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Sindrome de Alergia Cruzada Artemisa-Mostaza

1.INTRODUCCION

1.1. Reacciones alérgicas: generalidades

Las reacciones alérgicas son reacciones de hipersensibilidad. El término

hipersensibilidad hace referencia a una excesiva o inadecuada respuesta del

sistema inmunitario frente a antigenos ambientales, generalmente no patdgenos,

produciendo dafio a los tejidos propios'. En 1963 Patrick Gell y Robin Coombs

realizaron una clasificacion de las reacciones de hipersensibilidad segun el

mecanismo inmunoldgico que las produce?, que todavia sigue siendo de utilidad hoy

en dial. La clasificacién de Gell y Coombs distingue 4 tipos de reacciones de

hipersensibilidad?®:

Tipo I: hipersensibilidad inmediata, mediada por anticuerpos
IgE, con liberacion de mediadores de mastocitos y basofilos. La
respuesta inmunoldgica basada en anticuerpos inmunoglobulina E
(IgE) es fisioldgica en las infecciones por parasitos, pero en los
sujetos atopicos se producen respuestas de IgE frente a distintos
antigenos no parasitarios que habitualmente inducen respuestas
tipo inmunoglobulina G (IgG) en los individuos sanos?. Los sujetos
atopicos son aquellos que presentan una predisposicidon genética a
presentar este tipo de reacciones IgE mediadas debido a multiples
factores, entre ellos una capacidad aumentada para la produccién
de IgE.

Tipo II: hipersensibilidad citotoxica, mediada por anticuerpos
IgG (IgGl, IgG2, IgG3) o inmunoglobulina M (IgM), con
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos e intervencion del
complemento y de células fagociticas. Algunas revisiones la
subdividen en dos tipos seglin el mecanismo patogénico: la IIa,
gue se caracteriza por reacciones citoliticas (activacion de la via
clasica del complemento-opsonizacion y fagocitosis-citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos); y la IIb, que se caracteriza
porque los anticuerpos actlan inhibiendo o estimulando receptores

de la superficie celular alterando asi su funcién®*.

Javier Figueroa Rivero 15 Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
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- Tipo III: hipersensibilidad por inmunocomplejos mediada por
anticuerpos IgG (IgG1l, IgG2, I1gG3) o IgM, con depdsito de
inmunocomplejos e intervencion del complemento y de los
leucocitos. Puede dar lugar a inmunocomplejos que precipitan
localmente (fendmeno de Arthus) o a inmunocomplejos circulantes

que se depositan a distancia (enfermedad del suero)?.

- Tipo IV: hipersensibilidad retardada mediada por células
(linfocitos T y macrofagos) con citotoxicidad e intervencién de
citocinas. Este tipo de reacciones tiene una funcion fisioldgica
contra organismos patdgenos intracelulares, pero a veces pueden
provocar reacciones tisulares que tardan en aparecer mas de 12
horas tras la exposicion al antigeno. Algunos autores han

diferenciado 4 subtipos®:

-Tipio IVa: mediada por linfocitos T cooperadores tipo 1 (Th1l) CD4+
y macrofagos activados, causando las reacciones clasicas de

dermatitis de contacto o reaccion tuberculinica.

-Tipo IVb: mediada por linfocitos T cooperadores tipo 2 (Th2) CD4+
y sus citocinas, interleucinas 4, 5 y 13 (IL-4, IL-5, IL-13), dando
lugar a una hipersensibilidad eosinofilica créonica como ocurre en

algunos casos de rinitis y asma.

-Tipo IVc: mediada por células citotoxicas CD8+, que provocan
apoptosis de los queratinocitos, con la participacion del ligando
Fas, perforina y granzima B. Esto ocurre en algunas enfermedades
como el sindrome de Stevens-Johnson o la necrodlisis epidérmica

toxica.

-Tipo IVd: con la implicacion de linfocitos CD4+ y CD8+,
neutroéfilos, interleucina 8 (IL-8) y GM-CSF (factor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos), produciendo reacciones

pustulares exantematicas.

Javier Figueroa Rivero 16 Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
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1.1.1. Hipersensibilidad inmediata

En las reacciones de hipersensibilidad inmediata o reacciones mediadas por
IgE se produce una secuencia tipica de acontecimientos que comienzan con la
exposicion a un antigeno, seguida de la activacion de linfocitos Th2 especificos para
dicho antigeno, estimulando la sintesis de anticuerpos IgE especificos y la unién de
estos anticuerpos a los receptores especificos de alta afinidad FceRI>® de los
mastocitos. Posteriormente, tras una re-exposicion al antigeno, se produce la
activacion de estos mastocitos, mediante el puenteo por dicho antigeno de dos
moléculas de IgE unidas al receptor FceRI, dando lugar a la liberaciéon de

mediadores pro-inflamatorios que inducen una respuesta patoldgica’® (Figura I1).

Esta respuesta patolégica comprende una serie de cambios vy
manifestaciones clinicas, que se fundamentan en una reacciéon vascular y del
musculo liso, que aparecen con gran rapidez tras la exposicion al antigeno; y en

una reaccién tardia que es basicamente de caracter inflamatorio”-.

La union del anticuerpo IgE especifico a los mastocitos se conoce como
sensibilizacion. Existe una importante predisposicion genética a presentar
reacciones de hipersensibilidad inmediata. Los antigenos que desencadenan este
tipo de reacciones, conocidos como alérgenos, suelen ser proteinas y sustancias
quimicas habituales en nuestro medio ambiente. Los sujetos normales no suelen
producir anticuerpos IgE especificos, ni presentar reacciones patoldgicas cuando se
exponen a dichos antigenos, como si ocurre en personas con predisposicion

genética’, que son los sujetos atdpicos.

La liberacion de los mediadores va a dar lugar a una vasodilatacion con
aumento de la permeabilidad vascular, contraccién del musculo liso, agregacion de
plaguetas, infiltrado inflamatorio con predominio de eosinodfilos, aumento de la
secrecion de moco y estimulacion de nervios sensitivos. Segln el 6rgano que se
afecte, estos cambios pueden producir distintas manifestaciones clinicas: en la piel
ocasiona eritema, habones, angioedema y prurito; en los bronquios causa
broncoespasmo y aumento de la secrecidn de moco; y en el tracto digestivo
produce diarreas y vomitos. Cuando los mediadores se liberan de forma
generalizada, implicando a mas de dos drganos, se produce una afectacion

sistémica o anafilaxia.

Javier Figueroa Rivero 17 Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
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Las reacciones de hipersensibilidad inmediata dependen de la activacion de

los linfocitos Th2 y de las citocinas producidas por ellos, a diferencia de la

hipersensibilidad retardada, que es la cldsica reaccidn inmunitaria mediada

fundamentalmente por linfocitos Th1l.

Figura I1: Mecanismos patogénicos de la reaccion alérgica
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Wambre E. Current Opinion in Immunology 2012, 24:700-706
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1.1.2. Sintesis de inmunoglobulina E (IgE)

La inmunoglobulina E (IgE) fue identificada como tal en 1966 por Ishizaka'®
14 "aunque previamente ya se habia descrito su existencia en 1921 como un “factor

15 v un poco mas tarde como “reagina atépica”’®. Tiene una

transferible en el suero
estructura similar al resto de inmunoglobulinas, se presenta como un mondmero
con dos cadenas ligeras, kappa (k) y lambda (A). Se distingue de las otras
inmunoglobulinas en las dos cadenas pesadas epsilon (g€), y en que su

concentracion plasmatica es sensiblemente inferior.

Los sujetos atdpicos sintetizan grandes cantidades de IgE en respuesta a
alérgenos ambientales, a diferencia de los sujetos normales que suelen sintetizar
otros isotipos de inmunoglobulinas (IgM o IgG) y sélo pequefias cantidades de IgE.
La regulacion de la sintesis de IgE depende de la tendencia de cada individuo a
desarrollar una respuesta Th2 frente a los alérgenos, debido a que son las citocinas
Th2 las que estimulan un cambio de isotipo de cadena pesada en los linfocitos B
hacia IgE. La base genética de esta predisposicion a sintetizar IgE se encuentra
influenciada por varios genes'’ mediante un patrén multigénico de transmision
autosdmica que involucra a multiples cromosomas. Las manifestaciones de atopia
pueden presentarse en distinto grado en los miembros de una misma familia,

presentando generalmente concentraciones plasmaticas elevadas de IgE*®.

En la sintesis de IgE influyen tres factores fundamentales: la naturaleza de

los alérgenos, la activacion de los linfocitos Th2 y la activacion de los linfocitos B.

La naturaleza de los alérgenos influye en la sintesis de IgE, pero no esta
claro por qué algunos antigenos inducen respuestas Th2 (alérgenos) y otros no.
Hay dos caracteristicas de los alérgenos que podrian explicarlo, por un lado las
personas estan expuestas a ellos de forma repetida y, por otro lado, no estimulan
la respuesta inmunitaria innata (activacion de macréfagos por microorganismos con
secrecion de interleucinas 12 y 18 -IL-12, IL-18-, inductoras de respuesta Th1).
Esta activacion cronica o repetida de los linfocitos T, junto con la ausencia de
inmunidad innata puede estimular a los linfocitos TCD4 hacia la via Th2, a través de
la sintesis de IL-4, principal inductora de linfocitos Th2. Otra caracteristica de los
alérgenos es su naturaleza quimica, ya que muchos de ellos tienen rasgos
comunes, como son su relativo bajo peso molecular, la alta solubilidad en liquidos
corporales y la glicosilacion. Es posible que estos rasgos protejan a dichos

antigenos de la desnaturalizacion y degradacidon en el aparato digestivo,

Javier Figueroa Rivero 19 Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
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permitiendo la absorcidon como molécula intacta de los alérgenos alimentarios. Por
su parte, los antigenos independientes de células T, como los polisacaridos,
precisan unirse a proteinas del huésped para formar conjugados hapteno-portador

que estimulen la sintesis de IgE y la activaciéon de mastocitos’.

La sintesis de IgE depende también de la activacion de los linfocitos
TCD4 cooperadores. Las células dendriticas de los tejidos donde penetra el
alérgeno actlan como APC (células presentadoras de antigeno), capturan el
antigeno, lo transportan a ganglios linfaticos, lo procesan y lo presentan como
péptidos a los linfocitos T, que se diferencian a una subpoblacion Th2 de células
efectoras que estimulan el cambio hacia la sintesis de IgE por parte de los linfocitos
B, sobre todo mediante la secrecidon de IL-4 y bajo la influencia del ligando CD40 de
los Th2. Los Th2 también juegan un papel en otras fases de las reacciones de
hipersensibilidad mediadas por IgE, a través de la IL-5 estimulan a los eosindfilos y
a través de la IL-13 a las células epiteliales para que secreten mayor cantidad de
moco. Los sujetos atdpicos tienen un mayor numero de linfocitos secretores de IL-4
y de linfocitos especificos para los alérgenos circulantes, y ademas estos linfocitos T
especificos secretan mas IL-4 por célula respecto a las personas no atopicas.
Ademas los Th2 también contribuyen a la inflamacion en la reaccién tardia

(expresan receptores de quimiocinas CCR4 y CCR8)’.

Como ya se ha descrito, los linfocitos Th2 bajo la influencia del ligando CD40
y de distintas citocinas (sobre todo IL-4), estimulan la activacion de los
linfocitos B especificos, produciendo un cambio de isotipo de cadena pesada y la
sintesis de IgE. La IgE circula como anticuerpo bivalente con una concentracidn
plasmatica normal < 1 ug/ml, pero en determinadas situaciones patoldgicas como
infeccion por helmintos o atopia grave, dicha concentracion se puede elevar hasta
>1000 pg/ml’.

La IgE especifica se une a los receptores de los mastocitos tisulares que

pasan a estar sensibilizados. También puede unirse a basdfilos y eosinofilos.
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1.1.3. Receptores especificos de la IgE

Los anticuerpos IgE se unen a receptores de alta afinidad especificos para
las cadenas pesadas g, FceRI, que se expresan en mastocitos, basodfilos y
eosinodfilos, asi como en células de Langerhans de la epidermis, y también en

algunos macréfagos dérmicos y en monocitos activados!®?°,

Esta alta afinidad del receptor FceRI por la IgE implica que, aunque la
concentracion plasmatica de IgE es baja en comparacion con otras
inmunoglobulinas, es suficiente para ocupar dichos receptores, y también explica
que sujetos sanos presenten mastocitos recubiertos de IgE unida al FceRI?!. En
individuos atdpicos, una parte de esta IgE unida a los receptores FceRI de
mastocitos es especifica para uno o varios alérgenos y se encuentra en cantidad
suficiente para que la exposicidon a estos alérgenos produzca la activacion de las

células.

El FceRI de la IgE estd formado por??:

- una cadena a en el extremo N-terminal extracelular con dos dominios de

tipo de inmunoglobulina, que es el lugar de unién para la IgE.

- una cadena B que cruza la membrana en 4 ocasiones (4 dominios trans-
membrana) y que posee una Unica secuencia de activacion basada en
una tirosina inmunoreceptora (ITAM) en el extremo C-terminal

citoplasmatico.

- dos cadenas vy idénticas, unidas por enlaces disulfuro que son homdlogas
a la cadena C del complejo del receptor de antigeno del linfocito T. Cada
cadena y tiene una secuencia ITAM en la region citoplasmatica C-

terminal.

Se ha identificado un segundo receptor para la IgE, el llamado receptor de
baja afinidad, FceRII?3, que presenta dos isoformas: el FceRIIA, que es especifico
de linfocitos B, y el FceRIIB o CD23, que se expresa en linfocitos B, monocitos,
eosinodfilos, macrofagos, plaquetas, células dendriticas foliculares, y células de
Langherhans como respuesta a la IL-4. Las funciones de este receptor de baja

afinidad estan relacionadas con la regulacién de la sintesis de IgE**.
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1.1.4. Funcion de los mastocitos, basoéfilos y eosinofilos en las

reacciones de hipersensibilidad inmediata

Los mastocitos, los basdfilos y los eosindfilos son células efectoras de la
respuesta de hipersensibilidad inmediata o mediada por IgE, que se caracterizan
por tener granulos citoplasmaticos donde almacenan mediadores inflamatorios
preformados (Tabla I1) que se liberan de forma inmediata tras la activacion celular
por la union del alérgeno y por entrecruzamiento con dos anticuerpos IgE

especificos unidos a los FceRI de la membrana de dichas células’™.

Todos los progenitores de los mastocitos se encuentran en la médula 4sea,
desde donde migran a los tejidos para diferenciarse in situ, de modo que, en
condiciones normales, no hay mastocitos circulantes®®. Estas células tienen una
forma variable, con nucleo redondo y citoplasma con cuerpos lipidicos y granulos
con membrana (contienen proteoglicanos acidos que se tifien con colorantes

basicos)’%*

. En la superficie del mastocito existen mas de 300.000 receptores de
alta afinidad FceRI, bastando con que apenas se puenteen 20 de ellos para producir
la activacion de la célula. Se han identificado hasta la fecha dos subpoblaciones de
mastocitos®®?’, una en el tejido conectivo (piel y submucosa intestinal), con
granulos que contienen proteasas como triptasa, quimasa, carboxipeptidasa vy
catepsina G; y otra en las mucosas (alvéolos y mucosa intestinal), con granulos
que solo contienen una proteasa, la triptasa. Los mastocitos tienen preferencia por
localizarse cerca de vasos sanguineos y de nervios, a nivel subepitelial y en érganos

linfaticos.

Como ya se ha mencionado con anterioridad, la union del alérgeno con dos
moléculas de IgE, fijadas a la membrana del mastocito o basofilo a través del
receptor de alta afinidad FceRI, produce la activacion celular, originando tres tipos
de respuestas bioldgicas: la secrecion del contenido preformado de los granulos por
exocitosis, la sintesis y secreciéon de mediadores lipidicos, y la sintesis y secrecion

de citocinas (Tabla I1).
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Tabla I1. Mediadores producidos por las células efectoras en

reaccion de hipersensibilidad mediada por IgE

Mediadores Funcion
N Histamina Aumento de permeabilidad vascular
_é’ y contraccién de musculo liso
E Proteasas neutras (triptasa y Degradacion de estructuras
% quimasa), hidrolasas acidas, microbianas, lesién/remodelado del
o captesina G, carboxipeptidasa | tejido
Prostaglandina D, Vasodilatacion, bronconstriccién,
quimiotaxis de neutrofilos
% Leucotrienos C4,D4,E4 Broncoconstriccién prolongada,
Mastocitos *8 secrecion de moco, aumento de
y baséfilos § permeabilidad vascular
% Factor activador de plaquetas Quimiotaxis y activacion de
leucocitos, broncoconstriccién,
aumento de permeabilidad vascular
IL-3 Proliferacion de mastocitos
im TNF-a, MIP-1a Inflamacién/reaccion fase tardia
Z IL-4, IL-13 Diferenciacién de Th2
é IL-5 Produccién y activacion de
° eosindfilos
N Proteina basica principal, Téxica para helmintos, bacterias,
_é’ proteina catidnica eosindfila células huésped
E Peroxidasa eosindfila, Degradacion de paredes celulares de
% hidrolasas lisosémicas, helmintos y protozoos,
o lisofosfolipasa lesidon/remodelado del tejido
M Leucotrienos C4,D4,E4 Broncoconstriccién prolongada,
*8 secrecion de moco, aumento de
Eosinéfilos % permeabilidad vascular
% Lipoxinas Inflamacién
IL-3, IL-5, GM-CSF Produccién y activacién de
im eosindfilos
,E IL-8, IL-10, RANTES, MIP-1a, Quimiotaxis de leucocitos
,é eotaxina
O

* Almacenados en los granulos citoplasmaticos.

** Sintetizados cuando se activa la célula

IL: interleucina; TNF-a: factor de necrosis tumoral o; MIP-la: proteina inflamatoria de
macréfagos la (CCL3); GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos;

RANTES: citocina quimiotactica (CCL5) que atrae a células que expresan el receptor CCR5.
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La tirosina cinasa Lyn es una enzima que esta asociada de manera
constitutiva a la cola citoplasmatica de la cadena B del FceRI, y sélo cuando el
alérgeno se une a dos moléculas de IgE y forma enlaces cruzados con el FceRI, esta
enzima fosforila a las ITAM de los dominios citoplasmaticos de las cadenas B vy v.
Posteriormente, las ITAM de las cadenas y atraen a la tirosina cinasa Syk, que se
activa y, a su vez, fosforila y activa a otras proteinas de la cascada de sefializacion,

formando un complejo de sefializacién multicompetente’-.

Una de las enzimas atraidas por este complejo es la isoforma y de una
fosfatidilinositol-fosfolipasa C (PI-PLCy), que también es fosforilada y activada para
catalizar la degradacidon de la fosfatidilinositol bifosfato (PIP,) de la membrana en
inositol trifosfato (IPs5) y dicilglicerina (DAG). La IP; aumenta el calcio intracelular, lo
que unido a la accién de la DAG, activa a la protein-cinasa C (PKC), que fosforila las
cadenas ligeras de miosina, lo que da lugar a la separacidén de los complejos actina-
miosina presentes bajo la membrana plasmatica. De este modo, se produce la
fusion de la membrana de los granulos con la membrana plasmatica, por
interacciones entre proteinas asociadas a ambas membranas, produciéndose la
liberacion de mediadores preformados de los granulos por exocitosis (Tabla
I1). Los enlaces cruzados del alérgeno con el FceRI también activan a la adenilato
ciclasa, a través de una proteina heterotrimérica de unidn al citoplasma, lo que da
lugar a un aumento del cAMP (adenosin monofosfato ciclico), que activa a la
fosfocinasa A (PKA), que a su vez inhibe la degranulacién, constituyendo asi un

bucle de retroalimentacién negativa’s.

La sintesis de mediadores lipidicos esta regulada por la activacidon de la
fosfolipasa A, (PLA;) del citoplasma, que se activa por dos senales, por el aumento
de calcio intracelular y por la fosforilacién catalizada por una MAP (protein-cinasa
activada por mitdégenos), que a su vez es activada por la cascada de reacciones que
se inician con la activacién de las ITAM. La PLA; activada hidroliza fosfolipidos de
membrana, que liberan diversas sustancias que, por cascadas enzimaticas, se
transforman en los mediadores definitivos (Tabla I1). El sustrato mas importante es
el acido araquiddnico, que da lugar a distintos mediadores, via ciclooxigenasa

(prostaglandinas) o via lipooxigenasa (leucotrienos y lipoxinas)’.

La activacion del mastocito produce también la sintesis de citocinas,
mediante una induccién de la transcripcion del gen de la citosina. Estos factores de
transcripcidn estimulan la sintesis de varias citocinas (Tabla I1), pero no la de

interleucina 2 (IL-2), a diferencia de lo que sucede en los linfocitos T.

Javier Figueroa Rivero 24 Universidad de Las Palmas de Gran Canaria



Tesis Doctoral Sindrome de Alergia Cruzada Artemisa-Mostaza

Es importante recordar que en las reacciones alérgicas, ademas de los
mastocitos, basofilos y eosindfilos, también intervienen otras células, como
linfocitos B, linfocitos T y células dendriticas, asi como otros mediadores

inflamatorios producidos por estas células’.

1.1.5. Alérgenos

Un alérgeno es un antigeno capaz de inducir la produccidon de anticuerpos
IgE especificos en sujetos susceptibles de desarrollar enfermedades alérgicas
(atopicos). La mayoria de los alérgenos son proteinas o glicoproteinas, que tras una
primera exposicion inducen la formaciéon de IgE especifica, lo que se denomina
sensibilizacidon. Tras una segunda exposicidon, se produce la cascada de reacciones
gue hemos visto que terminan dando lugar a las diversas manifestaciones clinicas.
Existen alérgenos que son capaces de producir una reaccion alérgica tras la primera
exposicion, en sujetos previamente sensibilizados a alérgenos homodlogos de otras
fuentes bioldgicas, lo que se explica por un mecanismo de reactividad cruzada, que
explicaremos con detalle mas adelante, y cuya base fundamental es el
reconocimiento de alérgenos de distintas especies por una Unica molécula de IgE.

Recientemente también se han identificado alérgenos carbohidratos.

El mecanismo de exposicion al alérgeno puede ser por inhalacion (alérgenos
inhalados), por ingestion (alérgenos alimentarios o medicamentos), por inyeccion
(alérgenos presentes en venenos de insectos o medicamentos) o por contacto con
piel o mucosas (alérgenos del latex, de medicamentos, de alimentos o de

animales).

Los alérgenos inhalados acceden al organismo transportados por particulas
volatiles y son, en general, particulas pequefias con un peso molecular que varia
entre 10 y 60 kDa, y un didmetro entre 2 y 60 um. Gracias a su pequefio tamafio y
su alta solubilidad en medio acuoso, se facilita su liberacién desde las particulas
inhaladas cuando llegan a las vias respiratorias, y son capaces de atravesar la
barrera epitelial y entrar en contacto con las células presentadoras de antigeno. El
tamafio de las particulas volatiles (heces, esporas, polen) determina el tiempo de
permanencia en el aire del alérgeno, asi las particulas menores (5-10 um) estan en
suspensidon mas tiempo que las particulas mayores (10-40 pm)?®. Podemos
distinguir entre alérgenos inhalados de interior o exterior. Los de interior estan

representados, sobre todo, por alérgenos de origen animal (acaros del polvo,
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cucarachas y otros insectos, perro, gato, roedores, caballos, vacas, etc.), y algin
hongo que crece en zonas humedas de las viviendas (Alternaria alternata o
Aspergillus fumigatus); mientras que los de exterior estan representados, sobre
todo, por alérgenos de origen vegetal (polenes de gramineas, arboles y malezas) y

por distintas especies de hongos.

En general, los alérgenos alimentarios producen clinica tras la ingestion del
alimento, aunque a veces también se puede producir tras inhalacion del vapor de
coccién del alimento, por aerosolizacion del alérgeno, o por simple contacto con la
piel. Los alérgenos presentes en los alimentos se pueden ver modificados por
procesos de manufacturacidn o por la preparacion del alimento, o por la exposicion
al pH acido y a los enzimas hidroliticos en la digestion. Por ello, la mayoria de los
alérgenos alimentarios causantes de clinica, suelen ser resistentes a la acidez y a

las proteasas del estdmago.

Algunos alérgenos son denominados alérgenos ocupacionales porque

producen alergia debido a una elevada y continua exposicion durante el trabajo.

Dentro de una misma fuente alergénica se distinguen alérgenos mayoritarios
y minoritarios en funcion de su frecuencia de reconocimiento, de modo que los
alérgenos mayoritarios son aquellos capaces de fijar IgE en al menos un 50% de
los pacientes sensibilizados a dicha sustancia y los alérgenos minoritarios son

aquellos que se unen a la IgE en menos del 50% de dichos sujetos.

Existen multiples alérgenos identificados, y continuamente se identifican
otros nuevos, por lo que son Uutiles las bases de datos internacionales donde se
recogen todos ellos. El Sub-Comité de Nomenclatura de Alérgenos de la
Organizaciéon Mundial de la Salud y de la Unién Internacional de Sociedades
Inmunoldgicas (WHO/IUIS), mantiene y actualiza periédicamente, un listado de

alérgenos que se puede consultar en www.allergen.org.

1.1.6. Fisiopatologia de las reacciones mediadas por IgE

Tras la segunda exposicion al alérgeno, su interacciéon con dos moléculas de
IgE unidas al FceRI activa a mastocitos y basofilos, con la liberacion de mediadores
inflamatorios que van a ser los responsables de las manifestaciones clinicas

posteriores, asi como de fendmenos de reclutamiento celular que perpetuaran la
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reaccion. Esta reaccidon consta de dos fases, la inmediata y la tardia, que pueden
producirse de forma secuencial o quedar limitada a una de ellas. Ademas, tras la

reaccion inflamatoria puede producirse la reparacién o remodelado’.

1.1.6.1. Fase inmediata

Es la que comienza de manera inmediata o en pocos minutos tras la
exposicion al alérgeno y es, fundamentalmente una fase de vasodilatacion y
edema, consecuencia de la activacion de los mastocitos tisulares, que liberan
mediadores preformados (histamina, proteasas como la triptasa, hidrolasas acidas
y factores quimiotacticos), asi como mediadores sintetizados de novo (como
prostaglandinas, cistenil-leucotrienos, PAF -factor activador de plaquetas- vy
citocinas). También se pueden activar macréfagos, linfocitos T locales y otras
células, que también sintetizan mediadores como citocinas y factores quimiotacticos
gue reclutan células inflamatorias. En la etapa final de esta fase puede aparecer un

infiltrado inflamatorio rico en neutrofilos y con escasos eosindfilos.

1.1.6.2. Fase tardia

Posteriormente, se produce un infiltrado inflamatorio con presencia de
eosindfilos que pueden ocasionar una fase inflamatoria tardia sin que exista una
nueva exposicion al alérgeno y que ocurre entre 2 y 24 horas después de la
exposicion inicial. En este infiltrado ya predominan los eosinéfilos y los linfocitos
Th2, con escasa participacion de otras células como basofilos y neutréfilos. Para la
formacion de este infiltrado tardio no es imprescindible que se produzca
previamente la fase inmediata, de modo que puede aparecer de forma secuencial

tras ella o bien en su ausencia.

1.1.6.3. Fase de remodelado

Es aquella en la que se repara el tejido dafado tras el proceso inflamatorio.
No siempre existe y fue descrita por primera vez en el asma, produciéndose
también en la via aérea superior y, probablemente, en todos los tejidos que sufran
la reaccién alérgica. Distintas citocinas y factores de crecimiento derivados de
eosindfilos, linfocitos T y células locales, producen aumento del musculo liso,
engrosamiento de la membrana basal, depdsito de matriz intercelular y formacién
de vasos sanguineos (angiogénesis). En ocasiones, se produce una reparacion

inadecuada que conlleva una alteracion permanente del tejido original.
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1.2. Alergia a polenes

En 1873 Charles Blackley?® describe por primera vez que la fiebre del heno
era causada por inhalacion de pdlenes de gramineas. Ademas, describid la utilidad
de las pruebas cutdneas para el diagnostico de dicha enfermedad y desarrolld
varios tipos de colectores de pdlenes. Desde entonces, se han identificado multiples
especies de pdlenes pertenecientes a distintas familias, capaces de inducir una

respuesta clinica por un mecanismo IgE mediado (polinosis).

En gran parte de Espafia, los pdlenes estan considerados como la primera
causa de rinitis y asma alérgicas, a diferencia de Canarias, donde los acaros del
polvo son los responsables mas frecuentemente implicados®®. En la Espafia seca de
clima continental, que corresponde a mas de 2/3 de la peninsula, la escasa
humedad relativa condiciona una menor presencia de acaros del polvo, existiendo

sin embargo, una mayor incidencia atmosférica de polen de gramineas.

Los alérgenos de los pdlenes que inducen rinoconjuntivitis y asma proceden,
sobre todo, de &rboles y plantas que polinizan a través del aire (polinizacion
anemofila), y con mucha menos frecuencia, de aquellas que lo hacen a través de
insectos (polinizacion entomofila). Los pdlenes alergénicos varian en funcién de la
vegetacion y el clima en cada region. De manera general, los polenes de arboles
son los predominantes en invierno y al principio de la primavera, los de gramineas
durante la primavera, y los de malezas en verano y otofio. En Espafia, los pdlenes
mas importantes causantes de polinosis son de arboles: cipreses de enero a marzo,
abedul en abril (macizo galaico), Platanus hispanica en marzo-abril y olivo de abril
a junio; de gramineas de abril a junio; y de malezas: Parietaria de abril a julio y

Chenopodium de julio a septiembre.

Teniendo en cuenta las areas geograficas, las gramineas son la primera
causa de polinosis en centro y norte peninsular, el olivo en el sur (Jaén, Sevilla,
Cordoba y Granada), la Parietaria en las regiones costeras mediterraneas
(Barcelona, Murcia y Valencia), y el Chenopodium y Salsola en zona mediterranea y

centro.

