria, patata, melén y platano,

considerandose alimentos seguros en los pacientes alérgicos a LTP (207).

4.6. Vias de sensibilizacion

Las LTP son consideradas como alérgenos alimentarios completos o de clase | por su
capacidad por sensibilizar a través del tracto gastrointestinal (183)(169) debido a sus
caracteristicas bioquimicas y moleculares que les confieren elevada resistencia a la digestion

enzimatica de pepsinas (208) y al calor (209). Un estudio realizado por Tordesillas y
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colaboradores (210) puso de manifiesto que Pru p 3, la LTP del melocotdn, atraviesa el epitelio
gastrointestinal mediante una ruta transcelular que no implica un mecanismo proteolitico ni la
modificacion de las uniones estrechas de las células epiteliales con la consiguiente produccion
de citoquinas T2, lo que refuerza el papel de Pru p 3 como sensibilizador via gastrointestinal.

Este mecanismo también ha sido descrito en el caso de la LTP del trigo, Tri a 14 (211).

Por otra parte, las LTP también se han descrito en el contexto de alergia alimentaria de
clase Il debido a la reactividad cruzada mediada por IgE entre alérgenos homdlogos de po6lenes
y alimentos sugiriendo la inhalacién del alérgeno como una segunda via de sensibilizacion
(169). A favor de se han descrito sintomas respiratorios compatibles con asma ocupacional tras
la inhalacion de Pru p 3 procedentes de las hojas de melocoton (212) y de Tri a 14, una de las
LTP del trigo, en panaderos previamente sensibilizados a harina de trigo (213), asi como casos
de rinoconjuntivitis ocupacional por LTP en una fruteria con posterior desarrollo de alergia
alimentaria (214). En el caso de la alergia a melocotén-polen de artemisia se han sugerido tanto
la LTP del melocotén (Pru p 3) (215) como la de artemisia (Art v 3) (216) como sensibilizador

primario dependiendo de la seleccion de la poblacion a estudio.

El contacto repetido con la piel ha sido propuesto como tercera via de sensibilizacion de
las LTP en la alergia a melocoton y cacahuete (169)(12). Recientemente Tordesillas y
colaboradores (180) han demostrado por primera vez en un modelo de raton que Pru p 3 es
capaz de sensibilizar a través de la piel. Esta capacidad es debida al vello caracteristico de la
piel del melocotdn no presente en otras frutas de la familia de las Rosaceas y que le confiere una
mayor alergenicidad que la pulpa (217). Se ha postulado que la mayor alergenicidad de la piel
sea atribuible a que la cantidad de Pru p 3 es hasta 10 veces mayor en la piel que en la pulpa
(172)(218). Otra posible hipotesis es que la piel del melocoton posea unas caracteristicas
distintas a la pulpa que le confiera propiedades alergénicas especificas (217)(218). Para ello,
Larocca y colaboradores (218) realizaron un anélisis protedmico mediante electroforesis y
espectrometria de masas de LTP purificada procedente de la piel y pulpa de cuatro variedades
distintas de melocoton y demostraron que la secuencia de aminoécidos era idéntica en la piel y
pulpa de todas las variedades. Sin embargo, detectaron dos regiones metiladas en el residuo de
arginina (R*® y R*) en la LTP purificada de la piel en todas las variedades sugiriendo que

podrian modular su capacidad de unién y, por lo tanto, regular sus funciones bioldgicas.

4.7. Reactividad cruzada

La amplia distribucion de las LTP entre los alimentos vegetales y p6lenes junto con un

grado de identidad de secuencia de moderado a alto (35%-95%) vy la reactividad cruzada que
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presentan entre las LTPs de diferentes familias taxondmicamente distantes, sugiere un papel
potencial de estas proteinas como panalérgenos vegetales (219). Ademas, las distintas LTP se
caracterizan por ser heterogéneas inmunoldgicamente presentado diferentes patrones de

reconocimiento (173).

En cuanto a las LTP presentes en pélenes, las de platano de sombra (Pla a 3) y artemisia
(Art v 3) son las que presentan mayor identidad de secuencia con Pru p 3 y una reactividad
cruzada parcial con las LTP de melocotdn y otros alimentos vegetales. En cambio, se ha
descrito que las LTP del polen de olivo (Ole e 7) y parietaria (Par j 1 y Par j 2) presentan bajos
niveles de identidad de secuencia con la LTP del melocotén, 19%, 28% y 27% respectivamente
(220). Aunque Ole e 7 es un alérgeno menor del polen de olivo, su sensibilizacion es relevante
en zonas con alta exposicién a polen de olivo como el Sur de Espafia y se asocia con reacciones
alérgicas graves como asma (110). Un estudio realizado en lItalia concluydé que el
reconocimiento a Ole e 7 en pacientes sensibilizados a olivo se asocia con reacciones locales o
sistémicas a alimentos vegetales principalmente melocotén, nuez y cacahuete (221). Sin
embargo, no ha demostrado RC hasta la actualidad con LTP procedentes de alimentos ni de
otras fuentes polinicas por lo que parece no estar relacionada estructuralmente ni

inmunolégicamente con otras LTP de alimentos (222).

Las LTP del polen de parietaria (Par j 1 y Par j 2) constituyen sus alérgenos principales
en la poblacién mediterranea, pero a pesar de conservar la estructura tridimensional tipica de las
LTP presentan un tamafio molecular distinto (Par j 1 14kDay Par j 2 11kDa) y no presentan RC
con las LTP de alimentos (220)(12).

4.8. Sindrome polen-alimentos por sensibilizaciona LTP

Se estima que entre el 30 y el 60% de los pacientes con polinosis en Europa presentan
alergia a alimentos vegetales. Un estudio realizado en Espafia desveld que la prevalencia de
polinosis con alergia a alimentos vegetales era del 39.9%, los factores de riesgo para esta
condicion se dieran fueron presentar menor edad, sensibilizacion a polen de platano de sombra,
artemisia 'y Pru p 3, y los alimentos més frecuentemente implicados fueron melocotén y frutos
secos (190). En el area mediterranea el sindrome polen-alimentos vegetales se deben al polen de

artemisia y platano de sombra.
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4.8.1. Artemisia

La LTP presente en el polen de Artemisia vulgaris, Art v 3 (223), muestra un 45% de
identidad de secuencia con Pru p 3 (173) y su sensibilizacion suele ser consecuencia de la
sensibilizacion a LTP del melocoton normalmente sin relevancia de clinica polinica (215), lo
que sugiere que desempefia un papel como modulador de la sensibilizacion a LTP en el area
mediterranea. Sin embargo, los resultados obtenidos en un estudio realizado en Murcia indican
que puede actuar como un alérgeno principal en pacientes con alergia respiratoria (216) en una
zona endémica de polen de artemisia. Un estudio realizado por autores espafioles puso de
manifiesto que la sensibilizacion primaria a LTP de alimentos puede desencadenar sintomas
respiratorios por LTP presente en los pdlenes debido a un mecanismo de reactividad cruzada
tras realizar provocaciones nasales a Pru p 3, Art v 3 y polen de artemisia en pacientes con
alergia alimentaria por LTP (224). Presenta reactividad cruzada “in vitro” con LTP de alimentos
como melocotén, manzana, castafia (225)(226), col (227) y mostaza (228). Los sindromes
artemisia-col y artemisia-mostaza se han asociado con reacciones alérgicas graves (228)(227).
Ademas, ha demostrado aumentar el riesgo de sensibilizacion a la LTP de la manzana (Mal d 3)
en Espafa (127).

4.8.2. Platano de sombra

El polen de platano de sombra, Plaranus acerifolia, €s una importante causa de
polinosis en el &rea mediterranea (229)(230). La sensibilizacion a polen de platano de sombra se
ha asociado frecuentemente con alergia a alimentos vegetales, lo que se ha denominado como
“sindrome platano de sombra-vegetales” (229). La identidad de secuencia entre Pru p 3y su
homologa en el polen de platano de sombra, Pla a 3, es del 58.3% (230). Recientemente se han
identificado dos isoformas de la LTP de polen de platano de sombra, Pla a 3.01 y Pla a 3.02
(231). En estos pacientes, el reconocimiento de Pla a 3 debe considerarse como el resultado de
sensibilidad primaria a Pru p 3 y posterior RC entre ambas moléculas en pacientes con alergia
alimentaria por LTP en el area mediterranea (231)(232). Pla a 3 se comporta como un alérgeno
principal y marcador de polinosis por polen de platano de sombra con alergia a alimentos por
LTP concomitante y como alérgeno menor de polinosis aislada por polen de platano de sombra
sin alergia alimentaria, aunque la sensibilizacién a Pla a 3 no esta exclusivamente asociada a la
LTP del melocoton (230)(231)(232).

En el estudio Vegetalia, el 66.5% de los pacientes con alergia a alimentos vegetales
presentaban también polinosis, siendo el platano de sombra el segundo polen mas

frecuentemente implicado (189). En un estudio realizado en Espafia en pacientes diagnosticados
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de Sindrome LTP, el 75.6% presentaba polinosis siendo el polen de platano de sombra el mas

frecuentemente implicado (93.3%) seguido del polen de artemisia (73.3%) (233).

Los alimentos con los que mas frecuentemente se asocia la polinosis por platano de sombra
son el melocotdn, la manzana, los frutos secos y la lechuga (229)(234)(189). En una cohorte
italiana sensibilizada a polen de platano de sombra observaron una correlacion significativa
entre la reactividad a Pla a 3 y LTP de alimentos con orden decreciente: nuez (Jug r 3),
cacahuete (Ara h 9), avellana (Cor a 8) y melocoton (Pru p 3), mientras que no se observd
ninguna relacion con la LTP de trigo (Tri a 14) y polen de parietariay olivo (Parj2y Olee 7

respectivamente) (232).

4.9. Manifestaciones clinicas

Las LTP son la causa més frecuente de alergia alimentaria y de anafilaxia inducida por
alimentos en adultos en el area mediterranea (191)(12). La expresion clinica de la alergia
alimentaria por sensibilizacion a LTP presenta algunas caracteristicas especificas como su
distribucion geografica limitada al area mediterranea, la frecuente necesidad de cofactores para
desencadenar reactividad clinica y una menor gravedad de la clinica cuando se asocia con
sensibilizacion a panalérgenos polinicos como los homologos de Bet v 1 y las profilinas
(191)(12). En algunos pacientes las reacciones adversas son mas frecuentes y mas graves

cuando ingieren el alimento culpable con piel que con la pulpa sola (217).

Las manifestaciones clinicas de la alergia a LTP presentan un patron clinico muy
heterogéneo con un amplio espectro de gravedad de la clinica que varia de leve, como urticaria
de contacto o el sindrome de alergia oral (SAO) a reacciones graves como la anafilaxia o el
shock anafilactico pasando por sintomas moderados como la urticaria y angioedema o la clinica
gastrointestinal postprandial, lo que implica una dificultad afiadida en el manejo de los
pacientes. Ademas, existe un grupo de pacientes asintomaticos que toleran todos los alimentos
vegetales incluido el melocoton (12). Sin embargo, el SAO es probablemente la expresion

clinica més frecuente de la alergia por LTP (12).

La urticaria de contacto se considera una presentacion caracteristica de la alergia a LTP
que se produce tipicamente tras el contacto con la piel del melocotén, aunque se puede producir
tras el contacto con cualquier alimento vegetal (235)(236)(237)(238). En Espafia la LTP es
probablemente la principal causa de urticaria de contacto inducida por alimentos (12). Se puede
acompafiar de sintomas tras la ingesta de la pulpa o de tolerancia (217). En algunos pacientes
puede preceder al inicio de sintomas tras la ingesta de alimentos vegetales, lo que apoya la

hipétesis de que la sensibilizacion primaria se produce por via cutdnea. Un estudio realizado en
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Espafia por Cuesta-Herranz y colaboradores (22) en una poblacion de 70 pacientes alérgicos a
LTP puso de manifiesto que la urticaria de contacto por melocoton era un sintoma comun
siendo diagnosticada en el 60% de los pacientes. Estos datos son consistentes con los obtenidos
por Asero y colaboradores (239) en una poblacion italiana en la que la urticaria de contacto por
melocoton fue confirmada en el 63% de los pacientes, lo que hace posible concluir que
aproximadamente un 60% de los pacientes con alergia a LTP en el area mediterrdnea presentan

urticaria de contacto con la piel de melocotén (12).

Otra caracteristica tipica de su expresion clinica es la asociacion de reacciones sistémicas
graves (anafilaxia) con la presencia de cofactores (ejercicio, antiinflamatorios no esteroideos,
alcohol, menstruacion, estrés o cualquier combinacion entre ellos) de 2 horas antes a 4 horas
después a la ingesta de alimentos vegetales (12), entidad conocida como “alergia alimentaria
potenciado por cofactores” (del inglés, cofactor-enhanced food allergy, CEFA) (32). En algunos
casos, los pacientes que presentan alergia alimentaria potenciada por cofactor toleran el
alimento responsable de la reaccidon en ausencia de cofactor y en otros casos presentan una
clinica es mas leve en ausencia de éstos, lo que indica que los cofactores pueden ser
indispensables para que la expresion clinica ocurra o actuar como moduladores de la gravedad
de la reaccion, respectivamente (233). Un estudio realizado en Espafia por Cardona y
colaboradores (32) en 74 pacientes con CEFA revelé que la anafilaxia fue la manifestacion
clinica mas frecuente (85.1%) y en el 99% de los casos el alimento culpable fue un alimento
vegetal siendo Pru p 3 el alérgeno méas frecuentemente implicado (91.7%). Otro estudio
realizado por Romano y colaboradores (240) puso de manifiesto que las LTP también son la

causa mas frecuente de anafilaxia por alimentos inducida por ejercicio en Italia.

A pesar de que las LTP se encuentran presentes en todos los alimentos vegetales, algunos
pacientes sélo desarrollan reactividad clinica a un alimento o grupo de alimentos mientras que
otros tienden a ampliar su perfil de reconocimiento clinico a una amplia variedad de alimentos
taxonémicamente distintos debido a la alta reactividad cruzada (219), denominandose a esta
condiciéon “Sindrome LTP” (SLTP) (241)(242)(233). Sin embargo, hasta la fecha no se han
definido los criterios diagndsticos de dicho sindrome ni su historia natural, aunque en la
mayoria de las publicaciones se considera la existencia de SLTP cuando el paciente presenta
sensibilizacion demostrada a Pru p 3 y clinica con dos o mas alimentos de grupos
taxondmicamente distantes (233)(243)(205). Algunos autores han propuesto la existencia de tres
tipos SLTP que presentan alergia alimentaria pero se diferencian entre si por su origen,
sensibilizacion primaria o reactividad cruzada: 1) sensibilizacion primaria a alimentos LTP sin
polinosis, 2) sensibilizacion primaria a alimentos LTP en un contexto de polinosis existente y 3)
sensibilizacion primaria a LTP de polen (244). En un estudio realizado en 2012 en Barcelona se

observo un perfil clinico muy heterogéneo en pacientes con SLTP con una media de 4 alimentos
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vegetales implicados siendo los mas frecuentes el melocoton, la lechuga, la nuez, la avellana, el
cacahuete y la judia verde. Las manifestaciones clinicas mas comunes fueron el SAO vy la
anafilaxia con la misma frecuencia. Pru p 3 fue reconocido por el 100% de la muestra y los

cofactores estaban presentes en un 40% de los casos y la polinosis en 76.9% (233).

En un estudio reciente sobre el perfil de reconocimiento de las LTP en una cohorte
italiana de pacientes nacidos en el centro y sur de Italia con historia de reacciones adversas a
alimentos, rinitis, asma y/o eccema atopico describieron que existe una fuerte correlacion
positiva entre las LTP de polen de platano de sombra (Pla a 3), cacahuete (Ara h 9), nuez (Jug r
3) y melocoton (Pru p 3) que constituyen un grupo (“cluster”) molecular (245). En dicha
poblacién, Pru p 3 fue la molécula méas reconocida por todos los pacientes mientras que Tri a 14
la que menos. Asi mismo describieron que la gravedad de la clinica era menor cuando los
pacientes estaban cosensibilizados a otras familias de proteinas como profilinas y homélogos de
Bet v 1. A raiz de estos hallazgos se han propuesto algoritmos sobre el manejo de los pacientes

en funcion de su perfil de reconocimiento (24).

La variabilidad en el perfil de reconocimiento de las LTP y en los patrones de
reactividad cruzada de un individuo a otro, asi como la gran heterogeneidad de la expresion
clinica y su relacion con la gravedad, hacen necesaria la realizacién de estudios en nuestra
poblacién con el fin de determinar fenotipos clinicos con caracteristicas definidas y marcadores
prondsticos para un manejo diagnéstico y terapéutico Optimo en pacientes con alergia

alimentaria sensibilizados a LTP.

4.10. Diagnostico

El diagndstico de sensibilizacion a LTP se puede realizar mediante pruebas “in vivo” (SPT)
0 in vitro. Para la realizacion de SPT se dispone de un extracto comercial de LTP purificada de
melocoton (0,1mg/mL). La determinacion de IgE especifica a LTPs es posible tanto por técnicas
de singleplex (ImmunoCAP) como multiplex (ISAC 112®), presentando buena concordancia
entre ambas técnicas (246)(247). Las LTPs disponibles para su cuantificacion en el InmunoCAP
ISAC 112® son Pru p 3 (melocoton), Ara h 9 (cacahuete), Jug r 3 (nuez), Cor a 8 (avellana), Pla
a 3 (platano de sombra), Art v 3 (artemisia), Ole e 7 (olivo), Tri a 14 (trigo) y Par j 2
(parietaria). En la modalidad singleplex no esta disponible Pla a 3 pero si Mal d 3, LTP de la

manzana.

La determinacion de IgE especifica a Pru p 3 recombinante (rPru p 3) presenta una
sensibilidad de 88% Yy especificidad del 100% (248). Los niveles de sIgE para Pru p 3 se

consideran como un biomarcador de riesgo de presentar reacciones alérgicas graves, y en
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algunas series han demostrado ser de utilidad para distinguir entre individuos asintomaticos y
sintomaticos y reacciones graves y reacciones locales (249). Ademas, los niveles de sIgE Pru p
3 se relacionan de forma inversamente proporcional a la edad de inicio de alergia al melocotdn
(250).

La prueba patron oro para el diagndstico de alergia alimentaria es la DBPCFC, aunque
también se puede realizar la provocacion oral abierta o simple ciego. Sin embargo, hasta la
fecha no se han validado recetas para pruebas de provocacion oral con melocoton, sino que cada
grupo ha desarrollado las suyas (251)(252)(253). En la pagina web de la Sociedad Europea de
Alergia e Inmunologia Clinica (EAACI) hay disponible una receta de enmascaramiento de
melocoton para DBPCFC (254).

4.11. Tratamiento

El tratamiento de eleccidn de la alergia alimentaria por LTP es la evitacion del alimento
o los alimentos que causan sintomas, asi como el manejo de las reacciones agudas y a largo

plazo (ver apartado “1.8. Manejo y Tratamiento de la alergia alimentaria™).

Desde el afio 2011 esta comercializada una ITE sublingual con extracto de melocotén
cuantificado en Pru p 3 “SLIT — Pru p 3” (50ug Pru p 3/ml) (ALK-Abellé S.A., Madrid,
Espafia). Hasta la fecha son pocos los estudios publicados sobre su eficacia y seguridad (251)
(253)(255), pero con resultados prometedores. En un estudio publicado recientemente por
Gomez y colaboradores (253) se evaluaron los efectos del tratamiento durante un afio con SLIT
melocoton en una poblacion de pacientes alérgicos al melocotdn con antecedente de reacciones
sistémicas graves. Tras un afio de tratamiento se observO una mejoria estadisticamente
significativa respecto al control en la disminucion del tamafio de la papula mediante prick test y
el aumento del umbral en la DBPCFC, y cambios inmunoldgicos como la disminucion IgE
especifica a Pru p 3, un aumento de los niveles de 1gG4 a Pru p 3 y un aumento de la relacion
slgG4/sIgE a Pru p 3). Estos resultados son consistentes con los obtenidos previamente por
Ferndndez-Rivas y colaboradores (251) tras 6 meses de tratamiento con SLIT-Pru p 3. La
mayoria de las reacciones adversas en ambos estudios fueron locales y durante la fase de
aumento de dosis. En ninguno de los dos estudios se describieron eventos adversos serios.
Existe otro tipo de inmunoterapia oral a melocoton realizada a base de extracto de peladuras de
piel de melocotdn con Pru p 3 cuantificado (256)(257), cuyos estudios muestran resultados muy
favorecedores en cuanto eficacia y seguridad. Recientemente se ha publicado la creacion de una
ITE sublingual de Pru p 3 por un grupo espafiol que combina un péptido de Pru p 3 ligando de

células T con un oligodeoxiribonucleotido con fracciones Cpg como adyuvante para inducir

65



Introduccion

respuesta T1/Treguladora en un modelo murino alérgico a LTP con proteccion para anafilaxia

mantenida al menos tres semanas (258).

Una alternativa a la vacuna comercial fue propuesta en 2016 por Cister6-Bahima y
colaboradores en el XXX Congreso de la Sociedad Espafiola de Alergia e Inmunologia Clinica
(SEAIC) con la presentacion de un protocolo de induccion de tolerancia oral con zumo de
melocotén Granini® en 20 pacientes alérgicos a LTP (259), sin embargo, no es un

procedimiento que esté validado actualmente.

Se ha observado una mejoria de la tolerancia a alimentos vegetales en pacientes con
alergia a LTP y asma grave concomitante que recibian tratamiento con omalizumab (260). El
omalizumab también se ha utilizado en algunos casos de SLTP graves con dietas muy

restrictivas y/o reacciones sistémicas graves con buenos resultados (261).
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HIPOTESIS

La definicion de los distintos fenotipos de la alergia alimentaria por sensibilizacion a
LTP y sus potenciales marcadores clinicos y de perfil de reconocimiento molecular permitiria a
los clinicos distinguir los pacientes leves de aquellos con riesgo de desarrollar sindrome LTP
grave y alto grado de complejidad para llevar a cabo una medicina personalizada que nos lleve a
un mejor manejo terapéutico de cada paciente, evitar dietas restrictivas innecesarias y mejorar

su calidad de vida.

OBJETIVOS
e Objetivo principal:

Identificar si en la alergia alimentaria por sensibilizacion a LTP se pueden

identificar patrones comunes “clusters” en funcién de pardmetros clinicos y del perfil de

reconocimiento molecular a alérgenos alimentarios y polinicos.

e Objetivos secundarios:

o Describir las caracteristicas clinicas y los alimentos mas frecuentemente
implicados en las reacciones de alergia alimentaria por sensibilizacién a LTP de
la muestra de estudio.

o Describir el perfil de sensibilizacién molecular de los pacientes con alergia
alimentaria por sensibinilizacion a LTP de la muestra de estudio.

o Validar una receta de enmascaramiento de melocoton para la realizacion de
pruebas de exposicion controlada con placebo.

o Estandarizar el procedimiento de interpretacion de las pruebas de exposicion
oral a melocotdn controladas con placebo en pacientes con alergia alimentaria

por sensibilizacién a LTP.
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MATERIAL Y METODOS

1. Disefio del estudio

Estudio prospectivo observacional.

2. Tamano de la muestra

Segun estudios previos, para una prevalencia esperada de sensibilizacion a LTP de 12.3%
del total de pacientes que acuden a Consultas Externas de Alergia por cualquier motivo, y
ajustada a la poblacién de nuestra area de influencia, se estimé un tamafio muestral con un nivel
de confianza del 95%, una precision del 4% y un 15% de proporcion esperada de pérdidas, de

305 pacientes.

3. Seleccion de pacientes

Se incluyeron pacientes adultos derivados a las CCEE de nuestro centro por cualquier
motivo en los que se detectd sensibilizacion a LTP mediante prueba cutanea incluida en la
bateria estandar de neumoalérgenos y alimentos (Anexo I11) y que cumplian todos los criterios

de inclusion y ninguno de exclusion.

e Criterios de inclusion

1. Pacientes con edad igual o mayor a 18 afios que firmaran el consentimiento
informado (Anexo 1).

2. Pacientes con pruebas cutaneas positivas para LTP de melocotén e IgE
especifica para Pru p 3 (InmunoCAP, Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Suecia)
mayor o igual a 0.10 KU/L y/o que presentaran valores mayores o iguales a 0.1
ISU en cualquiera de las LTPs contenidas en el microarray InmunoCAP ISAC
112® (Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Suecia): rPru p 3, rAra h 9, rCor a 8,
nJugr3,nArtv3,rPlaa3,nOlee7yrTrial4.

e Criterios de exclusion

1. Pacientes no nacidos en Espafia y con periodo de residencia en Espafia menor
a 10 afos.

2. Estar en el momento de la inclusion del estudio o haber realizado
previamente tratamiento con inmunoterapia sublingual con extracto de

melocotdn cuantificado en Pru p 3.
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3. Estar en el momento de la inclusion del estudio en tratamiento o haber
recibido tratamiento en los ultimos 3 meses con anticuerpo monoclonal anti-
IgE (Omalizumab).

4. Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia en el momento de la inclusion

del estudio.

4. Procedimientos

A todos los pacientes se les realizé un estudio de alergia a alimentos siguiendo el protocolo
habitual de estudio en CCEE Alergia.

4.1. Cuaderno de recogida de datos

Se realizd6 una anamnesis dirigida a cada participante con recogida de variables
demogréficas, antecedentes personales de atopia y caracteristicas de la primera reaccion alérgica
presentada tras la ingesta de un alimento vegetal. Asi mismo, se registr6é la tolerancia o la
sintomatologia presentada tras la ingesta de melocoton y con otros alimentos vegetales
seleccionados, en un Cuaderno de Recogida de Datos (CRD) previamente disefiado (Anexo I1).

En funcién de la clinica mas grave referida con la ingesta de melocotén, los pacientes
fueron clasificados en cinco grupos: 1) urticaria de contacto (UC), 2) sindrome de alergia oral
(SA0), 3) urticaria aguda/angioedema (UA/AE), 4) anafilaxia (ANF) y 5) pacientes que evitan
melocotdén desde que fueron diagnosticados de LTP como medida de evitacion, pero nunca han
presentado clinica al ingerirlo (evita).

Se considerd que un paciente presentaba Sindrome LTP (SLTP) cuando presentaba clinica

de cualquier gravedad con dos o mas grupos de alimentos vegetales taxonémicamente distantes.

4.2. Pruebas cutaneas

Las pruebas cutaneas (SPT) se realizaron siguiendo las recomendaciones de la EAACI
(262) con extracto purificado de LTP de melocotén (Pru p 3, 1mg/ml, Bial Aristegui, Zamudio,
Bilbao, Espafia) y una bateria estdndar de extractos comerciales de neumoalérgenos y alimentos
(Anexo I11).

4.3. Determinacion en suero de IgE total y especifica

A todos los participantes se les realizé una extraccion sanguinea mediante venopuncion. La
sangre se dejOo coagular a temperatura ambiente durante 30 minutos y posteriormente se
centrifugd a 4500 rpm durante 10 minutos obteniendo el suero sobrenadante. Dicho suero se
conservd inmediatamente a -20°C hasta la determinacion de los niveles de IgE total e IgE
especificas (InmunoCAP, Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Suecia) a extracto completo de
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melocotdn, rPru p 3y a los alimentos con los que hubiera presentado clinica alérgica (Tabla 3).
Una muestra del suero sanguineo se reservo para realizar la determinacion de IgE especifica a
los 112 alérgenos individuales contenidos en la micromatriz InmunoCAP ISAC® (Thermo
Fisher Scientific, Uppsala, Suecia).

Tabla 3. Alimentos disponibles para la determinacion de IgE especifica en caso de
referir clinica compatible con alergia.

Frutas Frutos secos Verduras Legumbres Cereales | Semillas
Manzana Nuez Lechuga Lentejas Trigo Mostaza
Pera Avellana Tomate Guisantes
Fresas Almendra Judia verde Cacahuete
Cerezas Castafia Esparragos
Ciruelas Pipas Espinacas
Albaricoque
Uva
Kiwi
Melbn
Platano
Pifia

4.4. Pruebas de exposicion controlada

Se realiz6 prueba de exposicion a melocoton controlada con placebo a un 10% de cada uno
de los 5 subgrupos de pacientes clasificados segun la clinica referida con melocotén: 1) UC, 2)
SAO, 3) UA/AE, 4) ANF y b) Evita (apartado 4.1). A los pacientes con UC se les realizo la
prueba de frotamiento o “rubbing test” con piel de melocotdn fresco y a los pacientes del resto
de grupos una prueba de exposicion oral doble ciego y controlada con placebo (DBPCFC). Por
razones éticas y de seguridad en el grupo 4 so6lo se incluyeron reacciones anafilacticas
moderadas (sin sintomas cardiovasculares) segun el sistema clasificacion para reacciones de

hipersensibilidad generalizadas propuesto por Brown y colaboradores (263) (Tabla 4).
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Tabla 4. Sistema de clasificacion para reacciones de hipersensibilidad generalizadas

propuesto y modificado de Brown y colaboradores.

Grado Criterios
1 — Leve (s6lo piel y tejido subcutaneo) Eritema generalizado, urticaria, edema

periorbital o0 angioedema

2 — Moderado (implicacion del aparato Disnea, estridor, sibilancias, nauseas,
cardiovascular, respiratoria o vAmitos, mareo (presincope), diaforesis,
gastrointestinal) opresion toracica, sensacion de ocupacion

faringea o dolor abdominal

3 — Grave (hipoxia, hipotension o Cianosis 0 Saturacién de oxigeno en sangre
compromiso neurolégico) <90%, hipotension (TAS < 90mmHg en
adultos), confusidn, colapso, pérdida de

conciencia o incontinencia

Abreviaciones: TAS: tension arterial sistolica.

Fueron excluidos de la prueba de exposicion controlada aquellos pacientes con
enfermedades cardiovasculares, los pacientes en tratamiento con farmacos que contraindicaran
la administracion de adrenalina, pacientes con exacerbacion de su enfermedad alérgica de base
(rinoconjuntivitis, asma, urticaria y/o dermatitis atdpica), aquellos en tratamiento con
antibioticos, corticoides o anticuerpos monoclonales, las mujeres embarazadas o en periodo de
lactancia y los pacientes con antecedentes de reacciones alérgicas graves por cualquier alimento

gue hayan puesto en peligro su vida.

4.4.1. Cuantificacion de Pru p 3 en el zumo de melocoton

Se procedi6 a la cuantificacion de LTP de melocotdn, Pru p 3, en tres lotes diferentes de
zumo de melocoton Granini®: M1 (lote A2081035311), M2 (lote A100301144 1) y M3 (lote
A505994870_1) mediante la deteccion de anticuerpo monoclonal especifico basado en el
método de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) descrito previamente por
Duffort y colaboradores (172) y llevado a cabo en los Laboratorios ALK-Abell6 (Madrid,
Espafia). Posteriormente se analizaron los mismos tres lotes de zumo mediante ELISA, pero
utilizando un anticuerpo diferente en otro centro.
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4.4.2. Receta para la prueba de exposicion oral con melocoton y

placebo

Para realizar la DBPCFC se disefié una receta con zumo de melocotdn y otra con
placebo. Los ingredientes usados para hacer la receta fueron: zumo de melocotén Granini®,
zumo de naranja y zanahoria Granini® (Eckes Granini Ibérica S.A.U, Barcelona, Espafia), puré
de patata hecho con agua hirviendo (sin leche) Maggi® (Nestlé Espafia, S.A., Esplugues de
Llobregat, Barcelona, Espafia), café descafeinado Nescafé® (Nestlé Espafia, S.A., Esplugues de
Llobregat, Barcelona, Espafia), vanilla liquida y colorante alimentario rojo Vahiné®
(McCormick Espafia, S.A., Sabadell, Espafia). La cantidad exacta de cada ingrediente en la
receta activa y placebo se especifican en la tabla 5. Todos los ingredientes usados en ambas
recetas pertenecian al mismo lote. Si un paciente referia alergia a un ingrediente incluido en el

placebo, la receta se personalizaba excluyendo dicho alimento.

Tabla 5. Receta activa y placebo.

Ingredientes | Receta activa |
Zumo de melocotén Granini® 155 ml

Receta placebo

Zumo de naranja y zanahoria Granini®

45ml

200ml

Puré de patatas Maggi®

1 cucharadita

6 cucharadita

Café descafeinado Nescafé®

1 cucharadita

2 cucharadita

Vainilla liquida Vahiné®

1 cucharadita

1 cucharadita

Colorante rojo Vahiné®

6 Gotas

3 gotas

4.4.3. Validacion de la receta para prueba de exposicion controlada
Para validar las recetas se realiz el test del triangulo (68)(69)(70)(73)(74)(75), un

procedimiento estandar que evalla las discrepancias entre muestras diferentes en cuanto a sus
caracteristicas sensoriales. Ambas recetas, activa (A) y placebo (P) se prepararon 30 minutos
antes de la prueba y tres muestras, dos iguales y una diferente, fueron asignadas aleatoriamente
a cada participante siguiendo una secuencia consecutiva de 6 posibilidades (AAP-APA-PAA-
PPA-PAP-APP). En la validacion participaron 32 voluntarios que no presentaban alergias
alimentarias, enfermedad celiaca, esofagitis eosinofilica, alteraciones del olfato, enfermedades
respiratorias o faringeas activas y/o exacerbaciones de enfermedades atdpicas. Los participantes
probaron secuencialmente en el mismo dia y en ayunas 3 muestras con el objetivo de detectar la
muestra diferente. Durante la realizacion de la prueba los participantes podian beber agua. Tras
probar las 3 muestras los participantes tenian que marcar en un cuestionario (Anexo IV) la
muestra que consideraban diferente y evaluar cuanto se diferenciaban para cada una de las

caracteristicas sensoriales (olor, textura, sabor y color) en una escala visual analdgica (EVA) del
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0 (no hay diferencias) al 10 (la mayor diferencia). En caso de que a los participantes les

parecieran las 3 muestras iguales, el test les forzaba a elegir una como diferente.

4.4.4. Prueba de exposicién oral con melocoton doble ciego controlada
con placebo (DBPCFC)

El procedimiento se llevé a cabo siguiendo las recomendaciones de la EAACI (41) y el
consenso PRACTALL (62) sobre provocaciones orales con alimentos. El lugar donde se
realizaban las provocaciones orales se elegia en funcion de la gravedad de las reacciones que el
paciente habia presentado previamente, asi a los pacientes con un fenotipo de alergia leve (UC y
SAO) se les realizaban en las consultas externas, mientras que a aquellos con un fenotipo
moderado y severo (UA/AE y ANF) o tolerancia descocida (grupo Evita) la prueba de
exposicion controlada se les realizaba en el hospital de dia de alergia canalizandose una via
venosa. En todos los casos el procedimiento se realizaba bajo la supervision de un/una
facultativo/a especialista en alergias y con equipamiento apropiado para tratar las posibles
reacciones alérgicas (60). A los pacientes se les indico la suspension de antihistaminicos orales
y corticoides sistémicos 5y 7 dias antes de la prueba, respectivamente (66). En caso de que los
pacientes refirieran alergia alimentaria potenciada por cofactor (CEFA) tras la ingesta de
alimentos vegetales, también se les indicaba la evitacion de dichos cofactores (ejercicio, alcohol
y AINES) 2 horas antes y después de la prueba de exposicion controlada. La aleatorizacion la
realizaba un miembro diferente del equipo diferente a al facultativo/a especialista que
supervisaba la provocacion. La DBPCFC se realizaba en dos dias separados y las recetas activa
y placebo se administraban en 7 dosis escalonadas con intervalos de 30 minutos en condiciones
de ayunas, tal y como se muestra en la tabla 6.

Sélo en los casos en los que el paciente no tenia disponibilidad para acudir a hospital en
dos dias separados, las dosis de formula activa y placebo se daban aleatoriamente durante el
mismo dia (“Cuasi-provocacion oral abierta”, del inglés, “Quasi-Open food Challenge”
(QOFCQC)) (65). Los signos vitales (tension arterial, frecuencia cardiaca y saturacion de oxigeno),
exploracion fisica y medida del flujo espiratorio maximo (PEF) se realizaban a todos los
pacientes antes, durante y al finalizar la prueba de provocacion, mientras que la espirometria
forzada so6lo se realizaba a los pacientes asmaticos antes y después de la provocacion. Estos
datos, los signos y sintomas subjetivos presentados tras cada dosis durante cada provocacion
realizada, asi como la medicacion administrada en caso necesario, fueron registrados en el
formulario de provocacién oral (Anexo V), un documento propuesto por Grabenhenrich y

colaboradores (65).
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Tabla 6. Dosis de receta activa y placebo para la provocacion oral y equivalencia de Pru p

3 en la formula activa.

, . . Equivalencia de Zumo de . .
Ndmero | Dosis receta activa : L. Equivalencia de Prup 3
dosis y placebo (ml) T2 BT Gr§n|n|® i L e en la férmula activa (ug)
activa (ml)
1 0.2 0.14 0.76
2 0.4 0.42 2.29
3 1 1.27 6.93
4 5 3.82 20.86
5 15 11.48 62.68
6 45 34.45 188.10
7 135 103.35 564.29
Total 201.6 ml 154.93ml (155ml) 845.91 pg

Con el fin de estandarizar el procedimiento de interpretacion de cada provocacion oral
realizada, previamente se clasificaron los signos y sintomas que iban a ser evaluados (Tabla 7),
y se definieron los criterios de evaluacion (Tabla 8) y el resultado final tras el
desenmascaramiento del doble ciego (Tabla 9).

Los sintomas objetivos estaban codificados en el formulario de provocacion oral por un
cddigo de colores segln su gravedad en leve (verde), moderado (naranja) y grave (rojo) (65).
Los sintomas subjetivos se evaluaron mediante una escala visual analdgica (EVA) graduada de
0 a 10 cm, siendo el 0 no sintomas y el 10 la intensidad maxima de dicho sintoma. La prueba de
exposicion controlada se paraba cuando el paciente presentaba signos objetivos con una
gravedad correspondiente a los colores naranja o rojo y/o sintomas subjetivos que, evaluados en
la escala VAS, cumplian los criterios predeterminados de positividad (Tabla 7). Dichos criterios
estaban basados y modificados de los criterios propuestos por Treudler y colaboradores (264) e
incluian: (1) uno o més sintomas subjetivos evaluados en 2 dosis consecutivas con EVA > 2cm,
(2) uno o mas sintomas subjetivos durante el periodo de observacion de 2 horas con EVA >
3cm, (3) sumatorio de todos los sintomas subjetivos EVA > 4cm y (4) sintomas subjetivos

evaluados con la receta activa con EVA > 2c¢m respecto al placebo.
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Tabla 7. Signos y sintomas evaluados durante la provocacion oral a melocotén doble ciego

controlado con placebo.

Signos objetivos

Sintomas subjetivos

Angioedema intraoral

Eritema

Urticaria

Angioedema

Conjuntivitis (prurito oral, lagrimeo, inyeccion
conjuntival)

Rinitis (estornudos, rinorrea, prurito nasal,
obstruccion nasal)

Tos

Sibilancias

Disminucién del flujo espiratorio maximo (PEF) >
20%

Saturacion de oxigeno < 94%

Diarrea

Emesis

Disminucién de la tensién arterial sistélica (TAS) >
20mmHg

Aumento de la frecuencia cardiaca > 20%
Metrorragia

Disminucion o pérdida de la conciencia

Prurito intraoral o en cualquier
localizacion

Hormigueo en cualquier localizacion
Rascado

Sensacion de ocupacion faringea
Disnea

Disfagia

Dolor toréacico

Nauseas

Epigastralgia

Dolor abdominal

Mareo
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Tabla 8. Criterios de evaluacidn de signos y sintomas durante la prueba de exposicidén

oral.
Resultado | Evaluacion de signos y sintomas
> 1 Sintomas objetivos: moderados (naranja) y/o graves (rojo)
> 1 Sintomas subjetivos durante la provocacion evaluados en dos dosis
consecutivas con EVA > 2cm
Positivo > 1 Sintomas subjetivos durante el periodo de observacion final de 2h
con EVA > 3cm
Sumatorio de todos los sintomas subjetivos con EVA > 4cm
Sintoma subjetivo con férmula activa EVA > 2cm respecto al placebo
) No sintomas durante la provocacién ni hasta 24h después de la Gltima
Negativo dosi
0sis
Inconcluvente El resultado no puede ser clasificado ni como positivo ni negativo
Y Sintomas subjetivos entre las 2h y 24 horas tras la Gltima dosis
Alergia
alimentaria Sintomas objetivos después del periodo de observacién de 2h
retardada

La prueba de exposicion oral fue considerada negativa cuando no aparecieron signos ni
sintomas tras la administracion de todas las dosis de melocoton, en el periodo de observacion de
2 horas ni en las 24 horas tras la tltima dosis. Cuando los resultados no cumplian los criterios de
positividad ni negatividad, la prueba fue considerada como no concluyente. Si el paciente
presentaba signos y/o sintomas subjetivos a partir de las 2horas del periodo de observacién y
dentro de las 24horas tras la Gltima dosis, el resultado era considerado como alergia alimentaria
retardada.

El manejo de las reacciones alérgicas presentadas durante la prueba y su tratamiento se
hicieron siguiendo las recomendaciones de la EAACI (41). En el caso de reacciones
anafilacticas se siguieron las recomendaciones de las guias de anafilaxia europeas (89) y
espafiolas (29).

Los pacientes permanecieron en observacion médica durante un periodo de 2 horas tras
la toma de la ultima dosis antes de ser dados de alta o si presentaban alguna reaccion alérgica.
Antes de ser dados de alta se les indicaba que contactaran por teléfono si presentaban alguna

reaccion en las siguientes 24 horas.
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4.4.5. Interpretacion del resultado final de las pruebas de exposicion

oral

La lista de aleatorizacion se descubria una vez todos los pacientes habian realizado la
provocacion oral con receta activa y placebo. La interpretacion del resultado final de las
provocaciones se realizé siguiendo la clasificacion propuesta por Grabenhenrich (65) con tres
posibles resultados:

- Alergia alimentaria cuando los pacientes presentaban un resultado positivo con receta
activa y negativo con el placebo, los signos y sintomas presentados con la receta activa
eran claramente mas graves que con el placebo o presentaban signos o sintomas
concluyentes con las dosis activas, pero no con las dosis de placebo en QOFC.

- No alergia alimentaria cuando la provocacion con receta activa y placebo eran negativas
o los signos y sintomas durante la provocacion con placebo eran claramente mas graves
gue con la receta activa.

- Resultado incierto cuando la provocacion era negativa con placebo, pero inconcluyente
con la receta activa, o los signos y sintomas presentados en ambas provocaciones o

dosis (activo y placebo) eran similares.

El manejo y tratamiento de los pacientes tras el procedimiento se llevé a cabo segun el
resultado final obtenido. A los pacientes con “Alergia alimentaria confirmada” se les indico
seguir evitando melocoton y aquellos alimentos vegetales con los que habian presentado
sintomas y fueron considerados individualmente para el inicio de tratamiento
inmunomodulador. A los clasificados como “No alergia alimentaria” se les recomendd
introducir el melocotdn en la dieta 3 veces por semana y seguir controles periédicos en nuestras
consultas, y a al grupo con “Resultado incierto” se le indico evitar el melocotdn y considerar
repetir la provocacion oral y/o descartar otras posibles causas de los signos y sintomas

presentados.
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Tabla 9. Criterios de interpretacion de los resultados finales de la provocacion oral tras el
desenmascaramiento del doble ciego y manejo segun el resultado (basado y modificado de
Grabenhenrich y colaboradores (65)).

Resultados de la prueba de exposicion oral con receta activa

No signos ni sintomas

Signos inconcluyentes
0 sintomas subjetivos

Signos o sintomas
concluyentes

No aleraia Resultado incierto Aleraia
. . - gié (no sintomas con Alergla
No signos ni alimentaria alimentaria
P p placebo, . ! .
sintomas (no sintomas ambos . (sintomas sélo el dia
Resultado dias) mconcluyent_es con de receta activa)
receta activa)
a1 Alergia
prueba de Signos Resultado incierto alimen%aria
exposicion | inconcluyentes o (gravedad de los .
. . . o (sintomas con receta
oral con sintomas No alergia sintomas similar los .
S . . . activa claramente
receta subjetivos alimentaria dos dias) )
. ; mas graves)
placebo (sintomas sélo con - ——
. No alergia Resultado incierto
Signos o placebo) . .
g alimentaria (gravedad de los
sintomas . . o
(sintomas con placebo | sintomas similar los
concluyentes . .
claramente mas graves) dos dias)
Alergia
No alergia Resultado incierto alimentaria
alimentaria (sintomas (sintomas

Prueba de exposicion Cuasi-
abierta

Manejo

(no sintomas con dosis
de receta activa ni
placebo)

No alergia
alimentaria
Reintroducir

melocoton en la dieta
3 veces/semana

inconcluyentes con
dosis de receta activa,
no con placebo)

Resultado incierto
Continuar evitando
melocotdn
Descartar otras posibles
causas
Considerar repetir la
provocacion oral

concluyentes con
dosis de receta
activa, no con dosis
placebo)

Alergia
alimentaria
Evitar melocotdn en
todas sus formas

4.4.6. Test de frotamiento o “Rubbing test” con piel de melocoton

Se realiz0 test de frotamiento o “rubbing test” con piel de melocotén a un subgrupo de

pacientes que presentaban UC siguiendo un protocolo previamente descrito (22)(239) entre

mayo Yy julio de 2017, que corresponde a la temporada de cosecha del melocoton en Espafa. La

provocacion consistia en frotar un melocoton con piel sin lavar en un éarea limitada del

antebrazo del paciente durante 30 segundos. Como controles negativos se aplicaban de la misma

forma y durante el mismo tiempo en el antebrazo contralateral un guante de nitrilo y un kiwi

con piel. Los antebrazos se examinaban cada 15 minutos desde el momento de la aplicacién

hasta un maximo de 60 minutos o hasta que la prueba fuera considerada positiva. La prueba se

consideraba positiva si aparecian lesiones cutaneas observables (eritema, papulas, habones y/o

angioedema) en el lugar del frotamiento del melocoton con o sin prurito dentro de los 60
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minutos tras la aplicacion y siendo los controles negativos. Si uno o dos de los controles eran
positivos, el resultado era considerado como dermografismo (Anexo VI). Previamente, a los
pacientes se les indicd suspender los antihistaminicos orales y/o corticoides sistémicos 5 dias
antes de la prueba. Los pacientes con dermatitis atopica moderada y severa o con
exacerbaciones de su dermatitis atopica fueron excluidos. Como controles se realizo la prueba a

10 voluntarios atopicos sin alergia alimentaria.

Figura 13. Material para
realizar el rubbing test.

5. Aspectos éticos

De acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal, los datos
personales registrados fueron Gnicamente los necesarios para cubrir los fines del estudio. En la
hoja de recogida de datos figuraba un cédigo asignado, que se relaciond con el nimero de
historia clinica en un listado independiente. Toda la informacion de los pacientes fue conservada
por métodos informaticos en condiciones de seguridad bajo clave de acceso restringida al
investigador principal, en nuestro centro. El estudio se llevd a cabo siguiendo rigurosamente las
recomendaciones éticas internacionales para investigacion y ensayos clinicos en humanos,
recogidas en la Declaracién de Helsinki sobre ensayos clinicos (Edimburgo, 2000), siguiendo
las recomendaciones del Ministerio de Sanidad Espafiol bajo las normas éticas recogidas por el

cdédigo Deontoldgico del Consejo General de Colegios de Médicos de Espafia.

El proyecto fue evaluado y aceptado por el Comité Etico del Instituto de Investigacion
Vall d’Hebron del Hospital Universitari Vall d’Hebron (Barcelona) con el codigo
PR(AG)229/2015 (Anexo VII). Todos los pacientes incluidos en el estudio firmaron

previamente a su participacion un consentimiento informado por escrito (Anexo ).
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6. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el programa estadistico “R" (R version 3.4.1 (2017-06-
30), Copyright (C) 2015 The R Foundation for Statistical Computing). Para las variables
categoricas se calcularon las frecuencias (totales y porcentajes) y para las variables continuas se
calcularon la mediana y el rango intercuartilico (RIQ). Las ratios de IgE especificaa Prup 3y
melocoton fueron calculados usando la siguiente formula: Ratio = (sIgE/IgE total) x 100. Para
evaluar las diferencias entre los grupos se llevaron a cabo distintos tests. Para las variables
categoricas se realizaron pruebas de Chi-cuadrado y, en el caso de que las frecuencias absolutas
en alguna de las celdas fuesen inferiores a 5, se calculd el test exacto de Fisher. Para las
variables numéricas se realiz6 la prueba U de Mann Withney. Para evaluar si existia relacion
entre la edad y la ratio de Pru p 3 se realizé un test Kruskall Wallis. Para comparar las diferentes
categorias se realiz6 un test de comparacion entre grupos. Se realizaron curvas ROC para
analizar individualmente el poder predictivo de las variables numéricas y los puntos de corte,
calculados con el indice de Youden (punto que maximiza la especificada y 1-sensibilidad). Se
considerd un area debajo de la curva (AUC, del inglés “Area Under the Curve”) adecuado a
partir de 70%.

El anélisis estadistico de la validacion de la receta se realiz6 mediante un test binomial
exacto con el programa SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) para valorar si la recetas
activas y placebo era diferentes, considerando un contraste de proporcion de 0.5 y una
significacion exacta bilateral. Las recetas se consideraban validadas si no se encontraban

diferencias estadisticamente significativas entre ellas (p > 0.05).

El programa SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) también fue utilizado para llevar a
cabo el analisis estadistico de las pruebas de exposicidn oral con melocotdn y el rubbing test
con piel de melocotdn fresco. Se realizaron tablas de frecuencia para los datos cualitativos
mientras que los datos cuantitativos fueron descritos como medianas y rango intercuartilico
(RIQ). La relacion entre dos variables cualitativas se evalu6 mediante tablas de contingencia y
para medir su significacion estadistica, el estadistico Chi-cuadrado. Para analizar variables de
distribucion no normal se usaron pruebas no paramétricas (Kruskall-Wallis y U-Mann

Whitney). Un valor de p < 0.05 era considerado estadisticamente significativo.
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6.1. Analisis estadistico de fenotipos

Con las tablas de frecuencia se realizaron analisis de agrupaciones (“clUster”) que
permitieran identificar caracteristicas comunes de los diferentes fenotipos. También se
utilizaron, arboles de clasificacion o bosques aleatorios (“random forest”) para ayudar a la
categorizacion de las variables. Con el objetivo de evaluar si las diferentes variables clinicas y
de laboratorio se podian agrupar en “clusters” diferenciando fenotipos, se llevd a cabo un
analisis estadistico especifico basado en andlisis de conglomerados. Una vez obtenidas las
correspondientes matrices de distancias se ha procedido a estimar los grupos a partir del método
PAM (Particion Alrededor de Medoids).

Existe una variedad de métricas para ayudar a elegir la cantidad de grupos que se
extraeran en un analisis de conglomerados. En este caso se ha usado el ancho de silueta, una
métrica de validacion interna que es una medida agregada de cuan similar es una observacion a
su propio conglomerado en comparacién con su conglomerado vecino mas cercano. La métrica

puede variar de -1 a 1, donde los valores mas altos son mejores.
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RESULTADOS
1. Poblacién del estudio

1.1 Diagrama de reclutamiento

De los 367 pacientes con alergia a alimentos vegetales que acudieron a las consultas
externas de alergia entre el 2 de julio de 2016 y 30 de junio de 2017, se incluyeron 324
pacientes; los 47 restantes fueron excluidos por no cumplir los criterios de inclusion o cumplir
algun criterio de exclusién. El diagrama de flujo del reclutamiento de los pacientes en el estudio
se detalla en la figura 14. De los 324 pacientes que firmaron el consentimiento informado, 18
fueron excluidos del estudio por presentar SPT positivo a LTP pero IgE especifica a rPru p 3
menor de 0.10kU/L. Finalmente se incluyeron un total de 306 pacientes que fueron analizados
en su totalidad para el estudio de fenotipos, de los cuales se seleccion6 un subgrupo de 25
pacientes para la realizacion de pruebas exposicion oral con melocotén y “rubbing test” con piel

de melocotdn cuyos resultados se exponen en una seccion aparte.

Figura 14. Diagrama de flujo del reclutamiento de pacientes en el estudio.

« SPT LTP melocoton negativo n= 15
+Ausencia en consulta n=2
) *Rechaza voluntariamente participar n=7
Alergia a «Tratamiento actual o previo con omalizumab n= 12

alimentos . -
vegetales que *Tratamiento actual con ITEPrup3n=1

acuden a CEX °*Embarazon=4
Alergias «Comorbilidades: 1 mastocitosis, 1 SQM

n= 367

«SPT LTP melocotdn positivo pero sIgE a rPru p 3 < 0.10 KU/L n= 18
Firma del ClI

n= 324

« Estudio fenotipos n= 306
« DBPCFC n=21
Pacientes *QOFCn= 4

inlcuidos en el « Rubbing test n= 20
estudio

n= 306

Abreviaciones: CEX: consultas externas; SPT: pruebas cutaneas intraepidérmicas, ITE: inmunoterapia especifica a
Pru p 3; SQM: sensibilidad quimica maltiple; Cl: consentimiento informado; DBPCFC: provocacion oral doble ciego
controlada con placebo a melocotén; QOFC: Cuasi-provocacion oral abierta.
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1.2 Caracteristicas generales de la poblacion de estudio

Las caracteristicas demograficas, analiticas y clinicas de los 306 pacientes incluidos en
el estudio se muestran en la tabla 10. La mediana de edad fue de 38.4 afios (RIQ 27.9- 45.1
afios), con un predominio de mujeres (62.4%) frente a hombres (37.6%). EI 80% de los
pacientes presentaban otras enfermedades atdpicas siendo la mas frecuente rinoconjuntivitis
(80.4%), seguida de asma bronquial (25.5%) y dermatitis atépica (9.80%). Hasta un 90% de los
pacientes presentaban de forma concomitante sensibilizacion a neumoalérgenos, y la mayoria
(73.2%) estaban polisensibilizados. Los neumoalérgenos més frecuentemente detectados fueron
el polen de platano de sombra (57.8%), los &caros del polvo doméstico (52.9%), el polen de
artemisia (40.2%), el polen de olivo (37.6%), los epitelios de perro y gato (36.3%), el polen de
gramineas (35%), el polen de parietaria (25.8%), las esporas de hongos (12.4%) y el polen de
ciprés (12.1%). La mediana de la papula del SPT a LTP de melocotdn fue de 7mm [RIQ 6.00-
9.00] y a melocotdn de 6mm [RIQ 5.00-8.00]. La mediana de los valores para IgE total, IgE
especifica a rPru p 3 y melocoton fueron 132 KU/L [RIQ 54.7-289], 3.29 KU/L [RIQ 1.12 -
8.75] y 2.80 KU/L [RIQ 0.90-6.82], respectivamente. La mediana de las ratios de IgE especifica
a rPru p 3 y melocot6n respecto a IgE total fueron 2.59 [RIQ 0.93 — 6.80] y 0.86 [RIQ 0.71-
1.00] respectivamente.
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Tabla 10. Caracteristicas demogréficas, clinicas y analiticas de la poblacién del estudio.

| N = 306 (%)
Edad 38.04 afos [RIO 27.9 — 45.1]
Género
Mujer 191 (62.4%)

Varén 115(37.5%)

Atopia 251 (79.9%)
Rinoconjuntivitis 246 (80.4%)
Asma bronguial 78 (25.5%)
Dermatitis atépica 30 (9.80%)

Sensibilizacién a neumoalérgenos
No 29 (9.48%)
Monosensibilizados 53 (17.3%)
Polisensibilizados 224 (73.2%)
Acaros 162 (52.9%)
Hongos 38 (12.4%)
Epitelios 111 (36.3%)
Platano de sombra 177 (57.8%)

Artemisia 123 (40.2%)

Olivo 115 (37.6%)

Gramineas 107 (35.0%)

Parietaria 79 (25.8%)

Ciprés 37 (12.1%)
SPTLTP 7mm [RIQ 6.00-9.00]
SPT melocotdn 6mm [RIO 5.00-8.00]
IgE total 132 KU/L [RIQ 54.7-289]
SIgE rPrup 3 3.29 KUA/I[RIQ 1.12 — 8.75]
slgE melocotén 2.80 KUA/L [RIQ 0.90-6.82]
Ratio slgE rPru p 3/IgE total 2.59 [RIQ 0.93 — 6.80]
Ratio slgE melocotén/IgE total 0.86 [RIQ 0.71-1.00]
Fenotipo (clinica mas grave)

Asintomaticos 13 (4.25%)

Sindrome LTP 258 (84.3%)

Anafilaxia 192 (62.7%)

Clinica leve 100 (32.7%)

CEFA 91 (29.7%)

Gl 80 (26.1%)

Tolerancia a melocotén

No 162 (53.8%)

Si 51 (16.9%)

UC piel, tolera pulpa 40 (13.3%)

UC piel, evita pulpa 18 (5.98%)

SAQ piel, tolera pulpa 11 (3.65%)

Evita 16 (5.32%)

Tolera en almibar 1 (0.33%)

Tolera sin cofactor 1 (0.33%)

Desconocido 1 (0.33%)

Abreviaciones: CEFA: alergia alimentaria potenciada por cofactor; mm: milimetros; Gl: clinica gastrointestinal;
RIQ: rango intercuartilico; SAO: sindrome de alergia oral. SPT: pruebas cutaneas; sIgE: IgE especifica; SLTP:
sindrome LTP; UC: urticaria de contacto.
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2. Descripcién de los alimentos implicados

En la tabla 11 se muestra el nimero de pacientes que habia presentado clinica con cada uno
de los alimentos ordenados de mayor a menor frecuencia, asi como el porcentaje sobre la
poblacion total (n=306). Sin tener en cuenta la gravedad de la reaccion, los alimentos méas
frecuentemente implicados en las reacciones fueron el melocoton (75.2%), la nuez (52.3%), el
cacahuete (46.7%), la avellana (36.9%), la manzana (34.6%), el mel6n (33%), la lechuga
(30.4%) y la almendra (25.8%). EIl desglose de los alimentos implicados segun la gravedad de la
reaccion alérgica se muestra en la tabla 12. El melocoton fue el alimento que con mas
frecuencia desencadend UC (68/218) y UA/AE (33/246). Sin embargo, la nuez fue el alimento
maés frecuentemente implicado en el SAO (92/1116) y la ANF/shock ANF (37/327). La lechuga
fue el alimento que con mas frecuencia desencadend clinica Gl (27/231). Los alimentos mas
evitados por los pacientes sin que hubieran presentado clinica previa fueron las frutas rosaceas:
paraguayo (141/1135), nectarina (118/1135) y albaricoque (93/1135).
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Tabla 11. Frecuencia de los alimentos incluidos en el estudio implicados en la clinica alérgica

ordenados de mayor a menor frecuencia.

Alimento Clinica No clinica
Melocoton 230 (75.2%) 76 (24.8%)
Nuez 160 (52.3%) 146 (47.7%)
Cacahuete 143 (46.7%) 163 (53.3%)
Avellana 113 (36.9%) 113 (36.9%)
Manzana 106 (34.6%) 200 (65.4%)
Melon 101 (33.0%) 205 (67.0%)
Lechuga 93 (30.4%) 213 (69.6%)
Almendra 79 (25.8%) 227 (74.2%)
Kiwi 70 (22.9%) 236 (77.1%)
Pipas 70 (22.9%) 236 (77.1%)
Uva 70 (22.9%) 236 (77.1%)
Pifia 65 (21.2%) 241 (78.8%)
Berenjena 63 (20.6%) 243 (79.4%)
Ciruela 62 (20.3%) 244 (79.7%)
Castafia 62 (20.3%) 244 (79.7%)
Tomate 61 (19.9%) 245 (80.1%)
Mostaza 54 (17.6%) 252 (82.4%)
Albaricoque 58 (19.0%) 248 (81%)
Cereza 52 (17.0%) 254 (83%)
Higos 48 (15.7%) 258 (84.3%)
Nectarina 46 (15.0%) 260 (85.0%)
Lenteja 39 (12.7%) 267 (87.3%)
Platano 39 (12.7%) 267 (87.3%)
Pera 35 (11.4%) 271 (88.6%)
Paraguayo 33 (10.8%) 273 (89.2%)
Altramuz 33 (10.8%) 273 (89.2%)
Fresa 33 (10.8%) 273 (89.2%)
Granada 31 (10.1%) 275 (89.9%)
Judia verde 30 (9.80%) 276 (90.2%)
Nispero 30 (9.80%) 276 (90.2%)
Alcachofa 23 (7.52%) 283 (92.5%)
Trigo 22 (7.19%) 284 (92.8%)
Guisante 19 (6.21%) 287 (93.8%)
Calabacin 19 (6.21%) 287 (93.8%)
Mango 18 (5.88%) 288 (94.1%)
Espinaca 14 (4.58%) 292 (95.4)
Frambuesa 14 (4.58%) 292 (95.4)
Esparrago 12 (3.92%) 294 (96.1%)
Apio 8 (2.61%) 298 (97.4%)
Hinojo 3 (0.98%) 303 (99.0%)
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Tabla 12. Desglose de los alimentos implicados segun la gravedad de la reaccién.

Alimento téjlt(e:r,a SAO cl g II ca UA/AE ANZ\SI EOCk Evita lglour;'?;oh:;

Melocot6n 68 83 7 (2.80%) 33 31 (12.4%) 21 7 (2.80%)
(27.2%) | (32.2%) (13.2%) (8.40%)

Nuez 0 92 1 (0.50%) 26 37 (18.5%) 44 0 (0.00%)
(0.00%) | (46.0%) (13.0%) (22.0%)

Cacahuete 0 79 3 (1.60%) 24 33 (17.6%) 49 0 (0.00%)
(0.00%) | (42.0%) (12.80%) (26.1%)

Avellana 0 66 3 (1.74%) 13 28 (16.3%) 62 0 (0.00%)
(0.00%) | (38.4%) (7.56%) (36.0%)

Manzana 25 21 15 7 23 (23.7%) 6 0 (0.00%)
(25.8%) | (21.6%) | (15.5%) (7.22%) (6.19%)

Melén 15 60 9 (8.49%) 12 5 (4.72%) 5 0 (0.00%)
(14.2%) | (56.6%) (11.3%) (4.72%)

Lechuga 0 26 27 6 10 (13.5%) 4 1 (1.35%)
(0.00%) | (35.1%) | (36.5%) (8.11%) (5.41%)

Almendra 4 35 6 (4.69%) 13 21 (16.4%) 49 0 (0.00%)
(3.12%) | (27.3%) (10.2%) (38.3%)

Kiwi 10 43 5 (6.10%) 5 6 (7.32%) 13 0 (0.00%)
(12.2%) | (52.4%) (6.10%) (15.9%)

Pipas 0 37 4 (3.92%) 7 16 (15.7%) 38 0 (0.00%)
(0.00%) | (36.3%) (6.86%) (37.3%)

Uva 10 34 5 (6.49%) 9 7 (9.09%) 12 0 (0.00%)
(13.0%) | (44.2%) (11.7%) (15.6%)

Pifia 0 51 6 (8.33%) 4 3 (4.17%) 8 0 (0.00%)
(0.00%) | (70.8%) (5.56%) (11.1%)

Berenjena 6 50 5 (7.46%) 1 1 (1.49%) 3 1 (1.49%)
(8.96%) | (74.6%) (1.49%) (4.48%)

Ciruela 5 33 6 5.56(%) 8 9 (8.33%) 43 4 (3.70%)
(4.63%) | (30.6%) (7.41%) (39.8%)

Castafia 4 33 7 (6.19%) 4 13 (11.5%) 52 0 (0.00%)
(3.54%) | (29.2%) (3.54%) (46.0%)

Tomate 16 18 9 (17.0%) 5 3 (5.66%) 2 0 (0.00%)
(30.2%) | 34.0(%) (9.43%) (3.77%)

Mostaza 0 34 4 (5.26%) 4 10 (13.2%) 20 4 (5.26%)
(0.00%) | (44.7%) (5.26%) (26.3%)

Albaricoque 8 28 4 (2.65%) 9 5 (3.31%) 93 4 (2.65%)
(5.30%) | (18.5%) (5.96%) (61.6%)

Cereza 0 29 3 (4.05%) 8 6 (8.11%) 27 1 (1.35%)
(0.00%) | (39.2%) (10.8%) (36.5%)

Higos 7 32 2 (2.06%) 4 3 (3.09%) 41 8 (8.25%)
(7.22%) | (33.0%) (4.12%) (42.3%)

Nectarina 5 22 0 (0.00%) 7 11 (6.47%) 118 7 (4.12%)
(2.94%) | (12.9%) (4.12%) (69.4%)

Lenteja 0 11 21 1 3 (7.50%) 4 0 (0.00%)
(0.00%) | (27.5%) | (52.5%) (2.50%) (10.0%)

Platano 0 17 11 4 7 (15.9%) 4 1(2.27%)
(0.00%) | (38.6%) | (25.0%) (9.09%) (9.09%)

Pera 11 17 3 (5.88%) 2 1 (1.96%) 16 1 (1.96%)
(21.6%) | (33.3%) (3.92%) (31.4%)

Paraguayo 7 16 1 (0.53%) 3 6 (3.21%) 141 13
(3.74%) | (8.56%) (1.60%) (75.4%) | (6.95%)
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Altramuz 0 25 5 (6.85%) 1 1 (1.37%) 20 21
(0.00%) | (34.2%) (1.37%) (27.4%) | (28.8%)

Fresa 0 20 2 (4.08%) 4 4 (8.16%) 19 0 (0.00%)
(0.00%) | (40.8%) (8.16%) (38.8%)

Granada 0 20 3 (4.29%) 3 4 (5.71%) 34 6 (8.57%)
(0.00%) | (28.6%) (4.29%) (48.6%)

Judia Verde 4 10 7 (18.9%) 3 3(8.11%) 9 1 (2.70%)
(10.8%) | (27.0%) (8.11%) (24.3%)

Nispero 2 18 2 (2.02%) 5 2 (2.02%) 66 4 (4.04%)
(2.02%) | (18.2%) (5.05%) (66.7%)

Alcachofa 0 9 9 (29%) 0 4 (12.9%) 6 3 (9.68%)
(0.00%) | (29.0%) (0.00%) (19.4%)

Trigo 1 0 11(73.3%) 1 2 (13.3%) 0 0 (0.00%)
(6.67%) | (0.00%) (6.67%) (0.00%)

Guisante 0 8 5 (20.0%) 2 3 (12.0%) 7 0 (0.00%)
(0.00%) | (32.0%) (8.00%) (28.0%)

Calabacin 10 4 3 (13.0%) 0 1 (4.35%) 2 3 (13.0%)
(43.5%) | (17.4%) (0.00%) (8.70%)

Mango 0 13 0 (0.00%) 2 3 (3.66%) 44 20
(0.00%) | (15.9%) (2.44%) (53.7%) | (24.4%)

Espinaca 0 4 6 (28.6%) 2 0 (0.00%) 7 2 (9.52%)
(0.00%) | (19.0%) (9.52%) (33.3%)

Frambuesa 0 8 4 (7.55%) 1 0 (0.00%) 34 6 (11.3%)
(0.00%) | (15.1%) (1.89%) (64.2%)

Espérrago 0 4 3 (14.3%) 2 2 (9.52%) 4 6 (28.6%)
(0.00%) | (19.9%) (9.52%) (19.0%)

Apio 0 4 3(20.0 %) 1 0 (0.00%) 5 2 (13.3%)
(0.00%) | (26.7%) (6.67%) (33.3%)

Hinojo 0 2 1 (3.45%) 0 0 (0.00%) 3 23
(0.00%) | (6.90%) (0.00%) (10.3%) | (79.3%)
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3. Clinica

El analisis global de las 2138 reacciones alérgicas presentadas tras la ingesta de los
alimentos vegetales incluidos en el estudio revela que la clinica mas frecuentemente presentada
fue el SAO (52.2%) (Figura 15).