En Canarias, como ya se ha mencionado, la alergia a pdlenes no es tan
frecuente, y este es quizas el motivo por el que no existen demasiados trabajos
publicados al respecto, implicandose pdlenes de gramineas, Parietaria, Plantago y

Artemisia en algunos estudios®!. Existen ademds, grandes diferencias entre las
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distintas islas, tanto en la orografia como en la flora, e incluso, grandes variaciones
climaticas dentro de una misma isla, como hace referencia el eslogan “Gran
Canaria, continente en miniatura”. Por otro lado, actualmente soélo se realizan
recuentos de pdlenes en las islas de Gran Canaria y de Tenerife. Todo esto hace
dificil obtener conclusiones acerca del verdadero impacto de la polinosis en nuestra

Comunidad.

Desde el punto de vista del manejo terapéutico, son importantes las
medidas de evitacién, basadas principalmente en mantenerse, durante el pico de
polinizacion, el mayor tiempo posible en el interior de las viviendas, con las
ventanas cerradas, siendo util el uso de aire acondicionado con filtros. En la
mayoria de los casos, hay que recurrir a medicacion sintomatica y/o inmunoterapia
para prevenir y controlar los sintomas. Es importante recordar que la
inmunoterapia especifica con alérgenos es el Unico tratamiento eficaz para

modificar el curso natural de la enfermedad alérgica®2.

Parece evidente la importancia de identificar qué pdlenes son responsables
de clinica respiratoria en cada localidad, a la hora de manejar dichos sintomas en
los pacientes afectos. Para ello, es necesario realizar un recuento polinico mediante

la instalacion de colectores.

Desde los primeros colectores de pélenes descritos por Blackley?®, un porta
untado con vaselina colocado verticalmente en una veleta, hasta hoy, se han
desarrollado multiples dispositivos con este fin. En 1946 Durham?®? desarrolla un
método gravimétrico que consiste en colocar un porta horizontal con un medio de
impacto donde quedan atrapados los pdlenes por deposicidon gravimétrica. Este
método tenia dos inconvenientes: su eficiencia de captacion era buena para recoger
particulas mayores de 20 uym, pero mala para esporas y podlenes pequefios; y al

aumentar la velocidad del viento, disminuia la deposicion de particulas.

En 1957, en Estados Unidos, se desarrolla el primer colector Rotorod®, un
captador volumétrico todavia muy usado en ese pais, y que también presenta dos
inconvenientes: eficiencia pobre de captacién para particulas menores a 10 um; vy
disminucién de capacidad de captacion con el paso del tiempo, segin se van

almacenando las particulas en los brazos giratorios*.

Para dar respuesta a estos inconvenientes, en 1952, Hirst*® desarrollé el

primer método volumétrico con aspiracion, con el que se conoce exactamente el
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volumen de aire examinado, presenta buena eficiencia para captacion de particulas
pequefias (< 10 ym) y su capacidad de captacion no disminuye con el tiempo.
Basado en este método, aparece en los afios 70 el Burkard seven day volumetric
spore-trap®, que consta de una camara de admision de aire con un débito de 10
litros por minutos, a través de una hendidura que tiene 14 mm de largo por 2 mm
de ancho, y que esta siempre en direccion al viento, gracias a que va montado
sobre una veleta. La fuente de aire aspirado se enfrenta a una cinta transparente,
gue previamente se unta con vaselina colocada en un tambor. La hendidura esta
muy préoxima a la cinta (0,6 mm), de modo que la mayoria de particulas > 1 ym
impactan sobre la capa de vaselina. La cinta se desplaza a una velocidad de 2
mm/hora durante un maximo de 7 dias seguidos. Aunque éste es el colector
todavia mas usado en Espafia, existen modelos mas modernos de la misma casa

comercial.

Una muestra representativa del recuento de pdlenes de los distintos
colectores distribuidos en Espafia, es recogida por el Comité de Aerobiologia de la
Sociedad Espanola de Alergologia e Inmunologia Clinica (SEAIC), en la pagina web

www.polenes.com.

En Gran Canaria, actualmente, se recogen datos de dos colectores de
polenes, los dos del tipo Burkard seven day volumetric spore-trap® descrito mas
arriba. Uno de ellos, esta colocado en la ciudad de Las Palmas de Gran Canaria, en
concreto, en la azotea del Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin, y
estd instalado desde el afio 2012. Los recuentos de pdlenes observados en este
colector son muy bajos, con discretos picos ocasionales en mayo de Poaceae
(inferiores a 30 granos/m>® de media diaria) y de Olea (Unico polen que en alguna
ocasidon aislada ha presentado un pico cercano a los 100 granos/m>® de media
diaria). El otro colector se ha instalado recientemente en el municipio de Firgas, en
noviembre de 2014. Sin embargo, en estos pocos meses, destacan podlenes de
Betulaceae, en los meses de abril y mayo, con picos de hasta 219 granos/m? de
media diaria; podlenes de Poaceae, sobre todo en mayo, con valores de hasta 307
granos/m?® de media diaria; y pdlenes de Artemisia, fundamentalmente en junio,
con maximos de 191 granos/m>® de media diaria. Otros familias de poélenes
observados con recuentos mayores a 50 granos/m3, han sido Cupressaceae en

marzo y abril, Platanaceae en abril, y Olea en mayo.
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1.2.1. Polen de Artemisia

El género Artemisia pertenece a la Familia Asteraceae o Compositae
(compuestas). Esta familia abarca mas de 1.000 géneros y unas 25.000 especies,
predominando en general las hierbas y pequefios arbustos, de ahi que también se
les denomine malezas. Pertenecen a esta familia plantas alimenticias (lechuga,
alcachofa, girasol), medicinales (manzanilla, arnica) y ornamentales (crisantemos,
margaritas). Los dos géneros de polinizacion anemofila son Ambrosia y Artemisia.
Existen otras especies como Solidago, Taraxacum, Chrysanthemum o Helianthus,
entre otros, que, a pesar de ser entomofilas, liberan al aire algo de polen
ocasionalmente. El género Ambrosia es considerado uno de los podlenes mas
importante causante de rinitis y asma alérgicos en Estados Unidos y Canad&*®. En
Europa, en los ultimos afios, se viene observando un aumento de la prevalencia de
polinosis por polen de Ambrosia, asociado a una diseminacion de tipo invasivo de

esta planta, por gran parte de nuestro continente>®.

El polen de Artemisia es una causa frecuente de polinosis a final del verano
en Europa. Las especies mas abundantes en Europa son la Artemisia vulgaris, la
Artemisia verlotorum y la Artemisia annua. La concentracion maxima de polen de
Artemisia, que rara vez alcanza picos mayores a 50 granos/m?® de media diaria, se
alcanza durante los meses de septiembre a diciembre, lo que difiere de los datos
observados en Gran Canaria, donde los picos son mayores y se producen
principalmente en junio. La concentracion de estos polenes predomina entre las 6 y
las 12 de la mafiana. En Espafia, las zonas donde mas se observan son en el

Mediterrdneo, Aragon y en la zona cetro (Toledo).

Las plantas del género Artemisia se diferencian dentro de la familia
Asteraceae porque los capitulos sdlo poseen fldsculos. Las bracteas involucrales
poseen un borde papirdceo y el receptaculo carece de escamas. Los frutos no
poseen vilano. Estas plantas ya fueron descritas en las Islas Canarias en 1825 por

Leopold von Buch®’.

En Gran Canaria se identifican tres especies de Artemisia®®>°:

- Artemisia ramosa conocido como ajenjo o incienso morisco. Es un
endemismo de las islas de Gran Canaria y Tenerife. Se trata de una
planta perenne aromatica, tomentoso-grisacea, de hasta 60 cm de altura
con una base lefiosa. Presenta abundantes ramas (“ramosa”)

generalmente erectas con hojas de hasta 4 cm, bi-pinnatisectas con
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I6bulos mas o menos lineares y peciolos largos. Poseen cabezuelas
amarillo-palido, muy pequefias (4 mm de largo), ovoides, en paniculos
laxos a densos. Se caracteriza también por bracteas involucrales
densamente tomentosas, con bordes anchos y escariosos. En Gran
Canaria se ha identificado principalmente en la regién suroeste:
Barrancos del Furrel, de Tasartico, de Taurito, de Tiritana, de

Arguineguin y de Fataga; y en la regién del Macizo de Amurga®®.

- Artemisia reptans conocido como amulei, amuley o incienso menudo.
Se encuentra en las islas de Gran Canaria, Tenerife y Fuerteventura. Es
un arbusto pequefio de unos 12-30 cm de altura de porte rastrero
(“reptans”). Presenta hojas fasciculadas, pequefias (0,5 cm), desde
simples hasta 3 a 5 partidas, tomentoso-grisaceas. Presentan capitulos
amarillos, en racimos bracteados o paniculas, cortamente pedunculadas,
con bracteas involucrales verdosas, pubescentes, con los bordes
escariosos. Esta especie se incluye en el Catdlogo Canario de Especies
Protegidas del afio 2010, en la categoria de "especie de interés para los

"4 En Gran Canaria se ha identificado sobre todo

ecosistemas canarios
en la region oriental: Montafa Vargas, Montafia de Aguimes, Melenara,
Taliarte, Tafira Baja, Barranco de Guanarteme, El Confital, La Isleta,

Tenoya, Cardones, etc3®3°,

- Artemisia thuscula o Artemisia canariensis conocido como incienso,
ajenjo morisco o incienso canario. Es un endemismo canario presente en
todas las islas excepto en Lanzarote y Fuerteventura. Es un arbusto gris
muy ramificado de hasta 1 m de altura con ramas levantadas o
arqueadas y con hojas variables, de unos 3-7 cm de largo, bi-
pinnatisectas, con lobulos planos, de lineares a obtusos. Estas hojas son
de color verde-grisdceo o gris-plateado, de consistencia herbacea,
alternas, pecioladas y de olor muy fuerte y caracteristico. Los capitulos,
agrupados en alargadas y densas inflorescencias terminales o
subterminales, son globosos, dorados o amarillo-parduzco, de unos 4
mm de didmetro, con bracteas involucrales tomentosas, las interiores
con bordes escariosos. Se diferencia con facilidad del resto de Artemisias
de las islas por sus hojas con lobulos planos. En Gran Canaria es una
especie comuln, que encontramos en laderas entre los 50 y los 1500 m

de altitud, pudiendo localizarse en el Valle de Agaete, Montaifia Amagro,
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Los Tilos de Moya, Tamaraceite, Tafira-Bandama, entre San Mateo y
Valsequillo, Guayadeque, Temisas, Tirajana, Fataga, Ayagaures,

Arguineguin, etc3®3°,

Como describimos previamente en los resultados del captador de Firgas el
polen de Artemisia comienza a aparecer a finales de mayo para alcanzar sus

maximos (191 granos/m® de media diaria) durante junio.

Hasta ahora se han descrito los siguientes alérgenos de la Artemisa vulgaris:

- Art v 1: es el alérgeno mayoritario, presente en mas del 95% de
pacientes alérgicos al polen de artemisa*!. Pertenece a la familia de
proteinas de defensa. Contiene dos dominios, un dominio N-terminal,
rico en cisteina homadlogo a las defensinas, y un dominio C-terminal, rico
en residuos de prolina con un forma helicoidal izquierda extendida. Es
por tanto una glicoproteina rica en residuos de hidroxiprolina y con un
tamafio muy heterogéneo (24-28 kDa) por su pesada O-glicosilacién que
es responsable del 30-40% de su peso molecular*?. Se ha producido un
Art v 1 recombinante (rArt v 1), que curiosamente, presenta soélo un
30% de inhibicion de reactividad IgE al Art v 1 natural. Este hecho
enfatiza la importancia de las modificaciones post-traslacionales del Art v

1 para su reconocimiento por la IgE*.

- Art v 2: dlicoproteina dimérica de 34-38 kDa formada por dos
subunidades idénticas de 17,5 kDa unidas por puentes disulfuro®.
Pertenece al grupo de familias de proteinas relacionadas con Ia

patogénesis tipo 1 (PR-1)%.

- Art v 3: descritas 4 isoformas, pertenece a la familia de proteinas no
especificas de transferencia de lipidos (nsLTP), panalérgenos del grupo
de las prolaminas*. Su secuencia N-terminal muestra un 50% de
similitud con las nsLTP de castafia, manzana, melocotdn y abedul*?.

- Art v 4: descritas dos isoformas, que se han clonado y secuenciado, y
gue son reconocidas por el 36% de los pacientes alérgicos a artemisa.
Pertenecen al grupo de las profilinas y se pueden encontrar como
homodimeros o tetradmeros, probablemente estabilizados por

interacciones sulfhidrilo o idnicas***3.
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- Art v 5: con dos dominios en mano EF (hélice-bucle-hélice), pertenece al

grupo de las procalcinas®.

- Art v 6: pertenece al grupo de las pectato liasas*’ y presenta reactividad
cruzada con Amb a 1 (alérgeno mayoritario del polen de Ambrosia
artemisiifolia), con el comparte un 65% en la secuencia de

aminoacidos?®.

- Art v 60 kDa: su secuencia no ha sido descrita hasta el momento pero
estd presente en un 70% de los pacientes alérgicos al polen de

artemisa®’.

Se ha descrito reactividad cruzada del polen de artemisa con el polen de
otras compuestas como el polen de girasol, el de crisantemo o el de dalia*® y menor
con el polen de Ambrosia*®. También, como veremos mas adelante, se ha descrito

reactividad cruzada entre polen de artemisa y alimentos de origen vegetal.
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1.3. Alergia a alimentos

1.3.1. Concepto y epidemiologia

La alergia a alimentos se define como una reaccidén adversa a alimentos en

0-52  por tanto, la

la que se demuestran mecanismos inmunoldgicos subyacentes
alergia a alimentos, puede ser debida a mecanismos inmunoldgicos que involucran
IgE especifica (mediada por IgE), a mecanismos inmunoldgicos mediados por
células (no mediada por IgE), o a mecanismos inmunoldgicos mixtos, que

impliquen a los dos anteriores®°.

Las reacciones IgE mediadas a alimentos son aquellas producidas por un
mecanismo de hipersensibilidad tipo I o inmediata, que da lugar a un gran espectro

de manifestaciones clinicas que describiremos mas adelante.

En las alergias a alimentos de mecanismo mixto, mediado por células y por
IgE, incluimos la dermatitis o eccema atopico (asociada a alergia a alimentos en un
30-40% de los nifios con dermatitis moderada-grave), la dermatitis alérgica de
contacto y los trastornos gastrointestinales eosinofilicos, cuyos sintomas varian,
segun la porcion del tracto digestivo afectado y el grado de inflamacidn

%053 Dentro de estas Ultimas se incluye la esofagitis eosinofilica,

eosinofilica
enfermedad inflamatoria inmunoalérgica crénica del eséfago, cuya prevalencia se
ha incrementado en los Ultimos afios. Puede afectar tanto a niflos como a adultos,
siendo el sintoma mas frecuente en los adultos la disfagia, que puede ser
intermitente o persistente, produciéndose caracteristicamente impactacién de los
alimentos de forma ocasional. La esofagitis eosindfilica se ha relacionado con
diversas alergias alimentarias, y los pacientes, ocasionalmente, mejoran al eliminar
los alimentos vinculados de la dieta, no obstante, su etiologia sigue siendo
desconocida. Para el diagndstico es importante el hallazgo en las biopsias de mas
de 15 eosindfilos por campo de gran aumento (x400) en el epitelio escamoso

esofagico, y descartar otras patologias esofagicas como el reflujo gastroesofagico’*.

Las alergias a alimentos mediadas por células comprenden dos cuadros poco
frecuentes, la proctititis/proctocolitis, inducida por proteinas de la dieta
(deposiciones con sangre y moco), y el sindrome de enterocolitis inducida por
proteinas alimentarias (retraso del crecimiento, diarrea, vomitos y letargo en la
exposicion cronica y diarrea, vomitos e hipotension horas después de la ingestidn

en la re-exposicion tras dieta de exclusién)®%>3
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Todos los estudios de los ultimos afios apuntan que la prevalencia de la
alergia a alimentos va en aumento. Recientemente, se ha publicado un meta-
analisis de alergia a alimentos realizado en Europa, que recogia estudios publicados
desde el 1 de enero del 2000 hasta el 30 de septiembre del 2012, y cuyo objetivo

era estimar la prevalencia de las alergias alimentarias mas frecuentes en Europa®.

A nivel global, la alergia a alimentos referida por paciente, presentd una
prevalencia a lo largo de la vida de un 17,3%, y una prevalencia punto (en un
momento concreto) del 5,9%, siendo similares los porcentajes al dividir la
poblacion en nifios y adultos. La prevalencia punto era del 10,7%, cuando la alergia
se diagnosticaba por IgE especifica positiva al menos a un alérgeno, del 3%,
cuando se valoraba un prick test positivo al menos a un alérgeno, del 1,5 %,
cuando se valoraran tanto los sintomas referidos como un prick positivo al menos a
un alimento, y del 0,9%, cuando el diagnostico se realizaba por una prueba de

exposicién oral controlada con el alimento®°.

Los alimentos mas prevalentes, descritos en este meta-anélisis, cuando la
alergia a alimentos era referida por los pacientes, fueron: leche de vaca (6%),
huevo (2,5%), trigo (3,6%), soja (1.5%), cacahuete (0,4%), otros frutos secos
(1,3%), pescado (2,2%) y marisco (1,3%). Sin embargo, estos porcentajes de
prevalencia eran menores cuando la alergia a alimentos era diagnosticada por
prueba de exposicion o provocacién oral controlada con alimentos: leche de vaca
(0,6%), huevo (0,2%), trigo (0,1%), soja (0,3%), cacahuete (0,2%), otros frutos
secos (0,5%), pescado (0,1%) y marisco (0,1%)°. En los nifios pequefios, la
alergia a la leche de vaca y al huevo fueron las mas frecuentes, mientras que, en
ninos mayores, eran mas comunes los cacahuetes, otros frutos secos, los pescados
y los mariscos. No se encontraron datos suficientes para estimar la prevalencia por
grupos de edad con la soja y el trigo®. Al analizar las prevalencias de alergia a
alimentos por regiones de Europa, las mas bajas se observaban en el sur de
Europa®®, hecho que puede ser explicado porque, entre los alimentos mdas comunes
estudiados en este meta-analisis, no se incluyeron las frutas que, como sabemos,

son una causa muy frecuente de alergia a alimentos en el drea Mediterrdnea®.

A nivel mundial, al analizar los alimentos implicados en alergia, existen
multiples diferencias en los estudios publicados, dependiendo de los grupos de edad
estudiados, la localizacion geografica y los habitos de consumo. Asi, en nifos, en
general, la alergia a la leche de vaca y al huevo son las mas frecuentes, sin

embargo, el resto de alimentos implicados varian segln diferencias geograficas. De
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este modo, el pescado también es una causa frecuente de alergia en nifios en
paises de gran consumo como Espafia®’ mientras que en Estados Unidos lo es la
alergia a cacahuete por la misma razén. En los adultos, los alimentos implicados
con mayor frecuencia en Europa, son las frutas y las verduras, mientras que en

Estados Unidos, lo son el cacahuete, los frutos secos, los pescados y los mariscos®®.

Ademas de los habitos de consumo, en lo relativo al tipo de alimento
consumido, también es importante la forma en que dicho alimento se ingiere. Asi,
vemos que el consumo de cacahuetes por habitantes es similar en Estados Unidos y
China, sin embargo, la alergia al cacahuete es muy importante en el pais
norteamericano, donde es habitual el consumo de cacahuetes tostados, a diferencia
del pais asiatico, donde el consumo es sobre todo frito o hervido, siendo la alergia a
cacahuete aqui poco frecuente. Parece que el tostado en seco y a altas

temperaturas (180°C), aumenta la alergenicidad de las proteinas del cacahuete®:%°,

En Espanfa, las causas mas frecuentes de alergia a alimentos en nifios son la
leche de vaca, el huevo y los pescados, mientras que en adultos, los alimentos mas
frecuentemente implicado son las frutas. En Canarias, los alimentos mas
observados en nifios son los mismos que en el resto de la poblacién espafiola,
mientras que en adultos, la alergia a alimentos mas frecuente es la alergia a

mariscos®’%1:62,

1.3.2. Clasificacion de la alergia a alimentos

En los primeros afios de vida la inmadurez del tracto gastrointestinal juega
un papel importante en el desarrollo de la alergia alimentaria, sin embargo, en los
adultos, la aparicion de la alergia a alimentos puede ir precedida de una

sensibilizacion respiratoria previa, debido a un fenémeno de reactividad cruzada.
Breiteneder y Ebner, en el afio 2000°, distinguen dos tipos de alergia

alimentaria en base a la clinica, el tipo de alérgenos y el mecanismo inmunoldgico

implicado:
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- Alergia a los alimentos de clase I: en la que la sensibilizacion
primaria se produce en el tracto gastrointestinal. Suele aparecer en
nifios, siendo rara en adultos. Los alérgenos implicados son
termoestables y resistentes al pH &acido del estobmago y a las
proteasas®, evitando asi su digestion enziméatica y facilitando su
absorcion. En esta clase de alergia a alimentos es frecuente la aparicién
de reacciones sistémicas, ya que se producen por alérgenos completos
(capaces de sensibilizar y desencadenar una reaccion alérgica). La
mayoria son glicoproteinas, solubles en agua, con un peso molecular
entre 10-70 kDa.

- Alergia a los alimentos de clase II: en la que la alergia a alimentos
se produce por una sensibilizacion primaria a alérgenos inhalados por via
respiratoria, apareciendo principalmente en nifios mayores, adolescentes
y adultos. Generalmente los alérgenos responsables son termolabiles y
sensibles al pH &cido y enzimas digestivas®®. Son los denominados
alérgenos incompletos (capaces de desencadenar una reaccidén alérgica
pero no de sensibilizar), que son inactivados en el tracto gastrointestinal
siendo incapaces de producir sensibilizacidn, pero si que pueden producir
clinica, en pacientes sensibilizados previamente por via respiratoria, por

reactividad cruzada.

1.3.3. Alérgenos alimentarios

Independientemente de la via de exposicidn y sensibilizacién, cualquier
alérgeno debe ser capaz de producir una respuesta especifica de anticuerpos de
alta afinidad, y para ello, es necesario una masa molecular de al menos 4-6 kDa y
la presencia de epitopos T capaces de inducir una respuesta Th2%°, Ademads, para
gue el alérgeno induzca una reaccidn alérgica, es necesario que se una al menos a
dos moléculas de IgE del mastocito, para lo que debe poseer al menos 20-25

aminoacidos para permitirle tener un minimo de dos epitopos B de unién de IgE®>.

A grandes rasgos podemos dividir los alérgenos alimentarios en alérgenos de

origen animal y alérgenos de origen vegetal segun la fuente alergénica.
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1.3.3.1. Alérgenos alimentarios de origen animal

Los alérgenos de origen animal que con mayor frecuencia se describen como
responsables de alergia a alimentos, son los pertenecientes a la leche de vaca, el

huevo, los pescados, los mariscos y las carnes.

La mayoria de los pacientes alérgicos a la leche de vaca estan
sensibilizados a mas de un alérgeno®. Los que con mayor frecuencia inducen
respuesta IgE mediadas son la caseina (Bos d 8) y la beta-lactoglobulina (Bos d 5,

BLG), seguidas por la alfa-lactoalbiimina (Bos d 4, ALA).

La clara de huevo es mas alergénica que la yema, siendo el alérgeno mas
importante de la misma el ovomucoide (Gal d 1, OVM), seguido por la ovoalbimina
(Gal d 2, OVA) y la conalbimina (Gald d 3). El ovomucoide es un inhibidor de
proteasas que puede ser Util como marcador de persistencia clinica de alergia al
huevo y para predecir la tolerancia al huevo cocido®”. En la yema el principal
alérgeno es la a-livetina o albumina sérica de gallina (Gal d 5), implicada en el

sindrome de alergia cruzada ave-huevo.

Los alérgenos mayoritarios del pescado son las parvalbiminas, un grupo de
proteinas musculares que controlan el flujo de calcio a través de la membrana
celular. Existe una gran similitud entre las parvalbiminas de las diferentes especies

de pescado®®, pero la alergenicidad puede variar de unas especies a otras®.

La alergia al marisco es mas frecuente en adultos, y los crustaceos estan
implicados en mayor frecuencia que los moluscos y los cefalépodos. Se han descrito
tropomiosinas alergénicas en la gamba (Pen a 1)’° y en otros crustaceos asi como
en moluscos. También se han descrito en otros invertebrados como los acaros o la

cucaracha’l.
La alergia a carnes es poco frecuente. Los alérgenos que con mas

frecuencia se implican en alergia a carne de ternera son la albumina sérica bovina
(BSA, Bos d 6) y la gammaglobulina (IgG) bovina (Bos d 7).
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1.3.3.2. Alérgenos alimentarios de origen vegetal

Los alérgenos alimentarios de origen vegetal constituyen un nutrido grupo
de proteinas de plantas presentes en alimentos que podemos clasificar en tres
grandes grupos: proteinas de reserva, proteinas de defensa y un grupo

heterogéneo de proteinas con distintas funciones.

Las proteinas de reserva tienen como funcion el suministro de nutrientes
durante la germinacion. Se pueden dividir en dos superfamilias cuyos miembros

comparten motivos estructurales conservados, las prolaminas y las cupinas’?.

- Superfamilia de las prolaminas: son muy importantes en la
alimentaciéon y en el procesamiento de alimentos. Se subdividen en dos
grupos de proteinas con secuencias de aminoacidos muy poco

relacionadas, aunque con algin motivo conservado a base de cisteinas:

- Prolaminas: son proteinas mayoritarias de las harinas de cereales. Son
las prolaminas propiamente dichas, insolubles en agua y soluciones
salinas diluidas. Incluyen alérgenos responsables de asma del
panadero, por inhalacién de harina de trigo, y de dermatitis atépica’3,
por ingestién de la misma. Ademas se ha demostrado la asociacion de
la gliadina w-5 (Tria a 19) con la anafilaxia inducida por ejercicio

dependiente de ingestién de trigo’*”®.

- Albuminas 2S: son proteinas solubles en agua con coeficiente de

sedimentacion de 2 Svedbergs (S). Son alérgenos mayoritarios de las
leguminosas, frutos secos y especias. Presentan una masa molecular
entre 10 y 14 kDa con un tamafio de unos 90 a 135 aminoacidos. Se
han descrito como alérgenos relevantes en la alergia a mostaza,
amarilla y oriental”’’®, pipas de girasol”®, sésamo®, cacahuete®, nuez

132 y nuez inglesa® y probablemente tengan también un papel

de Brasi
importante en la alergia a guisante, soja, almendra, avellana, anacardo
y col. La colza y la mostaza amarilla, ambos miembros de la familia
Brassicaceae, presentan alérgenos 2S muy semejantes (Sin a 1, Bra j
1 y Bn III), con una identidad de secuencia entre 86-92%, dando lugar
a reactividad cruzada entre ellos’®®. Sin embargo, otras albiminas 2S
como la del cacahuete o del girasol presentan baja similitud en sus

secuencias de aminoacidos y escasa o nula reactividad cruzada. En
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general las albuminas 2S son muy resistentes a proteasas y
tratamientos térmicos, por lo que atraviesan las vias digestivas sin
apenas ser alteradas, produciendo sintomas graves incluyendo

anafilaxia.

- Superfamilia de las cupinas: presentan en su estructura
tridimensional dominios caracteristicos en “barril B”, también llamados
dominios cupina. Presentan secuencias conservadas en posiciones
especificas de las cadenas polipeptidicas®®. La mayoria son proteinas de

reserva no cataliticas. Se subdividen en tres grupos:

- Germinas: son homo-hexameros de unos 250 kDa cuyos mondémeros
son cadenas de 25 kDa. La primera descrita fue en el trigo. Mas tarde,
se han identificado proteinas similares en numerosas plantas y, para
distinguirlas de la del trigo, se denominan proteinas similares a las
germinas (GLP, del inglés germin-like proteins). Son glicoproteinas
solubles y resistentes a la temperatura y a las enzimas proteoliticas. El
papel alergénico de las germinas no esta claro, si bien, la GLP de la
pimienta negra ha sido clasificada como miembro de la familia de
proteinas de defensa de plantas PR-16, y ha sido relacionado con el

sindrome de alergia cruzada apio-abedul-artemisa-especias®®.

Leguminas o globulinas 11S: son homo-hexameros de unos 300-450

kDa cuyos monomeros son cadenas de 50-60 kDa. Poseen una
estabilidad térmica moderada y una relativamente alta estabilidad
frente a proteasas. Se han descrito leguminas relevantes en la
mostaza amarilla (Sin a 2)¥, soja, el cacahuete, la nuez de Brasil, al

avellana, el anacardo, la nuez, el coco, el sésamo y la almendra8:8288

91

- Vicilinas o globulinas 7S: son trimeros de 150-180 kDa con

monomeros de 40-80 kDa. Tienen una baja similitud de secuencia de
aminoacidos con las leguminas, pero una estructura tridimensional y
organizacion de subunidades similar, por lo que también presentan una
estabilidad térmica moderada y una relativamente alta estabilidad
frente a proteasas. Las vicilinas alergénicas mas estudiadas son la del
cacahuete®® y la soja®3. También se ha demostrado su existencia en la

lenteja y el guisante (alérgenos mayoritarios en ambos, con una
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94,95

identidad de secuencia del 90%) , Y en la nuez negra, nuez inglesa,

anacardo, avellana y sésamo.

Las proteinas de defensa actlan como protectoras frente a las invasiones
de patéogenos o plagas. Muchas se denominan proteinas PR (del inglés
“pathogenesis-related proteins”). Estan ampliamente distribuidas y presentan una
estrecha relacién estructural entre miembros de una misma familia, por lo que son
muy importantes en las reactividades cruzadas entre alimentos vegetales, y entre

72,96

éstos y los pdlenes . Por tanto, dentro de este grupo existen muchas familias

con proteinas alergénicas:

- Homoélogos del Bet v 1 (PR10): tienen un peso molecular de 18 kDa. El

Bet v 1 es el alérgeno principal del polen de abedul, y como veremos
mas adelante, es responsable de un sindrome de alergia cruzada entre
dicho polen y alimentos vegetales®’. Se encuentran alérgenos de este
grupo en el apio, la zanahoria, la manzana, la soja y el cacahuete. Son
termolabiles y rapidamente degradables por las enzimas digestivas,
por lo que la clinica predominante es local y leve, sindrome de alergia

oral (SAO), en la mayoria de los casos.