Figura 15. Frecuencia de la clinica segun la gravedad presentada con cualquier alimento
vegetal incluido en el estudio.
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3.1 Fenotipo clinico en funcion de la reaccidbn mas grave presentada

con cualquier alimento vegetal

En cuanto al fenotipo clinico presentado, 13 de los pacientes (4.25%) presentaron una
sensibilizacion asintomatica a LTP. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes, teniendo en
cuenta la reaccion mas grave presentada con cualquier alimento vegetal, fueron la anafilaxia
(62.7%), seguida de clinica leve (32.7%) que incluia urticaria de contacto, SAO, urticaria y
angioedema. La alergia a alimentos potenciada por cofactor (CEFA) ocurri6 en el 29.7% de los
pacientes y la clinica gastrointestinal en el 26.1%. Cabe destacar que practicamente el 90% de
los pacientes presentaban un fenotipo mixto con dos 0 mas manifestaciones clinicas de diferente

grado de gravedad.

Un 84.3% de los pacientes presentaba clinica con dos 0 més grupos de alimentos vegetales
taxonémicamente distantes y por tanto fueron diagnosticados de sindrome LTP (SLTP).
Respecto a la tolerancia a melocotén en el momento del estudio, un 13.3% de los pacientes
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toleraban la pulpa, aunque referian urticaria de contacto con la piel del melocotdn, el 19.6%
toleraban piel y pulpa, mientras que la mitad de los pacientes (53.8%) referian no tolerar el

melocoton en el momento del estudio.

La gravedad de la clinica presentada con la primera reaccion por un alimento vegetal se
correlacioné de forma estadisticamente significativa (p<0.001) con la gravedad de la clinica méas
grave presentada en el momento del estudio (tabla 13). De forma que los pacientes que
debutaron con clinica leve (UC y SAO) presentaron en el momento del estudio clinica leve, los
gue debutaron con UA/AE y clinica GI presentearon clinica moderada y todos los pacientes que
iniciaron su alergia por alimentos vegetales con una reaccion anafilactica o shock anafilactico

presentaban un fenotipo grave en el momento del estudio.

Tabla 13. Correlacion de la gravedad de la clinica de la primera reaccion con cualquier
alimento vegetal y la clinica mas grave presentada en el momento del estudio con cualquier

alimento vegetal.

PUTETE [EEEsh Clinica Leve iz Clinica Grave

presentada con _ Moderada _ 2*p.overall
. n=172 _ n=65

alimento vegetal n=56

UC, tolera pulpa 99 (57.6%) 0 (0.00%) 0 (0.00%)

SAO 73 (42.4%) 0 (0.00%) 0 (0.00%)

UA/AE 0 (0.00%) 48 (85.7%) 0 (0.00%) *<0.001

Clinica Gl 0 (0.00%) 8 (14.3%) 0 (0.00%)

ANF/Shock ANF 0 (0.00%) 0 (0.00%) 65 (100%)

3.2Alergia alimentaria potenciada por cofactor (CEFA)

Los cofactores estuvieron presentes en 165 de las reacciones alérgicas (CEFA), siendo la
presentacion clinica mas frecuente la anafilaxia (76.4%) y el ejercicio el cofactor mas
frecuentemente implicado (figuras 16 y 17). Los alimentos con mas frecuencia implicados en las
reacciones potenciadas por cofactor fueron la lechuga (20.6%), la manzana (10.9%), el tomate
(7.3%) y la nuez (6.7%). En la figura 18 se muestra el desglose de alimentos implicados en las
reacciones potenciadas por cofactor segun la gravedad de la clinica. Los alimentos que con mas
frecuencia desencadenaron una anafilaxia o un shock anafilactico fueron la lechuga (29/126,
23.1%) y la manzana (14/126, 11.1%) que a su vez fueron los més frecuentemente implicados
en las reacciones con UA/AE (ambos alimentos presentes en 4/36 reacciones). En la figura 19 se
muestra el desglose de alimentos implicados en las reacciones potenciadas por cofactor segun el
cofactor implicado. Cuando el ejercicio era el cofactor implicado en la reaccion CEFA, no era el
trigo si no las frutas y los frutos secos los alimentos que con mas frecuencia desencadenaban la

reaccion.
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Figura 16. Manifestaciones clinicas en presencia de cofactores (CEFA).
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Figura 17. Cofactores implicados.
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Figura 18. Desglose de alimentos implicados en las reacciones potenciadas por cofactor

inica.
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3.3Anélisis comparativo de la forma de presentacion del SLTP en

funcidén del alimento responsable de la primera reaccion alérgica

Con el objetivo de valorar si existian diferencias en cuanto a las caracteristicas clinicas de
presentacién del SLTP en funcion de alimento responsable de la primera reaccion, se realizé un
analisis de la poblacién del estudio excluyendo los individuos asintomaticos, segun si el
alimento responsable de la primera reaccién alérgica por alimento vegetal habia sido el
melocoton (grupo “melocotén” en tabla 14) o cualquier otro alimento vegetal (grupo “otros” en
tabla 14).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la edad y el
género de ambos grupos, aunque en el caso de las mujeres era mas frecuente que presentaran la
primera reaccion con el melocotén (61.8%), mientras que los hombres presentaban una
proporcion similar de primera reaccion con otros alimentos vegetales. En cuanto a la presencia
de atopia, los pacientes que habian presentado la primera reaccion con un alimento vegetal
distinto del melocotdn presentaban de forma estadisticamente significativa mayor frecuencia de
asma bronquial (56.2%, p=0.015).

De forma global, la primera reaccién con un alimento vegetal se habia producido con mas
frecuencia en la infancia (menores de 12 afios), con un patrén diferente en funcion del alimento
implicado. La primera reaccion con melocotdn ocurria con mas frecuencia en la infancia
(71.2%) y en la adolescencia (55.9%) y en menor proporcion en la edad adulta (32.9%). Sin
embargo, cuando la alergia por alimentos vegetales debutaba en la edad adulta, en la mayoria de
los casos (67.1%) el alimento responsable no era el melocotdn. Estas diferencias entre ambos
grupos resultaron ser estadisticamente significativas (p<0.01). En definitiva, los alimentos
responsables del inicio de la alergia a alimentos vegetales siguen un patrén inverso, conforme
avanza la edad de presentacion de la alergia alimentaria es menos frecuente que el melocoton

sea el responsable, mientras que la probabilidad aumenta con el resto de alimentos vegetales.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos en
cuanto a los valores de papula y eritema del SPT con extracto de LTP de melocotén y
melocoton ni en los valores de IgE total sérica. Sin embargo, el grupo de pacientes que habia
debutado con alergia a un alimento vegetal distinto al melocotdn presentaba valores de IgE
especifica sérica a rPru p 3 y a melocoton casi del doble respecto al grupo de pacientes que

habia debutado con sintomas con melocoton, de forma estadisticamente significativa.

La gravedad de las reacciones alérgicas con alimentos estaba relacionada de forma
significativa con el alimento implicado en la primera reaccion alérgica (p=0.02). Se pudieron

identificar dos patrones diferenciales respecto a la clinica presentada en la primera reaccion
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dependiendo del alimento implicado. Las reacciones locales predominaron de forma
significativa en el grupo cuya primera reaccion fue con melocoton (74.3%) respecto al grupo

con cualquier alimento vegetal (27.7%) donde predominaron las reacciones sistémicas (69%).

Si la primera reaccion ocurrié con melocoton, la manifestacion clinica més frecuente es
de caréacter leve, como UC o SAO (76%), seguido de clinica moderada (UA/AE o clinica GI) en
el 37.5% de los casos y menos frecuentemente (26%) sintomas graves (anafilaxia). Por el
contrario, si la alergia alimentaria debut6 con un alimento vegetal distinto al melocoton, lo méas
frecuente es que se manifestara con clinica grave (73.8%), seguida de clinica moderada (62.5%)
y con menos frecuencia clinica leve (24%). Los cofactores estuvieron presentes en un escaso
porcentaje en la primera reaccion presentada por los pacientes del estudio (7.9%), siendo mas
frecuentes en las reacciones en las que no estaba implicado el melocoton de forma
estadisticamente significativa (p<0.01). Los cofactores méas frecuentemente implicados en este

grupo de pacientes fueron el ejercicio, los AINEs, el alcohol y la menstruacion.

El hecho de que la primera reaccion fuera con melocotén o con cualquier alimento
vegetal distinto al melocoton no se relacionaba con el fenotipo de los pacientes definido como la
reaccion mas grave con cualquier alimento en el momento de realizar la entrevista del estudio,
excepto en el caso del fenotipo CEFA (p=0.029) que fue més frecuente en el grupo de pacientes

que debutaban con un alimento vegetal distinto al melocotén.

94



Resultados

Tabla 14. Comparacion de las caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de la

poblacidn segun el primer alimento vegetal con el que presentd clinica.

Total Melocoton Otro Test Valor p
N =292 N =168 N=124 ajustado
Edad (afios) 38.1[28.1- 39.3[29.7 — 36.8 [26.9- U Mann- 0.137
44.9] 45.8] 43.8] Whitney
Género
Mujer 186 115 (61.8%) 71 (38.2%) | Chi-cuadrado 0.102
(63.7%)
Varon 106 53 (50.0%) 53 (50.0%)
(38.3%)
Atopia
Rinoconjuntivitis 232 127 (54.7%) 105 (45.3%) 0.108
(79.5%) Chi-cuadrado
Asma bronquial 73 (25.0%) 32 (43.8%) 41 (56.2%) *0.015
Dermatitis atdpica 30 (10.3%) 17 (56.7%) 13 (43.3%) 0.96
Sensibilizacién a
neumoalérgenos (SPT,
mm)
No 28 (9.59%) 22 (78.6%) 6 (21.4%)
Monosensibilizados 52 (17.8%) 36 (69.2%) 16 (30.8%) .
Polisensibilizados 212 110 (51.0%) | 102 (48.1%) | Cni-cuadrado | 0.013
(72.6%)
Acaros 152 83 (54.6%) 69 (45.4%) 0.639
(52.1%) '
Hongos 35 (12.0%) 15 (42.9%) 20 (57.1%) 0.293
Epitelios 104 54 (51.9%) 50 (48.1%) 0.475
(35.6%) '
Platano de sombra 168 87 (51.8%) 81 (48.2%) 0.107
(57.5%) Exacto de '
Artemisia 114 55 (48.2%) 59 (51.8%) Fisher 0.068
(39.0%) '
Olivo 109 58 (53.2%) 51 (46.8%) 0.636
(37.3%) '
Gramineas 98 (33.6%) 53 (54.1%) 45 (45.9) 0.87
Parietaria 74 (25.3%) 38 (51.4%) 36 (48.6) 0.573
Ciprés 34 (11.6%) 13 (38.2%) 21 (61.8) 0.102
Edad primera reaccion
(afos)
Infancia (<12) 153 109 (71.2%) 44 (28.8%) Exacto de *<0.01
(52.4%) Fisher '
Adolescencia (12-17) 59 (20.2%) 33 (55.9%) 26 (44.1%)
Adulto (> 18) 79 (27.1%) 26 (32.9%) 53 (67.1%)
7.00 [6.00- 7.00 [6.00- U Mann-
SPT LTP (mm) 9.00] 7.00 [6.00-9.00] 9.00] Whitney 0.108
SPT melocoton (mm) 6.00 [5.00- | 6.00[5.00-8.00] | 6.00 [5.00- U Mann- 0.893
8.00] 8.00] Whitney
IgE total (KU/L) 130 [50.3- | 105 [40.2-250] 164 [58.5- U Mann- 0.015
285] 304] Whitney
sIgE Pru p 3 (KU/L) 3.34[1.15- | 2.37[0.82-6.45] | 4.64[2.33- U Mann- *<0.01
8.70] 12.8] Whitney
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sIgE melocoton (KU/L) 2.86[0.94- | 2.20[0.68-5.44] | 4.14[1.49- U Mann- *0.003
7.08] 9.18] Whitney

Clinica primera reaccién

UC, tolera pulpa 98 (33.6%) 91 (92.9%) 7 (7.14%)

SAO 73 (25.0%) 39 (563.4%) 34 (46.6%) Exacto de %0.002

UA/AE 48 (16.4%) 18 (37.5%) 30 (62.5%) Fisher '

Clinica Gl 8 (2.74%) 3 (37.5%) 5 (62.5%)

Anafilaxia 65 (22.3%) 17 (26.2%) 48 (73.8%)

CEFA 23 (7.9%) 3 (1.9%) 20 (16.1%)

Ejercicio 13 (4.45%) 1 (7.69%) 12 (92.3%)

AINEs 5 (1.71%) 2 (40.0%) 3 (60.0%) Exacto de %<0 01

Alcohol 2 (0.68%) 0 (0.00%) 2 (100%) Fisher '

Cualquier combinacion 2 (0.68%) 2 (100%) 0 (0.00%)

Menstruacion 1 (0.34%) 0 (0.00%) 1 (100%)

Alimento implicado

Melocoton 168 168 (100%) 0 (0.00%)
(57.5%)

Otras frutas rosaceas 18 (6.16%) 0 (0.00%) 18 (100%)

Otras frutas 19 (6.51%) 0 (0.00%) 19 (100%)

Frutos secos 64 (21.9%) 0 (0.00%) 64 (100%) Exacto de *<0.01

Ensalada 4 (1.37%) 0 (0.00%) 4 (100%) Fisher '

Verduras 7 (2.40%) 0 (0.00%) 7 (100%)

Cereales 2 (0.68%) 0 (0.00%) 2 (100%)

Combinacion > 2 alimentos | 4 (1.37%) 0 (0.00%) 4 (100%)

Otros 2 (0.68%) 0 (0.00%) 2 (100%)

Desconocido 4 (1.37%) 0 (0.00%) 4 (100%)

Gravedad de la clinica

Leve (UC, SAO) 171 130 (76.0%) 41 (24.0%)
(58.6%) Exacto de

Moderada (UA/AE, clinica | 56 (19.2%) 21 (37.5%) 35 (62.5%) Fisher *<0.01

Gl o RES)

Grave (ANF/shock 65 (22.3%) 17 (26.2%) 48 (73.8%)

anafilactico)

Tipo de clinica

Local (UC, SAO, clinica 179 133 (74.3%) 46 (25.7%)

Gl) (61.3%) Chi-cuadrado *<0.01

Sistémica (UA/AE, 113 35 (31.0%) 78 (69.0%)

ANF/shock anafilactico) (38.7%)

Fenotipo

1 27 (9.25%) 16 (59.3%) 11 (40.7%)

>2 265 152 (57.4%) | 113 (42.6%) E’;"’:‘S;Loefe 0.907
(90.8%)

Clinica leve 99 (33.9%) 62 (62.6%) 37 (37.4%) 0.325

Clinica Gl 80 (24.7%) 48 (60.0%) 32 (40.0%) 0.743

CEFA 90 (30.8%) 42 (46.7%) 48 (53.3%) *0.029

Anafilaxia 192 106 (55.2%) 86 (44.8%) | Chi-cuadrado 0.378
(65.8%)

SLTP 257 148 (57.6%) 109 42.4%) 0.981
(88.0%)

Se indica para cada una de las variables el nimero total de casos (absoluto y por grupo), el tipo
de variable, el test utilizado y el p-valor ajustado con el fin de hacer frente a los problemas de
comparaciones multiples derivados de realizar muchos test.
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Abreviaciones: AINEs: antiinflamatorios no esteroideos; ANF: anafilaxia; CEFA: alergia alimentaria potenciada por
cofactor; Fenotipo: clinica mas grave presentada por cualquier alimento vegetal; Gl: clinica gastrointestinal; mm:
milimetros; RES: clinica respiratoria; RIQ: rango intercuartilico; SAQ: sindrome de alergia oral. SPT: pruebas
cutaneas; sIgE: IgE especifica; SLTP: sindrome LTP; UC: urticaria de contacto.

4. Estudio in vitro

4.1 IgE total e IgE especifica a Pru p 3 y extractos completos de
alimentos

La mediana de los valores de IgE total e IgE especifica a rPru p 3 y melocoton fueron
132 KU/L [RIQ 54.7-289], 3.29 [RIQ 1.12 - 8.75] y 2.80 KU/L [RIQ 0.90-6.82],

respectivamente.

En la tabla 15 se detallan los valores de IgE especifica (SIgE) para el extracto completo
de los alimentos mas relevantes implicados en las reacciones alérgicas, expresado en medianas y
el rango intercuartilico (RIC). Se indica ademas el ndmero absoluto (N) de individuos del
estudio a los que se les realiz6 la determinacion, teniendo en cuenta que so6lo se determind el
valor de IgE especifica a un alimento si el/la paciente referian clinica con dicho alimento. Los
alimentos con niveles de IgE especifica mas elevados fueron el melocoton, la pera, la ciruela, la

manzana, la nuez, las cerezas, la avellanas y el albaricoque.

Tabla 15. Valores de IgE especifica (sIgE) para el extracto completo de los alimentos mas
relevantes implicados en las reacciones alérgicas.

Alimento slgE (RIC) N
Melocoton 2.82[0.93;6.82] 230
Manzana 1.98 [0.70;4.30] 98
Fresa 0.44[0.15;1.29] 24
Uva 1.10[0.32;2.98] 53
Kiwi 0.37 [0.08;0.98] 58
Meldn 0.06 [0.02;0.13] 84
Platano 0.45[0.18;1.52] 34
Pera 2.39[0.91;5.43] 25
Cerezas 1.70 [0.40;5.81] 45
Ciruela 2.26 [0.95;5.21] 46
Albaricoque 1.21 [0.46;3.69] 38
Pifia 0.27 [0.06;0.63] 36
Nuez 1.82 [0.55;5.24] 155
Cacahuete 0.78 [0.37;2.56] 136
Avellana 1.32[0.44;3.89] 102
Almendra 0.4310.17;1.23] 70
Pipas 0.72[0.24;2.06] 60
Castafa 0.64 [0.21;2.36] 44
Lechuga 0.90 [0.30;2.31] 88
Tomate 0.93[0.30;3.83] 53
Esparragos 1.03[0.34;2.10] 10
Judia verde 0.68 [0.46;2.57] 26
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Espinacas 0.41 [0.09;0.95] 9
Apio 0.13]0.13;0.13] 1
Lentejas 0.66 [0.21;1.44] 32
Guisantes 0.26 [0.18;1.02] 18
Trigo 0.17 [0.08;0.84] 19
Mostaza 0.31]0.10;0.65] 51

4.2. Ratio IgE especifica Pru p 3/ IgE total

La mediana de las ratios de IgE especifica a rPru p 3 y extracto completo de melocotén
respecto a IgE total (IgE total /sIgE) fueron 2.59 [RIQ 0.93 — 6.80] y 0.86 [RIQ 0.71-1.00]
respectivamente (tabla 16). No se encontré una asociacion significativa entre la edad de inicio
de alergia a alimentos vegetales y la ratio Pru p 3 sobre la IgE total a la edad de inicio de la
alergia alimentaria por alimentos vegetales (p=0.198) (figura 20).

Tabla 16. Relacion de la ratio IgE especifica Pru p 3 sobre IgE total y la edad de inicio de la

alergia alimentaria por alimentos vegetales.

Infancia Adolescencia Edad adulta P
(< 12 afios) (12-17 afos) (> 18 afios) Kruskall-
N =154 N =59 N=79 Wallis
Ratio Pru p 2.34[0.88;6.34] 3.69[1.15;9.71] 2.82[1.06;7.61] 0.198
3 /IgE Total
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Figura 20. Representacion gréafica de la relacion entre la ratio Pru p 3 sobre IgE total y la
edad de la primera reaccion alérgica tras la ingesta de alimentos vegetales.
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4.3. IgE especifica a alérgenos individuales

4.3.1 Frecuencia de sensibilizacion a las distintas LTP.

En la tabla 17 se muestran el nimero de pacientes, en valores absolutos y en porcentaje,
que reconocian cada una de las LTPs contenidas en el InmunoCAP ISAC®. Los valores
cuantitativos se categorizaron para el analisis comparativo posterior. La LTP de alimentos
reconocida con mayor frecuencia por los pacientes fue la LTP del melocotén, Pru p 3 (93.8%),
seguida de la nuez (Jug r 3) en un 81.7% de los casos, Ara h 9 de cacahuete en un 77% y Cor a 8
de avellana en 61.8%. Las LTP de polen de platano de sombra, Pla a 3 y artemisia, Art v 3,
fueron reconocidas por el 75.5% y 64.4% de los pacientes respectivamente. La LTP de polen de

olivo sélo fue reconocida por el 23.2% de los pacientes del estudio.

Cabe destacar que entre el 10 y el 17% de los pacientes reconocian las distintas LTP con
niveles muy bajos de ISU, por debajo de 0.3 ISU que es el punto de corte establecido por el

fabricante para ser considerado positivo.
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Tabla 17. Frecuencia de sensibilizacion a las distintas LTP presentes en el InmunoCAP

ISAC®.

Fuente alergénica LTP N= 306 (%)
Melocotdn Prup3 93.8%
[0.0,0.1) 19 (6.21 %)
R [0.1,0.3) 31 (10.1 %)
i’\ [0.3,1.0) 82 (26.8 %)
> [1.0,15.0) 163 (53.3 %)
[15.0,44.0] 11 (3.59 %)
Nuez Jugr3 81.7%
[0.0,0.1) 56 (18.3 %)
[0.1,0.3) 44 (14.4 %)
[0.3,1.0) 70 (22.9 %)
[1.0,15.0) 132 (43.1 %)
[15.0,49.5] 4 (1.31 %)
Arah?9 77%
[0.0,0.1) 71 (23.2 %)
[0.1,0.3) 52 (17.0 %)
[0.3,1.0) 75 (24.5 %)
[ 1.0,15.0) 104 (34.0 %)
[15.0,44.1] 4 (1.31 %)
Polen de Platanus Plaa3 75.5%
Acerifolia
B g [0.0,0.1) 75 (24.5 %)
[0.1,0.3) 46 (15.0 %)
[0.3,1.0) 80 (26.1 %)
[ 1.0,15.0) 99 (32.4 %)
[15.0,63.3] 6 (1.96 %)
Polen de Art-emlsza Artv3 64.4%
Vulgaris
[0.0,0.1) 109 (35.6 %)
[0.1,0.3) 48 (15.7 %)
[0.3,1.0) 77 (25.2 %)
[1.0,15.0) 69 (22.5 %)
[15.0,40.4] 3 (0.98 %)
Coras 61.8%
[0.0,0.1) 117 (38.2 %)
[0.1,0.3) 45 (14.7 %)
[0.3,1.0) 69 (22.5 %)
[1.0,15.0) 73 (23.9 %)
[15.0,29.2] 2 (0.65 %)
Polen de Olea Olee7 23.2%
europea
[0.0,0.1) 235 (76.8 %)
[0.1,0.3) 30 (9.80 %)
[0.3,1.0) 24 (7.84 %)
[1.0,15.0) 17 (5.56 %)
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4.3.2 Puntos de corte de IgE especifica a Pru p 3 para predecir la
gravedad de la reaccién

Con el objetivo de valorar si los valores de IgE especifica para rPru p 3 permiten
discriminar entre aquellos individuos que presentan una clinica leve respecto de los que
presentan sintomas graves, se realizaron curvas ROC.

En la figura 21 se muestra la curva ROC con una cruz en el punto de corte 6ptimo
calculado con el Indice de Youden (punto que maximiza la especificidad y 1-sensibilidad).
Ademas, se indica el AUC (&rea debajo de la curva), considerada adecuada a partir del 70%. No
se pudo establecer un punto de corte éptimo por encima de AUC 0.7 para los niveles de Pru p 3
determinados tanto mediante ImmunoCAP (CAP_Pru p 3) como por InmunoCAP ISAC®
(ISAC_Pru p 3) ni para la ratio de Pru p 3 sobre IgE total que permitiera discriminar entre la
clinica local (UC, SAO y clinica GI) y sistémica (UA/AE y ANF/Shock ANF).

Figura 21. Curvas ROC.
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ROC Curve. Criterion: Youden
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En la tabla 18 se muestra para cada una de las variables el valor del punto de corte
estimado, el coeficiente de concordancia Kappa (entre los valores reales y predichos), el p-valor
del test Mcnemar, la sensibilidad y la especificidad.

Tabla 18. Valor del punto de corte estimado para cada una de las variables.

Kappa Mcnemar p Sensibilidad | Especificidad AUC
valor
Punto 0.537
ISAC Prup3 de 0.11 0.53 0.68 0.42 (0.469,
corte 0.606)
0.639
RatioPrup3 | 3.60 0.23 0.25 0.66 0.58 (0.573,
0.705)
0.583
CAP Prup3 | 3.76 0.17 0.07 0.61 0.57 (0.516,
0.649)
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5. Andlisis del perfil de sensibilizacion molecular en funcion de los
diferentes fenotipos clinicos

Con el objetivo de valorar si el perfil de sensibilizacion a alérgenos individuales era
diferente en funcion del patron de presentacion clinica, se analizaron los perfiles de

sensibilizacion agrupados por familias de alérgenos.

Asi, se considerd que los pacientes estaban sensibilizados a homologos de Bet v 1 si
presentaban valores mayores o iguales a 0.3 ISU para cualquier homélogo Bet v 1 contenido en
la micromatriz ISAC® (nBetv 1, rAln g 1, rCor a 1.0101, rCor a 1.0401, rMal d 1, rPru p 1,
rGly m 4, rAra h 8, rAct d 8, rApi g), sensibilizacion a profilinas si presentaban valores mayores
o iguales a 0,3 ISU pararBet v 2, rHev b 8, rMera 1 o rPhl p 12, y sensibilizacion a taumatinas

si los valores de nAct d 2 eran mayores o iguales a 0.3 ISU.

El perfil de sensibilizacion molecular a LTP se analiz6 para cada una de las LTPs
contenidas en ImmunoCAP ISAC® considerando como positivo un punto de corte mayor o
igual a 0.1 ISU.

5.1 Comparacion del perfil de sensibilizacion molecular entre
asintomaticos y sintomaticos

Cuando se realiz6 un analisis comparativo del perfil de sensibilizacion molecular en
pacientes sintomaticos y asintomaticos, solo se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para los valores de Pru p 3, 0.48 ISU [0.26;0.59] en el grupo de pacientes
asintomaticos versus 1.30 ISU [0.50;3.40] en los sintomaticos (p=0.004). Cuando se
categorizaron las LTP en positivas o negativas (<0.1 ISU) también se observaron diferencias en
el limite de la significacion estadistica (p=0.05) para Pru p 3, siendo el porcentaje de pacientes
asintomaticos mas frecuentemente negativo para la LTP de melocoton (23% asintomaticos vs
6% sintomaticos) (tabla 19). La media del nimero de LTPs positivas fue igual en ambos grupos
sin diferencias estadisticamente significativas, aunque en el grupo de asintomaticos el rango
inferior fue mucho menor respecto al del grupo de sintométicos (1 y 4 LTPs positivas,
respectivamente). En la figura 22 se muestra una representacion gréafica de los resultados. Para
las variables categoricas se ha realizado un diagrama de barras donde cada barra indica un grupo
y cada color una categoria de la variable clinica a tener en cuenta, el eje vertical indica el
porcentaje. Para las variables numéricas se ha realizado un boxplot (diagrama de cajas) teniendo

en cuenta cada uno de los grupos.
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Figura 22. Representacion grafica del perfil de sensibilizacion molecular asintomaticos

Versus sintomaticos.
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Tabla 19. Comparacion del recuento de LTPs positivas entre individuos sintomaticos y

asintomaticos.

LTP Asintomaticos Sintomaticos p
Prup3
<0.1 3 (23.1%) 18 (6.14%) 0.051
>0.1 10 (76.9%) 275 (93.9%) '
Arah9
<0.1 5 (38.5%) 66 (22.5%) 0.188
>0.1 8 (61.5%) 227 (77.5%) '
Cora8
<0.1 7 (53.8%) 110 (37.5%) 0.955
>0.1 6 (46.2%) 183 (62.5%) '
Jugr3
<0.1 5 (38.5%) 51 (17.4%) 0.068
>0.1 8 (61.5%) 242 (82.6%) '
Plaa3
<0.1 5 (38.5%) 73 (24.9%) 0.328
>0.1 8 (61.5%) 220 (75.1%) '
Artv3
<0.1 7 (53.8%) 104 (35.5%) 0.238
>0.1 6 (46.2%) 189 (64.5%) '
Olee7
<0.1 10 (76.9%) 225 (76.8%) 1.000
>0.1 3 (23.1%) 68 (23.2%) '
N° de LTPs 5.00 [1.00;6.00] 5.00 [4.00;6.00] 0.255
positivas




Resultados

5.2 Comparacién del perfil de sensibilizacion molecular segun la
gravedad de los sintomas

En la tabla 21 se muestran la mediana de los valores de los alérgenos de alimentos vegetales
contenidos en la micromatriz ISAC_112® de los pacientes divididos segun la gravedad de la
clinica (leve, moderada o grave) asi como el porcentaje de pacientes de cada grupo por valores
categorizados de cada alérgeno. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
valores de la mediana de Pru p 3, Ara h 9, Jugr 3, Art v 3y Ole e 7 ni de sus valores

categorizados con la gravedad de la clinica.