Proteinas no especificas de transferencia de lipidos (LTP) (PR14): son

una familia de polipéptidos basicos de 9 kDa. Se han identificado en
frutas rosaceas (melocotdn, manzana, etc.), naranja, uva, lechuga,
maiz, avellana, castafia, col, esparrago, latex y también en pdlenes
(olivo, Parietaria judaica y el Art v 3 en la Artemisia vulgaris). Se ha
demostrado reactividad cruzada entre varios de estos alérgenos °. Son

99,100

resistentes a las proteasas digestivas y termoestables , lo que

facilita su absorcion en tracto gastrointestinal en forma
inmunoldgicamente activa y que mantenga su potencial alergénico en

1

alimentos y bebidas procesados!®’. Por tanto se asocian a sintomas

sistémicos y graves.

Quitinasas y proteinas de dominio heveina (PR3,4,8): las quitinasas de

clase I se han identificado en el latex, aguacate, kiwi, castana y
platano y son los principales alérgenos responsables del sindrome de
alergia cruzada latex-frutas!®®. Las quitinasas de clase IV, muy
similares a las anteriores, se han descrito como alérgenos principales

en la uva'® y algunos pdlenes. Estas enzimas tienen actividad
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antifUngica y presentan un tamafio de 32 kDa. Poseen dos dominios,
uno heveina N-terminal de 4,7 kDa y otro catalitico de 26 kDa. El
dominio heveina tiene un alto nivel de identidad de secuencia (60-

70%) con la heveina del latex.

- Taumatinas (PR5): son proteinas antifUngicas de 23 kDa. Se han

identificado como alérgenos del kiwi, manzana, melocotén, cereza vy
pimenta, ademas de en algunos pdlenes. En general son resistentes a

proteasas y termoestables.

- Inhibidores de a-amilasas: compuesta por una amplia proporcion de

las proteinas solubles presentes en las harinas de cereales, con un
peso molecular de 12-16 kDa y resistentes al calor. Producen clinica

104

por ingestidon (sobre todo el trigo y el arroz)”* y también asma del

panadero por inhalacion.

- p-1,3-glucanasas (PR2): proteinas antifingicas descritas como

5

alérgenos del latex!®® y del polen de olivo'®. Se ha sugerido su

presencia en el tomate, platano, pimienta y papa.

- Proteasas: se han identificado dos, la cistein-proteasa del kiwi de 30

kDa, y la serin-proteasa del meldn de 66 kDa.

- Peroxidasas (PR9): algunas peroxidadas glicosiladas de 36 kDa,

presentes en harinas de cereales, han sido implicadas en reacciones

alérgicas por ingestion y también en asma del panadero por inhalacidon.

- Proteinas PR1: sélo se ha asociado a alergia en el meldn.

- Inhibidores de proteasas: se han descrito como potenciales alérgenos

distintos inhibidores de proteasas presentes en la papa.

Un tercer grupo de alérgenos alimentarios de origen vegetal estaria formado
por proteinas con distintas funciones como estructurales, cataliticas o
reguladoras. Es un grupo muy amplio, donde se incluyen alérgenos como la
glioxalasa I del arroz o la B-fructofuranosidasa del tomate. Sin embargo el maximo
exponente de este grupo lo constituyen las profilinas. Las profilinas de las plantas

son proteinas citosolicas de 14 kDa que participan en la regulacion del grado de
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polimerizacion de los filamentos de actina. Mantienen mas del 70% de identidad de
secuencia entre la mayoria de sus miembros y se han descrito en casi todas las
fuentes alergénicas de origen vegetal estudiadas. Se degradan rapidamente por las
proteasas digestivas, por lo que se suelen asociar a sintomas locales y leves
(sindrome de alergia oral). Pueden ser alérgenos mayoritarios en algunos pdlenes y

alimentos (soja, naranja, melén)®’

1.3.4. Clinica de la alergia a alimentos mediada por IgE

Generalmente, los sintomas por alergia a alimentos mediada por IgE
aparecen entre unos minutos y dos horas tras la ingestion del alimento y se pueden
manifestar clinicamente en uno o varios 6rganos, incluyendo la mucosa oral, la piel,

las vias respiratorias, el tracto gastrointestinal y el sistema cardiovascular.

El sindrome de alergia oral (SAQ), recientemente acufiado como urticaria de
contacto de la orofaringe, es de lejos, la presentacidon clinica mas frecuente de la
alergia a alimentos en pacientes adolescentes y adultos'®®. Los sintomas
generalmente aparecen dentro de los 5-15 minutos tras la ingestion del alimento y
consisten en prurito de labios, lengua, paladar, orejas y garganta, a veces asociado
a un leve angioedema en esas mismas zonas. La caracteristica principal es que, en
la mayoria de los casos, el cuadro se resuelve espontdneamente en 10-30 minutos,
aunque, en algunos pacientes, puede ir seguido de una reaccion sistémica.
Cualquier alimento puede producir esta clinica, si bien, se observa con mas
frecuencia como sintoma aislado, en pacientes alérgicos a podlenes con alergia
asociada a frutas y frutos secos. Sin embargo, la alergia a frutas frescas y frutos

secos sin alergia a polen asociada, suele inducir sintomas de mayor gravedad%*°,

La piel es el segundo o6rgano en frecuencia afectado en las reacciones
alérgicas a alimentos. La manifestacion cutanea mas frecuente es la urticaria aguda
generalizada, acompafiada o no de angioedema. A veces, sbélo se observa un
eritema pruriginoso, y mas raramente, una urticaria de contacto localizada en el

sitio de contacto con el alimento®°.

Los sintomas respiratorios son también frecuentes, aunque no suelen
aparecer de forma aislada y pueden consistir en rinoconjuntivitis y/o asma. A veces
estos sintomas pueden ser desencadenados por inhalacion de la proteina del

alimento, como por ejemplo, por el vapor de coccién de los crustaceos®°.
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Los sintomas gastrointestinales pueden incluir nauseas, vomitos, diarreas o
dolor abdominal, y aunque no son muy frecuentes, pueden ser la Unica

manifestacion de la alergia a alimentos, sobre todo en nifos.

La clinica mas grave que se puede producir en la alergia a alimentos es la
anafilaxia. Aunque durante afios ha existido controversia con su definicién, hoy en
dia se define como una reaccion de hipersensibilidad generalizada o sistémica grave
con compromiso vital'''*2, Estos problemas con la definicién, asi como la falta de
criterios clinicos claros para su diagndstico, hacen pensar que clasicamente haya
sido una entidad subestimada, siendo su incidencia muy variable, 3,2-30 por
100.000 personas/afno. En los Gltimos afios y probablemente gracias a las multiples
guias y consensos internacionales publicados esta tendencia estd cambiando,
reconociéndose cada vez mas y mejor este cuadro. También en los Ultimos afios se

111,112

han propuesto criterios clinicos de diagnostico , considerandose que la

anafilaxia es muy probable cuando se cumple 1 de los 3 siguientes criterios:

1. Instauracion aguda (minutos-horas) de cuadro clinico con afectacion de la
piel, tejido mucoso o ambos y al menos uno de los siguientes:
« Compromiso respiratorio.

+ Compromiso cardiovascular.

2. Dos o mas de los siguientes cuando aparecen rapidamente (minutos-horas)
tras la exposicidn a un posible alérgeno para el paciente:
« Afectacion de piel o tejido mucoso.
« Compromiso respiratorio.
+ Compromiso cardiovascular.

« Sintomas gastrointestinales persistentes.

3. Hipotensidn tras la exposicion a un alérgeno conocido para el paciente

(minutos-horas).

En general se trata de un cuadro sistémico que aparece de forma aguda con
sintomas y signos rapidamente progresivos, siendo generalmente los sintomas de
piel y mucosas los primeros en aparecer y los mas frecuentes, mas del 80% de los
casos. No obstante, estos sintomas pueden retrasarse o no existir. Puede afectarse
cualquier érgano o sistema, apareciendo manifestaciones respiratorias, digestivas,

o cardiacas, incluyendo el shock anafilactico.
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El riesgo de anafilaxia es mas alto en pacientes con episodios previos de
anafilaxia o pacientes con asma grave, y también aumenta por la presencia de
determinados cofactores conocidos, como los anti-inflamatorios no esteroideos

(AINES), el ejercicio, las infecciones y la mastocitosis.

Ademas, como hemos descrito previamente, existen alérgenos que producen
cuadros de anafilaxia inducida por ejercicio dependiente de alimento. En estos
pacientes, las manifestaciones clinicas de anafilaxia se presentan igual que se ha
descrito arriba, por alergia a un alimento, pero existiendo un desencadenante, el
ejercicio fisico. Caracteristicamente, muchos de estos pacientes no presentan
clinica tras la ingestion de los alimentos implicados en ausencia de dicho
desencadenante. Un ejemplo es la gliadina w-5 (Tria a 19), relacionada con la

anafilaxia inducida por ejercicio dependiente de ingestion de trigo”*7®.

1.3.5. Diagnéstico de la alergia a alimentos

Cuando se sospecha alergia a algun alimento por la historia clinica referida
por el paciente, la primera aproximacion diagnostica es realizar las pruebas
percutaneas por puncion o prick test, para demostrar la sensibilizacién a dicho
alimento. Muchos de los extractos de alérgenos alimentarios comercializados no
estan estandarizados bioldgicamente, lo que conlleva que los prick test con dichos
extractos, sobre todo con los alérgenos de alimentos de origen vegetal, muestren
una baja sensibilidad, dando lugar a un elevado numero de resultados falsos
negativos!!3, Para obviar este inconveniente, en muchos casos es preferible recurrir
a realizar la prueba cutdnea con el alimento nativo, mediante la técnica de prick-
prick!'*11> Esta técnica se puede realizar tanto con el alimento en crudo como
cocinado, y sus principales limitaciones son que suele ser dificil la comparacion de
resultados, debido entre otros factores, a la variedad del alimento usado, al grado
de madurez del mismo, asi como al proceso de almacenamiento y conservacion al
que ha sido sometido!!®. Ademas, el prick-prick tiene una menor especificidad, es
decir, un mayor porcentaje de resultados falsos positivos, que deben ser
correctamente evaluados con la historia clinica y los otros métodos diagndsticos

disponibles.
Otra forma de demostrar la sensibilizacion es la determinacion de

anticuerpos IgE especificos frente a los alimentos sospechosos!!’. Ademas, en

los ultimos afios, se han desarrollado técnicas in vitro para determinar IgE
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especifica frente a proteinas alergénicas concretas, mediante diagndstico molecular
o diagnostico separado por componentes, si bien, los resultados de dichas pruebas
deben ser correctamente interpretados por personal experimentado y acorde al

contexto clinico®11°

La determinacion de los niveles de IgE total puede ser de ayuda para
interpretar los resultados de sensibilizacion, ya que niveles muy elevados de IgE
total pueden ir asociados a multiples resultados positivos de prick test o IgE

especifica, que pueden no ser clinicamente relevantes®°.

La determinacion de IgG o IgG, especifica frente a alimentos no aporta
ninguna informacidon clinicamente relevante sobre el diagndstico de alergia a
alimentos'?®. A pesar de que su uso ha aumentado en los Ultimos afios, no existen

estudios que lo avalen.

Es importante diferenciar entre la sensibilizacién, que es un hallazgo
inmunoldgico, que se demuestra mediante las pruebas cutaneas in vivo o mediante
pruebas in vitro para determinar IgE, y la clinica, es decir, que dicha sensibilizacion
se traduzca en sintomas asociados a la ingestion del alimento en cuestion. Esto es
especialmente importante en los sindromes de reactividad cruzada entre pdlenes y
alimentos de origen vegetal, donde se puede observar una gran cantidad de
sensibilizaciones a distintos alimentos, pero no todas ellas tienen por qué tener
relevancia clinica. Para discernir cuales son clinicamente relevantes, hay que
apoyarse en la historia clinica, y si aun asi existen dudas, recurrir a las pruebas de

exposicion o provocacion oral controlada.

En determinados tipos de alergia alimentaria se puede instaurar una dieta
de eliminacion con fines diagndsticos. Esta consiste en eliminar el o los alimentos
sospechosos, basandose en una historia clinica detallada y pruebas alérgicas en
prick test y/o determinaciéon de IgE especifica. La duraciéon de esta dieta de
eliminacion debe ser la necesaria para la desaparicion de los sintomas,
generalmente 2-4 semanas para sintomas IgE-mediados, y mas larga para

sintomas no IgE-mediados (hasta 6 semanas para la esofagitis eosinoflilica)®°.

Las pruebas de exposicién o provocacion oral controlada son la Unica
herramienta diagndstica que permite diferenciar entre verdadera alergia a
alimentos y sensibilizaciones asintomaticas®®. Con las frutas y los vegetales, estas

pruebas deben ser realizadas con el alimento preparado en fresco. Las pruebas de
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exposicion oral en abierto, es decir, sin enmascarar el alimento, sélo son validas si
dan un resultado negativo, o un resultado claramente positivo con sintomas
objetivos. La provocacion oral controlada doble ciego contra placebo (POCDCCP),
con el alimento nativo, es el mejor método disponible para el diagndstico de

50,117

confirmacion de la alergia a alimentos . Existen varios consensos europeos de

protocolos para la estandarizacién de las POCDCCP!2%:122

. La prueba se basa en la
preparacion de dos comidas, con idéntico color, consistencia y sabor, una de ellas
con el alimento a probar en una cantidad conocida, y otra sin él. Se administra
aleatoriamente el placebo o la comida problema, de manera que se asegure que el
observador encargado de evaluar la prueba lo desconozca, y se administran dosis
progresivas a intervalos fijos hasta alcanzar la dosis total, o hasta que aparezcan
sintomas objetivos que obliguen a suspender la prueba. A veces se puede
comenzar con una exposicion mucosa. La cantidad de alérgeno que se introduce en
la comida varia, dependiendo del alérgeno en cuestion y también de la historia del

paciente.

1.3.6. Tratamiento de la alergia a alimentos

1.3.6.1. Tratamiento de las reacciones agudas

El tratamiento de las reacciones es sintomatico y varia segun la gravedad de
las mismas, pudiendo ser necesaria la administracion de antihistaminicos,

corticoides o adrenalina®°.

Existe una débil evidencia que apoya los beneficios del uso de
antihistaminicos, en nifios y adultos, para el tratamiento de reacciones alérgicas
leves por ingestiéon de alimentos'??, sin embargo, no existe evidencia de la eficacia
de su uso en el tratamiento de las reacciones mas graves®®. Ademads, la
administracion profilactica de antihistaminicos puede enmascarar los sintomas
precoces de una anafilaxia, pudiendo dar lugar a un peligroso retraso en la

administracion de adrenalina®°.

La adrenalina es el tratamiento de eleccion y de primera linea en una
reaccion grave (anafilaxia) por alergia a alimentos!!!. Su administraciéon debe ser
intramuscular, adrenalina al 1:1.000, a dosis de 0,3-0,5 ml en adultos y 0,1 ml/kg
de peso en niflos (maximo de 0,3-0,5 ml). La absorcion es mejor en la regidn

anterolateral del muslo (vasto lateral), pero también se puede administrar en la
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zona deltoidea. Se debe repetir la dosis cada 5-15 minutos hasta control de los

sintomas y la presién arterial*?,

1.3.6.2. Tratamiento a largo plazo

Con todo lo expuesto anteriormente, es evidente que la dieta de eliminacion
del alimento sdlo se recomienda si existe una sensibilizacion con una clara historia
clinica, o bien tras un resultado claramente positivo tras la prueba de exposicion
oral®®. La educacién es el pilar fundamental en las dietas de eliminacién a largo
plazo. Los pacientes, sus familiares, personas cercanas, profesores y cuidadores,
deben ser instruidos en la lectura de las etiquetas de los alimentos, y en como
evitar los alérgenos alimentarios implicados, tanto dentro como fuera de casa. Es
importante recordar que los niveles de tolerancia pueden cambiar en el tiempo,
sobre todo en nifos, por lo que los pacientes deben ser evaluados a intervalos
regulares, para valorar si han desarrollado tolerancia y evitar asi dietas de

eliminacién innecesarias®°.

Los farmacos estabilizadores de los mastocitos, como el cromoglicato sddico,
gue inhibe la degranulacién de los mismos, han demostrado eficacia en algunos
estudios, pero la evidencia disponible no es suficiente para su recomendacion en el

tratamiento preventivo de las reacciones alérgicas'?>.

La inmunoterapia especifica con alérgenos ha obtenido buenos resultados en

algunos casos de reactividad cruzada pélenes-alimentos en diversos estudios!?*12,

sin embargo, en otros estudios los resultados obtenidos no son satisfactorios!?6-128,

El tratamiento con Omalizumab, anticuerpo anti-Ig monoclonal
humanizado, autorizado para el tratamiento del asma vy la urticaria, se ha estudiado

en varios trabajos publicados de alergia a alimentos y sus resultados parecen ser

beneficiosos, incrementando la dosis umbral de tolerancia al alimento!?® y la

rapidez en desensibilizaciones a alimentos, cuando se usa como adyuvante!?,
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1.4. Alergia a mostaza

La planta de la mostaza pertenece a la familia Brassicaceae, también
denominada Cruciferaceae (cruciferas), a la que también pertenecen el brécol, la
col, la coliflor, las coles de Bruselas, el nabo, el colinabo, el rabano, la colza y el
berro. Desde hace siglos la mostaza se ha usado en la cocina, sobre todo en salsas,

pero también como condimento en distintos platos, o en aderezos de ensaladas.

Existen dos grandes tipos de semillas de mostaza, la amarilla (Sinapsis alba
0 mostaza blanca) y la oriental (Brassica juncea o mostaza marrdn). Las semillas
de mostaza amarilla son mas grandes que las de la oriental, pero mucho menos
picantes, y suelen ser el ingrediente principal en las mostazas americanas. Sin
embargo, en Europa y China, suelen predominar las mostazas con semillas
orientales, mientras que en el Reino Unido suelen contener una mezcla de ambas
semillas. En Espafia el consumo de mostaza predomina en general, en forma de
salsas de mostaza. Las semillas de mostaza se pueden comercializar enteras en
grano, en polvo y procesadas en salsas de mostaza donde predominan las semillas

de mostaza amarilla.

A pesar de que es un alimento cuyo consumo es relativamente frecuente en
la mayoria de paises, la alergia a mostaza cladsicamente se ha considerado una
entidad poco frecuente, tango en niflos como adultos. No obstante, en los Ultimos
afnos, cada vez va teniendo mas importancia dentro de las alergias alimentarias.

Asi, en un estudio realizado en nifios en Francia en 1999!%°

, al estudiar los
alimentos que con mas frecuencia causaban alergia, la mostaza aparece,
sorprendentemente, en cuarto lugar, tras leche de vaca, el huevo y los cacahuetes.
El mismo grupo de trabajo investigd, posteriormente, un grupo de 36 nifios con
prick test positivo a mostaza, demostrando alergia en 15 de ellos mediante

131 En este estudio

provocacion oral controlada simple ciego contra placebo
concluyen que la alergia a mostaza comienza con frecuencia a edades tempranas y
gue en nifos, la clinica asociada a la misma no parece ser tan grave como en

adultos®3?.

También se ha estudiado la alergia a mostaza en adultos, asi Caballero vy
cols. en 2002 describen las caracteristicas clinicas de un grupo de 29 pacientes
alérgicos a mostaza, refiriendo casi el 50% de ellos reacciones anafilacticas'>2.
Estos hallazgos contrastan con los datos que existian hasta entonces con sélo

algunas publicaciones relatando casos de anafilaxia por alergia a mostaza en
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133-138

adultos Morisset y cols. en 2003 estudian 28 nifios y 2 adultos sensibilizados

a mostaza y realizan POCDCCP y también en simple ciego contra placebo en 24 de

ellos con un resultado positivo en el 23,3%%°.

Otro aspecto a tener en cuenta es que, en algunas ocasiones, la mostaza se
puede presentar como un alérgeno oculto, dificil de identificar, con los

consiguientes problemas diagnésticos que este hecho implical3138:140,

Este aumento de incidencia de alergia a mostaza en los Ultimos afios, junto
con su posible presentacion como alérgeno oculto, puede ser la razéon de que las
directivas de etiquetado de alimentos de la Unién Europea (Reglamento n©°
1169/2011)*' la incluyan en las listas de alimentos potencialmente mas

alergénicos.

Se han identificado varios alérgenos en la mostaza:

- Sin a 1: alérgeno mayoritario de la mostaza amarilla (Sinapsis
alba)’’’81%2 Es una proteina de reserva que pertenece a la familia de las
albiminas 2S, con un peso molecular de 14 kDa, resistente a proteasas y

143,144

tratamientos térmicos Se ha sugerido su papel como marcador

diagndstico de alergia a la mostaza'®°.

- Sin a 2: alérgeno minoritario de la mostaza amarilla, de 51 kDa,
formado por dos cadenas polipeptidicas de 36 y 23 kDa, que pertenece a

87,146

la familia de las leguminas (globulinas 11S) Se ha sugerido su

papel como marcador de gravedad de alergia a la mostaza'*®.

- Sin a 3: alérgeno minoritario de la mostaza amarilla, es una LTP de unos
12 kDa que presenta una identidad de secuencia de aminoacidos del

54% con la LTP del melocoton®®’.

- Sin a 4: alérgeno minoritario de la mostaza amarilla, de 13-14 kDa que
pertenece a la familia de las profilinas y que presenta una identidad de

secuencia de aminoacidos del 80% con la profilina del mel6n'*’.
- Bra j 1: alérgeno mayoritario de la mostaza oriental'*®, que al igual que

Sin a 1, pertenece a la familia de las albuminas 2S, con un peso

molecular de aproximadamente 16 kDa.

Javier Figueroa Rivero 51 Universidad de Las Palmas de Gran Canaria



Tesis Doctoral Sindrome de Alergia Cruzada Artemisa-Mostaza

1.5. Reactividad cruzada

El anticuerpo IgE reconoce tan sélo a un ndmero limitado de aminoacidos
del antigeno, denominado epitopo, que puede ser lineal o conformacional. Dado
gue son suficientes s6lo unos pocos aminoacidos para formar un epitopo, basta con
gue dos proteinas muestren una homologia parcial en su secuencia de aminoacidos
para que pueda existir reactividad cruzada entre ellas, es decir, para que sean
reconocidas por un mismo anticuerpo IgE. Muchas veces, estos epitopos forman

parte de proteinas con funciones similares!®.

Por tanto, es comprensible que exista reactividad cruzada entre especies
pertenecientes a la misma familia o a familias estrechamente relacionadas, tanto
entre alérgenos inhalados, como entre alérgenos alimentarios, debido a las
similitudes estructurales entre dichas especies, que hacen que compartan multiples

proteinas similares. Asi, estdn ampliamente descritas, entre otras, las reactividades

150-152 153-155

cruzadas entre distintos acaros del polvo , entre pdlenes de gramineas ,

156,157

entre cacahuete y otras leguminosas , entre la leche de vaca y otras leches de

origen animal**®%°, etc.

Sin embargo, si que llama la atencidn que en nifios mayores, adolescentes y
adultos, hasta el 60% de las alergias alimentarias mediadas por IgE estan
asociadas a alergias a alérgenos inhalados, existiendo en este caso una reactividad
cruzada entre especies muy distintas entre si. Ademas, a diferencia de la alergia
alimentaria clasica, donde la via de sensibilizacion primaria parece ser que ocurre
en el tracto gastrointestinal, y va dirigida sobre todo a alérgenos alimentarios
estables, la sensibilizacidon primaria en la mayoria de los sindromes de reactividad

cruzada entre inhalantes y alimentos, parece ser contra los alérgenos inhalados®®.

Para denominar a estos antigenos responsables de reactividad cruzada entre
especies que pertenecen a varias familias taxondmicas, se usa el término
panalérgeno!®. Muchos de estos panalérgenos son proteinas cuya secuencia se ha
conservado en la evolucion filogenética porque cumplen una funciéon importante en
la especie correspondiente; asi, pertenecen a grupos de proteinas de defensa, a
proteinas del citoesqueleto o a proteinas musculares®. También se ha descrito
reactividad cruzada IgE a hidratos de carbono, pero en la mayoria de los casos sin

significacion clinica®?.
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1.5.1. Reactividad cruzada podlenes-alimentos

Aunque los datos epidemioldgicos son escasos, no hay duda de que el
aumento de la alergia a polenes va a ir acompafiado de un incremento de las

55,163,164 En |os Ultimos afios se han

alergias cruzadas entre pdlenes y alimentos
descrito multiples reactividades cruzadas de este tipo, pero los resultados
publicados, en la mayoria de los casos no son concordantes. Esta discordancia no
es dificil de entender, si tenemos en cuenta que los pacientes pueden estar
sensibilizados a mas de un tipo de polen e incluso a otros alérgenos inhalados, la
existencia de reactividades cruzadas entre pdlenes, las variedades de pdlenes a los
gue los pacientes estdn expuestos debido a las diferencias geogréficas, y las

diferencias de habitos nutricionales entre las distintas poblaciones estudiadas.

La clinica de alergia alimentaria mas frecuentemente observada en estos
pacientes es el SA0%1!%, seguido en segundo lugar de las manifestaciones
cutédneas®® y, si bien son relativamente poco frecuentes, también pueden aparecer
reacciones graves anafilacticas'®>'%®, Como se describié previamente, esta clinica
va precedida habitualmente en el tiempo por la clinica respiratoria asociada a la
alergia al polen, siendo sélo excepcional que la alergia al polen permanezca silente
debutando primero la clinica alimentaria, por sensibilizacion a alimentos debida a la

reactividad cruzada®®’.

Los sindromes de reactividad cruzada entre pdlenes y alimentos de origen

vegetal que mas se han descrito en literatura se resumen a continuacion.

1.5.1.1. Sindrome abedul-alimentos vegetales

El sindrome abedul-alimentos vegetales es el mas frecuente y también el
mas estudiado, porque el polen de abedul (Betula spp) es la causa principal de
polinosis primaveral en el norte y centro de Europa, y en algunas zonas de América
del Norte y Australia. La mayor parte de los pacientes también estan sensibilizados
a otros arboles del orden Fagales como el avellano, y en mas de la mitad de los
casos, presentan alergia a alimentos de origen vegetal. Los alimentos mas
frecuentemente implicados son las frutas rosaceas (sobre todo la manzana), las
avellanas y las hortalizas de la familia Apiaceae (o Umbelliferae) como el apio y la

zanahoria. En menor frecuencia, también se ha descrito asociaciones a otros
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alimentos, como leguminosas (soja y cacahuete, fundamentalmente), kiwi, e
incluso a caqui y jaca.
La mayoria de los pacientes presentan manifestaciones clinicas leves, siendo

la mas frecuente el SAO, aunque se ha descrito reacciones sistémica graves,

165,166,168 170

incluyendo anafilaxia, con soja , con apio®® y zanahoria'’® (sobre todo si
asocian también sensibilizacién al polen de artemisa), con caqui*’* y con jaca'’?. De
forma caracteristica, la mayoria de los pacientes toleran estos alimentos una vez

cocinados, debido a la presencia de alérgenos termolabiles.

Mas del 95% de los pacientes con alergia a abedul reconocen el alérgeno
mayoritario Bet v 1. Alérgenos relacionados en alimentos de origen vegetal,
homodlogos al Bet v 1 (PR-10), han sido descritos como alérgenos mayoritarios en
los pacientes con alergia a alimentos con este sindrome de reactividad cruzada
abedul-alimentos vegetales®. Existen también alérgenos minoritarios (reconocidos
por el 10-32% de los pacientes alérgicos a abedul), dentro de los cudles también se
ha descrito algunos implicados en la reactividad cruzada con alimentos vegetales:
Bet v 2, Bet v 6, Bet v 7 y Bet v 8. La reactividad cruzada entre Bet v 1, Betv 2 o
Bet v 6 y frutas exoticas, ha sido descrita como causa de reacciones graves incluso
tras la ingestion por primera vez del alimento. Los alérgenos homdlogos al Bet v 1
generalmente estdn poco representados en los extractos comerciales para prick

test, lo que debe tenerse en cuenta cuando se sospeche este sindrome.

1.5.1.2. Sindrome artemisa-apio-especias

Como hemos descrito previamente, el polen de Artemisia vulgaris es una
causa frecuente de polinosis a final del verano en Europa. Aunque la reactividad
cruzada con alimentos es menos frecuente que con el polen de abedul, la clinica de
estas alergias alimentarias asociadas puede ser mas grave, como muestra el hecho
de que se haya descrito un nimero importante de casos de anafilaxia por apio en

pacientes mono-sensibilizados al polen de Artemisia'®®'73,

La alergia a las umbeliferas y su asociacion a la alergia al polen de artemisa
fué descrita por primera vez por Wuihtrich y cols. en 1984 en Suiza, donde al
estudiar un grupo de 31 pacientes alérgicos a apio, se observd que el 87% de ellos
eran alérgicos al polen de artemisa y el 52% alérgicos a la zanahorial’*. Ademas
del apio y la zanahoria, estos pacientes presentaban multiples sensibilizaciones, a

menudo asintomaticas, a especias de la familia de las umbeliferas (anis, perejil,
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hinojo, alcaravea, cilantro y anis). También se han asociado alimentos de otras
familias como Solanaceae (pimenton), Piperaceae (pimienta), Anacardiaceae
(mango) vy Liliaceae (ajo y cebolla)}’*”’, En el sindrome artemisa-apio-especias, el
SAO aislado es poco frecuente (0-10%), mientras que si lo son las reacciones
sistémicas, sobre todo la urticaria-angioedema, y en un porcentaje no desdefnable
el shock anafilactico (3-23%). Estos pacientes presentan generalmente la clinica
tanto tras el consumo del alimento crudo como cocinado®®:169:170:173-175,178,179
sugiriendo que los alérgenos responsables deben ser termoestables y resistentes a

las proteasas digestivas.