Sin embargo, si se observaron diferencias significativas en los valores de Pla a 3 en funcién
de la gravedad de la clinica, de forma que los individuos con reacciones graves presentaban
valores mas altos de Pla a 3. Tal como se indica en la tabla 20, la mediana de Pla a 3 fue de 0.85
ISU (0.23;2.48) en los pacientes con clinica grave vs 0.78 ISU (0.22;1.59) en reacciones
moderadas y 0.44 I1SU (0.00;1.26) en las reacciones leves (p=0.006). Esta misma diferencia se
observé al analizar los grupos en funcidn de si la clinica era local (Pla a 3 0.46 ISU (0.00;1.32)
o0 sistémica (Plaa 3 0.81 ISU (0.22;2.45); p 0.005).

Cabe destacar que en un 10.8%- 18.5% de las reacciones graves tras la ingesta de alimentos
vegetales, los valores para las LTPs de alimentos contenidas en la micromatriz ISAC_112®
fueron positivos a titulos bajos, en un intervalo de 0.1 a 0.3 ISU (10.8% Pru p 3, 15.4% Cor a 8,
16.9% Jug r 3 y 18.5% en el caso de Ara h 9). En el momento del estudio, la casa que
comercializa ImmuoCAP ISAC® s6lo consideraba positivos valores por encima de un punto de
corte de 0.3 ISU.

La sensibilizacion de la poblacién de estudio a profilinas, homélogos de Bet v 1y
taumatinas fue globalmente baja, no superando el 10% de los casos. No se pudo establecer
ninguna asociacion significativa entre la sensibilizacion a estas familias de alérgenos y la forma

de presentacion clinica de la alergia a alimentos vegetales.
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Tabla 20. Perfil de reconocimiento molecular segun la gravedad de la clinica.

Clini_ca Leve Mccildlg:';?ja Clinici\ Grave 2*p.overall
n=172 =56 n=65

Prup3 1.27[0.44;3.09] | 1.64 [0.55;3.20] | 1.35[0.55;4.52] 0.588
[0.0,0.1) 9 (5.23%) 3 (5.36%) 4 (6.15%)

[0.1,0.3) 19 (11%) 4 (7.14%) 7 (10.8%)

[0.3,1.0) 46 (26.7%) 15 (26.8%) 15 (23.1%) 0.896
[1.0,15.0) 92 (53.5%) 30 (53.6%) 38 (58.5%)

[15.0,44.0] 6 (3.49%) 4 (7.14%) 1 (1.54 %)

<0.1 9 (5.23%) 5 (8.93%) 4 (6.15%) 0.559
>0.1 163 (94.8%) 51 (91.1%) 61 (93.8%) '
Arah?9 0.40[0.00;1.69] | 0.78 [0.24;2.06] | 0.89 [0.16;2.32] 0.101
[0.0,0.1) 45 (26.2%) 10 (17.9%) 11 (16.9%)

[0.1,0.3) 30 (17.4%) 7 (12.5%) 12 (18.5%)

[0.3,1.0) 42 (24.4%) 16 (28.6%) 14 (21.5%) 0.486
[ 1.0,15.0) 52 (30.2%) 22 (39.3%) 28 (43.1%)

[15.0,44.1] 3 (1.74%) 1 (1.79%) 0 (0.00%)

<0.1 45 (26.2%) 10 (17.9%) 11 (16.9%) 0.205
>0.1 127 (73.8%) 46 (82.1%) 54 (83.1%) '
Cora8 0.26 [0.00;0.86] | 0.320.00;1.00] | 0.26 [0.00;1.18] 0.595
[0.0,0.1) 68 (39.5%) 18 (32.1%) 24 (39.6%)

[0.1,0.3) 23 (13.4%) 10 (17.9%) 10 (15.4%)

[0.3,1.0) 40 (23.3%) 14 (25.0%) 11 (19.6%) 0.760
[ 1.0,15.0) 39 (22.7%) 14 (25.0%) 20 (30.8%)

[15.0,29.2] 2 (1.16%) 0 (0.00%) 0 (0.00%)

<0.1 68 (39.5%) 18 (32.1%) 24 (36.9%) 0.607
>0.1 104 (60.5%) 38 (67.9%) 41 (63.1%) '
Jugr3 0.70[0.20;2.20] | 0.84[0.32;2.48] | 1.17 [0.24;2.78] 0.163
[0.0,0.1) 36 (20.9%) 7 (12.5%) 8 (12.3%)

[0.1,0.3) 24 (14.0%) 6 (10.7%) 11 (16.9%)

[0.3,1.0) 42 (24.4%) 16 (28.6%) 9 (13.8%) 0.271
[1.0,15.0) 68 (39.5%) 26 (46.4%) 36 (55.4%)

[15.0,49.5] 2 (1.16%) 1 (1.79%) 1 (1.54%)

<0.1 36 (20.9%) 7 (12.5%) 8 (12.3%) 0.165
>0.1 136 (79.1%) 49 (87.5%) 57 (87.7%) '
Plaa3 0.4410.00;1.26] | 0.78[0.22;1.59] | 0.85[0.23;2.48] 0.006
[0.0,0.1) 51 (29.7%) 10 (17.9%) 9 (13.8%)

[0.1,0.3) 25 (14.5%) 7 (12.5%) 11 (16.9%)

[0.3,1.0) 44 (25.6%) 19 (33.9%) 14 (21.5%) 0.094
[1.0,15.0) 49 (28.5%) 18 (32.1%) 30 (46.2%)

[15.0,63.3] 3 (1.74%) 2 (3.57%) 1 (1.54%)

<0.1 52 (30.2%) 11 (19.6%) 10 (15.4%) 0.037
>0.1 120 (69.8%) 45 (80.4%) 55 (84.6%) '
Artv 3 0.19[0.00;0.82] | 0.39[0.12;1.54] | 0.43[0.10;1.47] 0.017
[0.0,0.1) 74 (43.0%) 13 (23.2%) 15 (23.1%)

[0.1,0.3) 22 (12.8%) 8 (14.3%) 14 (21.5%)

[0.3,1.0) 42 (24.4%) 17 (30.4%) 17 (29.2%) 0.023
[1.0,15.0) 31 (18.0%) 18 (32.1%) 19 (29.2%)

[15.0,40.4] 3 (1.74%) 0 (0.00%) 0 (0.00%)

<0.1 74 (43.0%) 13 (23.2%) 17 (26.2%) 0.005
>0.1 98 (57.0%) 43 (76.8%) 48 (73.8) '
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Olee7 0.00 [0.00;0.00] | 0.00 [0.00;0.00] | 0.00 [0.00;0.24] 0.095
[0.0,0.1) 136 (79.1%) | 45 (80.4%) 44 (67.7%)

[0.1,0.3) 15 (8.72%) 5 (8.93%) 7 (10.8%) 0512
[0.3, 1.0) 13 (7.56%) 4 (7.14%) 7 (10.8%) :
[1.0,15.0) 8 (4.65%) 2 (3.57%) 7 (10.8%)

<01 136 (79.1%) | 45 (80.4%) 44 (67.7%) 0141
>0.1 36 (20.9%) 11 (19.6%) 21 (32.3%) :
LIRS 5.00 [3.00:6.00] | 6.00 [4.00:6.00] | 6.00 [4.00:7.00] 0.082
positivas

Homélogos Bet v 1

Negativo 165 (95.9%) | 55 (98.2%) 61 (93.8%) 0.554
Positivo 7 (4.07%) 1 (L.79%) 4 (6.15%)

Profilinas

Negativo 164 (95.3%) | 55 (98.2%) 63 (96.9%) 0.699
POSitivo 8 (4.65%) 1(1.79%) 2 (3.08%)

Taumatinas

Negativo 165 (94.2%) | 51 (9L.1%) 61 (93.8%) 0.717
Positivo 10 (5.81%) 5 (8.93%) 4 (6.15%)

Cuando se analizaron las diferencias en el perfil de sensibilizacion a LTP agrupando las
reacciones en funcion de si los sintomas fueron locales o sistémicos (tabla 21), se observaron

diferencias en el perfil de sensibilizacion a LTP de polen de platano de sombra y artemisia.

La positividad para Pla a 3 y Art v 3 fue significativamente superior en aquellos
pacientes que presentaban sintomas sistémicos respecto a los que tenian clinica local. EI 75% de
los pacientes con clinica sistémica tenian valores positivos de Art v 3 frente a un 57.8% de los
pacientes con clinica local (p=0.002), siendo del 82% y 70% respectivamente en el caso de Pla a
3 (p=0.024). Las diferencias se mantuvieron al considerar las variables de forma cuantitativa
(figura 23). El grupo de clinica sistémica presentaba valores mas altos de Pla a 3 (0.81 ISU
[0.22;2.45]) y Art v 3 (0.41 I1SU [0.11;1.50]) comparados con el grupo de clinica local (Pla a 3
0.46 1SU [0.00;1.32], p=0.005 y Art v 3 0.20 ISU [0.00;0.82], p=0.007).

Tabla 21. Comparacion del recuento de LTPs positivas entre clinica local y sistémica
considerando como punto de corte 0.1 ISU.

LTP Clinica Local Clinica sistémica p
(UC, SAOQ, clinica | (UAJ/AE, ANF/Shock
Gl) ANF)

Prup3

<0.1 9 (5.00%) 9 (7.96%) 0.304
>0.1 171 (95.0%) 104 (92%) '
Arah?9

<0.1 46 (25.6%) 20 (17.7%) 0.117
>0.1 134 (74.4%) 93 (82.3%) '
Coras8

<0.1 71 (39.4%) 39 (34.5%) 0.396
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>0.1 109 (60.6%) 74 (65.5%)

Jugr3

<0.1 36 (20.0%) 15 (13.3%) 0.139
>0.1 144 (80.0%) 98 (86.7%) '
Plaa3

<0.1 53 (29.4%) 20 (17.7%) 0.024
>0.1 137 (70.6%) 93 (82.3%) '
Artv3

<0.1 76 (42.2%) 28 (24.8%) %0.002
>0.1 104 (57.8%) 85 (75.2%) )
Olee?

<0.1 142 (78.9%) 83 (73.5%) 0.283
>0.1 38 (21.1%) 30 (26.5%) '

N° LTPs positivas 5.00 [3.00;6.00] 6.00 [4.00;6.00] 0.044

Figura 23. Comparacion de los valores de Plaa 3y Art v 3 en clinica sistémica y local.
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Respecto al nimero de LTPs positivas (considerando un punto de corte mayor o igual a
0.1 ISU), se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con
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sintomas locales, con una media de 5 LTP positivas, y aquellos con sintomas sistémicos,

gue tenian una media de 6 LTP positivas (p=0.04).

6. Creacion de “clasters”

Con el objetivo de evaluar si las diferentes variables clinicas y de laboratorio se
podian agrupar en “clasters” diferenciando fenotipos, se llevd a cabo un analisis

estadistico especifico basado en analisis de conglomerados.
6.1. Variables clinicas y alimentos implicados en la reaccion
El andlisis de las variables clinicas y de los alimentos implicados en las reacciones

reveld que la poblacion podia dividirse en dos grupos diferenciados: “clasters” 1y 2 (puntos

color naranja y azul turquesa respectivamente, de la figura 24 y 25).

Figura 24. Particion Alrededor de Medoids (PAM) con las variables especificas

(alimentos).

cluster
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Una vez seleccionados los grupos, se realizaron pruebas de comparacion entre grupos, para
detectar qué variables definian a cada grupo. En la tabla 22 se muestran las variables con
diferencias estadisticamente significativas, con p-valor ajustado inferior a 0.05, entre ambos
“clusters”. Atendiendo a las diferencias entre ambos grupos, a continuacién, se detallan las

principales caracteristicas de cada uno de ellos.

El “cltster” 1 se caracterizaba por:

a/ Reacciones mas graves:

- La primera reaccién con alimentos vegetales fue con mas frecuencia anafilaxia
y UA/AE.
- En el momento del estudio los pacientes presentaban con mayor frecuencia

clinica moderada -grave y sistémica.

b/ Mayor ntimero de sIgE positivas a diferentes extractos completos de alimentos vegetales.

¢/ Reacciones con un mayor numero de alimentos vegetales (reacciones con una media de 9

alimentos vegetales distintos frente una media de 5 en el “claster” 2).

d/ Los alimentos que con mas frecuencia inducian sintomas fueron: nuez, pipa de girasol,

castafa, cacahuete, guisante y altramuz.

e/ El alimento responsable de la primera reaccién no acostumbraba a ser melocoton.

El “cluster” 2 se caracterizaba por:

a/ Reacciones mas leves

- Todos los individuos asintomaticos incluidos en el estudio (n=13) pertenecian al
“claster” 2.

- Los pacientes debutaron con mas frecuencia con clinica leve (UC y SAO).

- En el momento del estudio los pacientes presentaban fundamentalmente clinica leve y

local.
b/ Reacciones con un menor nimero de alimentos vegetales.

c/ El alimento responsable de la primera reaccion era principalmente el melocoton.
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Tabla 22. Variables con diferencias estadisticamente significativas entre los “clusters” 1y 2,

atendiendo a los alimentos implicados en la reaccion.

“claster” 1 “claster” 2 2*
2*p.overall
N=94 N=212 N
Clinica primera reaccién presentada
con alimento vegetal
Asintomatico 0 (0.00%) 13 (6.13%)
UC, tolera pulpa 0 (0.00%) 99 (46.7%)
SAO 15 (16.0%) 58 (27.4%) <0001 ) 308
Clinica Gl 3(3.19%) 5 (2.36%)
UA/AE 38 (40.4%) 10 (4.72%)
ANF/Shock ANF 38 (40.4%) 27 (12.7%)
Alimento primera reaccién
Melocoton 17 (18.1%) 151 (71.6%)
Otro alimento vegetal 77 (81.9%) 47 (22.3%) <000t 305
Ningun alimento (asintomaticos) 0 (0.00%) 13 (6.16%)
Gravedad de la clinica al momento
estudio
No clinica 0 (0.00%) 13 (6.16%)
Leve 15 (16.0%) 157 (74.1%) <0001 306
Moderada 41 (43.6%) 15 (7.08%)
Grave 38 (40.4%) 27 (12.7%)
Localizacion de la clinica al momento
del estudio
Local 18 (19.1%) 162 (81.4%) <0001 293
Sistémica 76 (80.9%) 37 (18.6%)
Clinica_No_al_count? 31.0[26.2;35.0] 35.0 <0.001 306
[30.0;38.0]
Clinica_Si_al_count? 9.00 [5.00;13.8] 5.00 <0.001 306
[2.00;10.0]
SAO_al_count® 4.0 [2.00;6.00] 3.00 0.003 306
[0.00;5.00]
UA/AE_al_count* 0.50 [0.00;2.00] 0.00 <0.001 306
[0.00;1.00]
sIgE_cat_No_al_count® 31.0[26.2;35.0] 35.0 <0.001 306
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[30.0;38.0]
sIgE_cat_Si_al_count® 7.00 [4.00;11.0] 4.00 <0.001 306
[2.00;6.00]
Clinica con uva
No 61 (64.9%) 175 (82.5%) 0.001 306
Si 33 (35.1%) 37 (17.5%)
Clinica con platano
No 74 (78.7%) 193 (91.0%) 0.003 306
Si 20 (21.3%) 19 (8.96%)
Clinica con nuez
No 14 (14.9%) 132 (62.3%) <0.001 | 306
Si 80 (85.1%) 80 (37.7%)
Gravedad clinica con nuez
SAO 46 (52.3%) 46 (41.1%)
UA/AE 14 (15.9%) 12 (10.7%)
Clinica Gl 1(1.14%) 0 (0.00%) 0001 ) 200
ANF/Shock ANF 19 (21.6%) 18 (16.1%)
Evita alimento 8 (9.09%) 36 (32.1%)
Clinica cacahuete
No 16 (17.0%) 147 (69.3%) <0.001 | 306
Si 78 (83.0%) 65 (30.7%)
Gravedad clinica con cacahuete
SAO 38 (46.9%) 41 (38.3%)
UA/AE 17 (21.0%) 7 (6.54%)
Clinica Gl 3 (3.70%) 0 (0.00%) <0001 188
ANF/Shock ANF 17 (21.0%) 16 (15.0%)
Evita alimento 6 (7.41%) 43 (40.2%)
Tipo cofactor implicado reacciones con
cacahuete
AINES 1 (1.06%) 0 (0.00%)
Alcohol 1 (1.06%) 7 (0.47%) 0.006 306
Cualquier combinacion 1 (1.06%) 2 (0.94%)
Ejercicio 4 (4.26%) 0 (0.00%)
No cofactores implicados 87 (92.6%) 209 (98.6%)
Clinica con avellana <0.001 306

112




Resultados

No 42 (44.7%) 151 (71.2%)

Si 52 (55.3%) 61 (28.8%)

Clinica con almendra

No 55 (58.5%) 172 (81.1%) <0.001 306

Si 39 (41.5%) 40 (18.9%)

Clinica con guisantes

No 82 (87.2%) 205 (96.7%) 0.002 306

Si 12 (12.8%) 7 (3.30%)

Clinica con pipas

No 63 (67.0%) 173 (81.6%) 0.005 306

Si 31 (33.0%) 39 (18.4%)

Clinica con altramuz

No 76 (80.9%) 197 (92.9%) 0.002 | 306

Si 18 (19.1%) 15 (7.08%)

Clinica con castaia

No 65 (69.1%) 179 (84.4%) 0.002 306

Si 29 (30.9%) 33 (15.6%)

slgE manzana 3.34[1.75;5.18] 1.25 0.006 98
[0.46;3.36]

Uva slgE_cat_Si_al_count’

Desconocida 7 (7.45%) 10 (4.72%)

No 61 (64.9%) 175 (82.5%) 0003 ] 308

Si 26 (27.7%) 27 (12.7%)

Nuez sIgE_cat_Si_al_count’

Desconocida 1 (1.06%) 4 (1.89%)

No 14 (14.9%) 132 (62.3%) <0001 ) 308

Si 79 (84.0%) 76 (35.8%)

Cacahuete sIgE_cat_Si_al_count’

Desconocida 3 (3.19%) 4 (1.89%)

No 16 (17.0%) 147 (69.3%) <0001 ) 308

Si 75 (79.8%) 61 (28.8%)

Avellana sIgE_cat_Si_al_count’

Desconocida 5 (5.32%) 6 (2.83%)

No 42 (44.7%) 151 (71.2%) <0001 ) 308

Si 45 (50.0%) 55 (25.9%)
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Almendra slgE_cat_Si_al_count’
Desconocida 5 (5.32%) 4 (1.89%)
<0.001 306
No 55 (58.5%) 172 (81.1%)
Si 34 (36.8%) 36 (17.0%)
Guisantes sIgE_cat_Si_al_count’
Desconocida 0 (0.00%) 1 (0.47%)
0.002 306
No 82 (87.2%) 205 (96.7%)
Si 12 (12.8%) 6 (2.83%)
Pipas sIgE_cat_Si_al_count’
Desconocida 0 (0.00%) 10 (4.72%)
<0.001 306
No 63 (67.0%) 173 (81.6%)
S 31 (33.0%) 29 (13.7%)
Altramuz slgE_cat_Si_al_count’
Desconocida 18 (19.1%) 15 (7.08%) 0.002 306
No 76 (80.9%) 197 (92.9%)
Castafia slgE_cat_Si_al_count’
Desconocida 7 (7.45%) 11 (5.19%)
0.006 306
No 65 (69.1%) 179 (84.4%)
S 22 (23.4%) 22 (10.4%)

Clinica_No_al_count!: recuento en un mismo individuo del niimero de eventos “no clinica” para
todos los alimentos incluidos en el CRD.

Clinica_Si_al_count? recuento en un mismo individuo del niimero de eventos “clinica” sin
tener en cuenta la gravedad para todos los alimentos incluidos en el CRD.

SAO _al_count®: recuento en un mismo individuo del nimero de eventos “SAQ” con cualquier
alimento incluidos en el CRD.

UAJ/AE_al_count’: recuento en un mismo individuo del nimero de eventos “SAO” con
cualquier alimento incluidos en el CRD.

sIgE_cat_No_al_count®: nimero de alimentos al que un mismo individuo presenta valores de
IgE especifica a dicho alimento < 0.35kU/L.

sIgE_cat_Si_al_count®: nimero de alimentos al que un mismo individuo presenta valores de IgE
especifica a dicho alimento > 0.35kU/L.

Alimento sIgE_cat_Si_al_count” nimero de individuos que presenta valores de IgE especifica a

dicho alimento < 0.35kU/L.
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La figura 25 muestra los gréaficos resultantes tras el andlisis factorial por datos mixtos
(FAMD), agrupando las variables en dimensiones. En el gréafico se observa como ambos grupos

se diferencian mejor en la dimension 1.

Figura 25. Gréficos resultantes del Andlisis Factorial para datos mixtos (FAMD).
Dimensién 1 (eje de abscisas y 2 (eje de ordenadas).
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&
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1
& F
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El analisis de las variables de ambas dimensiones (figura 26) muestra qué las variables de las

dimensiones 1y 2 que mejor discriminaban entre ambos “clasters” fueron:

- “Clinica_No_al_count”: recuento en un mismo individuo del nimero de eventos “no
clinica” para todos los alimentos incluidos en el CRD.

- “Clinica_Si_al _count”: recuento en un mismo individuo del nimero de eventos
“clinica” sin tener en cuenta la gravedad para todos los alimentos incluidos en el CRD.

- “slgE_cat_No_al_count': nimero de alimentos al que un mismo individuo presenta

valores de IgE especifica a dicho alimento > 0.35kU/L.
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“slgE_cat_Si_al_count”: nimero de alimentos al que un mismo individuo presenta

valores de IgE especifica a dicho alimento < 0.35kU/L.

Figura 26. Componentes principales de las variables clinicas.
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6.2. Datos comunes

Se siguid el mismo método para analizar los datos comunes (variables demogréficas,
analiticas y clinicas representadas en tabla 10) de la poblacion de estudio. En este caso la
poblacion podia dividirse en dos nuevos grupos diferenciados: “clusters” 1y 2 (puntos color

naranja y azul turquesa respectivamente, de la figura 27.
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Figura 27. Particion Alreedor de Medoids (PAM) con los datos comunes.

.
ol . . cluster

En la tabla 23 se muestran las variables con diferencias estadisticamente significativas,
con p-valor ajustado inferior a 0.05, entre ambos “clusters”. Atendiendo a las diferencias entre

ambos grupos, a continuacion, se detallan las principales caracteristicas de cada uno de ellos.

El “cluster” 1 se caracterizaba por:

a/ Predominio de sexo masculino con historia personal de atopia (rinoconjuntivitis y asma

bronquial).

b/ Valores mas elevados de IgE total.

¢/ Valores més bajos de IgE especifica para melocoton.

d/ Urticaria de contacto con melocot6n con tolerancia de pulpa.

e/ Mayor frecuencia de sensibilizacion a epitelios y menor a polen de platano de sombra y

artemisia.

El “cltster” 2 se caracterizaba por:

a/ Predominio de sexo femenino.

b/ Mayor frecuencia de reacciones anafilacticas y reacciones exacerbadas por cofactor (CEFA).
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¢/ No tolerar el melocoton.

d/ Mayor frecuencia de SLTP.

e/ Mayor frecuencia de sensibilizacién a polen de platano de sombra y artemisia.

Tabla 23. Variables que muestran diferencias estadisticamente significativas entre los “clasters”

1y 2, atendiendo a los datos comunes (variables demogréficas, analiticas y clinicas) de la

poblacién a estudio.

“claster” “cluster”
Todos 2*
1 2 2*p.overall
N= 306 N
N=101 N=205
Género
Varon 115 (37.6%) 65 (64.5%) | 50 (24.4%)
] <0.001 306
Mujer 191 (62.4%) 36 (35.6%) | 155
(75.6%)
Rinoconjuntivitis
No 60 (19.6%) 11 (10.9%) | 49 (23.9%)
0.007 306
Si 246 (80.4%) 90 (89.1%) | 156
(76.1%)
Asma bronquial
No 228 (74.5%) 64 (63.4%) | 164
0.002 306
(80.0%)
Si 78 (25.5%) 37 (36.6%) | 41 (20.0%)
IgE total 132 [54.7;289] 200 117
0.002 306
[73.8;334] | [44.8;264]
sIgE melocotén 2.80[0.90;6.82] 1.83 3.38
0.007 306
[0.60;4.54] | [1.21;8.26]
sIgE Pru p 3_CAP 3.29[1.12;8.75] 3.76 3.76
0.024 306
[1.30;9.10] | [1.30;9.10]
Ratio slgE Pru p 3/ | 0.41[-0.03;0.83] 0.12 [- 1 0.58
<0.001 306
IgE total 0.20;0.45] | [0.08;0.95]
Tolerancia melocotén
No 162 (53.8%) 48 (48.5%) | 114
0.017 301
(56.4%)
Si 51 (16.9%) 20 (20.2%) | 31 (15.3%)
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UC, tolera pulpa 40 (13.3%) 21 (21.2%) | 19 (9.41%)
SAO con piel, tolera | 11 (3.65%) 4(4.04%) | 7 (3.47%)
pulpa
Evita 16 (5.32%) 2 (2.02%) | 14 (6.93%)
UC, evita melocoton 18 (5.98%) 3(3.03%) | 15 (7.43%)
Solo tolera en almibar 1 (0.33%) 0(0.00%) | 1 (0.50%)
Tolera sin cofactor 1 (0.33%) 0(0.00%) | 1 (0.50%)
Desconocido 1 (0.33%) 1(1.01%) | 0(0.00%)
Sensibilizacion a
neumoalérgenos
Monosensibilizacion 40 (13.1%) 25 (24.8%) | 15 (7.32%) | <0.001 306
Polisensibilizacion [2,4 266 (86.9%) 76 (75.2%) | 190
polenes] (92.7%)
Ne de pélenes
reconocidos por los 2.00 3.00
) 2.00 [2.00;3.00] <0.001 306
pacientes [2.00;3.00] | [2.00;3.00]
polisensibilizados
Sensibilizacion  prick
acaros
No 142 (46.4%) 26 (25.7%) | 116
(56.6%) <0.001 306
Si 162 (52.9%) 74 (73.3%) | 88 (42.9%)
Desconocido 2 (0.65%) 1(0.99%) | 1(0.49%)
Sensibilizacion  prick
epitelios
No 190 (62.1%) 42 (41.6%) | 148
(72.2%) <0.001 306
Si 111 (36.3%) 57 (56.4%) | 54 (26.3%)
Desconocido 5 (1.63%) 2 (1.98%) | 3(1.46%)
Sensibilizacién prick
polen de platano de
sombra
No 124 (40.5%) 58 (57.4%) | 66 (32.2%) | <0.001 | 306
Si 177 (57.8%) 41 (40.6%) 136
(66.3%)
Desconocido 5 (1.63%) 2(1.98%) | 3(1.46%)
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Sensibilizacion prick
polen de artemisia
No 178 (58.2%) 69 (68.3%) 109
0.007 306
(53.2%)
Si 123 (40.2%) 29 (28.7%) | 94 (45.9%)
Desconocido 5 (1.63%) 3(2.97%) | 2(0.98%)
Clinica Leve
No 206 (67.3%) 18 (17.8%) 188
<0.001 306
(91.7%)
Si 100 (32.7%) 83 (82.2%) | 17 (8.29%)
Shock anafilactico
No 114 (37.3%) 88 (87.1%) | 26 (12.7%)
<0.001 306
Si 192 (62.7%) 13 (12.9%) 179
(87.3%)
SLTP
No 48 (15.7%) 29 (28.7%) | 19 (9.27%)
<0.001 306
Si 258 (84.3%) 72 (71.3%) 186
(90.7%)
CEFA
No 215 (70.3%) 86 (85.1%) 129
<0.001 306
(62.9%)
Si 91 (29.7%) 15 (14.9%) | 76 (37.1%)

La figura 28 muestra los graficos resultantes tras el andlisis factorial por datos mixtos

(FAMD), agrupando las variables en dimensiones. En el gréafico se observa como ambos grupos

se diferencian mejor en la dimension 1 (eje abscisas). El analisis de las variables de ambas

dimensiones (figura 29) muestra que las variables de las dimensiones 1, 2 y 3 que mejor

discriminaban entre ambos “clusters” fueron:

“fenot_poli_bas”: media del numero de podlenes reconocidos por los pacientes

polisensibilizados.

- “fenot_Sd_LTP_bas”: pacientes con sindrome LTP

- “fenot poli cat bas”: pacientes con monosensibilizacion o polisensibilizacion (de 2 a
_poli_cat_

4 pélenes)

- “neumoal_epitelios_bas”: pacientes con sensibilizacion mediante prick a epitelios.

- “neumoal _platano de sombra_bas”: pacientes con sensibilizacion mediante prick a

polen de platano de sombra.

- “mctn_sIgE bas”: IgE especifica a extracto completo de melocotén.
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“mctn_CAP_Pru p 3 bas”: IgE especifica a Pru p 3 determinada mediante Inmuno
CAP.
Figura 28. Gréficos resultantes del Andlisis Factorial para datos mixtos (FAMD) para los

datos comunes de la poblacién a estudio. Dimension 1 (eje de abscisas) y 2 (eje de
ordenadas).
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6.3. Comparacion entre los “clisters” 1y 2 generados segun los datos
fijos y las variables alimentos
En este apartado se realizO un test de comparacion entre los grupos “claster” 1y 2
generados en el analisis anterior segln los datos fijos (ver apartado 6.2) para evaluar si existian

diferencias entre las variables alimentos. Los resultados del analisis con las variables con

diferencias estadisticamente significativas entre ambos “clusters” se muestran en la tabla 24.

El “cluster” 1 se caracterizaba por:

a/ Presentar principalmente urticaria de contacto con tolerancia a la pulpa de melocotén

como sintoma de la la primera reaccion con un alimento vegetal.

b/ Mayor proporcion de clinica local (UC, SAO y clinica GlI).

El “cluster” 2 se caracterizaba por:

a/ Presentar anafilaxia/shock anafilactico como sintoma de la primera reaccién con un

alimento vegetal con mas frecuencia que el “claster” 1 (30% vs 4%).

b/ Mayor proporcion de clinica sistémica en la primera reaccion por alimento vegetal

respecto al “cluster” 1.

¢/ Los alimentos méas frecuentemente implicados en las reacciones fueron: la manzana, el

melon, la nuez, el cacahuete, la lechuga, el tomate, las cerezas y el altramuz.