Existe un pequefo grupo de pacientes que, ademas de presentar reactividad
cruzada artemisa-apio-especias, presentan también sensibilizacion a abedul,
mostrando un cuadro clinico variable, con una mayor frecuencia del SAO (no tanto
como en el sindrome abedul-alimentos vegetales), pero también un nudmero

importante de reacciones sistémicas.

Desgraciadamente, todavia no se ha identificado un alérgeno concreto del
polen de Artemisia responsable de este sindrome de reactividad cruzada artemisa-
apio-especias, reconociendo estos pacientes profilinas, determinantes carbohidratos

de glicoproteinas y alérgenos con un peso molecular entre 40 y 60
KDa160,169,170,177,179,180

Recientemente se ha identificado el Art v 3, la LTP de la artemisa, como el
alérgeno responsable de la sensibilizacion a dicho polen en un grupo de pacientes

chinos alérgicos a melocot6én'8?,

1.5.1.3. Sindrome artemisa-alimentos vegetales en Espaiia

En Espaia existen tres estudios pioneros que describen la existencia de una
asociacion significativa entre la sensibilizacion al polen de artemisa y la alergia a
alimentos de origen vegetal®?® sugiriendo una reactividad cruzada que en uno

de ellos se demuestra mediante ensayos de RAST-inhibicién'82.

En nuestro pais se ha descrito una reactividad cruzada importante entre los
miembros de la familia Compositae, tanto entre los polenes (Artemisia,
Chrysanthemum, Matricaria, Ambrosia, etc.), como entre alimentos de la misma

185-188

familia (lechuga, manzanilla, etc.) y el polen de artemisa . También se ha
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demostrado reactividad cruzada con el cacahuete, frutos secos, frutas

rosdceas!8%184

, ¥ con la miel, aunque este Gltimo parece estar en relacion con la
presencia de polen de artemisa y de otras compuestas en la miel'®°,

La clinica descrita en los distintos estudios en este grupo de pacientes varia
de SAO a reacciones sistémicas, como urticaria, o mas graves, como anafilaxia, lo
gue sugiere la implicacién de alérgenos estables. Aunque los datos de los estudios
publicados hasta la fecha en Espafia no son concluyentes acerca de cudles son los
alérgenos implicados, parece ser que abarcan principalmente a las profilinas y las
LTP. La sensibilizacién a LTP, presente en el polen de artemisa (Art v 3) y en
multiples alimentos vegetales, es frecuente en la poblacidén espafiola, a diferencia
del centro de Europa, lo que podria explicar el distinto perfil de sensibilizaciones a
alimentos observado en la reactividad cruzada con polen de artemisa. En los
pacientes alérgicos a frutas rosaceas en Espana, las LTP son los alérgenos

109,190

responsables mas frecuentes , existiendo a menudo sensibilizacién asociada a

Art v 31, También se ha descrito reactividad cruzada entre el Art v 3 y las LTP de

melocotédn (Pru p 3) y de manzana (Mald d 3)'°!.

Ademads, como ya se ha
mencionado, las LTP son alérgenos estables y mas propensos a provocar reacciones

sistémicas.

En Gran Canaria, nuestro grupo de investigacién ha identificado una LTP en
la col, Bra o 3, que podria explicar la reactividad cruzada entre cruciferas y otros
alimentos vegetales como el melocotén, y que es reconocida por el 86% de los
pacientes alérgicos a col, presentando reactividad cruzada con Art v 3y Pru p 3'%2

(ver Anexo III).

1.5.1.4. Otros sindromes podlenes-alimentos vegetales

Se ha descrito otras muchas reactividades cruzadas entre pdlenes vy
alimentos de origen vegetal, si bien muchas de ellas no estan bien definidas, y en

muchos casos los alérgenos responsables no han sido identificados.

También se ha descrito reactividad cruzada entre polen de Platanus
acerifolia y alimentos vegetales!®®, sin embargo, ninguno de los alérgenos
mayoritarios (Pla a 1 y Pla a 2), ni la profilina de este polen, parecen ser los
responsables. En cambio, si que se ha descrito el alérgeno minoritario Pla a 3, una
LTP, como responsable de alergia cruzada entre polen de Platanus acerifolica y

melocotdn en el area Mediterrdneal®®. Cabe destacar que la alergia a frutas
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rosaceas es muy frecuente en esta area Mediterranea, incluida Espafia, donde es la
alergia a alimentos mas frecuente en adolescentes y adultos jovenes®®. En nuestro
pais (asi como en Italia), el alérgeno con mas frecuencia implicado es la LTP,
siendo la via de sensibilizacién primaria la ingestion de las frutas. Pero también
existe un grupo de pacientes alérgicos a frutas rosaceas donde el alérgeno
responsable es una profilina, de modo que la sensibilizacién primaria es, en este

grupo, la inhalacién de los podlenes.

En el sur de Europa y en la costa Mediterranea, la alergia al polen de Olea
europea es muy frecuente, habiéndose descrito reactividad cruzada con distintos

alérgenos del olivo: profilina, LTP y glucanasa!®* %,

Hace afios se postuld la posibilidad de reactividad cruzada entre polen de
Ambrosia, meldn y platano'®®, sin embargo, esto es poco probable, dado que en
una serie de 140 pacientes mono-sensibilizados al polen de ambrosia, ninguno de
ellos presentd reacciones adversas por alimentos vegetales, incluidos melén vy

platano.

Aunque a nivel mundial el polen de gramineas es el alérgeno inhalado mas
importante®®, su papel en sindromes de reactividad cruzada con alimentos
vegetales no esta claro. Se ha identificado profilinas en los pdlenes de gramineas,
pero la mayoria de los pacientes con reactividad cruzada entre estas profilinas y
otras similares de alimentos vegetales, no muestran clinica en las pruebas de

199

exposicion oral con el alimento correspondiente Se ha observado también

reactividad cruzada IgE a determinantes carbohidratos de glicoproteinas en

pacientes alérgicos al polen de gramineas, pero con pobre valor bioldgico®%2°,

1.5.2. Otros sindromes de reactividad cruzada con alimentos

Ademas de los sindromes de reactividad cruzada entre pdlenes y alimentos
vegetales, existen otras asociaciones ampliamente descritas entre otros alérgenos

inhalados y alimentos.

Sin duda, en nuestro entorno, el sindrome de alergia cruzada mas
importante es el sindrome de alergia acaros-mariscos. De hecho, los alérgenos
inhalados mas frecuentes en las Islas Canarias son los acaros y la alergia alimentos

mas frecuente en pacientes adultos es la alergia a mariscos®2. La alergia cruzada
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acaros-mariscos es debida a la tropomiosina, proteina muscular responsable de
muchos casos de reactividad cruzada entre invertebrados, y presente en los acaros
del polvo: Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 10) y Dermatophagoides farinae
(Der f 10); en la cucaracha: Periplaneta americana (Per a 7) y en la gamba:
Penaeus aztecus (Pen a 1). La clinica alimentaria abarca desde reacciones de SAO
hasta cuadros de anafilaxia y, en ocasiones, se puede producir simplemente por
inhalacion del vapor de coccion de los mariscos. Es muy frecuente el rechazo al
alimento por parte de los pacientes como Unica expresion clinica. Los mas
frecuentemente implicados son los crustaceos (gambas, langostinos, cangrejos,
etc.) y, en mucha menor frecuencia, los moluscos (almejas, mejillones, etc.) o los

cefalépodos (pulpo y calamar).

El sindrome de alergia latex-frutas se describié por primera vez en
19912%!, Desde entonces, se han descrito reactividades cruzadas entre la alergia al
latex (Hevea brasiliensis) y multiples alimentos, siendo los mas frecuentes el
platano, el aguacate, la castafia y el kiwi, que ademas son mas propensos a causar

202203 Otros alimentos, también asociados pero con menor

reacciones graves
frecuencia, son el higo, la papaya, la papa, la pifia, el tomate, la yuca, el curry, etc.
Las quitinasas de clase I (Hev b 6, Hev b 11) parecen ser los panalérgenos

responsables del sindrome latex-frutas!®?:2%4

, aunque otros alérgenos como la
profilina (Hev b 8) o la LTP (Hev b 12), pueden también jugar un papel importante

en algunos casos.

En el sindrome gato-cerdo, los pacientes presentan clinica respiratoria por
alergia a epitelio de gato y clinica alimentaria por la ingestion de carne de cerdo?°>
207 "E| alérgeno responsable parece ser la albimina de mamifero?®’, aunque otros

alérgenos podrian estar involucrados.

El sindrome ave-huevo agrupa pacientes con clinica respiratoria por
plumas, o derivados dérmicos de aves, y con alergia alimentaria a yema de huevo
de gallina. El alérgeno responsable es la albimina sérica de ave®®®, siendo la via
primaria de sensibilizacién su inhalacién?®. Es por tanto légico que pueda aparecer

reactividad cruzada con huevos y plumas de otras especies de aves?!°.
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2. HIPOTESIS

La alergia a alimentos es una patologia cuya prevalencia va en aumento en
los Ultimos afos. Segln datos de la Academia Europea de Alergia e Inmunologia
Clinica (EAACI) la alergia a alimentos afecta a mas de 17 millones de europeos,
especialmente a los nifios. En Espafia, los alergdlogos estiman que cerca de dos
millones de personas son alérgicas a alimentos. Ademas, una de las causas mas

frecuentes de anafilaxia son los alimentos.

Aunque tradicionalmente la alergia a mostaza se ha considerado una entidad
poco frecuente, desde hace unos afios cada vez va teniendo mas importancia
dentro de las alergias alimentarias, no sdlo por su frecuencia sino también por la
gravedad de las reacciones que produce, como demuestra el hecho que las
directivas de etiquetado de alimentos de la Unién Europea la incluyan en las listas

de alimentos potencialmente mas alergénicos.

Este hecho se viene observando también en la Ultima década en las
consultas de alergologia de los dos Hospitales de referencia de nuestra isla, donde
hemos atendido con frecuencia creciente a pacientes con sospecha de haber

padecido una reaccidn alérgica tras la ingestién de mostaza.

En los ultimos afios se han descrito multiples sindromes de reactividad
cruzada entre pdlenes y alimentos de origen vegetal con una clara influencia
geografica en cuanto a los pdlenes y a los alimentos implicados, explicada en parte
por la variabilidad polinica entre los distintos habitats y la variabilidad de las

costumbres dietéticas en las distintas regiones.

Para el disefio del presente estudio nuestra hipétesis de trabajo es que en
nuestro medio la alergia a mostaza es una patologia relevante y su asociacion con
la alergia al polen de artemisa, asi como con la alergia a otros alimentos de origen
vegetal, puede ser explicada por la existencia de un nuevo sindrome de reactividad

cruzada.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos primarios

De acuerdo con la hipotesis anterior el presente estudio se disend con los

siguientes objetivos primarios:

Analizar e identificar las reactividades cruzadas entre polen de
artemisa y alimentos de origen vegetal en el area centro vy

norte de Gran Canaria.

Describir y analizar las caracteristicas clinicas de los pacientes

alérgicos a mostaza en el area centro y norte Gran Canaria.

3.2. Objetivos secundarios

Los objetivos secundarios de este estudio han sido:

Javier Figueroa Rivero

Estimar la prevalencia de alergia al polen de artemisa en la
poblacion que acude a la consulta de Alergologia del Hospital

Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin.

Establecer un protocolo fiable y reproducible de pruebas de
exposicion oral controlada doble ciego contra placebo para el

diagnostico de alergia a mostaza.

Identificar, si es posible, un punto de corte de prueba
percutdnea (prick test) con mostaza que muestre una alta
especificidad y sensibilidad para el diagnostico de alergia a

mostaza.

Evaluar la reactividad cruzada entre la mostaza y otros

miembros de la familia Brassicaceae.
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4. MATERIAL Y METODOS

Para el disefio del estudio se reclutaron dos grupos de pacientes, un grupo de
pacientes alérgicos al polen de artemisa de nuevo diagndstico y otro grupo de

pacientes alérgicos a mostaza.

4.1. Pacientes

El grupo de pacientes alérgicos a artemisa se selecciond de la muestra de
pacientes que acudieron por primera vez a consulta en la Seccion de Alergologia del
Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin, donde se atienden tanto
ninos como adultos, durante un periodo de reclutamiento de siete meses. El Unico
criterio de inclusidon fue la sensibilizacidon cutanea (prick test positivo) al polen de
Artemisia vulgaris. Los criterios de exclusion fueron el padecimiento de alguna
patologia médica o psiquiatrica que impidiera la realizacion del protocolo de estudio

o, claro estd, que el paciente rehusara la participacion en el mismo.

El grupo de pacientes alérgicos a mostaza se selecciond de entre todos los
pacientes, tanto de nuevo diagndstico como ya conocidos, que acudieron a nuestra
Seccion de Alergologia durante el periodo de un afio. Se eligieron tanto a nifios
como adultos, siendo los criterios de inclusién el presentar una sensibilizacidon
cutanea (prick test positivo) a extracto comercial de mostaza y referir historia
clinica de reaccidén adversa inmediata tras la ingestion de mostaza sugestiva de ser
mediada por IgE. Los criterios de exclusion fueron los mismos que en el grupo

anterior.

El protocolo de estudio aplicado a ambos grupos consisti6 en la
cumplimentacion de un cuestionario clinico detallado, la realizacion de pruebas
cutdneas con una extensa bateria de alérgenos, tanto de alérgenos inhalados como

de alérgenos alimentarios, y en la extraccién de sangre para pruebas in vitro.

El cuestionario clinico, que se muestra en el Anexo I, incluyé datos de
filiacion de los pacientes (edad, fecha de nacimiento, sexo, raza, lugar de
residencia habitual y numero de historia clinica), una anamnesis respiratoria
completa (naturaleza, evolucion y gravedad de la patologia respiratoria vy

tratamientos actuales y previos), asi como una anamnesis detallada de alergia
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alimentaria (alimentos implicados y alimentos tolerados, nimero de reacciones,
tiempo de latencia entre la ingestion del alimento y la clinica, tipo e intensidad de
las reacciones, duracion de las mismas y tratamiento precisado para su control).
Ademads, se recogieron otros antecedentes personales médicos y quirdrgicos
relevantes y también los antecedentes familiares (atdpicos y no atdpicos), de todos

los pacientes incluidos en el estudio.

Al grupo de pacientes alérgicos a mostaza se les sometié ademas a pruebas
de exposiciones orales controladas doble ciego contra placebo con mostaza,
siempre y cuando estas provocaciones no estuvieran contraindicadas y el paciente

aceptara por escrito someterse a dicha prueba.

La parte experimental de la presente tesis se llevd a cabo cumpliendo con
las normas de buena practica clinica y con los principios éticos recogidos en la
Declaracion de Helsinki?!!. Todos los pacientes fueron informados acerca de los
objetivos del estudio, asi como de las caracteristicas de las exploraciones
complementarias y de los posibles riesgos e inconvenientes asociados con las
mismas. Todos ellos otorgaron su consentimiento por escrito para participar en el

estudio.

4.2. Sujetos controles

Para el grupo de pacientes alérgicos al polen de artemisa se seleccionaron
como controles pacientes alérgicos a acaros del polvo que acudian por primera vez

a consulta de alergia.

Para el grupo de pacientes alérgicos a mostaza se seleccion6 como poblacién
control sujetos alérgicos a &caros del polvo, siendo un criterio de exclusidon
presentar sensibilizacion a mostaza o referir algun tipo de clinica tras la ingestion

de la misma.

A todos los sujetos controles se les realizé el mismo protocolo de estudio
(cuestionario clinico, pruebas cutdneas en prick con alérgenos y extraccion de
sangre para estudio in vitro), a excepcion de las pruebas de exposicién oral con

mostaza.
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Para comprobar el correcto enmascaramiento de la salsa de mostaza en el
vehiculo elegido para las pruebas de exposicion oral controlada se eligieron quince
voluntarios sanos no alérgicos a mostaza a los que sélo se les realizé dicha prueba

de exposicion oral controlada en doble ciego contra placebo.

Todos los sujetos controles seleccionados aceptaron voluntariamente su

inclusién en el estudio y firmaron el correspondiente consentimiento informado.

4.3. Pruebas percutaneas por puncion

Las pruebas percutédneas por puncion o “prick test” se realizaron siguiendo el
procedimiento estandar®'??'8, Se deposité sobre la piel una gota de cada extracto
comercial alergénico a testar y, posteriormente se punciond a través de cada gota,
en direccidn perpendicular a la piel, con una lanceta estéril con una punta de 1 mm
(ALK-Abelld, Espafia)®*®. Se usé una lanceta individual para cada extracto. Las
gotas correctamente identificadas de cada uno de los extractos a testar se
colocaron en la superficie volar del antebrazo, manteniendo una separacion entre
ellas mayor de 2 cm, a una distancia de 5 cm de la mufieca y de 3 cm de la fosa
antecubital®®®. Se utilizé clorhidrato de histamina (10 mg/ml) como control positivo
y una solucién de glicerina y suero fisioldgico al 50% como control negativo. La
lectura de la prueba se realizé a los 15 minutos tras la puncion, midiéndose el
didmetro promedio de la papula o habodn, resultado de la suma del didmetro mayor
y el ortogonal obtenido en su punto medio, medidos en milimetros, dividido por
dos. Se considerd positivo un resultado mayor 6 igual a 3 mm comparado con el

control negativo?!?217:221,

En algunas ocasiones los extractos comerciales de alimentos son de una
calidad menor a la deseable, lo que da lugar a falsos negativos en los prick test. Por
ello se realiz6 con determinados alimentos la técnica de “prick-prick test”, que
consiste en puncionar en primer lugar el alimento fresco (la fruta o el vegetal

correspondiente) y posteriormente con la misma lanceta puncionar la piel.}!411°

Antes de realizar las pruebas percutaneas en cada paciente, se confirmd que

no habian recibido tratamiento previo con aquellos medicamentos que pueden

222-224

inhibir el resultado de dichas pruebas (antihistaminicos, B-adrenérgicos,??®
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226-228

o corticoides??%:23%)

antidepresivos

reflejan en la Tabla MM1.

, segun los plazos establecidos que se

Tabla MM1. Medicamentos que inhiben los resultados de los prick test:

periodo en el que deben evitarse antes de la prueba.

Antihistaminicos:

- Difenhidramina, clorfeniramina, tripelenamina: 1-3 dias
- Loratadina, desloratadina, terfenadina, prometacina, rupatadina: 3-4 dias
- Azelastina, cetirizina, levocetirizina, ciproheptadina, ebastina, fexofenadina, 3-10 dias
hidroxicina, mequitazina, mizolastina:
1-2
- Ketotifeno: meses
B-adrenérgicos: sélo por via oral o parenteral: 24-48
horas
Antidepresivos:
- Doxepina: 7 dias
- Desimipramina: 2 dias
Corticoides tépicos: 7 dias

Las pruebas percutdneas se realizaron con una bateria de extractos

comerciales (ALK-Abelld, Bial-Aristegui, CBF-Leti y Allergy Therapeutics; Espafia)

de alérgenos inhalados habituales, incluyendo:

= Acaros del polvo:
e Dermatophagoides pteronyssinus
e Dermatophagoides farinae
e Tyrophagus putrescentiae
e Euroglyphus maynei
e Lepidoglyphus destructor
* Acarus siro

e Blomia tropicalis
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= Hongos:

Aspergillus fumigatus
Cladosporium herbarum

Alternaria Alternata

= Pdlenes de arboles:

Olea europea
Betula verrucosa
Corylus avellana
Fagus grandifolia
Quercus alba
Ulmus americana
Platanus acerifolia
Fraxinus excelsior
Populus alba

Cupressus sempervirens

= Pdlenes de gramineas:

Lolium perenne

Dactylis glomerata
Anthoxanthum odoratum
Cynodon dactylon

Poa pratensis

Secale cereale

Avena Sativa

Triticum aestivum
Hordeum vulgare

Zea mays

= Pdlenes de malezas:

Artemisia vulgaris

Chrysanthemun leucanthemun

Taraxacum vulgare
Plantago lanceolata
Chenopodium alba
Salsola Kali

Solidago virgaurea
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e Atriplex lentiformis
* Helianthus annuus
e Parietaria judaica

e Urtica dioica

= Epitelios de animales:

e gato

e perro

* conejo
e caballo

e cucaracha

= Latex

Del mismo modo, se realizaron pruebas cutdneas con una bateria de

alimentos comunes, incluyendo:

= Alimentos de origen animal:
* Leche de vaca
* Clara de huevo
* Yema de huevo
* Pescado blanco
* Pescado azul
e lLangosta

e Calamar

= Alimentos de origen vegetal:
e Frutos secos: avellana, castafia, pipa de girasol y nuez
* Frutas rosaceas: melocotén, almendra y manzana
* Harinas: trigo, maiz y cebada
e Leguminosas: soja, cacahuete, lenteja, garbanzo y guisante
* Umbeliferas: apio y zanahoria
* Cruciferas o Brassicaceae: mostaza (Sinapsis alba), col y coliflor

» Otros: platano, kiwi, aguacate y pimienta
Las pruebas cutaneas con apio, zanahoria, pimienta, col y coliflor fueron

realizadas con la técnica de prick-prick test, que también fue la técnica usada para

las pruebas con la salsa de mostaza en los pacientes a los que se les realizd las
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pruebas de exposicién oral controlada con mostaza. El resto de pruebas cutaneas

con alimentos se realizaron mediante prick test con extractos comerciales.

4.4. Pruebas de exposicion oral con alimentos

Las pruebas de exposicién o provocacion oral controlada doble ciego contra
placebo (POCDCCP) se realizaron segun los consensos internacionales de
alergia®®122231.232_ por tanto, no se realizaron en aquellos pacientes con una historia
clinica clara de anafilaxial!® por ingestin de mostaza o cualquier otra

contraindicacién para la prueba de provocacién®31:232,

4.4.1. Enmascaramiento de la salsa de mostaza

Para las POCDCCP se usO una salsa de mostaza amarilla comercial libre de
metabisulfitos, cuya composicion era: semillas de Sinapsis alba (14%), agua,
vinagre, sal, circuma, pimentdn y clavo. Para camuflar dicha salsa de mostaza, de
manera que el paciente no fuera capaz de identificarla, se realizaron varias recetas
de enmascaramiento que se probaron en voluntarios sanos, hasta conseguir una
receta compuesta por una mezcla de yogur natural, extractos de limén y vainilla,
azlcar, sal y colorante amarillo, cuya composicién exacta se muestra en la Tabla
MM2.

En dichos voluntarios sanos se realiz6 una POCDCCP con 10 gramos de salsa
de mostaza, recogiendo datos no sélo de si eran capaces de identificar la presencia
de mostaza en las muestras, sino también si presentaban alguna sensacion de picor

o parestesias que pudiera confundirse con sintomas asociados a un SAO.
Obviamente, se comprobd que todos los pacientes toleraban todos los

ingredientes que formaban parte de dicha receta, asi como los ingredientes de la

salsa de mostaza, exceptuando claro estd las semillas de mostaza.
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Tabla MM2: Recetas de enmascaramiento de la salsa de mostaza para las
provocaciones orales controladas doble ciego contra placebo en pacientes

alérgicos a mostaza.

Placebo Salsa de mostaza
125 g de yogur natural + 0,5 ml de vinagre 115 g de yogur natural + 10 g de salsa de
+ 0,25 ml de colorante amarillo + una pizca mostaza
de sal

4 ml de extracto de vainilla + 1,75 ml de extracto de limén + 16 g de azlcar

4.4.2. Preparacion y aleatorizacion del doble ciego

Para asegurar el doble ciego, una vez elaboradas las preparaciones de
placebo y de salsa de mostaza, se ponian en recipientes idénticos y la misma
persona que se encargaba de dicha preparacién marcaba ambos recipientes, para
identificar placebo versus salsa de mostaza. Posteriormente forraba los recipientes
con papel de aluminio ocultando las marcas identificativas. Esta persona ya no

volvia a participa en la POCDCCP.

A continuacion, otra persona marcaba sobre el papel de aluminio las

7

preparaciones como “A” 6 “B”, sin saber cual correspondia a la salsa de mostaza.

Previamente se habian preparado 100 sobres idénticos con una nota dentro,
dénde se especificaba el orden de administraciéon de las preparaciones, 50 sobres
dénde la primera preparacion era A y 50 sobres donde la primera era B. Dichos
sobres estaban todos mezclados en una caja de donde se extraian aleatoriamente
antes de cada POCDCCP.

4.4.3. Administracion de las preparaciones

Las recetas se elaboraban la misma manana en el laboratorio de pruebas in
vivo de la Seccion de Alergologia del Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor
Negrin, administrdndose a cada paciente las dos preparaciones con un intervalo de
2 horas, de manera aleatoria primero el placebo o la salsa de mostaza, tal y como
se describe en el apartado anterior. Se administraron dosis crecientes (80, 240,

800, 2400 y 6480 mg) a intervalos de 15 minutos, hasta la aparicion de sintomas o
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hasta alcanzar una dosis acumulada de salsa de mostaza de 10 gramos

(correspondiente a 1400 mg de semillas de mostaza amarilla).

Para confirmar el diagndstico de alergia a mostaza, el paciente debia
presentar sintomas sugestivos de ser mediados por IgE tras la exposicidn oral con
salsa de mostaza y, ademas, ausencia de los mismos tras la exposicion oral al
placebo. A aquellos pacientes que presentaron un resultado negativo en la
POCDCCP que querian comer mostaza sin restricciones se les propuso una prueba
de exposicidon oral controlada en abierto con 25 gramos de salsa de mostaza (3500

mg de semillas de mostaza amarilla).

4.5. Pruebas de laboratorio

Todas las pruebas in vitro, incluidos los ensayos de CAP-inhibicion se
realizaron en el laboratorio de la Seccion de Alergologia del Hospital Universitario

de Gran Canaria Doctor Negrin.

4.5.1. IgE total e IgE especificas.

Tanto en todos los pacientes que participaron en este estudio como en los
sujetos controles incluidos se realizaron determinaciones de IgE total y de IgE
especifica al polen de artemisa, a mostaza, col, coliflor, brécol y cualquier otro
alimento sospechoso de ser la causa de una reaccién adversa. Para dichas
determinaciones se usO el sistema de inmunoensayo enzimatico automatizado

UniCAP (Pharmacia Diagnostics, Uppsala, Suecia)?3*:23

, siguiendo las instrucciones
del fabricante. Aunque algunos autores han propuesto nuevos valores de referencia
de la IgE total*®® en nuestro estudio preferimos continuar usando los cldsicos
propuestos por Dati et al**®:

e Recién nacidos: <1,5 kU/L

» De1ab5afos: <60 kU/L
 De 6 a9 afos: <90 kU/L

+ De 10 a 15 afios: <200 kU/L
* Adultos: <100 kU/L

Se consideraron IgE especificas positivas las superiores a 0,35 kU/L%*.
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4.5.2. Ensayos de CAP-inhibicion

Para investigar la posible existencia de reactividad cruzada in vitro se
realizaron ensayos de CAP-inhibicion. Estos ensayos, de manera general, consisten
en tratar de demostrar la reactividad cruzada entre dos alérgenos, A y B. Para ello,
se selecciona un suero que posea anticuerpos IgE especificos, conocidos y en
cantidad suficiente (>3,5 kU/L), frente a los dos alérgenos. Dicho suero se incuba
con distintas concentraciones del alérgeno A y, posteriormente, se determinan las
IgE especificas frente a B. De este modo, si los niveles de IgE especificas frente a B
disminuyen a medida que aumenta la concentracion del alérgeno A, existe
reactividad cruzada entre A y B. La explicacién de este hecho, como describimos
previamente, es la similitud de secuencia de aminoacidos entre los epitopos de A y
B, que conlleva que la IgE especifica frente a B se una también al alérgeno A en el
suero, produciendo asi una disminucion de los valores de IgE especifica libre frente

a B cuando realizamos las determinaciones en CAP.

En nuestro estudio, se mezclé el suero de 5 pacientes alérgicos a la
mostaza, todos ellos con valores de IgE especificas elevados (superiores a 3,5
kU/L), tanto frente a mostaza como frente al polen de artemisa. De esa mezcla de
sueros sin diluir se extraia 50 pl, para afiadirle seguidamente otros 50 pl de 5
diluciones progresivas al 1/10 de una solucidon inhibidora en tampdn fosfato salino
(PBS), pH 7,4, conteniendo 0,03% (peso/volumen) de albimina sérica. Los
inhibidores usados fueron extractos comerciales de mostaza (Bial-Aristegui,
Espafia), Artemisia vulgaris (ALK-Abelld, Espafia) y Cladosporium herbarum -
hongo que se usé como control negativo- (ALK-Abelld, Espafia). Después de una
hora de incubacion a temperatura ambiente se determind mediante el sistema
UniCAP los niveles de IgE especifica a mostaza y polen de artemisa para averiguar
la tasa de inhibicidon reciproca. El protocolo de laboratorio se puede consultar en el
Anexo II. Se realizaron ensayos de inhibicion similares con los 5 sueros de manera

individual y con los mismos extractos inhibidores, pero en este caso sin diluir.

Del mismo modo se obtuvo el suero de 11 pacientes con IgE especificas
superiores a 3,5 kU/L frente a col, coliflor y brécol, y que ademas referian sintomas
tras la ingestion de dichos vegetales. De la mezcla de dichos sueros se extrajeron
muestras de 50 pl que, a su vez, se mezclaron con 50 pl de los mismos extractos
inhibidores mencionados arriba, determinando esta vez los valores de IgE

especificas frente a col, coliflor y brécol, también mediante el sistema UniCAP.
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4.6. Analisis estadistico

Para la realizacién de todos los analisis estadisticos se usd el programa
informatico SPSS v15.