Tabla 24. Comparacion entre grupo 1y 2 y las variables de los alimentos.

c:\llliiegl . c:\lll:tzegs e 2*p.overall | 2*N
12 Reaccion presentada con alimento vegetal
Asintomatico 5 (4.95%) 8 (3.90%)
UC, tolera pulpa 38 (37.6%) 61 (29.8%)
SAO 30 (29.7%) 43 (21.0%) <0.001 306
Clinica Gl 2 (1.98%) 6 (2.93%)
UA/AE 22 (21.8%) 26 (12.7%)
ANF/Shock ANF 4 (3.96%) 61 (29.8%)
Clinica manzana
No 78 (77.2%) 122 (59.5%) 0.002 306
Si 23 (22.8%) 83 (40.5%)
Clinica mel6n
No 82 (81.2%) 123 (60.0%) <0.001 306
Si 19 (18.8%) 82 (40.0%)
Clinica nuez <0.001 306
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SAO 35 (62.5%) 57 (39.6%)
UA/AE 14 (25.0%) 12 (8.33%)
Clinica Gl 0 (0.00%) 1 (0.69%)
ANF/Shock ANF 2 (3.57%) 35 (24.3%)
Evita alimento 5 (8.93%) 39 (27.1%)

Clinica cacahuete

SAO 26 (53.1%) 53 (38.1%)

UA/AE 11 (22.4%) 13 (9.35%)

Clinica Gl 2 (4.08%) 1 (0.72%) 0.001 306
ANF/Shock ANF 3 (6.12%) 30 (21.6%)

Evita alimento 7 (14.3%) 42 (30.2%)

Clinica lechuga

No 89 (88.1%) 124 (60.5%) <0.001 306
Si 12 (11.9%) 81 (39.5%)

Clinica tomate

No 94 (93.1%) 151 (73.7%) <0.001 306
Si 7 (6.93%) 54 (26.3%)

Clinica con cerezas

No 94 (93.1%) 160 (78.0%) 0.001 306
Si 7 (6.93%) 45 (22.0%)

Mango

No clinica con cofactor 101 (100%) 185 (90.2%) 0.001 306
Nunca ha comido mango 0 (0.00%) 20 (9.76%)

Clinica Altramuz

SAO 3 (27.3%) 22 (35.5%)

UA/AE 1 (9.09%) 0 (0.00%)

Clinica Gl 4 (36.4%) 1 (1.61%) <0.001 306
ANF/Shock ANF 0 (0.00%) 1 (1.61%)

Evita alimento 3 (27.3%) 17 (27.4%)

Nunca lo ha comido 0 (0.00%) 21 (33.9%)

Clinica CEFA altramuz

No clinica con cofactor 101 (100%) 183 (89.3%) <0.001 306
ANF/Shock ANF 0 (0.00%) 1 (0.49%) '

Nunca ha comido alimento 0 (0.00%) 21 (10.2%)

Clinica CEFA hinojo

No clinica con cofactor 101 (100%) 182 (88.8%) <0.001 306
Nunca ha comido alimento 0 (0.00%) 23 (11.2%)

sIgE mel6n

Desconocida 4 (3.96%) 13 (6.34%)

No 82 (81.2%) 123 (60.0%) 0.001 306
Si 15 (14.9%) 69 (33.7%)

slgE lechuga

Desconocida 0 (0.00%) 6 (2.93%)

No 89 (88.1%) 123 (60.0%) <0.001 306
Si 12 (11.9%) 76 (37.1%)

sIgE tomate

Desconocida 1 (0.99%) 7 (3.41%)

No 04(93.1%) | 151 (73.7%) | <0001 | 306
Si 6 (5.94%) 47 (22.9%)

sIgE cerezas

Desconocida 1 (0.99%) 6 (2.93%)

No 94 (93.1%) | 160 (78.0%) | 0093 | 306
Si 6 (5.94%) 39 (19.0%)
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Gravedad de la 12 reaccion alérgica con alimento vegetal
No clinica (asintomaticos) 5 (4.95%) 8 (3.90%)
Clinica leve 68 (67.3%) 104 (50.7%) <0.001 306
Clinica moderada 24 (23.8%) 32 (15.6%)
Clinica grave 4 (3.96%) 61 (29.8%)
12 reaccién alérgica con alimento vegetal
Local 70 (72.9%) 110 (55.8%) 0.005 293
Sistémica 26 (27.1%) 87 (44.2%)
No clinica 36.0 33.0

[32.0;39.0] | [28.0:36.0] | <~0-00L | 306
Si clinica 4.00 7.00

[1.00:800] | [400:120] | <0001 | 306
Anafilaxia/shock ANF 0.00 1.00

[0.00;000] | [0.00:2.007 | <0001 | 306
Evita alimento 0.00 3.00

[0.00;3.00] [1.00:6.00] <0.001 306
Nunca ha comido al 0.00 0.00
alimento [0.00;000] | [0.00:1.00 | <9001 | 306
No CEFA 40.0 40.0

[40.0;400] | [39.0:400] | <0001 | 306
CEFA 0.00 0.00

[0.00:0.00] [0.00:1.00] <0.001 | 306
Cofactor AINEs 0.00 0.00

[0.00;0.00] | [0.00:0.00] 0.003 | 306
CEFA_ANF 0.00 0.00

[0.00:0.00] [0.00:1.00] <0.001 | 306

6.4. InmunoCAP ISAC 112®

Con el objetivo de evaluar si los perfiles de reconocimiento de los diferentes alérgenos
individuales contenidos en la micromatriz ImmunoCAP ISAC® se podian agrupar en “clasters”
diferenciando fenotipos, se realizd el analisis con el método Particion Alrededor de Medoids
(PAM), que permitio diferenciar 2 “clusters” (“cluster” 1, naranja y 2, azul turquesa, de la figura
30).
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Figura 30. Calculo de “clister” por el método Particion alrededor de Medoids (PAM) con

los alérgenos individuales obtenidos con la micromatriz InmunoCAP ISAC 112®.

Una vez seleccionados los grupos, se realizaron pruebas de comparacion entre ambos para
detectar qué variables definian dichos grupos. En la tabla 25 se muestran las variables que
mostraban diferencias estadisticamente significativas con p valor ajustado inferior a 0.05, entre
ambos “clusters”. Las diferencias entre ambos grupos fueron principalmente a expensas del

reconocimiento de alérgenos individuales de acaros y epitelios:

El “cluster” 1 se caracterizaba por:

a/ Positividad para los alérgenos principales de Dermatophagoides: Der f 1, Der f 2, Der p 1
y Der p 2.

b/ Positividad a titulos muy bajos para antigeno 5 de Blomia (Blo t 5), Lepidoglyphus (Lep
d 2), calicreia prostatica de perro (Can f 5) y uteroglobina de gato (Fel d 1).

El “cltster” 2 se caracterizaba por:

a/ Negatividad para los alérgenos individuales de &caros (Der f 1, Der f 2, Der p 1, Der p 2,
Blot5y Lepd 2),y para los alérgenos principales de epitelio de perro (Can f 5) y epitelio de
gato (Fel d 1).
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Tabla 25. Identificacion de alérgenos individuales qué mejor discriminan entre “claster” 1

y 2.
“clister” 1 “claster” 2

- N 2*p.overall 2* N
Feld 1 0.00 [0.00;3.74] | 0.00 [0.00;0.00] <0.001 242
Canf5 0.00 [0.00;0.34] | 0.00 [0.00;0.00] 0.02 242
Blot5 0.00 [0.00;0.10] | 0.00 [0.00;0.00] <0.001 242
Der f 1 3.39 [1012;10.7] | 0.00 [0.00;0.00] <0.001 242
Der f 2 10.4 [4.32;24.3] | 0.00 [0.00;0.00] <0.001 242
Derpl 5.391.66;11.5] | 0.00 [0.00;0.00] <0.001 242
Der p 2 12.0[8.01;30.1] | 0.00 [0.00;0.00] <0.001 242
Lepd?2 0.00 [0.00;0.02] | 0.00 [0.00;0.00] <0.001 242

Para caracterizar los distintos perfiles se realizd un analisis de componentes principales
(PCA), denominado Analisis Factorial para datos Mixtos (FAMD), teniendo en cuenta todas las
variables (figura 31). En este caso las variables de la dimension 1 (eje de ordenadas o vertical)
explicaban un 18.1% de las diferencias entre los “clusters”, mientras que las variables de la
dimensién 2 y 3 explicaban el 12.8% y 12% respectivamente (figura 32A). Sin embargo, como
se puede observar en la figura 31, las variables de la dimension 1 no dividen el conjunto de
pacientes en los dos “clusters” detectados mediante el método PAM (figura 30) aungue si lo
harian en otro tipo de agrupacion distinta a la detectada. La dimension 1 estaria formada (figura
32B) por las variables: Jug r 2, Phl p 4y Cry j 1, y con menor intensidad Cynd 1, Cupaly Pla
a 2, todos ellas pertenecientes al grupo de proteinas denominado “proteinas que contienen
determinantes carbohidratados (CCD)”. En cambio, las variables de la dimension 2 (eje de
abscisas u horizontal) si que dividen al conjunto de pacientes en los dos “clusters” detectados
mediante el método PAM. Las variables de las dimensiones 2 y 3 que mas contribuian a
explicar las diferencias entre “clusters” fueron principalmente los alérgenos del grupo 1y 2 de

Dermatophagoides pteronyssinus. (figura 32B).
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Figura 31. Grafico resultante del Analisis Factorial para Datos Mixtos (FAMD) para los

alérgenos individuales del InmunoCAP ISAC 112® de la poblacién a estudio.
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6.5. Comparacion entre los “clasters” 1y 2 generados segun los datos

de los alérgenos individuales y las variables alimentos

En este apartado se ha realizado un test de comparacion entre “clusters” resultantes del
analisis de grupos segin las moléculas alergénicas contenidas en el ImmunoCAP ISAC®
(“clasters” 1 y 2 del apartado 6.4) y las variables de los alimentos para evaluar si existen
diferencias entre los alimentos implicados en las reacciones entre ambos “cltsters”. En la tabla
26 se muestran las variables que mostraban diferencias estadisticamente significativas entre los

“clasters” 1y 2 generados en el apartado 6.4.
Las diferencias entre ambos grupos fueron:

El “cliister” 1 (predominio de sensibilizacién a grupo 1 y 2 de Dermatophagoides) se

caracterizaba por:

a/ Una mediana mayor del nimero de veces que un mismo individuo evita un alimento

(evita alimento).

b/ Mayor proporcion de anafilaxias inducidas por la ingesta de paraguayo.

El “cluster” 2 (ausencia de sensibilizacion a alérgenos de &acaros y epitelios) se

caracterizaba por:

a/ Los alimentos que con mas frecuencia inducian sintomas fueron: la avellana, la lechuga,

las pipas y el cacahuete.

b/ Mayor proporciéon de reacciones exacerbadas por cofactor, siendo ma frecuente el

gjercicio o la combinacidn de cofactores.
d/ Mayor proporciéon de UA/AE inducidas por la ingesta de paraguayo.
e/ Mayor proporcion de individuos que evitan paraguayo o nunca lo han comido.

f/ Todos los individuos que presentaron clinica Gl tras la ingesta de castafia pertenecen a

este grupo.
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Tabla 26. Comparacion de los grupos 1y 2 de los fenotipos de ISAC y variables alimentos.

G[\Efgsl Gl\lrgfgez 2*p.overall | 2*N
Clinica avellana
No 73 (69.5%) | 85 (54.5%) 0.015 261
Si 32 (30.5%) | 71 (45.5%)
Clinica lechuga
No 82 (78.1%) | 98 (62.8%) 0.009 261
Si 23 (21.9%) | 58 (37.2%)
Cofactor implicado reacciones
con lechuga
AINEs 2 (1.90%) 3 (1.92%)
Alcohol 3 (2.86%) 1 (0.64%)
Cualquier combinacion 0 (0.00%) 6 (3.85%) 0.035 261
Ejercicio 2 (1.90%) 11 (7.05%)
Menstruacion 0 (0.00%) 1 (0.64%)
No cofactores implicados 98 (93.3%) | 134 (85.9%)
Clinica pipas
No 85 (81.0%) | 109 (69.9%) 0.044 261
Si 20 (19.0%) | 47 (30.1%)
Clinica paraguayo
SAO 7 (12.3%) 7 (7.14%)
UC, tolera pulpa 4 (7.02%) 2 (2.04%)
UA/AE 0 (0.00%) 3 (3.06%)
Clinica G| 1(175%) | 0(0.00%) | 0904 | 1%
ANF/Shock anafilactico 4 (7.02%) 1 (1.02%)
Evita alimento 23 (66.7%) | 75 (76.5%)
Nunca ha comido el alimento 3 (5.26%) 10 (10.2%)
Clinica castafa
SAO 13 (36.1%) | 18 (27.7%)
UC, tolera pulpa 2 (5.56%) 0 (0.00%)
UA/AE 1 (2.78%) 3 (4.62%) 0.037 101
Clinica Gl 0 (0.00%) 6 (9.23%)
ANF/Shock anafilactico 7 (19.4%) 5 (7.69%)
Evita alimento 13 (36.1%) | 33 (50.8%)
sIgE manzana
Desconocida 0 (0.00%) 6 (3.85%)
No 67 (63.8%) | 110 (70.5%) 0.029 261
Si 38 (36.2%) | 40 (25.6%)
slgE cacahuete
Desconocida 0 (0.00%) 6 (3.85%)
No 67 (63.8%) | 110 (70.5%) 0.018 261
Si 38 (36.2%) | 40 (25.6%)
slgE avellana
Desconocida 1 (0.95%) 9 (5.77%)
No 73 (69.5%) | 85 (54.5%) 0.017 261
Si 31 (29.5%) | 62 (39.7%)
slgE lechuga
Desconocida 1 (0.95%) 2 (1.28%) 0.014 261
No 82 (78.1%) | 97 (62.2%)
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Si 22 (21.0%) | 57 (36.5%)
sIgE pipas
Desconocida 1 (0.95%) 9 (5.77%)
No 85 (81.0%) | 109 (69.9%) | 049 | 261
Si 19 (18.1%) | 38 (24.4%)
Evita el alimento 1.00 3.00

[0.00;500] | [0.00:5.00] | 2904 | 261
CEFA 0.00 0.00

[0.00:0.00] | [0.00:1.00] | ©0%2 261
No cofactores implicados 40.0 40.0

[39.0;40.0] | [38.0:400] | 9% 261
Clinica UA/AE con cofactor 0.00 0.00

[0.00:0.00] | [0.00:0.00] | ©°019 261

6.6. “Mapa de calor” o “heatmap”

Por ultimo y con el objetivo de visualizar de forma mas gréafica los “clusters” 1y 2
generados teniendo en cuenta los alérgenos contenidos en el InmunoCAP ISAC 112® (ver
apartado 6.4), se realiz6 un “mapa de calor” o “heatmap” que representa los valores originales
de las proteinas transformados logaritmicamente y escalados (las columnas representan los
pacientes y las filas las variables) donde las intensidades estan codificadas por colores con el fin
de resaltar posibles patrones entre grupos. El c6digo de colores es: azul para los valores bajos y
rojo para los valores elevados. Se realiz6 una agrupacion jerarquica de las proteinas (y en el
segundo caso para los individuos) para facilitar su interpretacion. En la figura 33 se representa
el mapa de calor o “heatmap” generado segun la agrupacion de los individuos mediante el
método “Particion Alrededor de Medoids” (PAM) en “cluster” 1, caracterizados por presentar
positividad para algunos alérgenos individuales de &caros (Der f 1, Derf2, Derp 1y Derp 2)y
representado en color negro y el “claster” 2 con negatividad para dichos alérgenos, en color
rojo.
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Figura 33. Mapa de calor o “Heatmap” segun la agrupacion de los individuos obtenidos

mediante el método PAM.
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7. Pruebas de exposicion oral a melocoton controlada con placebo

7.1. Cuantificacion de Pru p 3 en el zumo de melocoton

La tabla 27 muestra los resultados del andlisis de cuantificacion de Pru p 3 de los tres
lotes analizados del zumo de melocoton Granini®: M1 (lote A2081035311), M2 (lote
A100301144 1) y M3 (lote A505994870 1). La muestra numero 1 (M1) estaba
contaminada por hongos por lo que los resultados no fueron fiables y la muestra 2 (M2) se
perdid por el transporte y no pudo ser analizada. La muestra 3 (M3) (5.46ug Pru p 3/ml) es
la que se utilizd para saber la cantidad de Pru p 3 contenida en la receta activa con zumo de
melocotdn Granini® desarrollada para la validacion de la receta y las pruebas de exposicion
oral. Sin ambargo, los resultados obtenidos mediante el método ELISA pero usando otro
anticuerpo fueron diferentes al método anterior (M1: 0.33ugPru p 3/ml; M2: 4.6ugPru p
3/ml; M3: 1.98ugPru p 3/ml).

Tabla 27. Cuantificacion de Pru p 3 en diferentes lotes de zumo de melocotén Granini®.

Muestra Cuantificacion de Pru p 3 (ELISA)

M1 (*contaminacion hongos) 1.851 pg/ml Prup 3
M2 Muestra perdida
M3 5.463 pg/ml Prup 3

7.2. Validacion de la receta de melocoton

El test del triangulo se realiz6 en 32 voluntarios, siendo el 62.5% mujeres con una
mediana de edad de 42.5 afios (rango 24-61). La mayoria de los participantes no fueron capaces
de identificar la muestra diferente (17/32) frente al 46.9% que si la identificaron. Del total de
voluntarios, 8 consideraron que no habia diferencias entre las tres muestras y de éstos, solo 2
identificaron correctamente la muestra diferente cuando el test les forz6 a marcar una opcion.
Las diferencias sensoriales de la muestra diferente respecto a las otras, evaluadas por los
voluntarios por medio de una escala visual analégica (EVA) de 0 (no diferencias) a 10
(muestras extremadamente diferentes) se muestran en la tabla 28. No hubo diferencias
estadisticamente significativas entre las caracteristicas sensoriales de la formula activa y el
placebo (test binomial de significancia estadistica exacta bilateral 0.860; contraste de proporcion
del test 0.5).
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Tabla 28. Test del tridngulo: evaluacion de las caracteristicas sensoriales de la muestra

considerada diferente por los voluntarios participantes.

Variable sensorial Mediana Rango
Olor 2.7 0-10
Textura 3.3 0-8
Sabor 4.59 0-10
Color 2.44 0-9

Figura 35. Imégenes de las formulas activo y placebo usadas para provocacion oral a melocoton.
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7.3. Poblacién

Se seleccionaron 36 pacientes, la mayoria mujeres (66.6%), con una mediana de edad de
40 afos (rango 18-54 afios). De los 36 pacientes, a 16 se les realiz6 la prueba de exposicion
controlada (DBPCFC), a 9 la DBPCFC y un rubbing test y a 11 pacientes se les realiz6
Unicamente rubbing test. Las caracteristicas demogréficas, analiticas y clinicas de los pacientes

se muestran en la tabla 29.
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Tabla 29. Caracteristicas demogréficas, analiticas y clinicas de la poblacion a la que se les realiz6 prueba de provocacion.

Sensibilizacion MBS a2 Fenotipo Ultima Reactividad clinica otros
Paciente Edad | Género Atobia LTP Prick Melocoton tigE otén Prup3 P reaccion/ Test
(afios) P aeroalérgenos (mm) Prick (mm) (KU/L) slgE CAP melocoton contacto alimentos vegetales Tolerancia
KU/L | (KU/L) melocotén
CEFA UA/AE Nu + Ej+ OH
1 50 | F No No 6x6/15x15 7x7/15x15 17.80 059 130 | SAO Infancia CEFA UAJAE Al + Ej +OH | DBPC FC
UAJ/AE pipas
ANF man DBPCFC,
2 51 |F RC H, Gr 12x12/35x35 | 8x8/12x12 56.40 172 152 | SAO Edad adulta UAJAE gr
SAO frutos secos, rosaceas R
i DBPCFC,
3 31 |F No PI, Art 6x6/10x10 8x8/15x15 3780 | 417 | 243 UC, Evita | Edad adulta ANF Tmate, Gui
UA/AE Ca R
UC, CEFA
RC, ) ANF Ce DBPCFC,
4 42 F DA Gr 9x9/20x20 8x8/10x10 21.40 0.66 0.79 (ANF + Ej | Edad adulta SAO Al, ca R
+OH)
5 45 F No ol 6x6/15x15 9x9/25x25 180 0.28 0.31 ANF Edad adulta CEFA ANF Al + Ej SAO Al QOFC
6 36 M RC A E, Ol Pl, Gr 10x10/25x25 15x15/20x20 1542 14.6 202 | SAO Infancia Ninguno DBPCFC
CEFA ANF Av + AINEs
7 33 F RC PI 10x5/10x10 20x10/30x30 83.20 8.27 1030 | SAO Edad adulta SAO pipas QOFC
UA/AE ce, fr
UA/AE me
8 24 | F No PI, Art 9X9/20X20 6X6/20X20 277 53.60 | 23.40 SAO Infancia SAO man, uva, cir, ki, hi, ber, | pBpCFC
al, ca, mos
AB uc CEFA ANF le + M
9 37 | F v | ABROLGLC | 6010/20x20 | 8x8/20x20 1194 2840 | 29.9 ’ Infancia CEFAANFtmate +M | e
RC UAJAE UAJAE nec, pa, ca
SAOQ ki, cir, hi
10 18 | M AB. 7X7/20x20 20X10/0X0 772 5.27 SAO Adolescencia UA/AEca QOFC
RC A E Ol PI 6.48 ' SAQ uva, pl, pi, al, gui
CEFA ANF man + Ej +
11 26 F No No 5x5/10x10 Ax4/5X5 57.70 3.32 3.39 Evita Edad adulta AINEs DBPCFC,
UA/AE le R
AU/AE uva, alb, ca
12 54 | M RC PI, Gr 7X7/25x25 8x8/20x20 334 793 | 2890 | UAJAE Edadadulta | ¢7q\, DBPCFC
AB, .
13 6 | E A E, H,OlPI, 13x6/20x20 10x10/25x25 2265 7250 | 7030 | uc sao | Edad adulta UAJAE av, ca, al, pipas DBPCFC,
RC, Pr, Art ' ' ' Gl: le, alt R

135




Resultados

Sensibilizacion Melog sligle Fenotipo Ultima Reactividad clinica otros
Paciente Edad | Género Atopia LTP Prick Melocotén tigE oton Prup3 P reaccion/ Test
(afios) P aeroalérgenos (mm) Prick (mm) (KU/L) slgE CAP melocoton contacto alimentos vegetales Tolerancia
KU/L | (KU/L) melocotén
DA SAO nu
ANF me CEFA UA/AE un +
CEFA ex
10x10/20x20 8x8/20x20 UA/AE . CEFA UA/AE le +ex +
14 49 F RC PI, Art 31.50 1.32 1.39 mel+ gj | Adolescencia AINEs DBPCFC
SAO mel Gl man
SAO nu, av, al, pipas, cir
CEFA UA/AE frutos secos +
S
5.43
15 45 |M RC ol, Pl, Gr 12x8/20x20 3x3/10x10 2370 | 382 SAO Edad adulta UAJAE man, wva DBPCFC
SAQ frutos secos, pa, ki, pl,
mos, hi
CEFA ANF uva + OH
. Gl man, le, z, tri
16 40 | F RC A O"i'r'tGr' Pl | 11x11/15x15 6x6/10x10 678 1.30 090 | UC,SAO | Adolescencia | SAQ cir, nis, hi, me, al, ca, DBPRCFC'
av, mos
ANF man, av
17 49 M RC Pr, Art 7x7/20%20 7X7/20%20 118 0.58 7.02 UC, ANF Edad adulta SAO nu, ca, mos, pipas, ber DBPCFC,
UC me, hi R
AB, SAQ pa, man, pe, uva, cir,
18 25 | M A E Ol Pl Gr, SAO UKN
RC C. Art 8x8/20x20 11x11/25x20 1280 23.40 0.35 alb, nis, pl, pi, hi, nu, ca, len DBPCFC
ANF pa
AB, ) SAO ce, me, nis, ca, jud
19 23 F A/ H.E Ol Pl 6x6/20x20 7X7/25x25 437 15.10 17.90 | UC, ANF Adolescencia | yc man, pe, p, cir, alb, tmate, DBPCFC,
RC Gr, C, Art R
cal
ANF me
. UA/AE uva
20 4 | F No A, Pl Gr 11x11/35x35 9x9/25x25 36 1.49 174 | UAAE Adolescencia SAO pe, ki, nu, cal, jud DBPCFC
CU man
ANF man, pi, nu, ca, av
UA/AE uva, fram
21 26 F RC Art UA/AE Adolescencia SAQ ki, al .
9x9/14x14 0x0/0x0 137 27.80 26.80 Gl me, pl, nis, cas, pipas, le, DBPCFC
tmate, ap, alc, tri, len
UC cal
AB, A E, Pl, Gr, Pr Gl uva, Ki, pi, tmate, le, gui
22 2 M RC e | 13x13/30x30 | 10x10/20x20 122 2.93 292 | SAO Edad adulta ' '.‘én‘ et 9.1 pBpPCFC
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Sensibilizacion B A= Fenotipo Ultima Reactividad clinica otros
Paciente Edad | Género Atopia LTP Prick Melocoton tigE otén Prup3 reaccion/ Test
(afios) P aeroalérgenos (mm) Prick (mm) (KU/L) slgE CAP melocotdén contacto alimentos vegetales Tolerancia
KU/L | (KU/L) melocotén
SAQ alb, nec, hi, me, nu, ca,
av, al, pipas, alc
AB, UA/AE man, fr, cir
23 46 | F RC, AE, Gr 6X6/20%20 9x9/25x25 123 2.80 214 | UC,SAO | Infancia . SAOalb DBPCFC,
UC ki R
DA
Gl me, pl, av, cas, le, tmate,
RC, . cal, pat, tri, mos
24 3 |F DA A, Ol Pl,Gr, Ar | 10x10/20x20 | 10x10/20x20 286 512 625 | SAO Infancia SAO uva, ki, pi, hi, pipas, alt, | DBPCFC
ber, alc
25 34 F DA c 7X7/15x15 4xA4/4x4 24.30 0.10 010 | UAAE Edad adulta Ninguno DBPCFC
UC, tolera .
26 29 M RC A, Pl, Pr 6X6/20x20 5x5/10x10 73.80 7.10 952 | Liipa Infancia Ninguno R
CEFA ANF le + AINEs
UC, tolera UAJAE hin
27 50 M RC E,Pl,Gr,C 5X5/15x15 4x4/10x10 95.50 2.05 1.54 Edad adulta SAO hi, pi, ca, al, av, ap, R
pulpa
mos, alt
UC nec, pa
28 47 | F RC, UG, tolera Edad adult J\AN/Z\Em'ii
ad adulta
DA A, Ol, PI, Pr, Art 7x7/20x20 9x9/25x25 135 15 8.97 pulpa SAO uva, fram hi, ca, av, R
cas, le, alc, ber
UC, tolera .
29 48 F RC ol 7X7/20x20 6X6/20%20 294 2.27 210 | iipa Infancia UA/AE man R
AB, UC, tolera . CEFA UA/AE me + E
30 3 |M ol, PI, Pr 5x5/10x10 5X5/0X0 33.70 0.33 0.44 Infancia Glav,al R
RC pulpa
SAO me, nu
ANF es, ca, av, pipas
31 4 | F A8 UC. tolera | folescenci CEFAANE ca ¢ 5
olescencia
RC D, Ol, PI, Gr, Pr 5x5/15x15 9x9/25x25 80 6.68 7.26 pulpa CEFA ANF av + Ej R
SAO uva, ki, pl, ce, gr, pi, nu,
alc, ber
UC, tolera
32 48 | M RC E, PI, Pr 7X7/20x20 7X7/20%20 237 700 | 896 Adolescencia ANF ca, al, chestnut R
T ' ' pulpa SAO le, UC me
UC, tolera . Gl len, pipas, alt, alc, ber
33 50 F RC ol c 9x9/30x30 9x9/30x30 87.80 0.54 066 | ipa Infancia SAO man, nu R
UC cas
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Sensibilizacion B A= Fenotipo Ultima Reactividad clinica otros
Paciente Edad | Género Atopia LTP Prick Melocotén tigE oton Prup3 P reaccion/ Test
(afios) P aeroalérgenos (mm) Prick (mm) (KU/L) slgE CAP melocoton contacto alimentos vegetales Tolerancia
KU/L | (KU/L) melocotén
AB, A E Ol Pl Gr UC, tolera .
34 31 M RC St | 12xa2i20x20 18x18/25x25 228 0.96 122 | isa Infancia SAO man, gui, al, pipas, ber R
UC, tolera i Gl pl, gui, alt, cas
35 41 F RC A, Pl, Pr 6X6/30x30 9X9/40x40 1672 17.30 | 20.90 Adolescencia P’ gut, att, R
pulpa SAO nu, ca, av
AB,
36 40 F RC 143 UC, tolera Infanci ANé'r:lang
, nfancia ¢ .
A E, Ol, PI 7X7/9%x9 10x5/20x25 2.55 2.33 pulpa SAO ki, me, pi, nu R
DA uC alb

Abreviaciones: Género: F:

femenino, M: masculino; Atopia: AB: asma bronquial; RC: rinoconjuntivitis, DA: dermatitis atopica; Sensibilizacion aeroalérgenos: A: acaros; E: epitelios;
H: hongos; Art: Artemisia vulgaris; C: ciprés; Gr: gramineas; Ol: olivo; Pr: Parietaria Judaica; PI; platano de sombra; tIgE: IgE total; sIgE: IgE especifica; Fenotipo melocoton: UC:
urticaria de contacto; SAO: sindrome de alergia oral; UA/AE: urticaria aguda/angioedema; Gl: clinica gastrointestinal; ANF: anafilaxia; CEFA: alergia alimentaria potenciada por
cofactor; Evita: nunca sintomas, Evita melocotdn desde el diagndstico; Cofactores: Ej: ejercicio; OH: alcohol; AINES: antiinflamatorios no esteroideos; M: menstruacion; E: estrés;
Alimentos: Al: almendra; Alb: albaricoque; Alc: alcachofa; Alt: altramuz; Ap: apio; Av: avellana; Ber: berenjena; Ca: cacahuete; Cal: calabacin; Ce: cereza; Cir: ciruela; Es: esparrago;
Fr: fresas; Gr: granada; Gui: guisante; Hi: higo; Hin: hinojo; Jud: judia verde; Ki: kiwi; Le: lechuga; Len: lentejas; Man: manzana; Mang: mango; Me: melon; Mel: melocoton; Mos:
mostaza; Nis: nispero; Nec: nectarine; Nu: nuez; Pa: paraguayo; Pat: patata; Pe: pera; Pi: pifia; Pl: platano; Rosaceas: frutas rosaceas; Tmate: tomate; Tri: trigo; Z: zanahoria; Prueba de
provocacion: DBPCFC: doble ciego controlado con placebo; COFC: casi provocacion oral abierta; R: rubbing test con piel de melocotén; UKN: desconocido.
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La mayoria de los pacientes (83.3%) presentaba otras enfermedades alérgicas
concomitantes, principalmente rinitis (29/36), seguido de asma (11/36) y dermatitis atdpica
(7/36). Al menos el 95% de la poblacién estaba sensibilizada a alérgenos respiratorios, la
mayoria de ellos polisensibilizados. Algunos pacientes habian estado evitando el melocotdn
desde la infancia (33.3%) o la adolescencia (25%), pero la ultima reaccion o contacto con el
melocoton habia ocurrido en la edad adulta en méas de un tercio de los pacientes a los que se

realizé una prueba de exposicién oral (38.8%).

La mediana de la papula del SPT a LTP fue de 7mm (RIQ 4mm) y de 8mm (RIQ 3mm)
a extracto de melocoton. La mediana de los valores de IgE total e IgE especifica a Prup 3y
melocoton fueron 129 kU/I (RIQ 267.3 kU/I), 3.15 kU/I (RIQ 8.8 kU/I) y 3.57 kU/I (RIQ 11.7),
respectivamente. En cuanto a las manifestaciones clinicas, el SAO (38.8%) y la urticaria de
contacto con tolerancia a la pulpa (30.5%) fueron los sintomas mas frecuentemente referidos
tras la ingesta de melocoton. Por el contrario, si consideramos la reaccion méas grave presentada
con cualquier alimento vegetal, la clinica mas frecuente fueron las reacciones sistémicas, como
la ANF (36.11%) y la UA/AE 30.5%, seguidas de sintomas Gl (16.66%) y SAO (13.8%). En 11

casos (11/36) los sintomas fueron potenciados por la presencia de cofactores (CEFA).

7.3. Pruebas de exposicion oral con melocoton

Se realizaron finalmente un total de 21 DBPCFC y 4 QOFC, de las que 14 se llevaron a
cabo en el Hospital de Dia de Alergia y 7 en las Consultas Externas de Alergia. Los sintomas
presentados durante la reaccién, la dosis umbral, la dosis acumulativa y los resultados de la

prueba se muestran en la tabla 30.
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Tabla 30. Resultados de las provocaciones orales.

Provocacion con formula activa

Provocacion con placebo

Dosis (dosis administrada/dosis acumulada (ug)) Resultado
1 2 3 4 5 6 7 Resultado Sintomas Dosis umbral Resultado final
(0.76/0.76pg)  (2.29/3.05ug) (6.93/9.98ug) (20.86/30.84ug) (62.68/93.52ug)  (188.10/281.19ug)  (564.29/845.919)
FEVA4 Alergia
1 N N PEVA3 Positivo N 7 Negativo alimen%aria
E <50%
ON, RN, PP Alergia
2 N EVA 4, Positivo N 7 Negativo alimen%aria
SAO EVA 4
3 N N N N N N N Negativo N 7 Negativo No Alergia
alimentaria
FEVA2 Dolor DAEVA 6, NA Alergia
4 N toracico N N V() o Positivo N ! Negativo alimen%aria
EVA1
SAO EVA
5 FEVA3S, Alergia
5 | SAOEVA3 | POEVA2, Positivo N 7 Negativo alimentaria
PEVAS5, U
@
) . No Alergia
6 N N N N N N N Negativo N 7 Negativo alimentaria
FEVA3, DA L ; Alergia
7 | SAOEVA1 | SAOEVA1 N SAOEVA1 N EVA 4. NA Positivo N 7 Negativo alimentaria
8 N N N SAOEVA2 N N N Negativo N 7 Negativo No Alergia
alimentaria
FEVA 3, . . Alergia
9 N N N SAOEVA 6 < S0% Positivo N 7 Negativo alimentaria
P EVAS5,
Es, ON, PN - . Alergia
10 EVA5 RO, Positivo N 7 Negativo alimentaria
FEVA7
SAO EVA 0.5, . Dosis 4 SAO . No Alergia
11 N N N N N PP EVA 0.5 N Negativo EVA 05 7 Negativo alimentaria
U (3), RO, . . Alergia
12 N N PEVA2 N EEVA 3 Positivo N 7 Negativo alimentaria
. . No Alergia
13 N N N N N N N Negativo N 7 Negativo alimentaria
PEVAS, No Alergia
14 N N N N N N PEVA 2 Negativo SAO EVA 2, 6 Positivo alimenta%ia
Rot EVA 1
15 | PNEVAL, N N PCCEVA1, Positivo N 7 Negativo Alergia
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Provocacion con férmula activa Provocacion con placebo
Dosis (dosis administrada/dosis acumulada (ug)) Resultado
1 2 3 4 6 7 Resultado Sintomas Dosis umbral Resultado final
(0.76/0.76ng)  (2.29/3.05ug) (6.93/9.98ug) (20.86/30.84uQ) (62.68/93.52pg)  (188.10/281.19ug)  (564.29/845.91ug)
PCC EVA RO, ON alimentaria
16 N N N N N N FEVA3 Positivo N 7 Negativo Alergia
alimentaria
17 N N N N SAOEVA 1 SAO EVA 2 SAO EVA 2 Positivo N 7 Negativo Alergia
alimentaria
18 N N N N N N DAEVA 3 Positivo N 7 Negativo Alergia
alimentaria
PEVAA4 (en .
SAOEVA1l SAOEVAT7 . i . Alergia
19 FEVA 2 N FEVA 7 Positivo 2 dosn_s 5 Positivo alimentaria
consecutivas)
20| REVA?2 N N N FEVA7,T Positivo N 7 Negativo Alergia
alimentaria
FEVA1, DA . . Alergia
21 DAEVA1l N N N N FEVA?2 EVA 1 Positivo N 7 Negativo alimentaria
SAOEVA3F Alergia
22 N N SAO EVA1 N N EVA 2, 1DA EVA Positivo N 7 Negativo alimentaria
PEVA3 (en Alergia
23 FEVAS N N FEVA2 Positivo 2 dosis 6 Positivo alimentaria
separadas)
Er (6), . . Alergia
24 | SAOEVAT N N SAOEVA1l N SEVA9 Positivo N 7 Negativo alimentaria
25 N SACEVA | sp0EVA1 N N N N Negativo PEVA2 7 Negativo No Alergia
1 alimentaria

Abreviaciones: DA: dolor abdominal; E: eritema; Es: estornudos; Er: eructos (nimero de eructos); EVA: escala visual analégica; F: sensacion ocupacion faringea; N: no sintomas; NA: nduseas;
SAOQ: sindrome de alergia oral; ON: obstruccion nasal; P: prurito cutdneo; PCC: prurito cuero cabelludo; PN: prurito nasal; PP: prurito palmar; PO: prurito ocular; Pot: prurito ético; R: rascado;

RN: rascado nariz; RO: rascado o0jos; S: sequedad oral; T: tos; U: urticaria (nimero de habones); V: vdmito (ndmero de vomitos).
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Se diagnostico “Alergia alimentaria Confirmada” a 18 pacientes (72%), “No alergia
alimentaria” a 7 pacientes (28%). Entre los pacientes con provocacion oral a melocoton positiva
(18 en total), las dosis 6 y 7, con dosis acumuladas de 281.19ug y 845.91ug de Pru p 3
respectivamente, fueron las dosis umbral més frecuentes alcanzadas (22.2% cada una). La dosis
5 (dosis acumulativa 93.52ug de Pru p 3) fue alcanzada por 3 pacientes (16.6%), mientras que
las dosis 4, 3y 2 fueron las dosis umbral responsables de la positividad de la prueba en 2 casos
cada una, y sélo en un paciente la provocacion fue positiva con la primera dosis (0.76ug de Pru
p 3).

Los sintomas subjetivos méas frecuentes que referian los pacientes con la férmula activa
fueron SAO (26.3%), sensacion de ocupacion faringea (22.4%), prurito en cualquier
localizacion (15.8%) y dolor abdominal (7.9%). Entre los signos presentados por los pacientes
durante la provocacion oral con la férmula activa, la obstruccién nasal y el frotamiento ocular
fueron los mas frecuentes (ambos 3.9%), seguidos de urticaria aguda (menos de tres habones) y
eritema cutaneo que afectaba a menos del 50% de la superficie corporal (ambos 2.6%). Los
sintomas menos frecuentes presentados por los pacientes fueron tos, nduseas, vomitos y dolor
retroesternal. La mayoria de los pacientes no requirieron tratamiento sintomatico, excepto en 5
pacientes a los que se les administré antihistaminicos (orales o intravenosos) y un antiemético
endovenoso por sintomas gastrointestinales aislados. Ningln paciente requirio la administracion
de adrenalina. Cinco pacientes refirieron sintomas subjetivos con la formula placebo siendo el
mas frecuente el prurito cutdneo sin lesiones cutaneas objetivables (80%) en cualquier
localizacion, seguido de prurito intraoral (20%). Ninguno de los pacientes present6 sintomas
objetivos con la férmula placebo. No se registraron reacciones retardadas con formula activa ni

placebo.
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Habdn retroauricular
pruriginoso
Habon retroauricular Habon pruriginoso en

pruriginoso espalda

Figura 36. Signos presentados por una paciente durante la provocacion oral con formula
activa (imagenes tomadas para publicacion con el previo consentimiento de la paciente).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el resultado final de
la prueba de exposicion oral con melocoton y la mediana del tamafio de la papula del SPT con
LTP ni con extracto de melocoton, ni con los niveles de IgE especifica a Pru p 3, melocotén o

sus ratios sobre la IgE total.

La alergia alimentaria se confirm6 mediante DBPCFC en todos aquellos pacientes que
referian reaccion anafilactica tras la ingesta de melocoton (4/4), 71% (10/14) de los pacientes
que referian SAO y el 80% de los que referian UA/AE (4/5). Por el contrario, no se confirmo
alergia alimentaria en los dos pacientes que evitaban melocoton. Ademas, casi el 30% de los
pacientes (7/25) con resultado final en la provocacion de “No alergia alimentaria” habian
presentado reacciones alérgicas con otros alimentos vegetales distintos al melocoton, 5 de ellos
reacciones sistémicas (3 UA/AE y 2 ANF). En 4 de 5 de estos pacientes, la sensibilizacion a
otros alérgenos alimentarios distintos de LTP se descartd6 mediante el InmunoCAP ISAC®. A
todos los pacientes se les realizd un seguimiento a los 3 meses de la provocacion oral. Entre los
pacientes con “Alergia alimentaria confirmada”, todos seguian una dieta estricta de evitacion de
melocoton, 2 de 18 iniciaron una pauta oral de desensibilizacion y un paciente inicio

inmunoterapia especifica sublingual con extracto de melocot6n cuantificado en Pru p 3.

143



Resultados

8. Test de frotamiento o “Rubbing test” con piel de melocoton

Se realizé el rubbing test con piel de melocoton a 20 pacientes que referian urticaria de
contacto con la piel de melocotén, en su mayoria mujeres (70%) con una mediana de edad de 42
afios (rango 23-53 afios). Al menos la mitad de los pacientes (11/20) toleraban la pulpa del
melocotdn, mientras que un 35% (7/20) presentaban sintomas tras la ingesta la pulpa y un 10%
(2/20) la evitaban, aunque nunca habian presentado sintomas. En el 55% de los pacientes la
urticaria de contacto habia aparecido antes que los sintomas en la cavidad oral o sistémicos con
la pulpa de melocotdn u otro alimento vegetal. El rubbing test fue positivo en el 85% de los
casos, principalmente (17/20) a los 15 minutos. Solo en tres casos la prueba fue positiva después
de los 15 minutos (en 2 casos a los 30 minutos y solo un paciente (5%) presentd lesiones
cutaneas después de los 45 minutos). Tres pacientes (15%) presentaron dermografismo. Entre
los 10 controles atopicos a los que se le realizo el rubbing test, result6 negativo en el 80% de los

casos, Yy 2 pacientes (20%) presentaron dermografismo, previamente conocido.

Figura 37. Rubbing test a piel de melocotén positivo (imagenes tomadas para publicacion
con el previo consentimiento del paciente)
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Figura 38. Rubbing test a piel de melocotén con dermografismo (imagenes tomadas para
publicacidn con el previo consentimiento del paciente)
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DISCUSION

La alergia alimentaria por sensibilizacion a LTP representa una patologia muy
heterogénea con una gran variabibilidad tanto en su expresién clinica, que va desde
sensibilizaciones asintomaticas o reacciones leves hasta reacciones alérgicas graves, como en
los perfiles de reconocimiento molecular. Con el objetivo de identificar patrones comunes en su
expresion clinica y posibles biomarcadores analiticos y/o moleculares que puedan ayudar a
identificar los diferentes patrones de expresion clinica, se ha llevado a cabo el presente trabajo
en el que se ha analizado una muestra de 306 adultos diagnosticados de alergia alimentaria por
sensibilizacion a LTP y controlados en nuestro hospital que demuestra la existencia de fenotipos

0 agrupaciones en la expresion clinica y molecular de dicho tipo de alergia.

Las caracteristicas basales de nuestra poblacion se caracterizaron por un predominio de
sexo femenino con una mediana de edad de 38 afios, antecedentes personales de atopia, en su
mayoria rinoconjuntivitis, y polisensibilizacion a neumoalérgenos, siendo los pélenes mas
frecuentes el de platano de sombra y de artemisia. Estos resultados estan en consonancia con los
publicados por Basagafia y colaboradores (265) y Pascal y colaboradores (233) en su serie de
pacientes con alergia alimentaria por sensibilizacion a LTP. En las cohorte italianas estudiada
por Scala y colaboradores (245) y Asero y colaboradores (266) también habia predominio del
sexo femenino con una edad media ligeramente inferior, aunque la condicion de atopia

concomitante y la sensibilizacién a neumoalérgenos no fueron estudiadas.

En este trabajo se han analizado un total de 2138 reacciones alérgicas por alimentos
vegetales referidas por los pacientes de la muestra. Debido a que la gran mayoria presentaban
clinica con dos o mas alimentos vegetales distintos taxonémicamente, definido previamente
como sindrome LTP, y un fenotipo mixto con dos 0 mas manifestaciones clinicas de diferente
grado de gravedad, se procedié a un analisis por separado de las reacciones alérgicas teniendo
en cuenta los alimentos mas frecuentemente implicados, la reaccidn alérgica mas grave

presentada, las reacciones potenciadas por cofactor y la primera reaccion con alimento vegetal.

De forma global los alimentos méas frecuentemente implicados sin tener en cuenta la
gravedad de la reaccién fueron el melocoton, la nuez, el cacahuete, la avellana, la manzana, el
meldn y la lechuga. Resultados similares obtuvieron Asero y colaboradores (266) en un estudio
reciente en pacientes italianos alérgicos a LTP en el que los alimentos mas frecuentemente
implicados en las reacciones fueron los pertenecientes a la familia de las rosaceas/prunoideas,
frutos secos, cacahuete y tomate. De nuevo, el melocoton, la lechuga, la nuez, la avellana, el
cacahuete y la judia verde fueron los principales alimentos implicados en las reacciones, de
mayor a menor frecuencia, en la serie de pacientes alérgicos a LTP procedentes del area

metropolitana de Barcelona descrita por Pascal y colaboradores (233). Sin embargo, si tenemos
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en cuenta los alimentos mas frecuentemente implicados segin la gravedad de las reacciones
desencadenadas, el melocoton fue el que con mas frecuencia produjo urticaria de contacto y
urticaria/angioedema, mientras que la nuez fue el alimento mas implicado en sindrome de
alergia oral y en reacciones anafilacticas. La lechuga fue el alimento que con mas frecuencia
produjo clinica gastrointestinal. Estas asociaciones han sido observadas previamente por otros
grupos, como en la cohorte de pacientes alérgicos a LTP estudiada por Asero (266) en la que el
melocoton fue el alimento que mas causaba urticaria de contacto. Por otra parte, la nuez junto
con otros frutos secos estan considerados causa frecuente de reacciones alérgicas graves (267)
como describieron Pastorello y colaboradores en su cohorte italiana de 46 pacientes alérgicos a
nuez siendo la LTP el principal alérgeno identificado. En la serie de Pascal y colaboradores
hasta en un 20% de las anafilaxias sin cofactor, la nuez fue identificada por los pacientes como
el alimento responsable. La clinica gastrointestinal como sintoma aislado (nauseas, dispepsia,
vémitos y diarrea) tras la ingesta de alimentos vegetales que contienen LTP ha sido previamente
descrita (12), y tras analizar la literatura disponible, podemos observar que la lechuga es un
alimento relevante en este tipo de alergia. Como en el presente trabajo en el que la lechuga fue
el alimento mas frecuentemente responsable de la clinica gastrointestinal, y en nuestra serie de
30 pacientes alérgicos a la lechuga (205) en la que el 10% s6lo manifestd molestias
gastrointestinales. Por otra parte, en la serie de alérgicos a LTP de Pascal y colaboradores (233)
hasta un 55.5% de los pacientes refirieron clinica gastrointestinal, identificando la lechuga como

alimento responsable en 10 de 25 pacientes (40%).

La mayoria de nuestros pacientes referian no tolerar el melocoton. Un dato interesante
respecto a la clinica autoreportada con melocoton fue que el porcentaje de pacientes que referia
alergia por contacto con la piel del melocoton, pero toleraban la pulpa fue igual a los que
referian tolerancia al melocotdn en su totalidad (piel y pulpa). Este hecho apoya el concepto de
gue la LTP del melocotén presenta capacidad para sensibilizar por via cutanea tal y como han
sugerido autores como Asero (12) y Egger (169), y recientemente ha sido demostrado en un

modelo murino por Tordesillas y colaboradores (180).

En nuestra poblacién la manifestacion clinica méas frecuente de forma global fue el
sindrome de alergia oral, coincidiendo con lo descrito por Pascal y colaboradores (233) y por
Basagaria y colaboradores (265) en sus series de pacientes sensibilizados a LTP procedentes de
la misma area geografica, y por Asero y colaboradores (266) en su cohorte itaiana de pacientes
alérgicos a LTP, asi como en una revision reciente sobre el sindrome LTP publicada por Asero
(12). Cuando se tuvo en cuenta la reacciébn mas grave presentada con cualquier alimento
vegetal, se observd que un 63% de los pacientes habian presentado al menos una reaccion
anafilactica con la ingesta de un alimento vegetal y que los alimentos vegetales diferentes al

melocotdn estaban principalmente implicados en reacciones graves, mientras que el melocotdn
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mayoritariamente se asociaba a reacciones leves, seguramente porque los pacientes lo evitaban
tras una primera reaccion leve. Otra posible explicacion a este hecho es que Pru p 3, la LTP del
melocoton, actuaria como sensibilizante primario desempefiando un papel inmunodominante
sobre el resto de LTPs, y por fendmenos de reactividad cruzada con las LTPs de otros alimentos
vegetales (200)(12) ampliaria el espectro de sensibilizacion y reactividad clinica. Sin embargo,
los hallazgos obtenidos en este estudio podrian sugerir que el melocotdn, a pesar de actuar como
un alérgeno inmunodominante sobre otras LTPs, podria no ser capaz de desencadenar
eficientemente reactividad clinica en estos pacientes alérgicos a LTP que presentan sintomas
predominantemente con otros alimentos vegetales ya que hasta el 30% de nuestros pacientes
diagnosticados tras la prueba de exposicion oral a melocoton como “no alergia alimentaria”
habian presentado previamente reacciones sistémicas con otros alimentos vegetales, aunque la
mayoria estaban monosensibilizados a LTP. No obstante, hay que tener en cuenta que como el
diagnostico molecular realizado estaba limitado a los alérgenos contenidos en el microarray
comercial ISAC 112®, no podemos valorar el posible papel patogénico que puede desempefiar
una cosensibilizacion a otros alérgenos vegetales como las TLPs (113)(119) o la pemacleina de
melocotdn (268)(269)(270) que no han podido ser adecuadamente evaluados en estos pacientes

“monosensibilizados a LTP”.

Como se ha comentado en la introduccion, la gravedad de las reacciones alérgicas viene
determinada por factores dependientes del huésped, intrinsecos y extrinsecos, mecanismos
compensatorios y relacionados con el alérgeno como la afinidad y avidez de la union alérgeno-
IgE, el repertorio de epitopos, la neutralizacion de la IgE y su biodisponibilidad en el organismo
(36), por lo que serian necesarios estudios adicionales para investigar los factores implicados en
la capacidad de Pru p 3 para inducir reactividad clinica grave. Ademas, debemos resaltar que la
gravedad de la clinica presentada en el momento del estudio se correlacioné de forma
significativa con la gravedad de la clinica de la primera reaccion con alimento vegetal, sin tener
en cuenta el alimento vegetal que desencadend la primera reaccion. Esto hace pensar que la
gravedad del fenotipo de los pacientes que progresan en su alergia por LTP, como los que
presentan sindrome LTP, podria venir determinada por la gravedad de la primera reaccion,
siendo de gran utilidad en la préctica clinica del manejo de este tipo de alergia. Aunque por el
momento no hay mas estudios al respecto disponibles para contrastar resultados ya que en el
estudio longitudial de una cohorte italiana de pacientes alérgicos a LTP publicado por Asero

(266) no hay datos referentes a la primera reaccion alérgica.

Debido a que con frecuencia se ha asociado una mayor proporcion de reacciones
exacrebadas por cofactor en los pacientes con sindrome LTP (32)(233)(12), nos propusimos
analizar el numero de reacciones en las que habia un cofactor implicado. En total los pacientes

estudiados habian presentado 165 reacciones alérgicas por alimentos vegetales exacerbadas por
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cofactor (CEFA), siendo la presentacion clinica mayoritaria la anafilaxia, lo que estd en
consonancia con los resultados descritos por nuestro grupo en 2012 (32) sobre una poblacién de
74 pacientes con CEFA vy los publicados por Pascal y colaboradores (233) y Basagafia y
colaboradores (265) en sus respectivas poblaciones de pacientes con alergia alimentaria por
sensibilizacion a LTP procedentes de la misma area geografica que el presente estudio.
Respecto al cofactor més implicado en estas reacciones, en el presente trabajo observamos que
el ejercicio fue el cofactor méas frecuente, mientras que tanto en nuestra serie previa (32) como
en la serie de pacientes con sindrome LTP descrito por Pascal y colaboradores (233), los AINEs
fueron los cofactores mas frecuentemente asociados con las reacciones potenciadas por cofactor.
Sin embargo, este dato no fue analizado en la poblacion de Basagafia y colaboradores (265). En
un estudio mas reciente realizado en Holanda por Versluis y colaboradores (271) sobre el papel
de los cofactores en pacientes con alergia alimentaria confirmada, el ejercicio fue también el
cofactor mas implicado, aunque no se tuvo en cuenta en la seleccién de pacientes si estaban
sensibilizados a LTP. Uno de los posibles motivos por los que en el presente estudio el ejercicio
ha sido el cofactor mas frecuentemente implicado, frente a los AINES en otros estudios
realizados previamente, podria ser el cambio en los habitos de vida de la poblacion actual hacia
un estilo de vida mas saludable que inlcuye el ejercicio ligado a una dieta mas sana con mayor
ingesta de frutas y verduras, lo que ademas podria contribuir a su vez al aumento de la
frecuencia de este tipo de alergia alimentaria (12). La lechuga destaca como el alimento
implicado en mayor frecuencia en las reacciones CEFA en nuestra serie, lo que ya se habia
venido observando tanto previamente por nuestro grupo, cuando describimos que la lechuga
estaba implicada en el 43% de las reacciones anafilacticas inducidas por cofactores (32), como
por el grupo del Hospital Clinic de Barcelona (233). Recientemente, pudimos estudiar a una
poblacion de 30 pacientes con alergia a lechuga diagnosticados en nuestro centro (205) en el
que observamos que en el 43% de las reacciones anafilacticas inducidas por cofactores estaba
implicada la lechuga, y el ejercicio era el cofactor mas frecuente. El estudio de una cohorte
italiana (240) de 82 pacientes sensibilizados a LTP que habian experimentado al menos un
episodio de anafilaxia por alimentos exacerbada o inducida por ejercicio revel6 que el alimento
maés frecuente implicado fue el tomate mientras que la lechuga s6lo estuvo presente en el 4% de
las reacciones. Todo ello resalta la influencia de los habitos alimentarios y localizacién
geogréfica en las caracteristicas de la alergia a LTP (12). Otro aspecto a tener en cuenta es que
normalmente la lechuga no se come aislada, sino en forma de ensalada junto con otros alimentos
vegetales como el tomate, lo que podria dificultar la identificacion del alimento culpable si el
paciente esta sensibilizado a varios alimentos implicados en la reaccién y no ha vuelto a ingerir
ninguno de ellos tras la reaccion, o que se tratara de un efecto sumatorio entre los alérgenos de
los alimentos necesario para alcanzar el umbral para generar la reaccion alérgica (33)(272), lo
que estaria relacionado con la cantidad de alimento necesaria para desencadenar la reaccion. En
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su estudio en pacientes con anafilaxia por trigo inducida por ejercicio (WDEIA), Brockow y
colaboradores (273) demostraron que la cantidad de alimento ingerida es importante para que se
desencadene la reacion alérgica, de forma que mayor cantidad de alimento, en este caso gluten,

podia desencadenar la misma reaccion que referian los pacientes en ausencia del ejercicio.

Actualmente se considera que los cofactores estan implicados hasta en el 30% de las
anafilaxias inducidas por alimentos (34) y que pueden desencadenar reacciones alérgicas que no
se producirian en su presencia, como si de un mecanismo “on/off” se tratase como pueden
modular la gravedad de la reaccion dando lugar a reacciones alérgicas mas graves en su
presencia (233)(272)(34). Los mecanismos identificados hasta la fecha en estos procesos son el
aumento de la permeabilidad intestinal y el aumento de la activacién celular (33)(272)(34),
como en el estudio realizado por Pascal y colaboradores (274) que demuestra que los AINEs
potencian la activacion de los basofilos a través de un mecanismo mediado por IgE en pacientes
con anafilaxia inducida por alimentos vegetales por sensibilizacién a Pru p 3 y potenciada por
AINEs. Una de las entidades mejor estudiadas es la anafilaxia por ingesta de trigo dependiente
de ejercicio (del inglés, wheat-dependent exercise induced anaphylaxis (WDEIA)) (275)(276),
que sugiere una fuerte asociacion entre el trigo y el ejercicio en desencadenar anafilaxia. Un
andlisis mas detallado de la alergia por alimentos vegetales exacerbada por cofactor en nuestra
poblacion revela la asociacion de determinados alimentos con un cofactor y/o alimento
concreto, si bien dicha asociacion es puramente descriptiva ya que serian necesarios estudios
adicionales para poder extrapolarla a otras poblaciones de caracteristicas similares. Entre ellos
cabe destacar el caso de la lechuga que tipicamente desencadena anafilaxia, como también la
manzana, el melocotdn, el tomate, la nuez y el cacahuete; mientras que por el contrario los
guisantes, las lentejas y la judia verde en presencia de cofactores desencadenan con mayor
frecuencia urticaria aguda/angioedema y alimentos como el trigo, ademas de producir anafilaxia
y urticaria/angioedema, también precisé de la presencia de cofactor para desencadenar clinica
leve como sindrome de alergia oral. La clinica gastrointestinal, por el contrario, no siguié un
patron definido en nuestra poblacion, sino que solo se produjo asociada a cofactores en dos
ocasiones Unicamente y con alimentos distintos: cacahuete y lechuga. En el presente estudio hay
alimentos que sélo se han asociado a un determinado cofactor para desencadenar una reaccion
alérgica como es el caso de la alcachofa, el calabacin, los esparragos, los guisantes, la pera, el
platano, la ciruela, la nectarina, la granada y el nispero que sélo se asociaron al ejercicio;
mientras que las frambuesas al alcohol, y el altramuz y kiwi se asociaron a los AINES. Sin
embargo, el nimero de pacientes sensibilizados a éstos ultimos era demasiado bajo como para
poder sacar conclusiones al respecto y se deberian realizar estudios ma amplios para confirmar
la asociacion. Por su parte el mel6n necesité la combinacion de varios cofactores para poder

desencadenar una reaccion alérgica. El resto de alimentos vegetales reportados desencadenaron
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reacciones alérgicas con los distintos cofactores sin presentar una asociacion definida. Cabe
tener en cuenta que en muchos de los casos de alergia potenciada por cofactor analizados en
nuestra serie el/la paciente atribuia la reaccién a un tnico alimento vegetal, aunque no podemos

descartar que en realidad estuvieran implicados varios alimentos vegetales.

Cuando se interpreta el resultado de una prueba de exposicién oral a alimentos (60) se
debe de tener en cuenta la implicacién de los cofactores en las reacciones alérgicas producidas
por alimentos, ya que si la presencia del cofactor es necesaria para desencadenar los sintomas
(12), la realizacion de una prueba de exposicion oral evitando dichos cofactores pueden dar
lugar a falsos negativos. En el presente trabajo hemos descartado esta posibilidad porque
ninguno de los pacientes a los que se les realiz6 una prueba de exposicion oral y referian
previamente reacciones alérgicas potenciadas por cofactor presentaron una prueba negativa. Si
gue pudimos objetivar que los sintomas que experimentaron durante la prueba de exposicion
controlada fueron mas leves que los que referian haber presentado previamente asociando el
cofactor, lo que apoya el fendmeno de disminucién del umbral de tolerancia al alérgeno en

presencia de cofactores, tal como se ha descrito (233)(272)(34).

Se considera el melocotén como el alimento responsable con méas frecuencia de la
sensibilizacion a LTP en nuestra area (233) lo que pudimos confirmar en nuestro estudio, en el
gue observamos que el melocoton era el alimento con mas frecuencia responsable de la primera
manifestacién de alergia por alimentos vegetales tanto en nifios como en adolescentes, con
predominio de clinica leve como urticaria de contacto y sindrome de alergia oral, mientras que
la frecuencia de implicacién del melocoton como alimento inicial disminuia con la edad. En la
edad adulta era mucho méas frecuente que debutaran con un alimento vegetal distinto al
melocotén y con clinica grave. En este caso, los niveles séricos de IgE especifica a Pru p 3
fueron casi del doble respecto a aquellos pacientes en los que el debut de la alergia alimentaria
con melocoton. Una posible explicacién a este hecho podria ser que en los individuos mas
jovenes (cuya alergia alimentaria debuta con melocotén) la inmadurez de la mucosa
gastrointestinal podria favorecer la sensibilizacién a Pru p 3 (248) y con la conducta de
evitacion los niveles séricos de IgE disminuirian en el tiempo por el contrario en los individuos
cuya alergia alimentaria debuté en la edad adulta estarian previamente sensibilizados a dicho
alimento sin presentar clinica con la ingesta continua de melocotén lo que podria haber inducido
tolerancia oral a este alimento, ademas de provocar un incremento de los niveles séricos de IgE

(y otras inmunoglobulinas como 1gG4) por el contacto repetido.

Todo ello sugiere que una historia clinica detallada sobre como debut6 la alergia
alimentaria por alimentos vegetales por sensibilizacion a LTP nos aporta informacién sobre

coémo evolucionard la alergia en el paciente. Ademas, los resultados obtenidos tras el anélisis
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detallado de las reacciones alérgicas presentadas por nuestra poblacion nos llevan a plantear si a
los individuos con alergia alimentaria por LTP se les deberia recomendar la evitacion de
melocoton, nuez y lechuga por ser los alimentos més frecuentemente implicados en las
reacciones en el caso de estar sensibilizados, pero sin haber presentado previamente clinica con
alguno de ellos. También nos planteamos si se deberia extender la recomendacion de evitar
cofactores en las horas previas y posteriores a la ingesta de lechuga en pacientes sensibilizados a
lechuga y LTP, aunque no hayan presentado clinica con este alimento en el momento del
diagndstico e independientemente de si han presentado previamente reacciones alérgicas
potencias por cofactor o no. En una publicacion reciente, Asero y colaboradores (266) proponen
que se deberia considerar la exclusién individualizada de la dieta en pacientes con alergia a LTP
al inicio del diagndstico de frutas rosaceas y de la familia de las prunonidae, frutos secos y

cacahuete al ser los alimentos mas frecuentes en dicha alergia alimentaria.

Dada la gran variabilidad en el perfil de reconocimiento de la IgE a fuentes alergénicas
completas y alérgenos moleculares individuales, asi como en la reactividad cruzada que
presentan los pacientes que padecen la alergia alimentaria por sensibilizacion a LTP Ilevamos a
cabo un detallado estudio in vitro con el fin de identificar caracteristicas analiticas que pudieran
diferenciar los individuos asintomaticos de los sintomaticos y los distintos grados de gravedad
de las manifestaciones clinicas de los pacientes sintoméaticos. En cuanto a los valores de la IgE
especifica, los alimentos con mayores niveles fueron el melocoton, la pera, la ciruela, la
manzana, la nuez, las cerezas, la avellana y el albaricoque. Datos similares obtuvo Asero (277)
en un estudio de pacientes alérgicos a melocoton cuyas IgE especificas seguian un orden
jerarquico, que no se relacionaba necesariamente con la clinica: melocotén, manzana, avellana,
almendra, cacahuete, lentejas, maiz, soja, tomate, sésamo, mostaza, melén, kiwi y apio, teniendo
en cuenta que sélo testé la IgE especifica de los alimentos citados. ElI hecho de que los
alimentos con niveles mas elevados de IgE no fueran necesariamente los que inducian clinica
puede obedecer bien a que los extractos alergéncos sean de mayor calidad y contengan una
mayor cantidad de LTP o al hecho de que no hay una correlacién lineal entre los valores de IgE
especifica y las manifestaciones clinicas. Aunque Pastorello y colaboradores (250) describieron
en su estudio que al diagndstico los valores de IgE especifica a rPru p 3 determinada mediante
InmunoCAP fueron mayores conforme menor era la edad de inicio de alergia a melocotén, en el
presente trabajo no encontramos asociaciones significativas entre la edad de inicio de la alergia

alimentaria con la ratio de IgE especifica Pru p 3 sobre la IgE total de la clinica.

Respecto al perfil de sensibilizacién a las distintas LTPs, Pru p 3, la LTP del melocotén
fue la mas frecuentemente reconocida por los pacientes, sequida de la LTP de nuez (Jug r 3),
cacahuete (Ara h 9), polen de platano de sombra (Pla a 3), polen de artemisia (Art v 3), avellana

(Cor a 8) y polen de olivo (Ole e 7). En las poblaciones estudiadas por Pascal y colaboradores
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(233), Basagaria y colaboradores (265) y Scala y colaboradores (240), Pru p 3 también fue la
LTP més frecuentemente reconocida por los pacientes, aunque con variaciones en el orden de
reconocimiento del resto de LTPs. Es importante resaltar que tras el andlisis de los valores
cuantitativos categorizados para cada una de las LTP pudimos comprobar que entre el 10 y el
17% de los pacientes reconocian las distintas LTPs con valores por debajo de 0.3 ISU, que es el
punto de corte establecido por el fabricante para ser considerado como positivo. Este hallazgo
confirma nuestra apreciaciéon derivada del manejo diario de que algunos pacientes que sufren
este tipo de alergia presentan clinica con alimentos vegetales con valores de LTPs menores a 0.3
ISU siendo considerados por nuestro grupo como un diagndstico positivo de alergia por
sensibilizacion a LTP. Ademas, es la razon por la que en el presente estudio se consider6 como
criterio de inclusién valores de IgE especifica a cualquier LTP mediante InmunoCAP ISAC®
igual o mayores a 0.1 ISU. Este hecho también fue reportado por el grupo de Pascal y
colaboradores (278) en su cohorte de 42 pacientes con alergia a LTP y que presentaban
manifestaciones clinicas desde leve a graves con valores de IgE especifica a Pru p 3
determinada mediante InmunoCAP de 0.1 a 0.35Ku/L.