Para comprobar la distribucion normal de las variables continuas se usé el

test de Kolmogorov-Smirnov.

Para comparar medias de variables continuas se usé la prueba de t de
Student realizando previamente la prueba de Levene para evaluar la igualdad de
las varianzas. Se usé la prueba de chi-cuadrado para comparar las variables

categoricas cualitativas.

Para el manejo estadistico de los datos de IgE, se asigno el valor 0 kU/L a
los resultados de <0,35 kU/L, el valor 2000 kU/L para resultados >2000 kU/L y el
valor 100 kU/L para los resultados >100 kU/L. Para hallar las medias de la IgE total
en las muestras se eligid la media geométrica, debido a las caracteristicas de la
variable. Sin embargo, para determinar las medias de la IgE especifica se prefirid la
media aritmética, ya que la media geométrica sélo es relevante si todos los datos
de la muestra son positivos, de modo que si uno de los datos es 0 entonces la

media geométrica seria 0.

Para evaluar el rendimiento diagnostico de la prueba cutanea en prick con
extracto comercial de mostaza, del prick-prick con salsa de mostaza y de la IgE
especifica a mostaza, se recurrio al calculo del area bajo la curva (AUC), de la curva

ROC (caracteristica operativa del receptor).

Un valor de p menor a 0,05 fue considerado significativo.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas generales

5.1.1. Grupo de alérgicos a artemisa

Durante el periodo de inclusion de siete meses, un total de 1080 pacientes
acudieron por primera vez a nuestra Seccién de Alergologia del Hospital
Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin, siendo atoépicos (historia clinica
personal o familiar de alergia + prick test positivo a alérgenos inhalados) el 65,6%
de ellos (708 pacientes). Sélo cuarenta y dos de los 1080 pacientes estaban
sensibilizados al polen de artemisa (3,9%) y fueron incluidos en el estudio. Por
tanto, la prevalencia de sensibilizacion al polen de artemisa en los sujetos atdpicos,

vistos en nuestra consulta en un periodo de siete meses, fue del 5,93%.

Las caracteristicas generales demograficas de estos cuarenta y dos
pacientes alérgicos al polen de artemisa se resumen en la Tabla R1. La edad media
+ desviacidn estandar (DE) fue de 24,8 = 11,5 afios, con un rango de 6 a 72, y con
sOlo cinco pacientes por debajo de 14 afios. En la muestra existia un predominio de

mujeres (23:19).

El motivo de consulta mas frecuente fue la clinica nasal, en veinticuatro de
ellos (57,1%), seguido de clinica bronquial, en cuatro pacientes (9,5%). Otros

motivos de consulta fueron:

- urticaria/angioedema: tres pacientes (7,1%)

- anafilaxia: tres pacientes (7,1%),

- reaccion adversa con medicamentos: tres pacientes (7.1%)
- reaccion adversa con alimentos: tres pacientes (7,1%)

- clinica tanto nasal como bronquial: un paciente (2,3%)

- dermatitis: un paciente (2,3%)
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Tabla R1. Caracteristicas generales de los 42 pacientes alérgicos al

polen de artemisa.

N° de Edad Sexo Sintomas atépicos IgE total
paciente (clinica respiratoria) (kU/L)
1 26 F Rinitis 57
2 23 F Rinitis 361
3 14 F Rinitis 350
4 25 M - 50
5 29 F Rinitis, Asma Bronquial 221
6 24 M Rinitis, Asma Bronquial 115
7 24 F Rinitis, Asma Bronquial 1234
8 39 F Rinitis 294
9 11 M Rinitis 83
10 27 F Rinitis, Asma Bronquial 681
11 6 M Rinitis, Asma Bronquial >2000
12 15 M Asma Bronquial 130
13 29 M Rinitis 314
14 28 M Rinitis, Asma Bronquial 735
15 7 M Rinitis, Asma Bronquial 488
16 10 M Rinitis, Asma Bronquial 254
17 34 M Asma Bronquial 141
18 34 M Rinitis 105
19 23 M Rinitis 26
20 72 M Rinitis 898
21 19 M Rinitis 145
22 19 M Rinitis 635
23 17 M Rinitis, Asma Bronquial 78
24 33 M Rinitis, Asma Bronquial 113
25 16 M Rinitis 653
26 30 F Rinitis, Asma Bronquial 171
27 30 F Rinitis 166
28 18 F Rinitis 294
29 15 F Rinitis 771
30 15 F Rinitis, Asma Bronquial 194
31 30 F Rinitis 242
32 24 F Rinitis, Asma Bronquial 261
33 24 F Rinitis, Asma Bronquial 895
34 23 F Rinitis 256
35 23 F Rinitis, Asma Bronquial 650
36 34 F Rinitis 71
37 20 F Rinitis, Asma Bronquial 197
38 44 F Rinitis 120
39 32 F Rinitis 36
40 31 F Rinitis 490
41 10 M Rinitis, Asma Bronquial 238
42 33 F Rinitis, Asma Bronquial 113

F: femenino; M: masculino.

Todos los pacientes a excepcion de uno referian clinica respiratoria (97,6%).
De estos cuarenta y un pacientes atdpicos alérgicos al polen de artemisa, veintiuno
padecian rinitis (51,2%), dieciocho padecian tanto rinitis como asma bronquial
(43,9%) y dos solo presentaban asma bronquial (4,9%). No se encontraron

diferencias significativas en los distintos motivos de consulta (p=0,986) ni en la
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clinica respiratoria diagnosticada (p=0,722) entre el grupo de estudio y el grupo

control.

La IgE total variaba en un rango que iba desde 26 hasta >2000 kU/L, con
una media geométrica de 232,28 kU/L, estando dentro de los limites normales®*®
en nueve pacientes (21,4%) y sin existir diferencias significativas con el grupo

control.

En la Figura R1 se muestran los municipios donde residian habitualmente los
pacientes del presente estudio. Observamos que los pacientes del grupo de
alérgicos al polen de artemisa vivian en Las Palmas de Gran Canaria y Teror en su
mayoria, y el resto distribuidos en Valleseco, Galdar, Guia y San Mateo,

principalmente.

Figura R1: Municipio habitual de residencia del grupo de pacientes

alérgicos al polen de artemisa y del grupo de alérgicos a la mostaza
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5.1.2. Grupo de alérgicos a mostaza

Treinta y ocho pacientes fueron incluidos en el grupo de alérgicos a mostaza
(Tabla R2). La edad media (+ DE) fue de 22,3 = 9,1 afios (rango de 3 a 41), con
cinco pacientes menores a 14 afios y con un ligero predominio de la mujeres
(20:18).

Treinta y cinco pacientes (92,1%) referian clinica respiratoria y, entre ellos,
la clinica mas frecuentemente observada fue rinitis asociada a asma bronquial, que
aparecia en veinte de los treinta y cinco (57,1%), mientras que trece de ellos sélo
presentaban rinitis (37,1%) y dos sbélo asma bronquial (5,7%). En cuatro pacientes

se observé dermatitis atdpica asociada a la clinica respiratoria.

El rango de IgE total era de 12 a 2000 kU/L, con una media geométrica de

250,4 kU/L, estando dentro de los limites normales®*® en diez pacientes (26,3%).

La mayoria de estos pacientes alérgicos a mostaza vivian en Las Palmas de
Gran Canaria (Figura R1), siendo el segundo lugar de residencia habitual Teror,
seguido en menor frecuencia por, San Mateo, Galdar, Firgas y Valleseco,

principalmente.
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Tabla R2. Caracteristicas generales de los 38 pacientes alérgicos a mostaza

N° de Edad Sexo Sintomas atdpicos IgE total
paciente (clinica respiratoria) (kU/L)
1 24 F Rinitis, Asma bronquial 1234
2 18 F Rinitis, Asma bronquial 12
3 23 F Rinitis 361
4 39 F Rinitis 294
5 14 F Rinitis 350
6 26 F Rinitis 57
7 25 M - 49
8 31 M Rinitis, Asma bronquial 158
9 29 F Rinitis, Asma bronquial 221
10 15 F Rinitis, 95
11 24 M Rinitis, Asma bronquial 115
12 15 M Rinitis, Asma bronquial 1516
13 28 F Rinitis, Asma bronquial 322
14 17 M Rinitis 78
15 41 F Rinitis, Asma bronquial 241
16 15 M Rinitis, Asma bronquial 212
17 11 M Rinitis 82
18 26 F Rinitis 596
19 8 M Rinitis 309
20 9 M Rinitis, Asma bronquial >2000
21 27 F Rinitis, Asma bronquial 681
22 6 M Rinitis, Asma bronquial >2000
23 15 M Asma bronquial 130
24 3 M Rinitis, Asma bronquial 308
25 29 M Rinitis 314
26 16 M Rinitis 739
27 24 F Asma bronquial 895
28 23 F Rinitis 256
29 20 F - 45
30 33 F Rinitis, Asma bronquial 113
31 35 F Rinitis, Asma bronquial 36
32 28 M Rinitis 294
33 37 F Rinitis, Asma bronquial >2000
34 29 M Rinitis, Asma bronquial 448
35 28 F - 39
36 17 M Rinitis, Asma bronquial 349
37 23 F Rinitis, Asma bronquial 650
38 15 M Rinitis, Asma bronquial 309

F: femenino; M: masculino.
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5.2. Sensibilizaciones a alérgenos inhalados

5.2.1. Grupo de alérgicos a artemisa

En la Tabla R3 se muestra la sensibilizaciéon a otros alérgenos inhalados en
los pacientes alérgicos a artemisa. Obviamente, dado que era un criterio de
inclusion en el estudio, las pruebas cutaneas en prick test con polen de artemisa
eran negativas en todos los sujetos controles y positivas en todos los pacientes de
la muestra, con una didmetro de papula (media = DE) de 5,9 = 2,6 mm (rango de 3
a 15). La IgE especifica a artemisa fue positiva en treinta pacientes (71,4%) con
una media (= DE) de 11,39 + 22,35 kU/L (rango de <0,35 a >100), siendo negativa

en todos los controles.

Treinta y un pacientes (73,8%) estaban sensibilizados acaros del polvo vy
veinticinco (59,5%) a epitelios de animales. Se encontrd sensibilizacion a hongos
en cuatro pacientes (9,5%) y a latex en dos pacientes (4,8%). No se objetivaron
diferencias significativas respecto al grupo control en las sensibilizaciones a
animales (p=0,51), hongos (p=0,167) o latex (p=0,152).

En total, cuarenta y un pacientes, es decir un 97,6% de los pacientes
alérgicos al polen de artemisa, estaban sensibilizados a otros pdlenes (Tabla R3),
mostrando diferencias muy significativas (p<0,001) respecto al grupo control.
Treinta y nueve pacientes presentaron prick positivo al polen de otras malezas
(92,9%), siendo las mas frecuentes Chrysanthemun (n=30), Taraxacum (n=20) y
Plantago (n=20). En treinta y un casos se observd sensibilizacion al polen de
arboles (73,8%), con Ulmus (n=19), Fraxinus (n=15) y Olea (n=13) como
maximos representantes, siendo menor la sensibilizaciéon a polen de Betula (n=9);
y en veintitrés pacientes aparecié sensibilizacion al polen de gramineas (54,8%),
siendo las mas observadas Triticum (n=16), Avena (n=15), Poa (n=15) y Lolium
(n=15).
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Tabla R3. Sensibilizaciones a alérgenos inhalados en pacientes alérgicos al

polen de artemisa.

Polen de artemisa

N° Pprick 1gE Otros polenes* Otros alérgenos inhalados

(mm) especifica

(kU/L)

1 6 5,26 malezas, gramineas, arboles -
2 7 3,29 malezas, arboles -
3 5 42,9 malezas, arboles acaros, animales
4 3 1,44 malezas, arboles -
5 4 1,15 malezas, arboles -
6 4 <0,35 malezas, arboles acaros, animales
7 10 64,7 malezas, gramineas, arboles acaros, animales
8 3 <0,35 malezas, arboles acaros, animales, hongos
9 3 <0,35 - acaros
10 5 24,6 malezas, arboles acaros, animales
11 9 83,5 malezas acaros, animales
12 3 0,55 malezas, gramineas, arboles animales, hongos
13 7 1,4 malezas, gramineas, arboles acaros
14 3 <0,35 malezas, arboles acaros, animales
15 5 18,26 malezas acaros
16 5 <0,35 malezas, arboles acaros
17 6 <0,35 malezas, gramineas, arboles acaros
18 15 17,19 malezas, gramineas, arboles animales, latex
19 3 <0,35 gramineas acaros, animales
20 7 13,26 malezas, gramineas, arboles acaros, animales, latex
21 7 0,82 gramineas -
22 8 2,87 malezas, gramineas, arboles acaros, animales
23 4 1,74 malezas, gramineas, arboles acaros
24 7 <0,35 malezas, gramineas, arboles animales
25 5 2,71 malezas, gramineas, arboles acaros, animales, hongos
26 6 12,97 malezas, gramineas acaros, animales
27 4 1 malezas, gramineas, arboles acaros
28 7 >100 malezas, arboles acaros
29 10 6,96 malezas, arboles acaros, animales
30 3 <0,35 malezas, gramineas, arboles acaros, animales
31 5 7,91 Malezas acaros, animales
32 5 <0,35 malezas, gramineas, arboles acaros, animales
33 5 15 malezas, gramineas, arboles acaros, animales, hongos
34 3 0,65 malezas, gramineas acaros,
35 5 28,1 malezas, gramineas, arboles acaros, animales
36 5 <0,35 malezas -
37 9 1,09 malezas acaros, animales
38 10 11,29 malezas, arboles acaros
39 5 <0,35 malezas, gramineas, arboles animales
40 3 5,17 malezas, gramineas -
41 3 0,44 malezas, gramineas, arboles acaros, animales
42 4 2,16 malezas, arboles acaros, animales

N°: nimero de paciente.

* Otros polenes excluyendo polen de artemisa.
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5.2.2. Grupo de alérgicos a mostaza

Igualmente se objetivaron multiples sensibilizaciones a alérgenos inhalados
en los pacientes alérgicos a mostaza (Tabla R4). Veinte y seis de ellos estaban
sensibilizados a &caros del polvo (68,4%), veintidés a epitelios de animales
(57,9%), seis a hongos (15,8%) y cuatro mostraban prick positivo a latex (10,5%).
No se encontraron tampoco diferencias significativas en sensibilizacién a hongos,
animales o latex, entre este grupo de pacientes alérgicos a mostaza y el grupo

control.

Treinta y siete de los treinta y ocho pacientes alérgicos a mostaza (97,4%)
mostraron sensibilizacion cutanea al polen de Artemisia vulgaris, con una didmetro
de papula (media = DE) de 5,6 =+ 3,2 mm (rango de 1 a 20). Ademas, treinta y
cuatro de ellos también presentaron IgE especifica positiva al polen de artemisa,
con una media (= DE) de 11,67 = 21,76 kU/L (rango de <0,35 a 83,5). Esta
asociacion fue muy significativa en comparacion con el grupo control de alérgicos a
acaros del polvo (p<0,001) (Tabla R4).

Treinta y cinco pacientes (92,1%) ademas estaban sensibilizados a otros
pblenes. Los treinta y cinco estaban sensibilizados a podlenes de otras malezas
(excluyendo artemisa), con Chenopodium y Chrysantemun (26 casos cada uno)
como maximos exponentes; veintiocho pacientes (73,7%) al polen de arboles,
siendo Ulmus (n=25) y Platanus (n=15) los mas frecuentes, mientras que el de
Betula (n=11) se observd con una frecuencia menor; y veinte pacientes (52,6%) al
polen de gramineas, con predominio de Poa (n=14), Lolium (n=13) vy
Anthoxanthum (n=13). Estas asociaciones fueron estadisticamente muy

significativas (p<0,001) cuando se compararon con el grupo control.
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Tabla R4. Sensibilizaciones a alérgenos inhalados en pacientes alérgicos a

mostaza

Polen de artemisa

N° prick IgE Otros pélenes* Otros alérgenos inhalados
(mm) especifica
(kU/L)
1 10 64,70 malezas, gramineas, arboles acaros, animales
2 4 0,76 malezas, arboles -
3 7 3,29 malezas, arboles -
4 3 <0,35 malezas, arboles acaros, hongos, animales
5 5 42,90 malezas, arboles acaros, animales
6 6 5,26 malezas, gramineas, arboles animales, latex
7 3 1,44 malezas, arboles -
8 1 <0,35 - acaros, animales
9 4 1,15 malezas, arboles -
10 6 7,75 malezas, arboles acaros
11 4 <0,35 malezas, arboles acaros, animales
12 6 3,79 malezas, gramineas, arboles acaros, animales
13 5 0,64 malezas, arboles acaros, animales, latex
14 5 4,01 malezas hongos
15 10 3,51 malezas, gramineas -
16 6 0,77 malezas, arboles -
17 3 <0,35 - acaros
18 20 4,63 malezas, gramineas, arboles acaros, animales
19 8 21,10 malezas, gramineas acaros, hongos, animales
20 5 24,60 malezas, gramineas, arboles &caros, hongos, animales, latex
21 7 23,70 malezas, arboles acaros, animales
22 9 83,50 malezas acaros, animales
23 3 0,55 malezas, gramineas, arboles hongos, animales
24 4 2,67 malezas, gramineas, arboles acaros, animales
25 7 1,40 malezas, gramineas, arboles acaros
26 9 0,46 malezas, gramineas, arboles acaros, animales
27 5 15,00 malezas, gramineas, arboles acaros, hongos, animales
28 3 0,65 malezas, gramineas acaros
29 8 2,62 malezas, gramineas, arboles -
30 4 2,16 malezas, arboles acaros, animales
31 4 82,80 malezas, gramineas, arboles acaros
32 4 0,69 malezas, gramineas, arboles -
33 4 0,57 malezas, gramineas acaros, animales, latex
34 5 1,00 malezas acaros
35 3 3,16 - -
36 3 3,08 malezas, gramineas, arboles acaros, animales
37 5 28,10 malezas, gramineas, arboles acaros, animales
38 3 1,08 malezas, gramineas, arboles acaros, animales

N°: nimero de paciente.

* Otros polenes excluyendo polen de artemisa.

Javier Figueroa Rivero

91 Universidad de Las Palmas de Gran Canaria



Tesis Doctoral Sindrome de Alergia Cruzada Artemisa-Mostaza

5.3. Sensibilizaciones a alérgenos alimentarios

5.3.1. Grupo de alérgicos a artemisa

En los cuarenta y dos pacientes alérgicos al polen de artemisa se
encontraron sensibilizaciones a alimentos de origen vegetal en treinta y dos de ellos
(76,2%), como muestra la Tabla R5, presentando manifestaciones clinicas de
alergia alimentaria veintidds (68,8% de los pacientes sensibilizados a alimentos lo
gue se corresponde con el 52,4% del total de sujetos alérgicos al polen de
artemisa). Se identificaron multiples alimentos de origen vegetal implicados en
dichas sensibilizaciones, describiéndose un total de 350 sensibilizaciones
alimentarias, siendo sintomaticas 119 de ellas (34%). Las principales
manifestaciones clinicas observadas fueron: sindrome de alergia oral (62,2%),

urticaria/angioedema (33,6%), anafilaxia (2,5%) y asma bronquial (1,7%).

Veintiocho de los cuarenta y dos pacientes alérgicos a artemisa estaban
sensibilizados a mostaza (66,7%), con sintomas clinicos asociados en diecisiete de
ellos, incluyendo clinica grave de anafilaxia en dos casos (Tabla R5). El resultado
del didmetro medio (media + DE) del habdén en prueba cutdnea con extracto de
mostaza comercial en los pacientes alérgicos al polen de artemisa fue de 2,7 = 2,4
mm (rango de 0 a 12 mm). La determinacién de IgE especifica a mostaza fue
positiva en 19 pacientes (45,2%), con una media (+ DE) de 1,11 = 1,97 kU/L
(rango de <0,35 a 7,71 kU/L). Veinte y seis pacientes (61,9%) estaban
sensibilizados a otros miembros de la familia Brassicaceae (excluyendo mostaza),
refiriendo sintomas siete de ellos: cinco relataban SAO y los otros dos
urticaria/angioedema. Tanto las sensibilizaciones a mostaza como a otros miembros
de la familia Brassicaceae en los pacientes alérgicos al polen de artemisa fueron

muy significativas (p<0,001), comparadas con el grupo control (Figura R2).
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Tabla R5. Sensibilizaciones a alérgenos alimentarios en pacientes alérgicos al polen

de artemisa

Mostaza
No Prick 1gE Clinica Otras sensibilizaciones a alimentos
(mm) especifica referida de origen vegetal
(ku/1)
1 5 1,74 SAO bra, ros, leg, sec, maiz, umb, act
2 5 0,85 SAO bra, ros, leg, sec, maiz, umb
3 5 7,69 U/AE bra, ros, leg, sec, maiz, umb, act
4 4 1,22 SAO bra, ros, leg, sec, maiz, act
5 3 <0,35 SAO bra, ros, leg, sec, maiz
6 3 <0,35 U/AE bra, sec, maiz, umb
7 3 1,17 U/AE bra, ros, leg, sec, maiz, umb
8 3 0,95 SAO bra, ros, leg, sec, maiz, umb
9 3 1,1 SAO bra, leg, sec
10 4 2,06 SAO bra, ros, leg, sec, maiz
11 3 4,69 U/AE bra, leg, sec, umb, act
12 12 2,35 SAO bra, ros, leg, sec, maiz, umb
13 3 6,22 U/AE bra, ros, leg, sec, maiz, umb, act
14 3 <0,35 - bra, ros, leg, sec, umb
15 3 <0,35 - -
16 0 <0,35 - -
17 3 <0,35 - bra, ros, leg, sec, maiz, umb
18 3 1,15 - bra, leg, sec
19 0 <0,35 - -
20 3 <0,35 - leg, sec, umb
21 0 <0,35 - -
22 0 <0,35 - leg
23 3 <0,35 - bra, ros, leg, sec, maiz
24 0 <0,35 - -
25 0 <0,35 - -
26 0 <0,35 - ros, sec
27 0 <0,35 - -
28 0 0,57 - umb
29 3 <0,35 - bra, sec, umb
30 5 <0,35 - bra, leg, sec, maiz, umb
31 0 <0,35 - -
32 6 <0,35 - bra, ros, sec, umb
33 6 1,31 SAO bra, ros, leg, sec, maiz, umb, act
34 4 2,01 SAO bra, ros, leg, sec, maiz
35 3 7,71 A bra
36 0 <0,35 - -
37 0 <0,35 - -
38 3 1,06 - bra, leg, sec, umb
39 0 <0,35 - ros
40 0 <0,35 - -
41 4 0,86 - bra, ros, leg, sec, umb
42 4 2,06 A bra, ros, leg, sec, maiz, umb

N©°: numero de paciente; U/AE: urticaria/angioedema; SAO: sindrome de alergia oral; A: anafilaxia;
bra: familia Brassicaceae excluyendo mostaza; ros: familia Rosaceae incluyendo almendra; leg:
leguminosas incluyendo cacahuete; sec: frutos secos excluyendo almendra y cacahuete; umb: familia
Umbelliferae; act: familia Actinidiaceae.
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Otras sensibilizaciones a alimentos observadas en el grupo de alérgicos a
mostaza se muestran también en la Tabla R5 y en la Figura R2: frutos secos
(excluyendo cacahuete y almendra) en veinte y siete pacientes (64,3%), diecisiete
de ellos con manifestaciones clinicas; leguminosas (incluyendo cacahuete) en
veinticuatro (57,1%), siete de ellos con clinica; frutas de la familia Rosaceae
(incluyendo almendra) en veinte pacientes (47,6%), catorce de ellos con sintomas;
familia Umbelliferae también en veinte pacientes (47,6%), todos ellos
asintomaticos; y maiz en diecisiete pacientes (40,5%), tres de ellos con clinica.
Todas estas sensibilizaciones alimentarias observadas fueron estadisticamente muy
significativas (p<0,001) al compararlas con el grupo control. También se objetivd
una asociacion significativa (p=0,011) con la familia Actinidiaceae (kiwi) respecto al
grupo control, apareciendo esta sensibilizacién en 6 pacientes (14,3%), dos de ellos

con manifestaciones clinicas.

Figura R2: Grupo de alérgicos a artemisa: sensibilizaciones
significativas a alimentos de origen vegetal
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* Excluyendo mostaza.

** Excluyendo almendra y cacahuete.
# Incluyendo cacahuete.

3 Incluyendo almendra.
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Se observaron otras sensibilizaciones alimentarias en el grupo de pacientes
alérgicos al polen de artemisa, pero sin que alcanzaran significacion estadistica
respecto al grupo control, entre ellas, a la pimienta en cinco pacientes (11,9%),
todos ellos asintomaticos; a otros alimentos de origen vegetal, pero en porcentajes

mucho menores; y a mariscos en seis pacientes (14,3%).

Ningin paciente del grupo de los cuarenta y dos alérgicos al polen de
artemisa presentd clinica de anafilaxia inducida por ejercicio por alergia a

alimentos.

Veinte y uno de los veintidds pacientes alérgicos al polen de artemisa que
presentaban alergia a alimentos (95,5%), referian que la clinica respiratoria habia
precedido a la clinica de alergia alimentaria. En el paciente restante este dato fue

imposible de determinar con seguridad.

Cuando se analizé sblo el subgrupo de pacientes alérgicos al polen de
artemisa que ademas estaban sensibilizados a mostaza (n=28), los porcentajes de
sensibilizacion a alimentos de origen vegetal observados fueron mucho mas altos
(Figura R3), mostrando sensibilizacion a otros alimentos de la familia Brassicaceae
(excluyendo mostaza) veintiséis pacientes (92,9%), a frutos secos (excluyendo
cacahuete y almendra) también veintiséis sujetos (92,9%), a leguminosas
(incluyendo cacahuete) veintitrés casos (82,1%), a la familia Rosaceae (incluyendo
almendra) dieciocho (64,3%), a la familia Umbelliferae (apio y zanahoria)
diecinueve pacientes (67,9%) y a maiz diecisiete (60,7%). Ademas, al comparar
estas asociaciones alimentarias que acabamos de describir entre los dos subgrupos
de pacientes alérgicos al polen de artemisa, esto es, el subgrupo de sensibilizados a
mostaza (n=28) frente al subgrupo sin sensibilizacion a mostaza (n=14) las
diferencias encontradas fueron muy significativas (p<0,001). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas entre los dos subgrupos mencionados respecto
a la sensibilizacion a pimienta, a la familia Actinidiaceae, ni a ninguna otra

sensibilizacion alimentaria observada.
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Figura R3: Grupo de alérgicos a artemisa: sensibilizaciones
significativas (p<0,001) a alimentos de origen vegetal en

subgrupo de alérgicos a mostaza (n=28)
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* Excluyendo mostaza.

** Excluyendo almendra y cacahuete.
# Incluyendo cacahuete.

8 Incluyendo almendra

5.3.2. Grupo de alérgicos a mostaza

En esta muestra de alérgicos a mostaza, el prick test con extracto comercial
de mostaza fue positivo en todos los pacientes (criterio de inclusion), con una
papula (media = DE) de 6,7 = 3,6 mm; y la IgE especifica a mostaza fue positiva en
treinta y cinco de los treinta y ocho pacientes (92,1%), con una media (= DE) de
3,21 £ 4,85 kU/L (rango de <0,35 a 24 kU/L) (Tabla R6).

La clinica asociada a la ingestion de mostaza mas frecuente referida por los
pacientes fue el sindrome de alergia oral en dieciocho casos (47,4%), seguido de
cerca por urticaria/angioedema en dieciséis (42,1%). Tres pacientes referian

anafilaxia (7,9%) y otro anafilaxia inducida por ejercicio (2,7%).
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Tabla R6. Sensibilizaciones a alérgenos alimentarios en pacientes alérgicos

a mostaza
Mostaza
N° Prick* IgE# Cl2%8 Prick-prick POCDCCP Otras sensibilizaciones a
salsa de (sintomas- alimentos de origen vegetal
mostaza* * dosis# #)
1 3 1,17 U/AE 4 neg bra, sec, leg, ros, umb
2 14 1,68 SAO 6 SAO-44,8 bra, sec, leg, maiz, ros, umb, act
3 5 0,85 SAO 6 SA0O-44,8 bra, sec, leg, ros, umb
4 3 0,95 SAO 5 neg bra, sec, leg, ros, umb
5 5 7,69 U/AE 4 neg bra, sec, leg, ros, umb, act,
6 5 1,74 SAO 6 SAO-44,8 bra, sec, leg, ros, umb, act
7 4 1,22 SAO 6 neg bra, sec, leg, ros, act
8 10 0,75 U/AE 9 SAO-156,8 bra, sec, leg, maiz, ros, umb
9 3 <0,35 SAO 6 SA0O-44,8 bra, sec, leg, ros
10 8 0,46 U/AE 6 neg bra, sec, leg, maiz, ros, umb
11 3 <0,35 U/AE 6 neg bra, sec, umb
12 10 1,73 SAO 9 SA0-492,8 bra, sec, leg, ros, umb
13 7 1,74 U/AE 5 neg bra, sec, leg, ros, umb, act
14 10 0,45 U/AE 5 neg bra, sec, leg, maiz, ros, umb, act
15 15 24 SAO 13 A-156,8 bra, sec, leg, ros, umb, act
16 7 0,91 U/AE 4 U-44,8 bra, sec, leg, ros
17 3 1,10 SAO 3 SAO-156,8 bra, sec, leg, maiz
18 7 0,50 U/AE nr nr bra, sec, leg, ros, umb
19 6 3,34 U/AE nr nr bra, sec, leg, ros
20 8 9,75 A nr nr bra, sec, leg, ros
21 4 2,06 SAO nr nr bra, sec, leg, ros
22 3 4,69 U/AE nr nr bra, sec, leg, maiz, umb, act
23 12 2,35 SAO nr nr bra, sec, leg, ros, umb
24 4 0,98 U/AE nr nr bra, sec, leg, ros, umb, act
25 3 6,22 U/AE nr nr bra, sec, leg, ros, act, umb
26 9 7,49 SAO 5 SAO-156,8 bra, sec, leg, maiz, ros, umb
27 6 1,30 SAO 6 neg bra, sec, leg, ros, umb, act
28 4 2,01 SAO 8 neg bra, sec, leg, ros
29 16 0,70 SAO nr nr bra, sec, leg, ros, umb
30 4 2,06 A nr nr bra, sec, leg, ros, umb
31 10 2,42 SAO 6 SAO-156,8 bra, sec, leg, ros, umb, act
32 7 17 SAO 14 SA0O-44,8 bra, sec, leg, ros, umb
33 11 1,99 U/AE 8 AE/AB-156,8 bra, sec, leg, ros, umb, act
34 6 1,85 SAO 5 SA0O-44,8 bra, sec, leg, ros
35 5 <0.35 AIE nr nr bra, sec, leg, ros, umb, act
36 6 0,42 U/AE nr nr bra, sec, leg, ros
37 3 7,71 A nr nr bra, maiz
38 4 0,62 U/AE nr nr bra, sec, leg, ros

* Prick en mm con extracto comercial de mostaza.
# IgE especifica a mostaza (kU/L).