Los valores de la IgE especifica a Pru p 3 han sido estudiados como posible
biomarcador de gravedad de la clinica en distintos estudios. Uasuf y colaboradores (249)
estudiaron el punto de corte de los niveles de LTP que discrimaban entre poblacion sintomatica
y asintomatica en pacientes con sensibilizacié e LTP del sur de Italia decribiendo que un nivel
de Pru p 3 por encima de 2.87 KUA/L resultaba ser el mejor valor discriminativo entre pacientes
sintomaticos y asintomaticos mientras que 10.2 KUA/L fue el valor que mejor discriminaba
entre reacciones graves y no graves, mientras que no encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de slIgE Pru p 3, la presencia de sintomas y la gravedad de la
clinica en los pacientes del norte de Italia. La comparacion del perfil de sensibilizacion en los
pacientes de este estudio reveld que la diferencia en los valores de Pru p 3 fue
significativamente mayor en individuos sintomaticos frente a los asintomaticos, aunque no se
pudo establecer un punto de corte que discriminara entre los dos grupos. Ademas, el porcentaje
de pacientes asintomaticos con valores negativos para la LTP de melocoton fue
significativamente mayor respecto a los sintomaticos. No se hallaron diferencias
estadisticamente significativas en el resto de LTPs entre asintomaticos y sintométicos, lo que
podria sugerir que la principal diferencia entre sintométicos y asintomaticos viene determinada
por Pru p 3, aunque para ello serian necesarios estudios comparativos entre ambos grupos que
incluyeran un tamafio muestral de asintomaticos mayor que el presente estudio en el que habia
13 pacientes asintomaticos, lo que supone s6lo un 4.25% de la muestra. La ausencia de mas
datos significativos entre ambos grupos también podria deberse al pequefio tamafio muestral de

asintomaticos. Datos similares obtuvieron Basagafia y colaboradores (265) en un estudio
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publicado recientemente en una cohorte de Badalona de 84 pacientes con alergia a LTP en los
que la proporcion de individuos asintomaticos sensibilizados a LTP fue la misma y presentaron
valores inferiores de Pru p 3 respecto a los pacientes sintomaticos, aunque sin difrencias
estadisticamente significativas. Curiosamente los individuos asisntomaticos en su estudio fueron

significativamente mas jovenes que los sintomaticos.

En cuanto al perfil molecular segin la gravedad de la clinica, no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas con la mediana de los valores séricos ni
categorizados de Pru p 3, Arah 9, Jug r 3, Art v 3 ni Ole e 7 con la gravedad de la clinica.
Aunque no alcanzaba significacion estadistica, es resefiable que el grupo de pacientes con
clinica sistémica presentaba valores mas altos de Pla a 3 y Art v 3 comparados con los que
presentaban el grupo de clinica local. Adicionalmente, los valores de Pla a 3 se correlacionaron
de forma estadisticamente significativa con la gravedad de la clinica de forma que los
individuos con reacciones graves presentaban valores mas altos de Pla a 3 comparados con los
que presentaban clinica moderada y clinica leve. El papel de la sensibilizacion a polenes en la
gravedad de las reacciones alérgicas ha sido estudiado previamente con discrepancias en los
resultados. Pastorello y colaboradores (215) describieron la cosensibilacién de artemisia como
un fendmeno sin relevancia clinica. Mientras que Pascal y colaboradores (233) como un
epifendbmeno que modula el espectro de la sensibilizacion a LTP en cuanto a que ambos
polenes, Pla a 3 y Art v 3 podrian actuar como cosensibilizantes y en algunos casos como
sensibilizantes primarios aunque en su serie no describen si tienen implicacion en la expresion
clinica del SLTP de su muestra de estudio. En cambio, en un estudio realizado por nuestro
grupo, publicado mas recientemente, en una cochorte de alergia a lechuga por LTP no hallamos
asociacion entre la sensibilizacién a polenes y la severidad de la clinica (205). Por otra parte,
Basagafia y colaboradores (265) encontraron en su estudio valores mas elevados de Plaa 3 y Art
v 3 en individuos sintomaticos independientemente de la gravedad de la clinica, respecto a los
asintomaticos por lo que proponen que dichos alérgenos podrian ser marcadores de reacciones
alérgicas mediadas por LTP. En general en este estudio, la sensibilizacion a otros alérgenos
como profilinas, homologos de Bet v 1 (0 PR-10) y taumatinas fue escasa, no superando el 10%
de los casos. Ademés, no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre la
sensibilizacion a homoélogos de Bet v 1 y profilinas y la gravedad de la clinica, en contra del
concepto actual de que la cosensibilizacion a LTP y dichos alérgenos reduce la severidad de las
reacciones a alimentos que contienen LTP ya que la ocupacion parcial de los receptores de alta a
finidad para la IgE (FceRI) por otros alérgenos reduce la liberacion de histamina por los
mastocitos (191). En cambio, Scala y colaboradores (245) encontraron mayor prevalencia
estadisticamente significativa de clinica local a alimentos vegetales (sindrome de alergia oral) y

menor prevalencia de clinica sistémica en pacientes cosensibilizados a LTP, PR-10 y profilinas,
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aunque su porcentaje de sensibilizacion fue mayor que en nuestro estudio por lo que no
podemos concluir que no exista una relacion entre la gravedad de la clinica y la
cosensibilizacion a otros panalérgenos por el bajo porcentaje de sensibilizacion de nuestra
muestra.

En el presente estudio, el nimero de LTPs positivas fue significativamente mayor en el
grupo de pacientes con clinica sistémica comparados con los que presentaban sélo clinica local,
con una media de 6 y 5 LTPs positivas, respectivamente. Aungue no se identificd una
agrupacion de LTPs que se relacionara con la gravedad de la clinica como el observado por
Scala y colaboradores (243) en una cohorte italiana, en el que demostraban una fuerte
correlacion positiva entre las LTP de polen de platano de sombra (Pla a 3), cacahuete (Ara h 9),
nuez (Jug r 3) y melocoton (Pru p 3) vy la gravedad de la clinica. Ademas, tal y como se ha
comentado previamente, dicha clinica fue de menor gravedad cuando los pacientes estaban
cosensibilizados a profilinas y homologos de Bet v 1. Una de las diferencias entre el presente
estudio y el resefiado es que Scala y colaboradores incluyeron y estratificaron en grados de
gravedad pacientes nacidos en el centro y sur de Italia con sospecha de reacciones alérgicas por
alimentos, rinitis, asma y/o eccema atopico y fueron incluidos s6lo aquellos pacientes con
positividad para algunas de las LTPs contenidas en el InmunoCAP ISAC®, mientras que en el
presente estudio nuestros los pacientes fueron inicialmente seleccionados por presentar sintomas
con algun alimento vegetal y sensibilizacion a LTP (prick positivo a LTP e IgE especifica a Pru
p 3 positiva y/o positividad para algunas de las LTPs contenidas en el InmunoCAP ISAC®) y
posteriormente estratificados segun la clinica presentada tras la ingesta de alimentos vegetales.
Para investigar posibles biomarcadores que discriminen entre el tipo de clinica presentada por
los pacientes en local y sistémica se analiz6 su posible relacion con los niveles de IgE especifica
para Pru p 3 determinada mediante InmunoCAP como por InmunoCAP ISAC® ni por la ratio

de IgE Pru p 3/IgE total sin poder establecerse un punto de corte dptimo.

El objetivo principal del presente estudio fue la identificacion de patrones comunes o
“clusters” en la alergia alimentaria por sensibilizacién a LTP. Cuando el analisis se realiz6 en
base a las caracteristicas clinicas de la reaccion, en el debut de la alergia alimentaria y de la
reaccion problema que condicionaba la consulta en alergia, y de los alimentos implicados en las
mismas se identificaron dos grupos de pacientes que presentaban unas caracteristicas
diferenciadoras y estadisticamente significativas entre si y que ademas eran concordantes a los
resultados previamente expuestos. De forma que el grupo o “claster” 1 estaba formado por los
pacientes que presentaban reacciones mas graves con la ingesta de alimentos tanto en la primera
reaccion, en la que el alimento responsable no acostumbraba a ser el melocotén, como en la
reaccion problema que generaba el motivo de consulta en alergia. Este grupo de pacientes se

caracterizaba, ademas por presentar clinica con un mayor nimero de alimentos vegetales, siendo
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los més frecuentes los frutos secos y legumbres. Por otra parte, el grupo o “cluster” 2 incluia a
los pacientes asintomaticos y aquellos que presentaban una clinica méa leve tanto al debut de la
alergia a alimentos como en el momento de la consulta. En este caso el melocoton si era el
alimento mas frecuentemente implicado en el debut de la alergia alimentaria. En definitiva, el
grupo o “cluster” 1 constituiria un fenotipo de alergia alimentaria grave por sensibilizacion a

LTP, mientras que el grupo 2 representa al fenotipo de alergia alimentaria mas leve.

Cuando el estudio de agrupacion se realizo en base a las consideradas “variables fijas™:
variables demogréficas, historia personal de atopia, clinica con la ingesta de melocotén,
presencia de cofactores en la reaccion problema, cosensibilizaciones respiratorias y niveles de
IgE especifica a extractos completos de alimentos y Pru p 3, de nuevo se pudieron diferenciar
dos “clusters”. El grupo o “cluster” 1 incluia predominantemente a varones con historia personal
de atopia, principalmente rinoconjuntivitis y asma bronquial, con valores mas elevados de IgE
total pero méas bajos de IgE especifica para melocotén, mayor frecuencia de sensibilizacion a
acaros del polvo doméstico y epitelios de animales y menor a polen de platano de sombra y
artemisia. En este grupo, la clinica méas frecuente con melocoton era la urticaria de contacto con
buena tolerancia a la pulpa. En cambio, el grupo o “claster” 2 incluia predominantemente
mujeres, mayor frecuencia de sensibilizacion a polen de platano de sombra y artemisia, mayor
frecuencia de SLTP, reacciones anafilacticas y reacciones exacerbadas por cofactor y que no
toleraban el melocoton. En este caso, el grupo o “cluster” 1 se corresponderia con un fenotipo
mas leve y el grupo o “clister” 2 mas grave. Al hacer un andlisis combinado de los “clusters” 1
y 2 generados tras el andlisis de las variables fijas y analiticas con las variables alimentos
observamos que el “claster” 1 generado por las variables fijas y analiticas se caracterizaba por
presentar urticaria de contacto con la piel de melocotén, pero con tolerancia a la pulpa y mayor
proporcidn de clinica local (UC, SAO y clinica Gl), lo que se corresponderia con el “claster” 2
obtenido por las variables alimentos, también de clinica méas leve. Por otra parte, el “cluster” 2
generado por las variables fijas y analiticas se caracterizaba por una clinica mas grave con
mayor proporcién de clinica sistémica en la primera reaccion por alimento vegetal, lo que se
relaciona con el “claster” 1 de variables alimentos también con una clincia méas grave. De esta
forma, como se muestra en la figura 39, tras el andlisis combinado de ambos grupos de
variables: clinicas y alimentos, y fijas y analiticas, podemos diferencias un fenotipo méas grave
formado por el “cluster” 1 [variables clinicas + alimentos] y “cluster” 2 [variables fijas +
analiticas], y un fenotipo mas leve “cluster” 2 [variables clinicas + alimentos] y “claster” 1

[variables fijas + analiticas].
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Fenotipo :
grave Fenotipo leve
7 al I 99 "Clu ”
CIU§ter 1 Clll.Stel' 2 "Clister” 2 "Cluster” 1
[vgr_lables [variables [variables [variables
clinicas + fijas + clinicas + fijas +
alimentos] analiticas] alimentos] analiticas]

Figura 39. Identificacién de fenotipos tras el analisis combinado de las variables clinicas y

de alimentos, y variables fijas y analiticas.

Ademas, se realizo el andlisis de agrupaciones en funcion del perfil de reconocimiento a
alérgenos individuales contenidos en la matriz InmunoCAP ISAC 112®. En este caso se
obtuvieron también dos grupos claramente diferenciados, en los que en el grupo o “claster” 1 se
caracterizaba por estar predominantemente sensibilizados a los alérgenos principales de
Dermatophagoides (Der p 1, Der p 2, Der f 1y Der f 2) y y débilmente a alérgenos de Blomia y
Lepidoglyphus (Blo t 5 y Lep d 2), y epitelios de perro (Can f 5) y gato (Fel d 1). 1).
Contrariamente, el grupo o “claster” molecular 2 incluia a aquellos pacientes con negatividad
para dichos alérgenos. Sin embargo, segun el analisis factorial para datos mixtos (FAMD) las
dimensiones 1, 2 y 3 eran las que mejor discriminaban a los dos grupos, pero la dimensién 1 no
fue la variable que dividio el conjunto de la muestra en los dos “clasters” originados mediante el
método PAM (“clasters” 1 y 2 comentados previamente), sino que los divide en otras
agrupaciones distintas y que podrian ser objetivo de estudios adicionales. Es importante resaltar
que la dimension 1 contenia principalmente como alérgenos individuales: Jug r 2, Phl p 4y Cry
j 1, y con menor intensidad Cyn d 1, Cup a 1y Pla a 2 pero todos tienen en comin que forman
parte de la familia de las “proteinas que contienen componentes carbohidratados”, del inglés,
“CCD bearing proteins” (www:.allergome.org, ultimo acceso 19/05/2018), y han descritos como
alérgenos sin relevancia clinica (99). Por lo tanto, serian necesarios analisis estadisticos
adicionales para dilucidar si estas variables contenidas en la dimension 1, asociadas o0 no a otras

variables, dan lugar a agrupaciones distintas del conjunto de individuos.

Cuando se hizo un analisis combinado teniendo en cuenta los grupos o “cluasters”
resultantes del analisis molecular anterior con las variables alimentos, el grupo 1 se caracteriz6

por mayor evitacion de alimentos y mayor proporcion de anafilaxias inducidas tras la ingesta de
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paraguayo, y el grupo o “claster” 2 por mayor proporcion de reacciones potenciadas por
cofactor, siendo el ejercicio el cofactor méas frecuente. Ademas, en este Gltimo grupo los
alimentos con los que los pacientes presentaban clinica alérgica con mayor frecuencia fueron
avellana, lechugas, pipas y cacahuete y ademas clinica GI con castafia; por el contrario, evitaban
el paraguayo o nunca lo habian comido. Teniendo en cuenta los analisis realizados parece que
las variables que mejor discriminan a los pacientes en dos grupos claramente diferenciadores
son las variables alimentos, clinicas y datos fijos. Aunque seria necesario un analisis adicional
para verificar si el “cluster” con fenotipo méas grave o méas leve es el que se corresponde con los
“clusters” derivados del analisis por los alérgenos individuales o si por el contrario no existe
ninguna relacion entre los fenotipos resultantes de la clinica y el perfil de reconocimiento

molecular.

Hasta la fecha, esta es la primera agrupacion en “clusters” de fenotipos de alergia
alimentaria por sensibilizacion a LTP en base a un extenso nimero de variables clinicas y
analiticas ademés de por los alimentos implicados en la reaccion, en una amplia poblacion de
pacientes con alergia alimentaria por sensibilzacion a LTP. Tal y como se ha comentado
previamente, Scala y colaboradores (245) establecieron un fenotipo de expresion clinica grave
basado Unicamente en los datos analiticos del perfil de sensibilizacion molecular, segun el cual
los pacientes con sensibilizacién a mas de 5 LTPs, niveles mas altos de IgE especifica a Pru p 3
y ausencia de sensibilizacion a PR10 y profilinas tenian mayor riesgo de presentar reacciones
graves. Sin embargo, utilizar un s6lo modelo estadistico para la deteccion de posibles “clasters”
en la alergia alimentaria por sensibilizacién a LTP puede suponer una limitacién, ya que como
hemos podido comprobar tras el andlisis de numerosas variables clinicas, analiticas, moleculares
y de alimentos en el presente estudio se han detectado dos “clusters” bien diferenciados, pero
los resultados sugieren diferentes vias posibles para seguir analizando e investigando patrones
comunes. Puede que en la alergia alimentaria ocurra como en el asma, una enfermedad alérgica
cuyo estudio de los fenotipos esta actualmente mas avanzado, y en la que la extensa cantidad de
fenotipos descritos podrian en parte ser explicados por la gran variabilidad de los parametros
usados para obtener dichos fenotipos o “clusters” (279). Y es que de acuerdo a lo expuesto por
Deschildre y colaboradores (37) en la alergia alimentaria existen numerosos factores que
influyen en los fenotipos de la alergia alimentaria como los dependientes de los alérgenos
alimentarios (caracteristicas bioquimicas, ruta de exposicion, dosis umbral, estado de coccidn,
matriz), el aboraje molecular, la edad y gravedad de la reaccion de inicio, progresion de la
alergia alimentaria (resolucion o persistencia), las enfermedades atopicas concomitantes (rinitis,
asma y dermatitis atopica), los cofactores, las caracteristicas demograficas y antecedentes
patoldgicos personales de los individuos. Por ello es probable que para una aproximacién mas

precisa a los fenotipos de la alergia alimentaria por sensibilizacion a LTP sea necesario analizar
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maultiples variables clinicas, de alimentos, moleculares y analiticas, algunas de ellas no
disponibles para su andlisis todavia como el reconocimiento de epitopos y la afinidad personal
anticuerpo-antigeno. Otro aspecto a tener en cuenta en el estudio de fenotipos de la alergia
alimentaria son los mecanismos fisiopatoldgicos e inmunolégicos (6)(13)(37)(7)(8) que abarca
el término comun pero que dan lugar a diferentes expresiones clinicas de la misma. Por lo que
seria de interés investigar los posibles cambios histolégicos mediante extraccion de tejido de la
mucosa oral y/o gastroinestinal y estudios de anatomia patolégica para comprobar si en este tipo
de alergia existen cambios histoldgicos en la mucosa oral, como los descritos por Barber y
colaboradores (112) en un estudio recientemente publicado en un modelo de reacciones
alérgicas graves a alimentos por sensibilizacion a profilina repecto al fenotipo leve comentado

previamente en la introduccion del presente estudio.

Asimismo, se han realizado otros estudios de alergia alimentaria causada por
sensibilizacion distinta a LTP para evaluar la relacién entre la gravedad de la clinica tras ingerir
el alimento y otros parametros clinicos, analiticos y en algunos casos, los resultados de las
pruebas de provocacion oral. En el estudio de Just y colaboradores (272) para definir fenotipos
en pacientes alérgicos al cacahuete se identificaron las variables que mas contribuian a explicar
la variabilidad del conjunto de datos y después se les aplicé un analisis “cluster” jerarquico para
clasificar la poblacion en grupos homogéneos en cuanto a la severidad de la alergia a cacahuete.
El método esta basado en la varianza minima de Ward que minimiza la varianza total dentro del
“cluster”. La distancia entre individuos se calculd usando la distancia euclidiana. El resultado
fue la identificacion de 3 “clusters™: 1) alergia grave a cacahuete con poca multimorbilidad
alérgica (n=123), 2) alergia grave a cacahuete con frecuente multimorbilidad alérgica (n=62) y
3) alergia a cacahuete leve/fenotipo sensibilizado (n=62) teniendo en cuenta la proporcion de
pacientes con prueba de provocacidn positiva, la proporcién de reacciones graves, la mediana de
proteina de cacahuete que inducia una provocacion positiva, papula del prick test, niveles de
Ara h 2y la multimorbilidad alérgica. Ademas, se realizé un andlisis estratificado por género en
el que los tres “clusters” se identificaron en nifios, pero s6lo los dos primeros “clusters” estaban
presentes en nifias. En otro estudio multicéntrico realizado por Mastrorilli y colaboradores en
nifios italianos con sindrome polen-alimentos (273) se identificaron cinco endotipos segun el
perfil de sensibilizacion a IgE a panalérgenos mediante el analisis de “clasters” 0 agrupamiento
aglomerativo jerdrquico no supervisado usando el criterio de Ward para minimizar la
variabilidad total dentro del “cluster” y la estandarizacion de Gower para calcular la disparidad
de la muestra. Recientemente Datema y colaboradores (274) han llevado a cabo modelos de
regresion lineal multivariable que combina el diagnéstico molecular por componentes con la

clinica referida en la historia clinica y durante la prueba de provocacion para predecir el riesgo
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de reacciones graves en pacientes de todas las edades alérgicos a la avellana procedentes de 15

ciudades europeas identificando 4 modelos diferentes.

Junto a la necesidad de identificar patrones comunes en la alergia alimentaria por
sensibilizacion a LTP, detectamos que existe una deficiencia importante en lo que respecta a la
estandarizacion de su diagnostico basado en la prueba patrén de exposicidn oral controlada con
placebo. Por dicho motivo, nos marcamos el doble objetivo de generar por un lado una receta
estandarizada a base de melocotdn y por otro estandarizar el procedimiento de interpretacion de

las pruebas de exposicion oral a melocoton.

Asi, este es el primer estudio en el que se valida una receta a base de zumo de
melocoton comercial para DBPCFC. Una de las principales ventajas de realizar la receta con
zumo de melocoton comercial Granini® es su disponibilidad en la mayoria de los paises
europeos, lo que permite su uso generalizado a otros centros. Sin embargo, su limitacion
principal es la variabilidad de los resultados de cuantificacion obtenidos tras analizar los tres
lotes diferentes de zumo de melocoton Granini® mediante ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA). Cisterd y colaboradores (257) cuantificaron la cantidad de Pru p 3 en un lote
de zumo melocotén Granini® fabricado en la misma fabrica que el lote utilizado en el presente
estudio por la misma técnica de ELISA y en el mismo laboratorio obteniendo como resultado
21.16ug Pru p 3/ml de zumo, cuatro veces por encima del valor de 5.463 pg Pru p 3/ml de zumo
gue obtuvimos en nuestro caso. La variabilidad en la cantidad de Pru p 3 en el melocotén y los
alimentos procesados que lo contienen, ya ha sido descrita previamente por Duffort y
colaboradores (170) tras analizar 9 lotes diferentes de melocotones frescos que contenian al
menos cuatro piezas, concluyendo que la cantidad media de Pru p 3 por kilogramo de fruta de
melocotdn era 16.50 mg (rango 3.8-23.9 mg), lo que equivale en un melocoton medio que pesa
aproximadamente 200 gr, a 3300 pg de Pru p 3 por gramo de fruta (rango 760- 4780 ug/gr),
siendo la cantidad de Pru p 3 10 veces mayor en la piel que en la pulpa. Ademas, analizaron 1 6
2 lotes diferentes de zumos de varios fabricantes distintos cuya cuantificacion de Pru p 3
oscilaba entre 1.328 y 3.696 pg/g. Segun este dato, la cuantificacion de Pru p 3 obtenida en el
lote de zumo usado para nuestra receta estaria ligeramente por encima del rango superior
obtenido por el grupo de Duffort, aunque el valor obtenido por el segundo método analizado si

que estaria dentro de este rango.

En el presente estudio, a pesar de que la cantidad de Pru p 3 por mililitro usada en la
receta validada fue inferior a la obtenida por otros grupos, resulté ser adecuada para el
diagndstico de los pacientes con alergia a melocoton puesto que la mayoria de las pruebas de
exposicion con férmula activa fueron positivas antes de llegara a la Gltima dosis y los pacientes

que toleraron la formula completa y fueron diagnosticados como “no alergia alimentaria”
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toleraron con posteridad melocoton y zumos de melocoton sin incidencias incluso 5 meses

después de la realizacion de la prueba de exposicion oral.

La gran variabilidad en los valores de Pru p 3 entre frutas y productos procesados
distintos puede deberse a que las técnicas de cuantificacion varian segun el método de deteccion
y probablemente en lugar de ser cuantitativas sean semicuantitativas, aunque para elucidar dicha
hipétesis serian necesarios estudios adicionales de cuantificacion de Pru p 3 en un nimero
mayor de lotes diferentes de zumo. En contra de lo deseable, parece que la cantidad de Pru p 3
en los productos manufacturados también varia como también varia la cantidad de Pru p 3 en
los melocotones y en otras frutas rosaceas debido a la influencia que los factores
medioambientales, las condiciones de cultivo y las sustancias contaminantes tienen sobre la
expresion de los niveles de Pru p 3 en los melocotones frescos (169)(174), aunque queda por
determinar las causas que afectarian a la variabilidad de la cantidad de Pru p 3 en productos
manufacturados. El hecho de saber el rango de microgramos de Pru p 3 que se administran en
cada dosis permitiria conocer la dosis umbral en microgramos de Pru p 3 a la que el/la paciente
reacciona lo que seria Util para personalizar la dosis de inicio en inmunoterapia oral especifica a
melocoton y en desensibilizaciones. Frente a la variablidad en la cantidad y caracteristicas
bioquimicas de la LTP, que varia de un cultivo a otro e incluso entre distintas frutas del mismo
lote, del estado madurativo, de una cosecha a otra y de las condiciones medio ambientales, que
supone usar una pieza de fruta para la realizacion de una DBPCFC, proponemos una receta
validada y estandarizada con un rango conocido de concentracién de LTP, en el que las
variaciones por el estado madurativo y las condiciones de cultivo de los diferentes melocotones

se ve mas homogeneizada al mezclarse de forma industrial en grandes cantidades.

Sin embargo, aunque hasta la fecha han sido reportados diversos factores de riesgo que se
asocian con mayor gravedad de la alergia alimentaria (35) como la historia previa de anafilaxia,
el tipo de alimento y su estado de procesamiento 0 manufacturacion, la asociacién de cofactores,
el perfil de sensibilizacion del huésped, estar en ayunas, presentar una infeccion concomitante,
el sistema inmune del huésped, presentar una exacerbacion de otras enfermedades atdpicas y
estar en tratamiento con beta-blogueantes y/o antibidticos, no se han identificado biomarcadores
que puedan predecir cual es el riesgo futuro de reacciones alérgicas a alimentos o cual deberia
ser el nivel de la dosis umbral de seguridad en la rutina diaria o durante una provocacion oral
(36). Aunque no era un objetivo del presente trabajo, y el nimero de DBPCFC fue bajo (25),
también se analizaron si alguna de las variables clinicas o analiticas podia predecir el resultado
y gravedad de la DBPCFC. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
el resultado final de la provocacion oral y los resultados del prick test con LTP o extracto
completo de melocotdn, los niveles de sIgE a Pru p 3 y extracto completo de melocoton, ni con

las ratios de slIgE Pru p 3/tIgE e sIgE melocoton/tigE.
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Por el contrario, Mehl y colaboradores (276) encontraron una correlacién estadisticamente
significativa entre una ratio sIgE/tIgE elevada con una mayor probabilidad de presentar
sintomas de alergia a leche de vaca, huevos y trigo en nifios, pero no con soja. Sin embargo, en
su estudio la determinacion de las diferentes ratios sIgE/tIQE reveld resultados similares a los de
la IgE aislada, concluyendo que las ratios no suponen una ventaja afiadida. Resultados similares
obtuvieron Grabenhenrich y colaboradores (277) en su estudio multicéntrico llevado a cabo en
nifios con sospecha de alergia a cacahuete y avellana para evaluar si la ratio sIgE de
componentes alergénicos de ambos alimentos respecto a la IgE total podia mejorar la prediccion
de la prueba de exposicion oral controlada; finalmente concluyeron que los valores individuales
de IgE especifica de Ara h 2 'y Cor a 14 fueron los mejores predictores de alergia en la infancia a
cacahuete y avellana, respectivamente, sugiriendo la supresién de pruebas de exposicion
controlada a niveles muy elevados y que el calculo del ratio de ambas no mejoraba la prediccion
en dicha poblacién. Por otro lado, en un estudio realizado en nifios alérgicos a leche, huevo,
cacahuete y frutos secos, Gupta y colaboradores (278) reportaron que ratios SIgE/tIgE mas
elevados se correlacionaban con un resultado positivo en la OFC con una mayor precision que
la IgE especifica para predecir el resultado de la misma. Aun asi, el uso de las ratios sIgE/tIgE
para predecir el resultado de las distintas provocaciones ha sido discutido debido a que la

correlacion con la clinica no es linear (280).

Mientras que la historia natural de la alergia a leche y huevo ha sido extensamente
estudiada, hasta la fecha no se ha llevado a cabo ningtn estudio sobre la historia natural de la
alergia a alimentos vegetales por sensibilizacién a LTP. Aunque el presente estudio no estaba
diseflado a tal efecto, los resultados obtenidos sugieren que existen distintas vias de
sensibilizacion que pueden desencadenar este tipo de alergia y que podrian influir de diferente
forma en su evolucién. La marcha at6pica en la primera infancia se inicia con la aparicion de
dermatitis atopica lo que favoreceria la sensibilizacién por via cutanea tal como han propupesto
Lack y colaboradores (281). En el modelo de alergia alimentaria tipo | en adultos adultos la ruta
de sensibilizacion a alérgenos alimentarios estables y resistentes a la digestion enzimética, como
es el caso de las LTP o las proteinas de almacenamiento de semillas es por via digestiva. En
nuestro estudio, como se ha comentado previamente, en nifios y adolescentes el melocoton fue
el alimento que con més frecuencia estaba implicado en la primera reacciéon y con predominio
de clinica leve como urticaria de contacto y sindrome de alergia oral, mientras que en la edad
adulta era mucho mas frecuente que debutaran con un alimento vegetal distinto al melocotén y

con clinica grave.

Aunque esta descrito que las las alergias alimentarias de la edad adulta persisten a lo
largo de la vida (7)(8) en el presente estudio se ha observado que 5 de los 7 pacientes que

toleraron la formula activa en la prueba de exposicion a melocotdn controlada con placebo, y
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por tanto se descartaba alergia en el momento actual, referian reacciones clinicas previas tras la
ingesta de melocoton: 4 de ellos un sindrome de alergia oral y uno urticaria/angioedema. Estos
resultados se pueden atribuir a la adquisicion de tolerancia espontanea o bien a que nunca
habian presentado una verdadera alergia a melocoton. Seria necesario realizar estudios
prospectivos de cohortes para estudiar la evolucion natural de la alergia alimentaria por
sensibilizacion a LTP que ademas, presenta una particularidad que se observa en la préctica
clinica diaria de los pacientes que la padecen y es que mientras que unos pacientes presentan
clinica con uno o varios alimentos y se mantienen estables a lo largo del tiempo, otros, debido a
la amplia distribucion de la LTP en los alimentos vegetales y la elevada reactividad cruzada
entre si, desarrollan clinica con numerosos alimentos vegetales distantes taxonémicamente y de
diferente espectro de gravedad. Esto dltimo ha venido a denominarse “sindrome LTP” (12),
presentado por la gran mayoria de nuestra poblacion. Actualmente el conocimiento sobre la
historia natural de la alergia a LTP (tanto en nifios como en adultos) es poco conocida debido a
la falta de estudios longitudinales en grandes muestras de pacientes (282)(283). Una
aproximacién es el estudio longitudinal de la cochorte italiana de 67 pacientes alérgicos a LTP
publicado recientemente por Asero y colaboradores (266) en el que se les recomendd a los
pacientes evitar aquellos alimentos con los que habian presentado clinica sistémica (urticaria
aguda/angioedema y anafilaxia), seguir comiendo los alimentos a los que estaban sensibilizados
aunque hubieran presentado clinica local (uricaria de contacto y/o sindrome de alergia oral) si
no les resultaba muy molesto, pero evitando los cofactores y comer los alimentos pelados. Tras
entre 1 y 16 afios de seguimiento el 70% de los pacientes no habian presentado clinica con
nuevos alimentos vegetales, dos pacientes habian presentado clinica por ingesta inadvertida de
frutos secos previamente conocida y el 27% de los pacientes reportaron alergias a nuevos
alimentos. De estos, 8 presentaron sélo sintomas locales (7 SAO y 1 clinica gastrointestinal), 4
s6lo sintomas sistémicos y 6 ambos, ademas la mitad de los que progresaron su alergia estaban
monosensibilizados a LTP. En la mayoria de los pacientes las frutas rosaceas y prunoideas, asi
como los frutos secos fueron de nuevo los alimentos mas implicados. No se encontaron
asociaciones entre los niveles de IgE total, rPru p 3, rBet v 1 o rPhl p 12, sexo 0 edad y la
distinta evolucion clinica de estos pacientes. La presencia o ausencia de cosensibilizacion a PR-
10 y/o profilina tampoco se asocié ni con la probabilidad de presentar reacciones alérgicas a
nuevos alimentos ni con la gravedad de dichas reacciones. Los autores concluyen tras estos
resultados que fomentar en estos pacientes la ingesta de alimentos vegetales que contienen LTP
puede ser una forma de inmunoterapia natural, pero excluyendo los alimentos mas
frecuentemente implicados a largo plazo en nuevas reacciones con alimentos a los que los
pacientes LTP estdn sensibilizados pero sin reactividad clinica: frutas de la familia de las
rosaceas y prunoideas (con la posible excepcion de la pera, por el escaso contenido de Pru p 3),
frutos secos y cacahuete. Por otra parte, Basagafia y colaboradores (265) sugieren la existencia
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de una historia natural en la sensibilizacién a LTP que tiende no sélo a la polisensibilizacion
sino a un mayor grado de sensibilizacion mientras que la gravedad de la clinica dependeria de
factores individuales, sin embargo en disefio del estudio no permite responder a esa hipotesis.
Uno de los requisitos necesarios para la realizacion de dichos estudios seria disponer de una
receta validada para la realizacion de DBPCFC y una escala de interpretacion estandarizada de
los resultados con el fin de generar datos comparables entre los investigadores de diferentes
centros o realizados en diferentes tiempos. En la evolucion de la alergia alimentaria tanto por
sensibilizacion a LTP como a otros alimentos, ademas de la adquisicion de tolerancia
espontanea también podemos observar que la gravedad de las reacciones presentadas tras la
ingesta del mismo alimento puede cambiar a lo largo del tiempo. Aungue los pacientes con una
historia previa de anafilaxia inducida por alimentos tienen un mayor riesgo de presentar
reacciones anafilacticas en el futuro, algunos pacientes sélo desarrollaran sintomas leves en
futuras ingestas del alimento responsable (36). En el presente estudio, algunos de los pacientes
experimentaron sintomas diferentes durante la prueba de provocacién a los que referian
previamente. Asi, dos de los pacientes que referian haber una reaccion anafilactica con la
ingesta de melocoton presentaron Unicamente SAO durante la DBPCFC. Aunque este hecho
puede ser debido a un aumento en el umbral de tolerancia durante la evolucién natural de la
enfermedad, tampoco podemos descartar que la dosis maxima alcanzada durante la DBPCFC no

fuera suficiente para desencadenar una reaccion completa en esos pacientes.