38 Clinica por ingestiéon de mostaza referida por los pacientes en historia clinica.

** Prick prick con salsa de mostaza usada para la prueba de exposicién oral controlada.

## Resultado de la prueba de exposicién oral controlada doble ciego contra placebo, sintomas
observados y dosis con la que se produce la clinica expresada en miligramos de semillas de
mostaza amarilla (14% del total de dosis de salsa de mostaza).

N©°: numero de paciente; U/AE: urticaria/angioedema; SAO: sindrome de alergia oral; A: anafilaxia;
AIE: anafilaxia por alergia a alimentos inducida por ejercicio; neg: negativa; U: urticaria; nr: no
realizado; AE/AB: angioedema y asma bronquial; bra: familia Brassicaceae excluyendo mostaza; sec:
frutos secos excluyendo almendra y cacahuete; leg: leguminosas incluyendo cacahuete; ros: familia
Rosaceae incluyendo almendra; umb: familia Umbelliferae; act: familia Actinidiaceae.
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El grupo de sujetos alérgicos a mostaza también mostré una amplia
variedad de sensibilizaciones alimentarias asociadas (Tabla R6), apareciendo 578
sensibilizaciones en los treinta y ocho individuos, refiriendo los pacientes
manifestaciones clinicas en 242 de ellas (41,9%). Estas manifestaciones clinicas
observadas fueron: SAO (48,8%), urticaria/angioedema (40,1%), anafilaxia
(3,7%), anafilaxia inducida por ejercicio por alergia alimentaria (2,5%) y asma
bronquial (1,7%).

Todos los pacientes de la muestra (100%) presentaron sensibilizacidon
cutdnea en prick test a otros alimentos de la familia Brassicaceae (excluyendo
mostaza), mostrando manifestaciones clinicas quince de ellos (39,5%). Nueve
pacientes eran alérgicos tanto a col como a coliflor, cinco de ellos sélo a col y sélo
un paciente era alérgico a col, coliflor y brécol. Entre la clinica referida habia un
caso de anafilaxia y otro de anafilaxia inducida por ejercicio por alergia alimentaria,
ambos tras la ingestiéon de col cruda. Se determind también IgE especifica a col,
coliflor y brécol con resultado positivo de al menos alguna de ellas en treinta y siete
de los pacientes (97,4%), con unas medias (= DE) para col de 9,79 + 15,31 kU/L
(rango de <0,35 a 76,6 kU/L), para coliflor de 12,98 + 19,47 kU/L (rango de <0,35
a 89,8 kU/L) y para brécol de 10,94 = 15,88 kU/L (rango de <0,35 a 69,3 kU/L).
Estos resultados, tanto de pruebas cutdneas como de IgE especificas con col,
coliflor y brécol, fueron muy significativos (p<0,001) al compararlos con el grupo

control.

Otras sensibilizaciones a alimentos encontradas en el grupo de alérgicos a
mostaza fueron: frutos secos (excluyendo cacahuete y almendra) en treinta y siete
pacientes (97,4%), treinta de ellos con manifestaciones clinicas; leguminosas
(incluyendo cacahuete) en treinta y seis (94,7%), veinte de ellos alérgicos; frutas
de la familia Rosaceae (incluyendo almendra) en treinta y cuatro casos (89,5%),
veintiséis de ellos con sintomas; maiz en treinta sujetos (78,9%), nueve de ellos
con clinica; familia Umbelliferae en veintiséis pacientes (68,4%), todos ellos
asintomaticos; y familia Actinidiaceae en catorce casos (36,8%), cuatro de ellos
alérgicos. Todas estas sensibilizaciones alimentarias observadas fueron
estadisticamente muy significativas (p<0,001) al compararlas con el grupo control
(Figura R4). Ademas, se encontraron otras sensibilizaciones no significativas como
a pimienta en ocho casos (21,1%), solo en uno de ellos sintomatica; y también a

otros alimentos de origen vegetal y animal.
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Figura R4: Grupo de alérgicos a mostaza: sensibilizaciones
significativas (p<0,001) a alimentos de origen vegetal
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* Excluyendo mostaza.

** Excluyendo almendra y cacahuete.
# Incluyendo cacahuete.

8 Incluyendo almendra.

Seis pacientes fueron diagnosticados de anafilaxia inducida por ejercicio por
alergia a alimentos. Los alimentos implicados fueron melocotdon, cacahuete,
castafia, platano, pipa de girasol y uno de los pacientes presenté dicho cuadro
tanto tras la ingestion de mostaza como de col. El tiempo de latencia entre la
ingestion del alimento y la reaccion inducida por el ejercicio variaba entre treinta y
noventa minutos, y el tipo de ejercicio desencadenante fue jugar al futbol en tres

pacientes, correr en dos de ellos y entrenamiento en gimnasio en uno.

En veintinueve (82,9%) de estos pacientes alérgicos a mostaza la clinica

respiratoria habia precedido a la clinica de alergia alimentaria.
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5.4. Exposicion oral controlada en doble ciego

A catorce pacientes del grupo de alérgicos a mostaza no se les realizd la
POCDCCP con mostaza, bien porque referian sintomas graves que Ila

231,232

contraindicaban (cuatro casos), o bien porque los pacientes no dieron su

consentimiento para someterse a ella.

En la Tabla R6 se recogen los resultados de la POCDCCP en los veinticuatro
pacientes restantes. Se les realizo prick-prick con la salsa de mostaza que se usdé
para la provocacién oral, siendo el resultado positivo en todos ellos con un didmetro
medio de papula (media =+ DE) de 6,5 + 2,6 mm (rango: 3-14 mm), sin diferencias
significativas con los resultados observados con el prick con mostaza comercial en

el mismo grupo de pacientes.

El resultado de la POCDCCP (Figura R5) fue positivo en 14 pacientes
(58,3%), siendo la manifestacidn clinica mas frecuente observada el SAO, en once
pacientes (78,6%).

Figura R5: Resultados de la prueba de exposicion oral
controlada doble ciego contra placebo con salsa de
mostaza.

ENEGATIVA
O SINDROME DE ALERGIA
ORAL

OURTICARIA Y ASMA
BRONQUIAL

EURTICARIA

OANAFILAXIA
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La clinica de SAO referida por los pacientes fue la clasica descrita para este
sindrome: prurito y leve angioedema de labios, lengua, paladar y garganta, con
una rapida resolucion de los sintomas y sin secuelas. Un paciente presentd
angioedema y asma bronquial, otro presentdé un cuadro de urticaria, y otro de los

pacientes desarrollé un cuadro de anafilaxia (Figura R5).

Todos los pacientes mejoraron por completo tras la reacciéon en menos de 90
minutos, permaneciendo asintomaticos y sin secuelas antes de ser dados de alta
del laboratorio de pruebas in vivo de la Seccion de Alergologia del Hospital

Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin.

La paciente n° 15 presentd un cuadro de anafilaxia tras la administracion de
la tercera dosis de salsa de mostaza. Aunque tenia unos valores elevados de
prueba cutadnea en prick y de IgE especifica a mostaza, la clinica que referia con la
ingestion de la misma era Unicamente de SAO. Durante la POCDCCP la paciente
presentd, tras una dosis acumulada de 156,8 mg de semillas de mostaza amarilla,
una reaccion que comenzo6 con prurito orofaringeo inmediato a la ingestion de la
tercera dosis, seguido de estornudos y prurito nasal, eritema facial, disnea
sibilante, vémitos y dificultad para la deglucion con hipotension arterial (TA: 90/50
mmHg con una TA basal previa al inicio de la prueba de 130/90 mmHg). De
manera inmediata se administré adrenalina intramuscular al 1:1000 dosis de 0,5
ml, precisando una segunda dosis igual a los 15 minutos. Ademas se administro
metilprednisolona intravenosa (60 mg), salbutamol nebulizado (2 cc en 3 cc de
suero fisioldgico, tres dosis con intervalos de 20 minutos), solucién salina al 0,9%
(500 cc en 15 minutos) y dexclorfeniramina intravenosa (5 mg). El cuadro remitio
por completo a los 70 minutos permaneciendo la paciente en observacion en el
servicio de urgencias hasta el dia siguiente. Se realizaron determinaciones de
triptasa sérica, en el momento de inicio de la reaccion, dos horas tras el comienzo
de la misma, y una determinacién basal una semana después con resultados de
22,3 ug/L, 23,6 ug/Ly 11,4 ug/L respectivamente. Ademas, como se muestra en
la Figura R8 con el suero de la paciente se realizd inhibicion de CAP a punto final y
por duplicado mostrando una inhibicidon reciproca importante >50% entre polen de

artemisa y mostaza.

Como se refleja en la Tabla R6, la mitad de los catorce pacientes con
POCDCCP positiva (50%) reaccionaron con la segunda dosis de administracién del
protocolo, la de 240 mg de salsa de mostaza, es decir, tras recibir una dosis

acumulada de 320 mg de salsa de mostaza (equivalente a 44,8 mg de semillas de
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mostaza amarilla). Seis pacientes (42,9%) reaccionaron con la tercera dosis, 1120
mg acumulados de salsa de mostaza (equivalente a una dosis acumulada de 156,8
mg de semillas de mostaza amarilla); y sélo un paciente (7,1%) reacciono tras la
cuarta dosis, 3520 mg acumulados de salsa de mostaza (492,8 mg de semillas de
mostaza amarilla). No se encontraron asociaciones significativas entre valores de
prick test o de IgE especificas y las dosis con las que aparecia la clinica durante la
POCDCCP.

Cuatro de los diez pacientes con resultado de POCDCCP negativo y que
querian comer mostaza, aceptaron someterse a una provocacién oral en abierto
con 25 g de salsa de mostaza (3,5 g de semillas de mostaza amarilla) en una

hamburguesa, con buena tolerancia en todos ellos.

Al comparar los resultados del prick test con extracto comercial de mostaza
de los pacientes con POCDCCP positiva, con los resultados que mostraban los
pacientes con POCDCCP negativa, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05), con un resultado (media = DE) de 8,2 + 3,7 mm en aquellos
con provocacion positiva, frente a 5,3 = 2,4 mm en los que ésta fue negativa. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos, ni al
comparar los valores de IgE especifica a mostaza, ni al comparar los resultados del

prick-prick con salsa de mostaza.

Ademas, se realizd una curva ROC tanto con los valores de prick con
extracto comercial, como con los de prick-prick con salsa de mostaza, asi como con
los valores de IgE especifica a mostaza (Figura R6). Se obtuvo un area bajo la
curva (AUC) de 0,736 con un intervalo de confianza (IC) del 95% de 0,534-0,937
para el prick con extracto comercial de mostaza, siendo los dos puntos de corte
mejores para el diagndstico de alergia a mostaza, el valor de 8,5 mm, con una
especificidad del 90% vy una sensibilidad del 50%, y el valor de 4,5 mm, con una
especificidad del 50% y una sensibilidad del 85,7%.

Para el prick-prick con mostaza y para la IgE especifica a mostaza el AUC

fue de 0,661 (95% IC, 0,442-0,879) y de 0,636 (95% IC, 0,407-0,879)

respectivamente (Figura R6).
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Figura R6. Curvas ROC en pacientes sometidos a exposicién oral con

mostaza controlada doble ciego contra placebo
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5.5. Ensayos de CAP-inhibicion

El resultado de los ensayos de CAP-inhibicion con la mezcla de sueros de
cinco pacientes alérgicos a mostaza se muestra en la Figura R7. El porcentaje de
inhibicion reciproca entre mostaza y polen artemisa a maximas concentraciones,
esto es la capacidad de la mostaza de inhibir la uniéon de IgE a artemisa en fase
solida y viceversa fue mayor al 50%, alcanzandose inhibiciones menores al 20%

con el control de Cladosporium herbarum.

Figura R7. Ensayo de CAP-inhibicion entre mostaza y artemisa con mezcla

de suero de cinco pacientes alérgicos a mostaza.
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También se investigé la maxima inhibicién reciproca entre mostaza y polen
de artemisa con cada uno de los cinco sueros por separado (Figura R8). Cuando se
us6 mostaza en fase sdlida, los niveles maximos de inhibicién de polen de artemisa
variaron entre un 28 y un 100%; mientras que con artemisa en fase sdlida, los
porcentajes maximos de inhibicion de mostaza oscilaban de un 19 a un 83%,

expresando una gran variabilidad individual en la reactividad cruzada.

Figura R8. CAP-inhibicion entre mostaza y artemisa con suero individual de

los pacientes alérgicos a mostaza numeros 5, 15, 20, 22 y 37.
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Del mismo modo se realizaron experimentos de CAP-inhibicidon con el suero
de once pacientes alérgicos a mostaza que también eran alérgicos a col, coliflor y
brécol, cuyos resultados se muestran en las Figuras R9a, R9b y R9c. El extracto
comercial de mostaza fue capaz de inhibir la unién a IgE de los respectivos
alimentos pertenecientes a su misma familia (Brassicaceae) en fase sélida en un
porcentaje que iba del 28 al 88%; a su vez el extracto de polen de artemisa lo hizo
en un porcentaje del 32 al 90%, mientras que el control con el extracto de

Cladosporium herbarum no alcanzaba porcentajes de inhibicion significativos.

Figura R9a. Ensayos de CAP-inhibicion entre artemisa, mostaza y otros

miembros de la familia Brassicaceae. Agente inhibidor: mostaza
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Figura R9b. Ensayos de CAP-inhibicion entre artemisa, mostaza y otros

miembros de la familia Brassicaceae. Agente inhibidor: artemisa
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Figura R9c. Ensayos de CAP-inhibicion entre artemisa, mostaza y otros
miembros de la familia Brassicaceae. Agente inhibidor: Cladosporium

herbarum
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6. DISCUSION

Aunque la alergia al polen de artemisa no es de las mas frecuentes en
nuestro medio, afectando a aproximadamente un 6% de los pacientes atdpicos
vistos en nuestra consulta en un periodo de sietes meses, el hecho de que presente
una asociacion significativa con la alergia a mostaza y con otros alimentos de
origen vegetal, le confiere una gran relevancia clinica, como demuestran los datos

del presente estudio que analizaremos a continuacion.

En Canarias, la principal causa de sintomas alérgicos es la sensibilizacion a
acaros del polvo, jugando también un papel etiolégico importante los epitelios de
animales®’. Por tanto, no es de extrafiar que ambas sensibilizaciones aparezcan en
un porcentaje elevado en los sujetos de nuestro estudio. Ademas, la clinica
asociada mas frecuente en los pacientes de nuestro medio, es la rinitis y el asma
bronquial, como también se observa en los pacientes en el presente trabajo (Tablas
R1y R2).

Un hallazgo que no estaba descrito, y que revelan los resultados de nuestro
estudio, es la existencia de una intensa asociacion, estadisticamente significativa,
entre la alergia al polen de artemisa y la alergia a mostaza en la poblacidn
estudiada, como refleja el hecho de que cerca del 67% de pacientes del grupo de
alérgicos a artemisa estén sensibilizados a mostaza; y que un porcentaje auln
mayor, superior al 97%, de los pacientes del grupo de alérgicos a mostaza,
muestre sensibilizacion al polen de artemisa. Lejos de quedarse ahi, esta asociacion
va acompafiada de multiples sensibilizaciones significativas a distintos alimentos de
origen vegetal, que varia en los dos grupos de nuestro estudio, de un promedio
superior a 8 sensibilizaciones por paciente en el grupo de alérgicos a artemisa,
hasta un promedio por encima de 15 sensibilizaciones por paciente en el grupo de
alérgicos a mostaza; con un porcentaje de clinica asociada a dichas
sensibilizaciones en torno al 34% y al 42%, respectivamente. Es decir, no sélo
existen una cantidad extraordinariamente elevada de sensibilizaciones alimentarias,
sino que ademas, dichas sensibilizaciones se traducen en manifestaciones clinicas

en un porcentaje importante de las mismas.

Al igual que se ha descrito en otros sindromes de reactividad cruzada entre
polenes y alimentos”®17>177:238-241 = anarece una gran variedad de familias de

alimentos de origen vegetal implicadas. Desde el punto de vista metodoldgico,
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decidimos agrupar las familias de alimentos siguiendo en la medida de lo posible el
orden taxondmico. Por ello, la almendra la incluimos en el grupo de las rosaceas vy
el cacahuete en el de las leguminosas. De esta manera, encontramos asociaciones
estadisticamente significativas con las familias Brassicaceae, Rosaceae,
Leguminoseae, Umbelliferae, Actinidiaceae, asi como con los frutos secos y el maiz,
como se refleja en las Figuras R2, R3 y R4. Llama la atencidn que cuando se analiza
la sensibilizacion a alimentos en el grupo de alérgicos a artemisa, comparando los
dos subgrupos de esa muestra (alérgicos a artemisa con o sin sensibilizacion a
mostaza), se encuentran diferencias estadisticamente significativas, lo que nos
hace pensar que la mostaza es un alimento especialmente relevante en este

sindrome de reactividad cruzada que hemos descrito.

Analizando todos los pacientes del estudio, observamos que, dentro de las
familias de alimentos con asociacion significativa, ademas de la mostaza, los mas
frecuentes son otros miembros de la familia Brassicaceae y los frutos secos, con
porcentajes de asociacion superiores al 90%, seguido de las leguminosas, con
porcentajes superiores al 80% vy, por detrads, las rosaceas y el maiz, con unos
porcentajes mas variables de asociacion (entre un 60 y un 90%). Todas estos
alimentos mencionados, a los que nuestros pacientes estdn sensibilizados, son
responsables de reacciones alérgicas en distintos porcentajes, que van desde un

30% hasta el 80%, segun los grupos.

Ademas de ser estadisticamente significativas, estas asociaciones se
presentan en unos porcentajes de sensibilizacion y de repercusion clinica superiores
a los descritos en otros estudios en nuestro pais, siendo estas diferencias mucho
mas llamativas con la mostaza, asi como con las otras cruciferas. Hernandez y

2 ya en 1985, describen en Murcia a 40 pacientes alérgicos a multiples

cols.'®
alimentos de origen vegetal, encontrando sensibilizaciones en al menos el 25% de
ellos, a nuez, pipa de girasol, almendra, datil, castafa, cacahuete, uva, avellana y
melocotén (por orden decreciente). Ademas, la sensibilizacion polinica mas
frecuente y significativa asociada fue el polen de artemisa (72%). Mediante RAST-
inhibicion, se comprobd que la artemisa inhibia en un 80-90% al guisante y al
cacahuete. Con posterioridad, Caballero y cols.!®3, describen en nifios una
asociacion entre sensibilizacién al polen de artemisa y otras compuestas, con
alimentos vegetales de las familias Compositae, Fagaceae, Brassicaceae,
Betulaceae y Leguminoseae. Otro estudio interesante en nuestro pais, es el de
Garcia Ortiz y cols.’®, ya que describen 84 pacientes monosensibilizados al polen

de artemisa, encontrando alergia a alimentos en el 27% de ellos, siendo los
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alimentos mas frecuentes implicados la miel (61%), la pipa de girasol (48%) y, en
porcentajes menores (4-17%), la manzanilla, el pistacho, la avellana, la lechuga, la

cerveza, la almendra, el cacahuete, la zanahoria y la manzana.

A diferencia de los estudios publicados en nuestro pais, no encontramos en
nuestro grupo de pacientes asociaciones significativas a lechuga o la manzanilla.
Sin embargo, si que encontramos, al igual que en dichos estudios, sensibilizaciones
significativas a la pipa de girasol, que también pertenece a la familia Compositae.
Tampoco aparece en nuestro grupo de pacientes asociacion significativa a la miel.
Sin embargo, dado que se ha postulado que esta asociacion entre polen de
artemisa y alergia a miel, puede estar relacionada con la presencia de dicho polen
en la miel'®, la explicacién podria ser el patrén de polinosis a artemisa en nuestra

area geografica, asi como los habitos de consumo de miel en nuestro entorno.

Por otro lado, otra asociacion significativa observada en nuestro trabajo, vy
gue también se ha descrito en algun estudio espafiol aislado con porcentajes bajos
de asociacion'®®, pero sobre todo descrita en el centro y norte de Europa®®t7>176.177,
es con las umbeliferas. La sensibilizacion a umbeliferas en nuestros pacientes
alcanza porcentajes cercanos al 70%. Sin embargo, llama la atencion que, a

diferencia de otros sindromes de reactividad cruzada descritos en Europa®®®!’?,

en
los pacientes de nuestro estudio, dichas sensibilizaciones no se traducen en
ninguna manifestacién clinica, siendo asintomaticas en todos ellos. Una posible
explicacion podria ser los habitos dietéticos de nuestra zona, donde las umbeliferas
se suelen consumir habitualmente cocinadas y con mucha menor frecuencia crudas.
La pimienta, otro alimento implicado en la reactividad cruzada con el polen de

artemisa96'175'177,

también aparece en nuestra poblacion de estudio con una
asociaciéon porcentualmente importante (de un 12 a un 20%), aunque no
estadisticamente significativa y con escasa relevancia clinica (s6lo un paciente con

sintomas).

Otros dos alimentos que destacan en nuestro trabajo de manera
estadisticamente significativa, y no descritos en estudios previos de reactividad
cruzada entre polen de artemisa y alimentos vegetales, son la harina de maiz y el
kiwi (familia Actinidicaeae). El maiz o “millo”, como se denomina comidnmente en
Canarias, es un alimento habitual en la gastronomia de nuestra Comunidad, tanto
para elaborar variedades de gofio (harina de maiz tostada), como para formar
parte de los potajes, anadiendo la “pifia” (mazorca) de millo o bien como producto

procesado en conserva para acompanar distintos platos. Es, por tanto, un alimento
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que se consume ampliamente en nuestro entorno, si bien, siempre cocinado, lo que
puede explicar la poca clinica asociada en los sujetos de nuestro estudio que
estaban sensibilizados. En cuanto al kiwi, alimento originario de China, es una fruta
gue se ha introducido hace relativamente poco en Europa, aunque en los ultimos
afios se estd viviendo un incremento, tanto de su consumo como de su cultivo en
nuestro pais. También en Gran Canaria se ha implantando su cultivo en diferentes

zonas de la isla (Valleseco, Valsequillo, etc.).

En la mayoria de los pacientes de nuestra muestra que presentaban alergia
a alimentos y alergia respiratoria, la clinica respiratoria precedia a la clinica
alimentaria, lo que sugiere que nos encontramos ante una alergia a alimentos de
clase II y, por tanto, ante una reactividad cruzada entre polen de artemisa y
alimentos vegetales. Ademas, en el grupo de pacientes alérgicos a mostaza, llama
la atencidon que los cuatro nifos descritos también presentaban sensibilizaciéon a
pélenes y otros alérgenos inhalados y, la clinica respiratoria también precedia a la
clinica alimentaria en tres de ellos, siendo imposible de determinar este hecho en el

paciente de 3 afios de edad.

Para demostrar que estas asociaciones observadas eran debidas a un
fenomeno de reactividad cruzada, se llevd a cabo ensayos de CAP-inhibicidn,
demostrando una reactividad cruzada reciproca parcial entre el polen de artemisa y
la mostaza al usar mezcla de sueros de cinco pacientes alérgicos a mostaza (Figura
R6). Sin embargo al realizar los mismos ensayos, pero esta vez, con los sueros de
los cinco pacientes por separado, se observé una gran variabilidad individual
(Figura R7), lo que podria a su vez explicar que la inhibicidon cruzada reciproca

fuese solo parcial al usar la mezcla de sueros.

Se observa en los pacientes del estudio sensibilizaciones a multiples polenes
ademas del polen de artemisa. Dado que el criterio de inclusion en uno de los
grupos era la alergia al polen de artemisa, y que hemos demostrado la asociacidon
de la alergia a la mostaza con la alergia a dicho polen, este hallazgo concomitante
era de esperar. No solo se explica por la posible reactividad cruzada existente entre
el polen de artemisa y otros pdlenes, sino también, porque la mayoria de los
pacientes residian en ambientes rurales de la zona centro y norte de la isla (Figura
R1). Un hecho llamativo es que, a pesar de que los pdlenes de la familia Betulaceae
aparecen en niveles elevados en los recuentos de uno de nuestros captadores, no
parece ser una causa importante de polinosis en nuestra area, como sugiere el dato

de que sea una sensibilizacién relativamente poco frecuente en nuestro grupo de
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estudio. Este hallazgo, junto con el tipo de sensibilizaciones alimentarias
observadas, confirma que no estamos ante un sindrome de alergia cruzada abedul-

artemisa-apio-especias!’®, como el observado en algunas regiones de Europa.

Los pacientes del presente trabajo residian en la zona centro y norte de
Gran Canaria (Figura R1), por lo que es ldogico pensar que la especie de artemisa
gue estad involucrada tanto en la sensibilizacion como en la clinica de estos
pacientes, es la Artemisia thuscula o Artemisia canariensis, que, como hemos
descrito, es un endemismo canario con una gran presencia en nuestra isla, entre
los 50 y los 1500 metros de altitud, habiéndose identificado en todos los municipios
de Gran Canaria. Menos probable es que nuestros pacientes estén sensibilizados al
polen de Artemisia ramosa que predomina en el suroeste o al de la Artemisia
reptans que predomina en la vertiente oriental de la isla. Ademas, como hemos
mencionado previamente, el recuento de polen de artemisa en el centro-norte de la
isla es importante, pudiendo alcanzar picos de hasta 190 granos/m? de media diaria

en el mes de Junio.

El que la especie de artemisa responsable de la clinica y sensibilizaciones
asociadas de nuestro grupo de estudio sea un endemismo canario, podria tener
implicaciones clinicas y diagnosticas importantes. Observamos que algunos de los
pacientes con clinica asociada a polinosis por artemisa y un perfil de
sensibilizaciones a alimentos de origen vegetal que concuerda con el sindrome de
describimos, muestran, sin embargo, niveles bajos de sensibilizacidon, tanto de prick
test como de IgE especifica, al polen de artemisa. Una posible explicacion, podria
ser que los medios diagndsticos disponibles en el mercado no fuesen del todo
eficaces para identificar a todos o parte de nuestros pacientes alérgicos a polen de
Artemisia canariensis. En este sentido, el mismo hecho, también podria explicar en
parte, que no hayamos sido capaces de identificar, al menos por el momento, el

alérgeno responsable del sindrome de alergia cruzada que describimos.

Tampoco se ha identificado un alérgeno concreto del polen de Artemisia
responsable del sindrome artemisa-apio-especias, pero los pacientes reconocen
profilinas, determinantes carbohidratos de glicoproteinas y alérgenos con un peso
molecular entre 40 y 60 KDa'®%169170.177.179.180 " Adem3s, el Art v 3, la LTP de la

artemisa, se ha asociado a la alergia al melocotén'®!,

Algo similar pasa con la
mostaza, donde se ha descrito reactividad cruzada entre la legumina de la mostaza
(Sin a 2) con leguminas del cacahuete y otros frutos secos**?, pero otros autores

sugieren que el alérgeno de la mostaza responsable de su reactividad cruzada con
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polenes y con alimentos vegetales de la familia Rosaceae podria ser la LTP de la

mostaza (Sin a 3) o su profilina (Sin a 4)*°.

Queda claro que son necesarios mas estudios para intentar identificar el
alérgeno o alérgenos implicados en estos sindromes de reactividad cruzada, y que,
en nuestro entorno, dichos estudios deberian, probablemente, tener en cuenta el

endemismo de la Artemisia canariensis.

La clinica de alergia alimentaria mas frecuente descrita en los pacientes de
nuestro estudio fue el SAO (58-62%), seguido en segundo lugar por la
urticaria/angioedema (33-40%) vy, en tercer lugar, por la anafilaxia (2,5-5,2%). Los
alimentos con mayor porcentaje de sensibilizaciones clinicas fueron, ademas de la
mostaza, los frutos secos y las frutas rosaceas; existiendo alimentos con
sensibilizaciones sin ninguna repercusion clinica, como el caso ya comentado de las
umbeliferas. Estos datos contrastan de nuevo con los observados en el sindrome

169,170 | 3¢

artemisa-apio-especias, donde el SAO aislado es poco frecuente
manifestaciones clinicas observadas en nuestros pacientes concordarian mas con
las descritas en el sindrome abedul-artemisa-apio-especias, que asocia un cuadro
clinico variable, con una mayor frecuencia del SAO, pero también, un numero

importante de reacciones sistémicas’®.

La anafilaxia inducida por ejercicio dependiente de alimento es un cuadro
bien definido que suele ser desencadenado por alimentos concretos®*3. El alimento
que se ha implicado con mayor frecuencia en este cuadro es el trigo, siendo el

alérgeno responsable la gliadina w-5 (Tria a 19)7*78,

Sin duda, es un hallazgo
importante que seis de los pacientes de nuestro estudio presenten este cuadro.
Ademas, en ninguno de ellos el causante fue el trigo e incluso, un paciente habia
presentado episodios tanto por mostaza como por col. Estos hallazgos sugieren que
el sindrome de alergia cruzada que describimos es una causa importante de

anafilaxia inducida por ejercicio dependiente de alimento.

En el presente trabajo se describe también un grupo de 38 pacientes
alérgicos a mostaza, confirmando la sospecha de que esta entidad es un problema
cada vez mas frecuente en nuestro entorno. El aumento de esta patologia podria
explicarse, en parte, por el aumento del consumo de salsas de mostaza asociado al
notable incremento de los “restaurantes” de comida rapida donde son un

ingrediente comun.
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Aparte de las sensibilizaciones y alergias asociadas tanto al polen de
artemisa y otros polenes, como a otras cruciferas y alimentos de origen vegetal,
existen otros datos interesantes observados en este grupo de alérgicos a mostaza.
A diferencia de otros estudios publicados'®®, en nuestro grupo de pacientes la
alergia a mostaza aparece con mas frecuencia en adultos. Ademas, la dermatitis
atodpica ha sido descrita como la manifestacion clinica mas frecuente de la alergia a
mostaza en nifios'3!, sin embargo, en los cuatro menores a 14 afios de nuestra
muestra, la clinica observada es de urticaria/angioedema en tres de ellos y de
anafilaxia en el que resta (Tabla R6, pacientes n° 19, 20, 22 y 24). Al evaluar
conjuntamente los 38 pacientes observamos que, aunque la clinica mas frecuente
referida tras la ingestidon de mostaza es el SAO, existe un porcentaje de anafilaxia

sistémica superior al 10%, con la importante repercusion clinica que esto implica.

Sin duda, la POCDCCP es la prueba diagndstica de confirmacion (estandar de
oro o “gold standard”) en la alergia a alimentos®®!!’. Sin embargo, su realizacién es
compleja, y mas aun con la mostaza, cuyo intenso sabor no es facil de enmascarar.
Este problema lo hemos solventado en nuestro trabajo creando una receta con una
base de yogur, donde hemos camuflado una dosis total de 10 g de salsa de
mostaza (equivalente a 1400 mg de semillas de mostaza amarilla). En estudios

previos, Rance y cols.?!

, encuentran un resultado positivo en el 42% de las
pruebas de exposicion oral controlada en simple ciego contra placebo (POCSCCP)
realizadas en nifios sensibilizados a mostaza. Por otro lado, Morisset y cols.
encuentran un porcentaje menor (23,3%), al realizar POCDCCP y POCSCCP con
mostaza en 24 pacientes sensibilizados!®*°. En nuestro estudio, el porcentaje
observado es considerablemente superior a los anteriores, casi un 60% de
POCDCCP con mostaza son positivas, lo que podria estar relacionado con los
criterios de inclusion de los pacientes. Al igual que en publicaciones previas de
POCDCCP con alimentos vegetales!®®?*, objetivamos en nuestro trabajo una
discrepancia también entre la clinica referida por los pacientes y los sintomas
observados durante la POCDCCP. Otro hallazgo que llama la atenciéon es que se
describe una asociacién estadisticamente significativa entre los resultados de los
prick test con extracto de mostaza comercial y los resultados de la POCDCCP, no
existiendo, sin embargo, diferencias significativas al compararlo con los resultados
de prick-prick test con la salsa de mostaza usada para dichas pruebas de
exposicion oral. No encontramos una explicacion plausible para este hallazgo. Cabe
recordar que, si bien la POCDCCP es la prueba de referencia para el diagndstico de

alergia a alimentos, esta prueba no estd exenta de riesgos, como observamos en
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nuestro estudio con un caso de urticaria y asma bronquial; y otro caso de anafilaxia

durante la misma.

Con los resultados obtenidos del prick test con extracto comercial de
mostaza y de la POCDCCP con la misma, en los 24 pacientes a los que se les
realizd, se dibujé una curva ROC (Figura R7), o lo que es lo mismo, un grafico con
las razones de verdaderos positivos (sensibilidad) y las razones de falsos positivos
(1-especificidad). El area bajo la curva ROC es la probabilidad de que el diagndstico
realizado a un enfermo sea mas correcto que el de una persona sana. Al definir
como verdaderos alérgicos a mostaza (verdaderos positivos) a aquellos pacientes
con resultados positivos en la POCDCCP, se obtuvo una AUC de 0,736, lo que
equivale a decir que existe una probabilidad del 73,6% de que, el diaghostico
realizado a un paciente alérgico a mostaza, mediante prick test positivo con
extracto comercial de mostaza, sea mas correcto que el de una persona sana.
Ademas, definimos dos puntos de corte del prick test con extracto comercial de
mostaza, el de 8,5 mm con una especificidad del 90% y una sensibilidad del 50%, y
el de 4,5 mm, con una especificidad del 50% y una sensibilidad del 87,5%. Desde
el punto de vista préactico, los dos puntos de corte nos pueden ser Utiles segun la
situacion a la que nos enfrentemos. Si lo que buscamos es clasificar correctamente
el mayor nimero de pacientes alérgicos a mostaza, es decir, los verdaderamente
enfermos, entonces debe primar la sensibilidad, y el punto de corte elegido deberia
ser el de 4,5 mm, como por ejemplo, a la hora de plantearnos pruebas de
exposicion oral controlada en pacientes donde sospechemos reacciones moderadas
por ingestiéon de mostaza o con alguna contraindicacidon relativa para la realizacion
de las mismas. Por el contrario, si lo que buscamos es clasificar correctamente al
mayor nUmero de pacientes sanos, no alérgicos a mostaza, debe primar la
especificidad, y entonces, el punto de corte elegido deberia ser el de 8,5 mm, como
por ejemplo, a la hora de elegir con qué alimentos comenzar una dieta de
eliminacion en niflos o adolescentes con dermatitis atdpica y multiples

sensibilizaciones alimentarias.

La reactividad cruzada entre los miembros de la familia Brassicacea esta
descrita desde hace afios®*®, si bien clasicamente, se describe en general como

131,296 " Todos los pacientes del grupo de alérgicos a mostaza de

poco frecuente
nuestro trabajo estan sensibilizados a otras cruciferas, presentando cerca del 40%
clinica asociada al menos a una de ellas, lo que sugiere que la reactividad cruzada
dentro de la familia es muy frecuente y clinicamente relevante. Para demostrar esta

reactividad cruzada se realizaron ensayos de CAP-inhibicién con el suero de once
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pacientes alérgicos a cruciferas, mostrando la mayoria de éstos, inhibiciones, al
menos parciales, de las distintas cruciferas (col, coliflor y brécol) tanto con la

mostaza como con la artemisa.

Un ejemplo claro de la complejidad de los pacientes que presentan
sindromes de reactividad cruzada entre podlenes y alimentos vegetales, es el
paciente niumero 15 del grupo de pacientes alérgicos a mostaza. Si tomamos este
paciente como ejemplo, nos hacemos una idea de las dificultades de manejo de
este grupo de pacientes, tanto desde el punto de vista diagndstico, como
terapéutico. Este paciente es una mujer de 41 afios que habia sido remitida a
nuestra consulta para estudio de reacciones adversas a alimentos. La paciente
referia historia de clinica respiratoria desde la infancia, habiendo sido diagnosticada
de rinitis y asma bronquial por alergia a pdlenes de malezas (vivia en Firgas, en
una zona con abundante presencia de plantas de artemisa). Sin embargo, ademas
de esto, referia que en los Ultimos tres afos previos al estudio, habia presentado
cuadros de prurito oral y faringeo con latencia inmediata y sin otros sintomas
asociados, en relacion con la ingestion de mostaza, col, coliflor, frutos secos
(avellana, pipas de girasol, castafia y nuez), melocotén, manzana, almendra,
garbanzo, cacahuete y gofio. En una ocasion, un afio antes de la consulta, presento
un cuadro de urticaria generalizada, angioedema lingual y disnea sibilante unos
diez minutos después de la ingestion de cuatro avellanas, precisando asistencia
urgente en su Centro de Salud, pero sin poder precisar el tratamiento recibido. Tras

ese episodio no volvié a comer ningun fruto seco.

Como vemos resumidos en las Tablas R4 y R6 al realizar el estudio
alergoldégico la paciente mostré prick test positivos a podlenes de malezas
(Artemisia, Chrysanthemun y Chenopodium), a polenes de gramineas (Lolium,
Avena, Anthoxanthum y Poa), y a multiples alimentos de origen vegetal (mostaza,
melocotén, manzana, almendra, avellana, pipa de girasol, castafa, nuez,
cacahuete, lenteja, harina de soja, garbanzo, guisante, harina de maiz, y kiwi).
También presentd un resultado positivo de prick-prick con col y con coliflor. En los
estudios in vitro se objetivaron IgE especificas positivas al polen de Lolium, polen
de Artemisia, mostaza, col, col de Bruselas, brécol, melocotdén, cacahuete,
garbanzo y maiz. Ademas, a pesar de que la clinica que referia en relacidon con la
ingestion de mostaza siempre habia sido SAO, durante la POCDCCP con mostaza

presentd un cuadro de anafilaxia, que hemos descrito previamente.
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Se trata como hemos descrito, de una paciente que presenta multiples
alergias a alimentos de origen vegetal, asociadas a una clara alergia respiratoria
por polen de artemisa. La gravedad de las reacciones alimentarias es variable
segun las familias implicadas, pareciendo mas intensa con los frutos secos. Pero,
ademas, observamos que una reaccion leve previa, no excluye del riesgo de
presentar una reaccion grave posterior con la ingestion del mismo alimento, incluso

pudiendo padecer un shock anafilactico.

En resumen, es un ejemplo del nuevo sindrome de reactividad cruzada entre
polen de artemisa, mostaza y otros alimentos de origen vegetal que describimos, el

sindrome de alergia cruzada artemisa-mostaza.

De lo descrito arriba se infiere que es imprescindible identificar a estos
pacientes, para diagnosticar todas las reactividades cruzadas asociadas, no sélo
aquellas que el paciente refiera o sospeche, sino todas las que puedan estar
relacionadas pero que no hayan aflorado auln, bien porque no hayan provocado
clinica, o bien porque no estén incluidas en la dieta habitual del paciente. Por tanto,
es tarea del alergdlogo conocer los sindromes de reactividad cruzada existentes,
sobre todo, las peculiaridades clinicas de los mas frecuentes en su entorno. Sélo asi
podra realizar un correcto diagndstico y sera capaz de ofrecer al paciente un
consejo dietético razonado, asi como una adecuada educacién, para saber
reconocer las reacciones mas graves Yy tratarlas correctamente de manera

inmediata, ya que, como hemos visto, pueden llegar incluso a comprometer la vida.

En este sentido, es importante tener en cuenta que la existencia de una
sensibilizacion mediante prick test o estudios in vitro, no es suficiente prueba de
relevancia clinica. Es mas importante realizar una buena historia clinica que buscar
sensibilizaciones por protocolo a posibles alérgenos con reactividad cruzada.
Tampoco se deben pautar medidas dietéticas generales, basandose en listas
conocidas de reactividades cruzadas entre pdlenes y alimentos. Las dietas de
exclusidon solo se deben basar en el diagndstico correcto de alergia alimentaria. En
caso de que la historia clinica no esté clara, es necesario realizar pruebas de
exposicion o provocacion oral controlada con el alimento sospechoso antes de

recomendar una dieta de exclusién®°.
Por Gltimo, seria muy interesante realizar un seguimiento a largo plazo de

los pacientes de nuestro estudio con el objeto de comprobar cual es el

comportamiento de este nuevo sindrome de alergia cruzada artemisa-mostaza.
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7.CONCLUSIONES

* Se describe la existencia de un sindrome de reactividad cruzada, entre la
alergia al polen de artemisa y a los alimentos de origen vegetal, en el area

centro y norte de Gran Canaria.

* Este nuevo sindrome de reactividad cruzada involucra a multiples alimentos
de origen vegetal, destacando por su frecuencia, la alergia a la mostaza, de
ahi que propongamos denominarlo: sindrome de alergia cruzada artemisa-

mostaza.

* Otros alimentos asociados a este sindrome con significacion estadistica son:
otros miembros de la familia Brassicaceae (col, coliflor, brécol), alimentos de
la familia Rosaceae (manzana, almendra, melocoton), leguminosas
(cacahuete, garbanzo, soja, guisante, lenteja), umbeliferas (apio,
zanahoria), otros frutos secos (nuez, castana, pipa de girasol, avellana), kiwi

y maiz.

e La prevalencia de alergia al polen de artemisa obtenida en siete meses,
entre pacientes alérgicos que acuden por primera vez a consulta en la
Seccion de Alergologia del Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor
Negrin, es del 5,93%.

 La prueba de provocacion oral controlada doble ciego contra placebo
(POCDCCP) permite confirmar el diagnostico de alergia a mostaza, si bien
dicha prueba no estd exenta de riesgos. Describimos un procedimiento y
una receta de enmascaramiento para la correcta realizaciéon de dicha

prueba.

* Obtenemos dos puntos de corte de resultados de prueba cutadnea en prick
test con extracto comercial de mostaza para el diagndstico de alergia a
dicho alimento, el de 8,5 mm, cuando lo que se busca es una mayor
especificidad y el de 4,5 mm, cuando lo que se necesita es una una mayor

sensibilidad.

e Se demuestra la existencia de una reactividad cruzada entre la mostaza y

otros miembros de la familia Brassicaceae (col, coliflor y brécol).

* Son necesarios mas estudios para identificar el panalérgeno responsable del
sindrome de alergia cruzada artemisa-mostaza, valorando la posibilidad de

gue esté presente en el endemismo canario Artemisia canariensis.
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9. ANEXO I: PLANTILLA DE RECOGIDA DE DATOS

RECOGIDA DATOS ESTUDIO ARTEMISA-MOSTAZA (PAGINA 1)

NUMERO DE PACIENTE:

HC: NOMBRE:

Fecha de consulta: TLF: F. NAC:
EDAD ACTUAL:_ _ SEXO: M F RAZA: PROFESION:
MC: LOCALIDAD

A. MEDICOS:

A. QUIRURGICOS:

A. FAMILIARES ATOPICOS

OTROS A. FAMILIARES:

CL2ATOPICA: SI NO EDAD DX:__ CLAa: RITINIS / ASMA ESTACIONAL: SI NO

GRAVEDAD CL2 RESPIRATORIA:

TTO ACTUAL CL?2 RESPIRATORIA:

TTOS PREVIOS:

INMUNOTERAPIA: NO/ SI:

CL32ALIMENTOS :SI NO EDAD DX: CLa: SAO/AB/U/AE/ A/ AIE/ DIG
PRIMERA CL2: RESPIRATORIA / ALIMENTARIA / AL MISMO TIEMPO / NO SABE
OTRAS CL2: DA/ DC / LATEX / RAM: AINES / PENICILINA /OTROS

IgE TOTAL: N° DE SUERO:

PROV. CONJ.: SI /NO - NEG/ POS.:

OTROS AEROALERGENOS: SI NO HISTAMINA: SUERO F.:
ACAROS: NO / SI: DPT - DF - TYRO - LEPIDO -SIRO - EURO - BLOMIA
HONGOS: NO / SI: aspergillus - cladosporium - alternaria - penicilium

LATEX: NO / SI: PRICK IgE

ANIMALES: SI NO plumas perro gato conejo cucaracha caballo
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ESTUDIO ARTEMISA-MOSTAZA (PAGINA 2)---N° PACIENTE

ALIMENTOS PRICK IgE | CLINICA LATENCIA/ TT10 FECHA | TOLERA
DURACION 12

MOSTAZA

MOSTAZA 1

MOSTAZA 2

MELOCOTON

MANZANA

ALMENDRA

AVELLANA

GIRASOL

CASTANA

NUEZ

CACAHUETE

LENTEJA

SOJA

GARBANZO

GUISANTE

H. MAIZ

CoL

COLIFLOR

PIMIENTA

APIO

ZANAHORIA

KIWI
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ESTUDIO ARTEMISA-MOSTAZA (PAGINA 3)---N° PACIENTE

OTROS PRICK IgE | CLINICA LATENCIA/ TT10 FECHA | TOLERA
ALIMENTOS DURACION 12
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ESTUDIO ARTEMISA-MOSTAZA (PAGINA 4)---N° PACIENTE

ARTEMISA SI NO GRAMINEAS SI NO
OTRAS MALEZAS LOLIUM
CHRYSANTHEMUN DACTYLIS

TARAXACUM ANTHOXANTHUM

PLANTAGO CYNODON

CHENOPODIUM POA
SALSOLA SECALE
SOLIDAGO AVENA
ATRIPLEX TRITICUM
HELIANTHUS HORDEUM
PARIETARIA ZEA
URTICA ARBOLES SI NO
OLEA
BETULA
CORYLUS
FAGUS
QUERCUS
ULMUS
PLATANUS
FRAXINUS
POPULUS
CUPRESSUS
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10. ANEXO II: PROTOCOLO DE LABORATORIO PARA ENSAYOS

DE CAP-INHIBICION.

PROTOCOLO DE CAP-INHIBICION RECIPROCA

-ul necesarios por cada determinacion de IgE: 40 uli

-NUmero maximo de determinaciones por cada CAP: de 36 a 48 (dependiendo de
si precisa calibracion o no).

-Seleccionar sueros de pacientes con titulos elevados de IgE especifica (clase 3-
>3.5kU/I) frente a los antigenos A y B.

INHIBICION RECIPROCA ANTIGENO A-ANTIGENO B CON POOL DE SUEROS:

1.

Inhibicion de antigeno A en fase soélida con extractos comerciales de
antigeno A, antigeno B y un control negativo (antigeno no relacionado con
los antigenos problemas), a punto final y 4 diluciones seriadas al 1:10, mas
control con solucion PBS, todo por duplicado (excepto el control negativo).

Inhibicion de antigeno B en fase soélida con extractos comerciales de
antigeno A, antigeno B y un control negativo (antigeno no relacionado con
los antigenos problemas), a punto final y 4 diluciones seriadas al 1:10, mas
control con solucién PBS, todo por duplicado (excepto el control negativo).

NECESIDADES POR CADA DIA/ENSAYO:

1.
2.

Pool de sueros: = 1.8 ml
Solucién PBS-albimina (ver preparacion de diluciones): = 15 ml

PREPARACION DE DILUCIONES

1.

Preparacion de solucion PBS-albimina humana al 0.03%: preparar solucion
de PBS y tomar 33 ml a lo que afiadimos 50 pl (10 mg) de albimina
humana al 20 %. Esta solucidn nos servira para los dos ensayos.

Preparar diluciones de antigeno A: tomar 100 pl de extracto de antigeno Ay
afiadir 900 pl de solucidon PBS-albumina con lo que tendremos la dilucién al
1:10 de la que tomamos 100 pl y le afiadimos otros 900 ul de solucién PBS-
albimina obteniendo asi la dilucion al 1:100. Repetir sucesivamente hasta
obtener dilucion al 1:10.000.

3. Preparar diluciones de antigeno B: idem que 2.

4. Preparar diluciones de antigeno control: idem que 2.

Las diluciones se prepararan el mismo dia del ensayo.

El pool de sueros se podra congelar el primer dia para reutilizarlo el
segundo dia.

UNA VEZ PREPARADOS LOS TUBOS (POOL MAS DILUCIONES) HABRA
QUE ESPERAR UN PERIODO DE INCUBACION DE 1 HORA A
TEMPERATURA AMBIENTE ANTES DE REALIZAR EL ENSAYO.
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PRIMER DIA: INHIBICION CON ANTIGENO A EN FASE SOLIDA
TUBO A: 100 ul de pool (determinar IgE especifica frente a antigeno A y frente a antigeno B)

TUBO B1: 50 pl de pool +50 pul de solucion PBS-albimina.
TUBO B2: 50 pl de pool +50 pul de solucion PBS-albimina.

Curva del antigeno A:
TUBO C1: 50 pl de pool +50 ul de antigeno A sin diluir.
TUBO C2: 50 pl de pool +50 ul de antigeno A sin diluir.

TUBO D1: 50 pl de pool +50 ul de antigeno A al 1:10.
TUBO D2: 50 ul de pool +50 ul de antigeno A al 1:10.

TUBO E1: 50 pl de pool +50 pl de antigeno A al 1:100.
TUBO E2: 50 pl de pool +50 pl de antigeno A al 1:100.

TUBO F1: 50 pl de pool +50 ul de antigeno A al 1:1000.
TUBO F2: 50 ul de pool +50 ul de antigeno A al 1:1000.

TUBO G1: 50 ul de pool +50 ul de antigeno A al 1:10.000.
TUBO G2: 50 ul de pool +50 ul de antigeno A al 1:10.000.

Curva del antigeno B:
TUBO H1: 50 pl de pool +50 pl de antigeno B sin diluir.
TUBO H2: 50 ul de pool +50 pl de antigeno B sin diluir.

TUBO I1: 50 pl de pool +50 pl de antigeno B al 1:10.
TUBO I2: 50 pl de pool +50 pl de antigeno B al 1:10.

TUBO J1: 50 ul de pool +50 pl de antigeno B al 1:100.
TUBO J2: 50 ul de pool +50 pl de antigeno B al 1:100.

TUBO K1: 50 pl de pool +50 ul de antigeno B al 1:1000.
TUBO K2: 50 pl de pool +50 ul de antigeno B al 1:1000.

TUBO L1: 50 ul de pool +50 pl de antigeno B al 1:10.000.
TUBO L2: 50 ul de pool +50 pl de antigeno B al 1:10.000.

Curva del control negativo:

TUBO M: 50 pl de pool +50 pl de antigeno control sin diluir.
TUBO N: 50 pl de pool +50 pl de antigeno control al 1:10.
TUBO O: 50 pul de pool +50 pl de antigeno control al 1:100.
TUBO P: 50 ul de pool +50 ul de antigeno control al 1:1000.
TUBO Q: 50 pl de pool +50 ul de antigeno control al 1:10.000.

Hacer determinaciones de IgE especifica frente a antigeno A en cada tubo

excepto en el TUBO A donde haremos IgE especifica frente al antigeno Ay
frente al antigeno B para determinar los titulos del pool de sueros.
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2° DIA: INHIBICION CON ANTIGENO B EN FASE SOLIDA

TUBO B1: 50 pl de pool +50 pul de solucion PBS-albimina.
TUBO B2: 50 pl de pool +50 pul de solucion PBS-albimina.

Curva del antigeno A:
TUBO C1: 50 pl de pool +50 ul de antigeno A sin diluir.
TUBO C2: 50 pl de pool +50 ul de antigeno A sin diluir.

TUBO D1: 50 pl de pool +50 ul de antigeno A al 1:10.
TUBO D2: 50 ul de pool +50 ul de antigeno A al 1:10.

TUBO E1: 50 pl de pool +50 pl de antigeno A al 1:100.
TUBO E2: 50 pl de pool +50 pl de antigeno A al 1:100.

TUBO F1: 50 pl de pool +50 ul de antigeno A al 1:1000.
TUBO F2: 50 ul de pool +50 ul de antigeno A al 1:1000.

TUBO G1: 50 ul de pool +50 ul de antigeno A al 1:10.000.
TUBO G2: 50 ul de pool +50 ul de antigeno A al 1:10.000.

Curva del antigeno B:
TUBO H1: 50 pl de pool +50 pl de antigeno B sin diluir.
TUBO H2: 50 ul de pool +50 pl de antigeno B sin diluir.

TUBO I1: 50 pl de pool +50 pl de antigeno B al 1:10.
TUBO I2: 50 pl de pool +50 pl de antigeno B al 1:10.

TUBO J1: 50 ul de pool +50 pl de antigeno B al 1:100.
TUBO J2: 50 ul de pool +50 pl de antigeno B al 1:100.

TUBO K1: 50 pl de pool +50 ul de antigeno B al 1:1000.
TUBO K2: 50 pl de pool +50 ul de antigeno B al 1:1000.

TUBO L1: 50 ul de pool +50 pl de antigeno B al 1:10.000.
TUBO L2: 50 ul de pool +50 pl de antigeno B al 1:10.000.

Curva del control negativo:

TUBO M: 50 pl de pool +50 pl de antigeno control sin diluir.
TUBO N: 50 pl de pool +50 pl de antigeno control al 1:10.
TUBO O: 50 pl de pool +50 pl de antigeno control al 1:100.
TUBO P: 50 ul de pool +50 ul de antigeno control al 1:1000.
TUBO Q: 50 pl de pool +50 ul de antigeno control al 1:10.000.

Hacer determinaciones de IgE especifica frente a antigeno B en cada tubo.
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Mustard allergy confirmed by double-blind placebo-controlled
food challenges: clinical features and cross-reactivity with mugwort

pollen and plant-derived foods

Background: Mustard IgE-mediated allergy is supposed to be a rare cause of
food allergy, and its clinical features and cross-reactivities have not been fully
elucidated.

Methods: A prospective study was carried out, recruiting mustard allergic pa-
tients, and paired control subjects. A clinical questionnaire was administered,
and skin-prick tests (SPT) with panels of aeroallergens and foods, serum
extraction for in vitro tests and double-blind placebo-controlled food challenges
(DBPCFC) were performed.

Results: Thirty-eight mainly adult patients, with 10.5% reporting systemic
anaphylaxis, were included in the study [age (mean + SD): 21.9 + 8.6 years].
DBPCFC were performed in 24 patients, being positive in 14 cases (58.3%).
Patients with positive outcome showed significantly greater mustard SPT than
those with negative outcome (8.2 £ 3.7 vs 5.3 £ 2.4 mm, P < 0.05), and the
receiver-operating characteristic (ROC) curve analysis yielded a cut-off value for
mustard commercial SPT of 8 mm, with a specificity of 90% (95% CI, 55.5—
98.3), and a sensitivity of 50% (95% CI, 23.1-76.9). A significant association
between mustard hypersensitivity and mugwort pollen sensitization was found
(97.4% of patients), with partial cross-reactivity demonstrated by UniCAP
System inhibition assays. All patients showed sensitization to other members of
Brassicaceae family, and cross-reactivity among them was also confirmed.
Moreover, significant associations with nut (97.4%), leguminous (94.7%), corn
(78.9%), and Rosaceae fruit (89.5%) sensitizations were also shown. Around
40% of these food sensitizations were symptomatic, including food-dependent
exercise-induced anaphylaxis in six patients.

Conclusions: Mustard allergy is a not-uncommon disorder that can induce severe
reactions. Significant associations with mugwort pollinosis and several plant-
derived food allergies are demonstrated, suggesting a new mustard—mugwort
allergy syndrome. A relationship between this syndrome and food-dependent
exercise-induced anaphylaxis is also reported.
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Mustard plants belong to the Brassicaceae family,
together with broccoli, brussel sprouts, turnip, cabbage,
caulifiower, kohlrabi, rutabaga, watercress, radish and
rapeseed. Down the centuries, mustard has been used for
culinary purposes, mainly in sauces, as a seasoning in
main dishes, or as an ingredient in salad dressings. There
are two major types of mustard seeds: white (Sinapis alba

Abbreviations: Cl, confidence interval; DBPCFC, double-blind
placebo-controlled food challenge; MW, molecular weight; OAS,
oral allergy syndrome; ROC, receiver-operating characteristic;
SBPCFC, single-blind placebo-controlled food challenge; SD,
standard deviation; SPT, skin-prick test.
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or yellow mustard) and brown (Brassica juncea or
oriental mustard). White mustard seeds are much larger
than the brown variety but a lot less pungent, being the
main ingredient in American-style mustards. White and
brown seeds are blended to make English mustard.
Brown mustard seeds are the main ingredient in Euro-
pean and Chinese mustards. Mustard seeds are sold
whole, ground into powder or processed further into
prepared mustard. In Spain, mustard consumption is
mainly related to sauces used in fast-food restaurants.
Despite its widespread use, mustard is supposed to be a
rare cause of food allergy, both in adults and children,
although it has been included in a list of 12 potential



allergenic ingredients to be labelled in a recent European
Union directive on food labelling. In fact, only a few case
reports of anaphylaxis to mustard in adult patients are
available in the literature (1-6). Sometimes, it presents as
a hidden allergen, which makes diagnosis more difficult
(1, 6). Surprisingly, in one study performed in France
among children, mustard allergy was ranked as the fourth
aetiological agent in prevalence of food allergens — after
eggs, peanuts and cow’s milk (7). The same investigators
have subsequently studied 36 children with positive
mustard skin-prick test (SPT), 15 of them being allergic
— showing positive single-blind placebo-controlled food
challenges (SBPCFC) — to conclude that mustard allergy
frequently starts early in life, and that clinical symptoms
of mustard allergy in children seem to be not as severe
as in adults (8). Moreover, clinical characteristics of
29 mustard-allergic adult patients have been reported,
including systemic anaphylactic reactions in almost 50%
of them (9). Recently, 24 double-blind and six single-blind
placebo-controlled food challenges have been carried out
in 28 children and two adults sensitized to mustard,
showing that 23.3% of them were truly allergic, as defined
by a positive challenge (10).

Characteristics of antigens responsible for mustard
immediate hypersensitivity have been investigated by
various authors. A major allergen of white mustard,
Sin a 1, has been characterized as a seed storage
protein, belonging to the 2S albumin family, with a
molecular weight (MW) of 14 kDa (11). Its structure
consists of two polypeptide chains linked by a disul-
phide bridge, which resists both heating and digestion
by trypsin (12, 13). A major allergen of the oriental
mustard, Bra j 1, has been also identified as a seed-
storage protein from the 2S albumin family, with a
MW of approximately 16 kDa, being closely related in
structure to Sin a 1 (14, 15).

The objective of this paper is to study a group of
38 subjects with mustard IgE-mediated hypersensitivity,
including double-blind placebo-controlled food chal-
lenges (DBPCFC) in 24 of them.