La urticaria de contacto inmunoldgica (UC) es un fendbmeno comin observado en
pacientes con alergia alimentaria, resultante del contacto directo de la piel con un agente
proteico. En nuestra poblacion el alimento méas frecuentemente implicado en la urticaria de
contacto fue el melocotdn, al igual que en la cohorte de pacientes alérgicos a LTP estudiada por
Asero (266). Aunque actualmente no hay guias de consenso sobre el diagndstico de UC, el
método méas comlnmente utilizado, a pesar de no estar estandarizado, es el “rubbing test” o
prueba de frotamiento, el cual consiste en frotar un agente sobre la piel normal y valorar los
posibles signos clinicos que han podido aparecer en la zona de aplicacién a los 60 minutos (27).
Cuesta Herranz y colaboradores (22) describieron en una poblacion de 70 pacientes alérgicos al
melocoton que la UC fue la manifestacion clinica mas frecuente presentada por el 60% de la
muestra. En su estudio el rubbing test fue realizado frotando un melocotén fresco sin pelar por
el antebrazo del paciente durante 30 segundos y revalorando el area de aplicacion 15 minutos
después, pero no se realizaron controles negativos. En el presente estudio se han afadido
algunas modificaciones al protocolo descrito por Cuesta Herranz afiadiendo observacion cada
15 minutos de la zona tras la aplicacién del melocoton fresco sobre la piel durante 60 minutos y
dos controles negativos, un guante de nitrilo y un kiwi fresco con piel habiendo descartado

previamente sensibilizacion a dicho alimento. De acuerdo con los resultados obtenidos, la
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observacion de un periodo de al menos 45 minutos después del frotado fue necesaria para el
diagndstico de algunos pacientes, y la inclusion adicion de al menos un control negativo fue
necesaria para hacer el diagnostico diferencial entre UC y dermografismo. Por ello, asi como la
DBPCEF es el patron oro para el diagnostico de alergia alimentaria, el “rubbing test” con el
alimento culpable y un control negativo, se deberia considerar como el patrén oro para el
diagndstico de la urticaria de contacto por alimentos, ya que el prick test o la IgE especifica s6lo

demuestran sensibilizacién a dicho alimento.

Para validar la receta e interpretacion de la DBPCFC se decidio realizar las pruebas de
provocacion a un 10% de cada fenotipo para tener representacion de todos los grupos. Una de
las limitaciones del estudio fue que en 4 pacientes no se pudo hacer la DBPCFC en dos dias
debido a la falta de tiempo por parte de los pacientes para acudir a la cita y en su lugar se realizé
una provocacion oral con placebo y formula activa en el mismo dia tal y como se explica en
material y métodos. Entre los motivos mas frecuentes para rechazar la prueba por parte de los
pacientes fue el miedo a sufrir una reaccion alérgica, sobretodo graves y/o la imposibilidad para
acudir al hospital por falta de tiempo. En una revision reciente sobre alergia alimentaria,
Sicherer y colaboradores (8) para evitar los inconvenientes asociados a las pruebas de
provocacion orales, proponen la necesidad de uso de métodos diagndsticos alternativos citando
los que actualmente estdn en vias de investigacion como la identificacion de epitopos
incluyendo la afinidad de unidén, otros marcadores como citoquinas, células T (numero y
funcion), actividad de células B y metilaciones de ADN y otras herramientas como la
bioinformatica y las “Omicas” (gendmica, trancriptbmica, protedmica, microbioma y
metabolémica). Sin embargo, mientras estos métodos diagnosticos no estén validados y
disponibles para su uso en la practica clinica, la DBPCFC sigue siendo considerada el patron
oro para el diagndstico de la alergia alimentaria (8) y por lo que es preciso la estandarizacion de
su ejecucion e interpretacion de los resultados, como se ha llevado a cabo en el presente estudio,
tanto en las provocaciones orales como en el protocolo propuesto para la realizacion del test de
frotamiento o “rubbing test” con piel de melocoton para pacientes con sospecha de urticaria de

contacto.

Otra de las limitaciones del estudio es la variabilidad encontrada respecto a la
cuantificacion de Pru p 3 en nuestros lotes analizados, aunque esta en consonancia con lo
previamente publicado en la literatura y ha permitido validar una receta para realizar
provocaciones orales con fines diagndsticos en pacientes con sospecha de alergia por alimentos
vegetales sensibilizados a LTP. Estandarizar la cuantificacion de Pru p 3 podria suponer una via

de investigacion a seguir.
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La identificacidn de fenotipos implicados en la alergia alimentaria por sensibilizacién a
LTP podria ayudar a la realizacion de un diagndstico mas preciso identificando aquellos
pacientes con riesgo potencial de reacciones alérgicas graves y/o el desarrollo de multiples
sensibilizaciones alimentarias frente a los pacientes con una alergia mas leve, lo que llevaria a la
personalizacion en el tratamiento y manejo de los pacientes, asi como para mejorar las
estrategias de prevencion. El presente trabajo esta en linea con la tendencia actual en el cambio
de paradigma de la alergia alimentaria (37)(8), y de otras enfermedades crénicas (284)(285),
hacia una medicina personalizada y de precision, al identificar y proponer dos fenotipos
diferenciadores dentro del conjunto de los pacientes sensibilizados a LTP incluidos en este
estudio y un algoritmo para su manejo que se detalla a continuacion. Para la elaboracion del
algoritmo se ha tenido en cuenta los dos fenotipos obtenidos tras el analisis combinado de las
variables clinicas y alimentos, y las variables de datos comunes y analiticas que caracterizaban a
los “cluster” 1y 2 que a su vez se correlacionaban con las variables clinicas y alimentos, ya que
en el manejo diario de estos pacientes lo que determina la actitud terapéutica a seguir es la
clinica presentada por el paciente, aunque el resto de variables aportan mucha informacién para
identificar a los pacientes.
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« Edad, sexo

« Antecedentes personales y familiares de atopia: RC, AB, DA
* Reacciones adversas a farmacos

» Comorbilidades y tratamientos concomitantes

« Primera reaccion con alimento vegetal: edad, alimento/s implicados, cofactores, tratamiento utilizado, tolerancia
posterior

« Tolerancia/reacciones previas a melocoton, nuez, lechuga y resto de alimentos vegetales

« Si CEFA: identificacion de alimentos y cofactores implicados, tiempo de latencia, tolerancia previa y posterior
con/sin cofector

Historia Clinica

* Pruebas cutaneas a LTP, profilina, neumoalérgenos y alimentos

« Determinacion en sangre IgE total e IgE especifica a extractos completos

+ Determinacion de alérgenos recombinantes: "singleplex™ y/o "multiplex"

« Valoracion de pruebas de exposicion oral: DBPCFC, QOFC
Diagnéstico « Valoracion de rubbing test si sospecha de UC

* Fenotipo 1: Predominio de mujeres, 12 reaccion sistémica (UA/AE, ANF) y con alimento vegetal distinto melocoton,
clinica moderada/sistémica, CEFA, SLTP (media 9 alimentos implicados), no tolerancia melocoton, anamnesis
especifica pipas, nuez, castafia, guisantes y altramuz, predominio sensibilizacion a polen platano de sombra y artemisia.

Identificacion de | Fenotipo 2: predominio hombres con RC y AB, 12 reaccion leve (UC y SAO) con melocoton, sensibilizados a LTP
. asintomaticos, clinica leve, menos alimentos implicados, mayor sensibilizacion epitelios y menor a polen de platano de
fenotipos sombra y artemisia.

« Fenotipo 1 : dieta evitacion melocotén, nuez, lechuga y con los que haya presentado clinica previa; Si CEFA: plan
evitacion de cofactores 2 horas antes y después de comer, evitar ingesta de lechuga asociada a cofactores; kit de
emergencia: adrenalina IM autoinyectable, CSO, antiH. Valoracion derivacién nutricionista. Seguimiento cada 6 meses.

Manejo « Fenotipo 2: Dieta evitacion alimentos con los que haya presentado clinica. Kit de emergencia: adrenalina IM
personalizado autoinyectable, CSO, antiH. Seguimiento anual, si asintomaticos valoracién control en atencion primaria y re-derivar si

por fenotipos inicio clinica.

Abreviaciones: AB: asma bronquial; ANF: anafilaxia; AntiH: antihistaminicos de segunda generacion; CEFA: DA:
dermatitis atopica; CSO: costicoesteroides orales; DBPCFC: prueba de exposicion oral doble-ciego controlada con
placebo; IM: intramuscular; QOFC: cuasi -RC: rinoconjuntivitis; SAO: sindrome de alergia oral; SLTP: sindrome
LTP; UAJAE: urticaria aguda, angioedema; UC: urticaria de contacto.

Figura 40. Diagrama de flujo de manejo de pacientes con sospecha de alergia a alimentos
vegetales.
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CONCLUSIONES

A partir de los objetivos de este estudio y los resultados obtenidos podemos concluir que:

1. En la alergia alimentaria por sensibilizacion a LTP se identifican 2 grupos o “claster”

con caracteristicas diferenciales en funcién de los alimentos implicados en las

reacciones y la clinica de la primera reaccion en el momento del estudio, que pueden

ayudar en la prediccion de riesgo de reacciones futuras y a mejorar las indicaciones de

evitacion dietéticas en estos pacientes.

2. El 85% de los pacientes con alergia alimentaria por sensibilizacién a LTP en nuestra

serie padecen un sindrome LTP (SLTP) definido como clinica alérgica con alimentos de

tres fuentes botanicas diferentes. La manifestacion clinica mas frecuente ha sido el SAO

y los alimentos principalmente implicados en este SLTP son el melocotén, que produce

sobre todo urticaria de contacto, la nuez, que induce sintomas de anafilaxia y la lechuga,

mas frecuentemente relacionada con reacciones exacerbadas por cofactor.

3. Las LTP reconocidas con mayor frecuencia por los pacientes con SLTP, son la de

melocoton (Pru p 3), nuez (Jug r 3) y polen de platano de sombra (Pla a 3). La forma de

presentacion clinica sistémica se asocia significativamente con mayor nimero de LTP

positivas y con positividad para la LTP de polen de platano de sombra (Pla a 3) y

artemisia (Art v 3).

4. Se ha validado por primera vez una receta a base de zumo de melocoton comercial,

cuantificada en ug de Pru p 3, para la realizacion de pruebas de exposicion oral a

melocoton enmascarada con placebo. El protocolo estandarizado para su realizacion e

interpretacion ha demostrado ser de utilidad para el diagndstico de la alergia alimentaria

por sensibilizacion a LTP y puede ser aplicable en la préctica clinica habitual.
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PERSPECTIVA DE FUTURO

En el desarrollo de cualquier enfermedad en la que se pueden presentar diferentes
fenotipos clinicos podemos identificar numerosos factores de riesgo implicados. Entre ellos se
identifican caracteristicas genotipicas del individuo sobre las que actian otros factores de riesgo
especificos. Entre estos factores tenemos desde cambios medioambientales hasta diferentes
intermediarios microbioldgicos, inmunes y/o metab6licos especificos de un individuo que
contribuyen al desarrollo de la enfermedad y que una vez identificados podriamos tratar. Un
estudio reciente demuestra el valor de identificar fenotipos clinicos mediante la extraccion de
datos clinicos de registros electronicos teniendo en cuenta los cambios en el microbioma,
inmunoldgicos y metabolicos tratables de los pacientes para ofrecerles una medicina

personalizada (285).

Actualmente no conocemos cual es la historia natural de la alergia a LTP, por todo ello
en primer lugar serian necesarios estudios de cohortes longitudinales y prospectivos para
comprender dicha historia natural.

Asimismo, son necesarios estudios que nos confirmen que el SLTP es una entidad
diferenciada de la alergia a LTP y si Pru p 3 es inmunodominante en todas las variantes de este
sindrome.

También necesitamos estudios que confirmen la eficacia a largo plazo o la posibilidad

de cambiar el curso de la enfermedad con diferentes tratamientos inmunomoduladores.

Finalmente, seria deseable que podamos evaluar de forma individual a cada paciente
alérgico a alimentos vegetales por sensibilizacion a LTP teniendo cuenta toda la informacion
clinica, analitica (tanto sensibilizacion a extractos completos como sensibilizacion frente a
componentes individuales) y podamos ofrecerles una medicina personalizada para implementar
un tratamiento y manejo personalizado en base a la gravedad y fenotipo clinico de su

enfermedad.
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Anexos

ANEXOS:
ANEXO I. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: “Fenotipos de alergia alimentaria por sensibilizacién a LTP en
adultos del area mediterranea”

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He hablado con: (nombre del
investigador/ra).

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.

Fechay firma del participante Fecha y firma del investigador/ra
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ANEXO II. CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

N° de paciente: NHC:
Género: mujer / hombre

Fecha de nacimiento: ....... [oceen. [oceenn
Fecha ISAC: ....... [oveon. [ooe...

Atopia:

¢ Rinoconjuntivitis: no / si / desconocido

e Asma: no/ si/ desconocido

e Dermatitis atpica: no / si / desconocido
Esofagitis eosinofilica: 0= no, 1 = si, 9 = desconocido

Prick LTP (tamafio papula/eritema en mm):
Prick melocotdn (tamafio papula/eritema en mm):

IgE total (CAP, KU/L):

sIgE Pru p 3 (CAP, KU/L):

slgE melocotdn (extracto comercial, KU/L):

Tolerancia al melocoton:

Sensibilizacion neumoalérgenos:
Acaros: 0=no /1=si / 9=desconocido
Hongos: 0=no /1=si / 9=desconocido
Epitelios: 0=no /1=si / 9=desconocido

Olivo: 0=no /1=si / 9=desconocido

Platano de sombra: 0=no /1=si / 9=desconocido

Gramineas: 0=no / 1=si /9=desconocido
Parietaria: 0=no /1=si / 9=desconocido
Ciprés: 0=no /1=si / 9=desconocido

Artemisia; 0=no / 1=si /9=desconocido
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ALIMENTOS

e Primera reaccion con un alimento vegetal

O

O

Clinica:
Alimento:
Presencia cofactor?
Edad:
- Infancia (menor 12 afios)
- Adolescencia (12 — 17 afios)
- Edad adulta (mayor o igual a 18 afios)

- Desconocido

e Cuestionario de tolerancia de alimentos vegetales

ALIMENTO

CEFA
(Si/No)

CLINICA sIge
(Si/No) (KUIL)

CLINICA BASAL

TIPO COFACTOR

CLINICA CON
COFACTOR

Melocoton

Manzana

Pera

Fresas

Cerezas

Ciruelas

Frambuesa

Nectarina

Paraguayo

Nispero

Albaricoque

Mango

Uva

Kiwi

Meldén

Platano

Pifa
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Higo

Granada

Nuez

Cacahuete

Avellana

Almendra

Castafia

Pipas

Lechuga

Tomate

Judia verde

Espéarragos

Espinacas

Alcachofa

Calabacin

Berenjena

Lentejas

Guisantes

Trigo

Mostaza

Altramuz

Apio

Hinojo
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ANEXO Ill. PRUEBAS CUTANEAS

BATERIA ESTANDAR NEUMOALERGENOS

Extracto Concentracion Marca commercial

Histamina 10mg/mi Laboratorios LETI, Barcelona

Control negativo Laboratorios LET]I, Barcelona
Dermatophagoides pteronyssinus 100HEP/mlI Laboratorios LETI Barcelona
Dermatophagoides farinae 100HEP/mlI Laboratorios LET]I, Barcelona
Glyciphagus domésticus 10.000DPU/mI Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Alternaria alternata 30HEP/m Laboratorios LETI, Barcelona
Aspergillus fumigatus 10.000DPU/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao

Grupo Cucarachas

325ug prot. /ml

Laboratorios LETI, Barcelona

Gamba 1Img/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Epitelio de perro 30HEP/mI Laboratorios LET]I, Barcelona
Epitelio de gato 30HEP/mI Laboratorios LETI, Barcelona

Epitelio de caballo 30HEP/m Laboratorios LETI, Barcelona
Léatex 90ug prot/ml Laboratorios LETI, Barcelona
Pinus sp 10.000DPU/mI Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Bétula verrucosa 30 000DPU/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Cupressus sempervirens 10.000DPU/mI Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Olea europea 30HEP/mI Laboratorios LETI, Barcelona
Platanus acerifolia 30HEP/m Laboratorios LETI, Barcelona
Grupo Gramineas 30HEP/mI Laboratorios LETI, Barcelona
Parietaria judaica 30HEP/m Laboratorios LETI, Barcelona
Artemisia vulgaris 30HEP/mI Laboratorios LET]I, Barcelona
Plantago lanceolata 30HEP/mI Laboratorios LETI, Barcelona
Chenopodium 30HEP/mI Laboratorios LETI, Barcelona
Cynodon dactylon 30HEP/ml Laboratorios LET]I, Barcelona
Phragmites comn 30HEP/mI Laboratorios LET]I, Barcelona

Profilina 50ug prot/ml ALK-Abell6 S.A., Madrid
LTP (melocot6n) 0,1 mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
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BATERIA ESTANDAR ALIMENTOS

Extracto Concentracion Marca comercial
Almendra 7.000ug prot/ml Laboratorios LETI, Barcelona
Avellana 3.400pg prot/ml Laboratorios LETI, Barcelona
Cacahuete 5mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Nuez 5mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Pifidn 5mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Pistacho 5mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Castafa 10mg/mi Laboratorios LETI, Barcelona
Pipa de girasol 1200ug prot/ml Laboratorios LETI, Barcelona
Melon 275ng prot/ml Laboratorios LETI, Barcelona
Kiwi 20mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Manzana (pulpa y piel) 26,75mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Melocotén (piel) 35ug prot/ml Laboratorios LET]I, Barcelona
Melocotdn (pulpa) 20ug prot/ml Laboratorios LET]I, Barcelona
Platano 20mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Aguacate 430pg prot/ml Laboratorios LETI, Barcelona
Lechuga 5mg/ml Laboratorios LET]I, Barcelona
Tomate 20mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Judia verde 75ug prot/ml Laboratorios LETI, Barcelona
Guisante 10mg/mi Laboratorios LETI, Barcelona
Lenteja 10mg/ml Laboratorios LET]I, Barcelona
Altramuz 5mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Harina de soja 3,55mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Cereales 3,55mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Gluten 5mg/ml Laboratorios Diater S.A., Madrid
Gliadina 20mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Huevo (entero) 5mg/ml Laboratorios LETI, Barcelona
Vaca (leche) 5mg/ml Laboratorios LET]I, Barcelona
Pescado blanco Img/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Pescado azul Img/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Calamar Img/ml Laboratorios LET]I, Barcelona
Gamba Img/ml Laboratorios LETI, Barcelona
Mejillon Img/ml Laboratorios LET]I, Barcelona
Cerdo 20mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Pollo 20mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Mostaza 20mg/ml Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao
Anisakis simplex 10.000DPU/mI Bial Aristegui, Zamudio, Bilbao

Abreviaciones: DPU: unidades de diagndstico no estandarizadas bioldgicamente; HEP: reaccion cutanea similar a la

provocada por un prick de histamina (Histamine Equivalent Prick Testing); Prot: proteina.
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ANEXO IV. CUESTIONARIO PARA LA VALIDACION DE LA
RECETA

Fecha: N participante:

Nombre:

Edad:

Profesion:

Saboree de izquierda a derecha cada una de las tres muestras que tiene frente a usted. ¢Cuéal de
las tres muestras le parece diferente?

[ ]A
[ ]8..
[ ]c

|:| Las tres muestras me parecen iguales. Si es asi, por favor indique a continuacion la
que le parece mas diferente:

A continuacidn, evalue del 0 (no se diferencia nada) al 10 (se diferencia muchisimo) en qué le
parece diferente la muestra escogida respecto a las otras dos valorando de forma separada: olor,
textura, sabor y color.

Olor
| | | | |
| | I I |
0 10
Textura
| | | | | | L
1 | | | | | | | | |
0 10
Sabor
L | | | | | | | |
I | | | | | | | | |
0 10
Color
| | | | | | | | I
[ | | | | | | | | |
0 10
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ANEXO V. FORMULARIO PARA LA PRUEBA DE EXPOSICION
ORAL

Food challenge day v R —
ID/Name: Date of challenge: Blinding key: Dosing schadule:
before challenge during/after challenge ety
Blood pressure pmmisg ! : i E ! : i : ! : % it clinicaly indicated,
[]PEF 1 Fev, % % % _: % _: _ % _: Other doses s chalienge is stapped
0, saturation % % : % : % E % : cumuitive, og. 28 e dal i
1 2 3 L] 5 [ 7 B 9
Number of planned doses: starttime - : = oz o= o= o_io_:o o= )= [rarr—
— gy o i
g Food matrix used: full dose [2z0%) D O D D D O D D D O D e AN
8 priimidosezry () O O O O D 0O O OO O
Food matrix used: full dose {sa%) D O D D D O D D D O O Delayed resction? oot
- j2-24m fter chalienge Amplem
prmsoeay O O O O O O O O Ol0 O v =2
No symproms OO0 000000009 ooo ==
Time at START of symptoms i 2 3 1 5 [ 7 B 9 other other Time Date ehallengs?
Pruritus 1 ooomsional sorstching X X 5 X X 5 X . X
CotinuoUS sCratching for =2 min
2 atime BN - BN - e - e - el c 0 - )= 5 no
3 Pard continuous sormtaning . . ) . ) . . . (8]
tending to excoristions —_ 1 S - = ||=—
tching of peiTe, SOies,
ponims 0O 00000 dojd difid
Rash 1 rew aress of faint erythema D TR TR N TR | -
£ 2 ores oferyhema <) : . . R . 56
] -Eznaru&zﬂ k= erpthams (»50%)
Urticaria hives : : 3 : : 3 : g :
<3 . T DU | R =
rumber af new hives No. Mo MO Mo No___ No___ Mo No__ mo_ |Wo_ omo_ Mo 5 O
.E!naru&zﬂimnrve'nem
Angicedema 1 miid lipedema . . 5 . = . E : - . o
Lip, Face sicnificant ki edema OR. D e e 5 8]
Pace edemn - - - g - 5 - - -
1 2 3 4 5 [3 7 [ E] other _other delayed reaction Tast 24h
MNose 1  rre bursts, occasional zniffing : : 3 : = : 2 . : .
<A bursis, frequent sritt D e | e =
2 intermittent b f:':nn':em S S S S S S S S S S S DU S | B 50
-um: bursts, persitent rhinorrea OR
ot il
Eyes 2 intermittent naobing of eyes - | I N N o
= CoMnUUS MDD, penoOar 5 (]
s agling, reddening
™ |Wheezing 5 : g : 5 : g : 5 : - :
= _—_— —— —— —— —— —— —— —— | —— —— || — o
‘g. I S R R T T e R | 5@
-5
Laryngeal 1 peristent thruat Sgnesspain : : : : : : : : : : : :
1 *3Epiunes of throat dearing OR D e | o
frequent ory cough OR - - - " - —"""70 M 50
[y _- N I N N
ctridar . . : : : : : : :
1 2 3 4 5 [ 7 B El] other other L2 a'I'E TECTION st 24h
Subjective 1 Comedmnts of nausen OR Y e e -
frequent compisints of oR
- 2 Tt | e ) 50
[} 3 rowbly e due k0 61
E i i
Oral cavity 1  itchymouth 5 X 5 X 5 X 5 X B . - . o
| — e ————— R ——
£ blisters of orsl mumsa
£ [Emesis I N e O e : m
ﬁ L rumber ar episodes R I | R 5O
o = T =p Ho. hNa. ha. Ho. Ne. He. ha. Ho. Ne. He. ha. He.
12 oea : : B : : : 2 : : : : : no
ﬁ"-"“""’"""’i‘m No. No. No. No. No. No. NoL No. No. No. No. No 5 D
1 2 3 a 5 [ £l B 9 other  other delayed reaction 35t 24R
o [Cardie- 1 senyanis D T :
5 [vaseular »20% dropin blood pressus 5 . 5 . 5 . 5 . 5 . . . 56
2 carciavascular coliapse
-
- e
% Newrologic | 1 e I N BN BN s -
Other R T S S S-S S SR N | B o0
S U S U U S P S DU S DU S S S PR S | S [8]6]
Treatment  Dryug muc) doseftime dose/tim: Drug jroute) dose/time dose/tim: Drug {routs] dose/time dose/tim
- r . F I T - g8 s
- F = f_: S [T N f_:
Challenge day outcome (") Negative  moorimmidentymptoms. ) Inconclusive  ©fS@ppedonputiertsrequest. ) Positive  sufident symptoms.

Ohallengr stopped?

Om O e

Plense describe symptom|s] that
k2nd to your Z

{bo corry on to st dose OR to stap
the chalengz]:

Supervising physician |

il planned dases given

symptoms unciear

stopped or SymptDms
aifter pianmed final dose

Plmzs rate severity of the resction from Gt 10...
—baz=d on symEtams onky:

_inuding e.g. Siming, trestment resporse:

—patient's rating:

5
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ANEXO VI. FORMULARIO

FROTAMIENTO O
MELOCOTON

Nombre:

PARA
“RUBBING TEST”

LA

NHC:

N° paciente:

Fecha:

CON

PRUEBA DE
PIEL DE

Lectura 15°

Lectura 30’

Lectura 45°

Lectura 60’

Hora:

Piel melocotén

Piel kiwi

Guante de nitrilo

RESULTADO DE LA PRUEBA:
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ANEXO VII. COMITE DE ETICA

{ﬁdﬂebmn Pg. Vall dHeoron, 113-128 ErTRCEs
Huispital 0&035 Bancslona

Tel. 93 469 38 31
Fax 53 46941 B0

celcgvhir.ong

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA Y COMISION DE
PROYECTOS DE INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARI WVALL
D'HEBRON

Dofia Mireia Navarro Sebastian, Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica
del Hospital Universitari Vall d'Hebron,

CERTIFICA

Que el Comité Efico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario Vall d’Hebron,
en el cual la Comision de proyectos de investigacion esta integrada, se reunid en
sesidn ordinaria n® 235 el pasado 258/0%2015 v evalud el proyecto de investigacion
PR{AG)229/2015, con fecha 01/07/2015, titulado “Patrones de sensibilizacion a LTP
(proteinas fransfendoras de lipidos) v expresion clinica de la alergia alimentaria®™ que
tiene como investigador principal a la Dra.  Victbria Cardona Dahl del Servicio de
Alergologia de nuestro Centro.

El resultado de la evaluacion fue el siguiente:
DICTAMEN FAVORABLE

El Comité tanto en su composicion como en los PNT cumple con las nomas de BPC
{CPMP/ICHM35/95) v con el Real Decreto 2232004, v su composicion actual es la
siguiente:

Presidenta: Gallego Melcon, Soledad. Médico

Yicepresidente: Segarra Sarries, Joan. Abogado

Secretaria;  Navarro Sebastian, Mireia. Cluimica

Vocales: Armadans Gil, Lluis. Médico
Azpiroz Vidaur, Femando. Médico
Cucurull Folguera, Esther. Médico Fammacdloga
Latome Arteche, Francisco. Médico
De Tomes Ramirez, Inés M. Médico )
Femandez Liz, Eladio. Farmacéutico de Atencion Primaria
Fermreira Gonzalez, Ignacio. Madico

Instiut Catalé Hispital Universitar Vall d'Habron
de la Salut Universitat Auténoma de Barcelona
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Fuentelsaz Gallego, Camen. Diplomada Enfermeria
Fuentes Camps, Inmaculada. Médico Farmacdloga
Guardia Masso, Jaume. Médico

Joshi Jubert, Nayana. Médico

Hortal Ibarra, Juan Caros. Profesor de Universidad de Derecho
Montoro Ronsano, J. Bruno. Farmacéutico Hospital
Rodriguez Gallego, Alexis. Medico Farmacologo
Sanchez Raya, Judith. Médico

Solé Orsola, Marta. Diplomada Enfermeria

Sufié Martin, Pilar. Farmacéutica Hospital

“argas Blasco, Victor, Médico

Wilca Yengle, Luz M®. Médico

En dicha reunién del Comité Etico de Investigacion Clinica se cumplid el quérum
preceptivo legalmente.

En & caso de que se evalle algin proyecto del que un miembro sea
investigadorfcolaborador, éste se ausentard de la reunidn durante la discusion del

proyecto.

Lo que firmo en Barcelona a 28 de septiembre de 2015

Firmacio digisiren e por MFELS SEVARC SEASTIAR

MIREIA NAVARRO s o

Cortifracic CPICSA- 7, m—HAVNARO SERAST

SEBASTIAN e T et

Fochae FOOL WO 1154448 ~LT0T

Sra. Mireia Mavarmo
Secretaria CEIC
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Vall d'Hebron Pg. Vall fHebron, 119120 TPt
Hospital D&035 Barcelona
Tel. 93 489 38 ¢

Fax 03 489 41 BD
eelcgvhir.org

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA Y COMISION DE
PROYECTOS DE INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARI VALL
D’'HEBRON

Dofia Mireia Navamo, Secretaria del COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
CON MEDICAMENTOS del Hospital Universitari Vall d’Hebron,

CERTIFICA

Que el Comité Etico de Investigacion Clinica del Haospital Universitario Vall d'Hebron
en el cual la Comision de proyectos de investigacion estd integrada, se reunid en
sesion ordinaria n® 279 el pasado 27/0172017 v evalud la Enmienda 1: cambio de titulo,
del proyecto de investigacion PR{AG)229/2015  titulado “Fenotipos de alergia
alimentaria por sensibilizacion a nsLTP en adulfos en ef drea mediterranea” que tiene
como investigador principal a la Dra. Victdria Cardona Dahl del Senvicio de Alergia de
nuestro Centro.

El resultado de la evaluacion fue el siguiente:
DICTAMEN FAVORABLE

El Comité tanto en su composicion como en los PNT cumple con las normas de BPC
(CPMP/ICHM35/95) v con el Real Decreto 109072015, v su composicion actual es la
siguiente:

Presidenta: Gallego Melcon, Soledad. Médico
Vicepresidente: Segarmra Sames, Joan. Abogado
Secretaria  Navarro Sebastian, Mireia. Quimica
Vocales: Armadans Gil, Liuis. Médico
Azpiroz Vidaur, Femando. Médico
Balasso, Valentina. Médico
Cucurull Folguera, Esther. Medico Farmacdloga

Institut Catalé Hospital Universitari Vall d'Hebron
de la Salut Universitat Autdnoma de Barcelona
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De Torres Ramirez, Inés M. Médico

Fernandez Liz, Eladio. Farmacéutico de Atencién Primaria
Fuentes Camps, Inmaculada. Médico Farmacéloga
Fuentelsaz Gallego, Carme. Enfermera

Guardia Masso, Jaume. Médico

Joshi Jubert, Nayana. Médico

Hortal Ibarra, Juan Caros. Profesor de Universidad de Derecho
lavecchia, Maria Lujan. Médico Farmacdlogo

Rodriguez Gallego, Alexis. Médico Farmacologo

Sanchez Raya, Judith. Médico

Solé Orsola, Marta. Diplomada Enfermeria

Sufié Martin, Pilar. Farmacéutica Hospital

Vargas Blasco, Victor, Médico

En dicha reunion del Comité Etico de Investigacion Clinica se cumplio el quérum
preceptivo legalmente.

En el caso de que se evalle algun proyecto del que un miembro sea investigador/
colaborador, éste se ausentara de la reunion durante la discusion del proyecto.

Lo que fimmo en Barcelona a 27 de enero de 2017
MIREIA NAVARRO Vi s et A 176 o

SEBASTIAN EmTn

Sra. Mireia Navarro
Secretaria CEIm
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