Methods
Subjects

A prospective study was designed in our Allergy Section, which was
attended by both children and adults, and was approved by our
hospital Institutional Review Board. It comprised a detailed clinical
history, in vivo skin tests, and serum extraction for in vitro assays.
During a 2-year period, every patient reporting immediate adverse
reactions related to mustard ingestion, suggestive of being IgE-
mediated, and showing positive SPT to a mustard extract, was
recruited. Food immediate hypersensitivity was diagnosed on the
basis of a suggestive clinical history, complemented with a positive
SPT to the corresponding food. When dealing with a mustard not-
severe adverse reaction, food allergy was further confirmed by
DBPCFC tests. A control group of dust-mite allergic subjects,
paired for age and sex with our patients, was also recruited. Written

Mustard allergy

informed consent was obtained from both patients and controls
before admission in the study.

Skin-prick tests

Skin-prick tests were performed in all patients and controls accord-
ing to standard procedures with a panel of commercial aeroallergen
extracts including dust mites — Dermatophagoides pteronyssinus,
D. farinae, Tyrophagus putrescentiae and Lepidoglyphus destructor,
fungi — Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum and Alternaria
alternata; pollens — Olea europea, Lolium perenne and Artemisia
vulgaris; animal epithelia — cat, dog, rabbit and horse; and latex
(ALK-Abello, Madrid, Spain). A panel of other commercial pollen
extracts were also tested, including nine grass, nine weed and nine
tree pollens (ALK-Abello, Bial-Aristegui, Bilbao, Spain and CBF-
Leti, Madrid, Spain).

In the same way, they were also skin tested with a panel of com-
mercial food extracts, including milk, egg, hazelnut, peanut, banana,
peach, avocado, walnut, apple, wheat, corn, and barley (ALK-Abel-
lo); chestnut, sunflower seed, kiwi, chickpea, lentil, mustard (S. a/ba)
and squid (Bial-Aristegui); almond, green pea, fish and lobster
(Allergy Therapeutics, Barcelona, Spain); and soy meal (CBF-Leti).
Meanwhile, SPT with celery, carrot, pepper, cabbage and cauliflower
were made by the prick-prick method (16), which was also used for
testing patients who underwent DBPCFC with the mustard sauce,
used for that purpose. Results of SPT are expressed as the mean wheal
diameter (in mm) after 15 min of puncture. Histamine dihydrochlo-
ride (10 mg/ml) and physiologic saline solutions served as positive
and negative controls, respectively. A mean wheal diameter >3 mm,
compared with the saline control, was considered a positive response.

Food challenges

Patients were challenged in a double-blind, placebo-controlled
fashion, as described elsewhere (17). Food challenge was not per-
formed when a patient had a history of severe anaphylaxis to
mustard (adverse reaction involving at least three target organs or
with demonstrated vascular collapse). A commercial yellow mus-
tard sauce was masked in a natural yoghurt-based vehicle, con-
taining a mix of vanilla and lemon juices, sugar and yellow
colouring. Mustard sauce was composed of water, S. alba seeds
(14% w/v), vinegar, salt, turmeric, paprika and cloves, and it was
free of sulphites. Apart from mustard, all ingredients of both
mustard sauce and vehicle were known to be tolerated by all
patients. A previous study in mustard-non-allergic volunteers was
carried out in order to demonstrate that 10 g of mustard sauce
could be masked by this method, and no tingling sensation that
could be mistaken as an oral allergy syndrome (OAS) was observed.
Preparation of challenges was performed in the allergy laboratory in
the same morning, and subjects were then randomly assigned to
either food or placebo (vehicle), with a 2-h interval between the first
and second part of the challenge. Increasing doses (80, 240, 800,
2400 and 6480 mg) were administered with a 15-min interval until
symptoms appeared or a cumulative dose of 10 g of mustard sauce
was reached. Mustard allergy was accepted if the subject had
symptoms after challenge with active substance and not with pla-
cebo. An open feeding of up to 25 g of mustard sauce followed
negative blinded challenges when patients wished to eat mustard.

In vitro tests

Total IgE and specific IgE to mugwort pollen, mustard, cabbage,
caulifiower, broccoli, and other foods if involved in adverse

49



Figueroa et al.

reactions, were determined in patients and controls by the UniCAP
System (Pharmacia Diagnostics, Uppsala, Sweden), following the
manufacturer’s instructions. A specific IgE >0.35 kU/l was con-
sidered positive.

A pool of sera from five mustard-allergic patients, each showing
specific IgE values to both mustard and mugwort pollen higher than
3.5 kU/1 (CAP class III and more), was used for CAP inhibition
assays. Duplicated samples of 50 pl of the undiluted pool of sera
were premixed with 50 pl of five increasing 1 : 10 dilutions of the
inhibitor solution in phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4,
containing 0.03% (w/v) of serum albumin. After 1-h of incubation
at room temperature, specific IgE levels to mustard and mugwort
pollen were determined, following the UniCAP System manual.
Commercial extracts of mustard (Bial-Aristegui), Artemisia vulgaris
(ALK-Abello), and C. herbarum (ALK-Abello) — as a negative
control — were used as inhibitors. Similarly, inhibition assays with
each of the five sera and the same inhibitor extracts, but this time
undiluted, were performed.

In the same way, sera from 11 of the 38 patients, who not only
showed specific IgE values to cabbage, cauliflower and broccoli,
higher than 3.50 kU/I, but also referred symptoms after ingestion of
these vegetables, were used for individual CAP inhibition assays.
For that purpose, duplicated 50-pl serum samples were premixed
with 50 pl of the same inhibitor extracts mentioned above, and the
specific IgE values to cabbage, cauliflower and broccoli were then
determined.

Statistical evaluation

Statistical significance was tested with the Student’s t-test or the
chi-square test, as appropriate. A P-value of <0.05 was con-
sidered to indicate a statistically significant difference between
groups. The area under the receiver operating characteristic
(ROC) curve, sensitivity, and specificity were also calculated,
when needed.

Results
General characteristics

Thirty-eight mustard-hypersensitive patients were inclu-
ded in the study, whose general characteristics are
summarized in Table 1. Mean age (£SD) was
21.9 + 8.6 years (range 3-39), with only five patients
under 14 years of age, and a slight predominance of
females (20 : 18). Thirty-five patients (92.1%) were atop-
ic, as defined by a personal history of respiratory allergy,
together with positive SPT to several common aeroaller-
gens. Of the atopic group, 17 patients (48.6%) suffered
from rhinitis and bronchial asthma, 12 (34.3%) showed
only rhinitis, two had only bronchial asthma (5.7%), and
in four cases (11.4%) both atopic dermatitis and respir-
atory symptoms were present. In 29 of them (82.9%),
respiratory symptoms preceded food allergy onset, sug-
gesting a primary sensitization via inhalant route. Total
IgE ranged from 12 to >2000 kU/l, with a geometric
mean of 250.4 kU/l, and it was within normal limits
(<100 kU/1) in nine patients (23.7%).

Clinical manifestations of mustard allergy reported by
patients consisted of OAS in 18 cases (47.4%), urticaria/
angioedema in 16 (42.1%), and systemic anaphylaxis in
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four (10.5%) — one of them with mustard-dependent
exercise-induced anaphylaxis. Mustard SPT was positive
in all patients, with a wheal (mean + SD) of 6.7 +
3.6 mm, being negative in all control subjects. Specific
IgE to mustard showed a positive result in 35 patients
(92.1%), with a geometric mean of 1.7 kU/l, ranging
from <0.35 to 24.0 kU/1, and being negative in controls
(Table 1).

Double-blind food challenges

Fourteen patients did not undergo DBPCFC because of
either severe symptoms (n = 4) or because of denial of
consent. The remaining 24 patients underwent DBPCFC,
with all of them positive for prick-prick test to the
mustard sauce used for oral challenge, with a mean wheal
diameter (£SD) of 6.5 £ 2.6 mm (range 3—14 mm), and
no significant differences with commercial mustard SPT
results. In 14 cases (58.3%), mustard challenge was
positive, with OAS being the most frequent symptom
observed [in 10 patients (71.4%)]. They showed pruritus
and mild angioedema of the lips, tongue, palate and
throat, followed by a rapid resolution of symptoms.
Nevertheless, one patient showed angioedema and bron-
chial asthma after mustard ingestion, meanwhile patient
no. 15 reacted with systemic anaphylaxis, with a signifi-
cant rise in tryptase levels from 11.4 pg/l at baseline to
23.6 pg/l. Although showing highly positive mustard SPT
and specific IgE results, this patient referred only OAS in
his clinical history. All patients completely improved after
symptomatic treatment in <90 min.

Mean cumulative reactive dose of mustard sauce
(£SD) was 891.4 + 855.2 mg, equivalent to 124.8 +
119.7 mg of mustard, and no significant relation with
mustard SPT or specific IgE could be demonstrated.
When comparing commercial mustard extract SPT
results between truly allergic patients (positive
DBPCFC) and sensitized patients (negative DBPCFC),
a statistically significant difference (P < 0.05) was
found (8.2 £ 3.7 vs 5.3 £ 2.4 mm). The area under
the ROC curve was 0.736, with a 95% confidence
interval (CI) of 0.518-0.892. The best cut-off value for
mustard commercial SPT was 8 mm, with a specificity
of 90% (95% CI, 55.5-98.3), and a sensitivity of 50%
(95% CI, 23.1-76.9) for predicting a positive challenge
outcome. No significant differences were found between
both subgroups of patients, regarding either prick-prick
or specific IgE tests to mustard. Four of the 10 patients
with negative DBPCFC wished to eat mustard, and they
were subsequently open-challenged with up to 25 g of
mustard sauce in a hamburger, with good tolerance in
all cases.

Aeroallergen sensitizations

Diverse mustard-associated aeroallergen sensitizations
were found in mustard-hypersensitive patients (Table 2).
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Table 1. Clinical characteristics of 38 patients with mustard IgE-mediated hypersensitivity

Mustard
No. Age/sex  Atopic symptoms Total IgE (kU/l)  Symptoms reported SPT/prick-prick* Specific IgE (kU/l)  DBPCFC (symptoms—doset)
1 24/F r, BA 1234 U/AE 3/4 1.17 Negative
2 18/F r, BA 12 0AS 14/6 1.68 (0AS-44.8)
3 23/F r 361 0AS 5/6 0.85 (0AS-44.8)
4 39/F r 294 0AS 3/5 0.95 Negative
5 14/F r 350 U/AE 5/4 7.69 Negative
6 26/F r 57 0AS 5/6 1.74 (0AS-44.8)
7 25/M - 49 0AS 4/6 1.22 Negative
8 31/M r, BA 158 U/AE 10/9 0.75 (OAS-156.8)
9 29/F r, BA, ad 221 0AS 3/6 <0.35 (0AS-44.8)
10 15/F r, ad 95 U/AE 8/6 0.46 Negative
1" 24/M r, BA 115 U/AE 3/6 <0.35 Negative
12 15/M r, BA, ad 1516 0AS 10/9 1.73 (0AS-492.8)
13 28/F r, BA 322 U/AE 7/5 1.74 Negative
14 17/M r 78 U/AE 10/5 0.45 Negative
15 27/F r, BA 241 0AS 15/13 24.00 (A-156.8)
16 15/M r, BA 212 U/AE 7/4 0.91 (U-44.8)
17 1M/M r 82 0AS 3/3 1.10 (OAS-156.8)
18 26/F r 596 U/AE 7/nd 0.50 nd
19 8/M r 309 U/AE 6/nd 334 nd
20 9M r, BA >2000 A 8/nd 9.75 nd
21 27/F r, BA 681 0AS 4/nd 2.06 nd
22 6/M r, BA, ad >2000 U/AE 3/nd 469 nd
23 15/M BA 130 0AS 12/nd 2.35 nd
24 3M r, BA 308 U/AE 4/nd 0.98 nd
25 29/M r 314 U/AE 3/nd 6.22 nd
26 16/M r 739 0AS 9/5 7.49 (OAS/C-156.8)
27 24/F BA 895 0AS 6/6 1.30 Negative
28 23/F r 256 0AS 4/8 2.01 Negative
29 20/F - 45 0AS 16/nd 0.70 nd
30 33/F r, BA 113 A 4/nd 2.06 nd
31 35/F r, BA 36 0AS 10/6 242 (OAS-156.8)
32 28/M r 294 0AS 714 17.00 (0AS-44.8)
33 37/F r, BA >2000 U/AE 11/8 1.99 (AE/AS-156.8)
34 29/M r, BA 448 0AS 6/5 1.85 (0AS-44.8)
35 28/F - 39 EIA 5/nd <0.35 nd
36 16/M r, BA 329 U/AE 5/nd 0.52 nd
37 23/F r, BA 650 A 3/nd 771 nd
38 16/M r, BA 329 U/AE 5/nd 0.52 nd

No., patient number; F, female; M, male; r, rhinitis; BA, bronchial asthma; ad, atopic dermatitis; U, urticaria; AE, angioedema; OAS, oral allergy syndrome; A, anaphylaxis; EIA,
exercise induced anaphylaxis; nd, not done; DBPCFC, double-blind placebo-controlled food challenge; C, conjunctivitis.
* Expressed in millimetre of mean wheal diameter 15 min after puncture, performed with a mustard commercial extract (SPT) or with a commercial mustard sauce (prick-prick).

T Dose—response expressed in milligrams of mustard.

Surprisingly, 37 of the 38 patients (97.4%) were sensitized
to A. vulgaris pollen, which is rather a rare cause of
respiratory allergy in our area, and 34 of them also
showed a positive mugwort-specific IgE determination,
with a geometric mean value of 2.9 kU/I (ranging from
0.35 to 83.5). This association was highly significant,
when compared with the paired control group
(P < 0.001). Thirty-five patients (92.1%) were also
sensitized to other pollens besides mugwort although at
lower rates, including weeds such as Chenopodium and
Chrysanthemum (26 cases each); grasses in 20 subjects,
such as Poa (n = 14), Lolium (n = 13) and Anthoxanthum

(n = 13); and trees in 28 cases, such as Ulmus (n = 25)
and Platanus (n = 15).

With respect to other aeroallergens, 26 patients
(68.4%) were sensitized to mites, both to Dermatophag-
oides and to storage mites, and 22 (57.9%) to animal — cat
and dog epithelia — which are in fact the most frequent
aetiological agents of respiratory allergy in our area. Six
subjects (15.8%) showed fungus sensitization, five of
them to A. alternata. Another four patients (10.5%)
showed latex sensitization, which was symptomatic in two
cases. There were no significant differences in sensitiza-
tions to fungi, animals or latex between study and control
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Table 2. Aeroallergen and plant-derived food sensitizations in a group of 38
patients with mustard IgE-mediated hypersensitivity

Mugwort SPT  Mugwort ~ Other Other Plant-derived

No. (mm) IgE (kU/I)  pollens aeroallergens foods
1 10 64,70 w, g, t Mites, animals b,n I r

2 4 0.76 w, t - b,n I rc
3 7 3.29 w, t - b,n I r

4 3 <0.35 w, t Mites, fungi, animals b, n, I, r

5 5 42.90 w, t Mites, animals b,n I
6 6 5.26 w, gt - b.n I
7 3 144w, t - b,n It
8 1 <0.35 - Mites, animals b,n I rc
9 4 1.15 w, t - b,n I r
10 6 7.75 w, t Mites b.nlrc
" 4 <0.35 w, t Mites, animals b, n

12 6 3.79 w, g, t Mites, animals b,n I r
13 5 0.64 w, t Mites, animals, latex b, n, I, r
14 5 4.01 w Fungi b,n I rc
15 10 351 w, Animals, latex b,n I r
16 6 0.77 w, t - b,n I r
17 3 <0.35 - Mites b,nlc
18 20 463 w, gt Mites, animals b,n I r
19 8 21.10 w, g Mites, fungi, animals b, n, I, r
20 5 24.60 w, g, t Mites, fungi, b,n I r

animals, latex

21 7 23.70 w, t Mites, animals b,n I r
22 9 83.50 w Mites, animals b,nlc
23 3 0.55 w, g, t Fungi, animals b.n I r
24 4 2.67 w, g, t Mites, animals b,n I r
25 7 1.40 w, g, t Mites b,n I r
26 9 0.46 w, g, t Mites, animals b,nlrc
27 5 1500 w, g, t Mites, fungi, animals b, n, I, r
28 3 0.65 w, g Mites b,n I r
29 8 2.62 w, gt - b,n I r
30 4 2.16 w, t Mites, animals b,n I r
31 4 82.80 w, g, t Mites b,n I r
32 4 0.69 w, gt - b,n I r
33 4 0.57 w, g Mites, animals, latex b, n, I, r
34 5 1.00 w Mites b,n I r
35 3 3.16 - - b,n I r
36 3 2.08 w, g, t Mites, animals b,n I r
37 5 2810  w, g, t Mites, animals b, ¢

38 3 2.08 w, g, t Mites, animals b,n I r

No., patient number; w, weeds excluding mugwort; g, grasses; t, trees; b, Brass-
icaceae family excluding mustard; n, nuts excluding almond and peanut; I, legu-
minous including peanut; r, Rosaceae family including almond; ¢, corn.

groups. No pollen sensitization was found among control
subjects.

Food sensitizations

Mustard-hypersensitive patients also showed a wide
range of food-associated sensitizations, reaching as much
as 578 in the whole patient group, with clinical manifes-
tations in up to 242 cases (41.9%). These manifestations
comprised of mild symptoms such as OAS (48.8%) to
more severe symptoms like urticaria/angioedema
(40.1%), anaphylaxis (3.7%), food-dependent exercise-
induced anaphylaxis in six patients (2.5%), or bronchial
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Figure 1. Food-associated sensitizations in a group of 38
patients with mustard IgE-mediated hypersensitivity. Results
are expressed in percentage of patients (relative frequency).
Number of patients in each group is shown at the top of the
columns. For calculation purposes, neither peanut nor almond
were included in the nuts group, because they were in legu-
minous family and Rosaceae fruits, respectively. *Excluding
mustard, **including bronchial asthma, systemic anaphylaxis
and exercise-induced anaphylaxis.

asthma (5%). Plant-derived foods most commonly
involved are summarized in Table 2, and the clinical
symptoms described in Fig. 1.

All our patients (100%) showed associated sensitiza-
tion to vegetables belonging to Brassicaceac family
excluding mustard, 15 of them with clinical symptoms.
Nine of these 15 patients were allergic to both cabbage
and cauliflower, five of them only to cabbage, and only
one patient showed clinical manifestations not only to
cabbage and cauliflower, but also to broccoli. One case
of systemic anaphylaxis and another of exercise-induced
anaphylaxis were reported, both involving uncooked
cabbage consumption. These sensitizations were further
confirmed by determining specific IgE to cabbage,
cauliffiower and broccoli, which was positive in 37 of
the 38 patients, with geometric mean values (ranges) of
4.3 (0.35-76.6), 5.8 (0.35-89.8) and 4.6 kU/I (0.35-
69.3), respectively. Specific IgE to cabbage, cauli-
flower and broccoli results were negative in control
subjects.

Other food-associated sensitizations comprised of nuts
— excluding peanut and almond — in 37 patients (97.4%),
30 of them with clinical allergy; to leguminous — including
peanut in this group — in 36 patients (94.7%), 20 of them
symptomatic; corn — with no other cereals — in 30 patients
(78.9%), nine of them allergic; Rosaceae fruits — including
almond — in 34 patients (89.5%), 26 of them reporting
symptoms on ingestion; and to several other foods at
lower sensitization rates. All these food-associated sen-
sitizations detailed were highly significant (P < 0.001)
when compared with the control group.

Exercise-induced anaphylaxis was diagnosed in six
patients, but food challenges with or without exercise
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Figure 2. Reciprocal CAP inhibition assays between mustard
and mugwort pollen, using a pool of sera from five mustard
allergic patients, and a C. herbarum commercial extract as
negative control. Inhibitions higher than 50% were reached at
maximum concentrations of either mustard or mugwort, when
used as inhibitors of the respective counterpart in solid phase,
meanwhile inhibitions with control extract were lower than
20%.

were not performed because of the severity of reactions.
Foods involved were peach, peanut, walnut, banana,
sunflower seed, and one patient reacted to both mustard
and cabbage in different events. The time lapse between
food consumption and exercise-induced reaction ranged
from 30 to 90 min, and the type of exercise involved was
a game of football in three patients, jogging in two, and
gymnasium exercise in another.

CAP inhibition assays

Results of CAP inhibition assays with a pool of sera
from five mustard allergic patients are shown in Fig. 2.
When used as inhibitors, both mustard and mugwort
extracts manage to inhibit >50% - at maximum
concentrations — the IgE binding to their correspondent
counterpart in solid phase. We have further investigated
reciprocal mustard—-mugwort maximum inhibitions with
each of those five sera. When mustard was used in solid
phase, mugwort pollen maximum inhibition levels
ranged from 28 to 100%, meanwhile with mugwort
pollen in solid phase, mustard maximum inhibition rates
varied from 19 to 83%, thus demonstrating a high
individual cross-reaction variability, which could explain
the partial reciprocal cross-inhibition when using this
pool of sera.

In the same way, results of CAP inhibition experi-
ments with individual sera from 11 patients allergic to
cabbage, cauliflower and broccoli are shown in Fig. 3.
Mustard commercial extract manage to inhibit from 28
to 88% the IgE-binding to the respective Brassicaceae in
solid phase, meanwhile mugwort pollen did from 32 to
90%.

Mustard allergy

Solid phase: [JCabbage M Cauliflower
Inhibition agent

Mustard Mugwort

Percentage of inhibition

§ ST . ST - . = 04
2 3 6 7 12 13 15 21 30 32 35 2 3 6 7 12 13 15 21 30 32 35
Patient number

Figure 3. CAP inhibition assays performed with individual sera
from a subgroup of 11 patients who were allergic not only to
mustard, but also to cabbage, cauliflower and broccoli. When
using each one of these Brassicaceae in solid phase, mustard
commercial extract manage to inhibit from 28 to 88%, mean-
while mugwort pollen commercial extract did from 32 to 90%.
A C. herbarum commercial extract, used as negative control,
showed inhibitions lower than 10%.

Discussion

Although IgE-mediated hypersensitivity to mustard is
considered to be a very uncommon problem, a group of 38
patients is here described, and we have demonstrated a
significant association of this condition with sensitizations
to mugwort pollen, to other members of the Brassicaceae
family, and to several unrelated plant-derived foods. In
contrast with previous reports (7), mustard allergy is more
frequent among adult patients in our area. Moreover,
meanwhile atopic dermatitis has been described as the most
common clinical manifestations of mustard allergy in
children, and with no anaphylaxis observed at this age
group (8), we have found that OAS is very frequent among
adults, with systemic anaphylaxis in as much as 10% of
them. This fact suggests that, as previously reported with
other foods (18), children may sensitize to mustard via the
oral route, meanwhile adult patients could sensitize to a
cross-reacting aeroallergen by the respiratory route. Pros-
pective epidemiological studies are needed to fully confirm
these data.

Nowadays, DBPCFC is the gold standard for food
allergy diagnosis (8, 10). However, in the particular case of
mustard, it is not easy to appropriately mask its strong
taste. We have managed to do it by using a yoghourt-based
vehicle with vanilla—lemon flavouring, reaching a total final
dose of 10 g of mustard sauce. Meanwhile Rance et al. (8)
have found a 42% rate of mustard allergy in children
sensitized to mustard, by using SBPCFC, Morisset et al.
(10) have observed a rather lower rate (23.3%), by
performing single- and double-blind placebo-controlled
food challenges. In our study, almost 60% of the mustard
DBPCFC showed positive results, a rate considerable
higher than previously reported, which could be related to
both patient inclusion criteria and DBPCFC method.
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Discrepancies between clinical history and DBPCFC
results, regarding both outcome and severity of food-
induced adverse reaction, agree with previous data repor-
ted on DBPCFC performed with other plant-derived foods
(19, 20). It is remarkable that we have demonstrated a
significant relationship between SPT mean wheal diameter,
performed with a mustard commercial extract, and chal-
lenge outcome, obtaining a threshold value of 8 mm, with a
specificity of 90% and a sensitivity of 50%.

It is well known that patients with respiratory allergy to
pollens frequently show significantly associated IgE-medi-
ated hypersensitivities to certain foods, mainly fruits and
vegetables (21, 22). These associated allergies can be very
important from the clinical point of view, and are some-
times referred to as ‘syndromes’. An example is the so-
called celery—mugwort—birch—spice syndrome, described in
Center Europe, and defined by the association between
mugwort pollinosis, birch pollinosis and certain food
allergies — mainly to celery and spices (23-26). The
immunopathological basis for these clinical associations
is the cross-reactivity among antigens from different
sources, because of molecular similarities among their
epitopes (21, 22). The ubiquitous profilin family, as well as
food homologues of Art v 1 —a major mugwort allergen in
the MW range of 60 kDa — are potentially responsible for
this celery—-mugwort—birch—spice syndrome (24).

Caballero et al. (9, 22) mentioned a possible association
between mugwort pollinosis and mustard — among several
other foods —allergy. However, Rance et al. (8) did not find
such associations with pollens or foods in a group of 36
children sensitized to mustard. A recent study on mustard
allergy confirmed by food challenges has not focused on
possible associations to pollen or other food allergies (10).
Our series of patients showed not only a highly significant
association between mustard and mugwort allergies, but
also among mustard allergy and several other unrelated
plant-derived food immediate hypersensitivities. In fact,
nuts, legumes, Rosaceae fruits, and corn allergies are also
involved. Moreover, partial cross-reactivity between mus-
tard and mugwort pollen was confirmed by CAP-inhibition
assays. Therefore, although a primary sensitization to
other cross-reacting pollen has not been ruled out, our data
suggests the existence of a so far not described mugwort—
mustard allergy syndrome, which probably involves
various taxonomically unrelated plant-derived food fam-
ilies. Both profilins and homologues of Art v 1 could be
responsible for this syndrome, as well as lipid transfer
proteins, which have been recently described as allergens of
Rosaceae fruits and mugwort pollen (27), and studies —
including immunoblot analysis — should be performed to
further characterize the antigens involved.

Possible cross-reactivity of mustard with other members
of the Brassicaceac family has been suggested, but some
authors could not confirm this hypothesis (4, 5), and
therefore it is considered to be a rare condition (8, 28).
However, a patient with anaphylaxis to cabbage and
positive skin tests not only to this food, but also to mustard,
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cauliflower and broccoli has been described (29). What we
have found is that all our mustard allergic patients were
sensitized to other members of the Brassicaceae family, and
approximately 40% of them were truly allergic to at least
one of them, suggesting that cross-reactions between
mustard and taxonomically related foods are very common
and clinically relevant. Furthermore, we have confirmed
cross-reactivity among mustard, mugwort pollen and other
Brassicaceae vegetables by CAP-inhibition assays.

Food-dependent exercise-induced anaphylaxis is a well-
defined disorder that is increasingly being recognized,
which is usually triggered by specific foods (30). So far,
wheat allergy has been the most frequently implicated,
although at times no specific food is identified. To our
knowledge, neither mustard nor mugwort allergies have
been previously related to food-dependent exercise-
induced anaphylaxis. In this context, it is noteworthy
that six of our mugwort-food allergic patients suffered
seven episodes of specific food-dependent exercise-
induced anaphylaxis, in one case directly induced by
mustard ingestion, although we did not confirm this
diagnose by specific challenge due to severity of reactions.
This suggests that the allergens responsible for the
mugwort—mustard allergy syndrome are at the same time
implicated in most cases of food-dependent exercise-
induced anaphylaxis, at least in our area.

In our opinion, the mugwort—mustard allergy syndrome
here proposed could have clear clinical implications. Thus,
every patient allergic to mugwort should be asked about
adverse reactions to mustard and other foods, and skin
tested with a battery of plant-derived foods. At the same
time, every patient allergic to mustard must avoid other
members of the Brassicaceae family, until tolerance is
demonstrated by the corresponding study. In these
patients, respiratory symptoms during pollen season and
adverse reactions to other plant-derived foods should be
ruled out. Finally, mugwort-mustard and related food
allergies must be considered in patients with food-depend-
ent exercise-induced anaphylaxis.

In conclusion, mustard IgE-mediated allergy is a not
uncommon disorder that can induce severe adverse
reactions, and frequently involves other members of the
Brassicaceae family. A significant association with both
mugwort pollinosis and several unrelated plant-derived
food allergies is demonstrated, constituting a novel
mugwort-mustard allergy syndrome. At the same time,
an intriguing association of this syndrome with food-
dependent exercise-induced anaphylaxis is here described.
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Original articles

Cabbage lipid transfer protein Bra o 3 is a major
allergen responsible for cross-reactivity
between plant foods and pollens

Aranzazu Palacin, PhD,*? Jose Cumplido, MD,* Javier Figueroa, MD,® Oussama
Ahrazem, PhD,? Rosa Sanchez-Monge, PhD,? Teresa Carrillo, MD, PhD,” Gabriel
Salcedo, PhD,? and Carlos Blanco, MD, PhD® Madrid and Las Palmas de Gran Canaria, Spain

Background: Food IgE-mediated allergy to members of the
Brassicaceae family has been increasingly reported.
Objective: To characterize cabbage—Brassica oleracea var
capitata—allergy and its major allergens.

Methods: A prospective study was performed, recruiting 17
patients allergic to cabbage, and control subjects. Skin prick
tests and double-blind placebo-controlled food challenges were
performed. A major allergen was isolated from cabbage by RP-
HPLC and characterized by N-terminal amino acid sequencing
and matrix-assisted laser desorption/ionization mass
spectrometry analysis. Specific IgE determinations, IgE
immunoblots, and CAP-inhibition assays were also performed.
Results: Skin prick test and specific IgE were positive to
cabbage in all patients. Five of them referred anaphylactic
reactions when eating cabbage, and in another 5 patients,
cabbage allergy was further confirmed by double-blind
placebo-controlled food challenge. Most of them showed
associated sensitizations to mugwort pollen, mustard, and
peach. A 9-kd cabbage IgE-binding protein, Bra o 3, was
identified as a lipid transfer protein (LTP) with 50% of identity
to peach LTP Pru p 3. Skin prick test with Bra o 3 showed
positive results in 12 of 14 cases (86%). On CAP inhibition
assays, Bra o 3 managed to inhibit significantly the IgE
binding to cabbage, mugwort pollen, and peach. Both

Bra o 3 and Pru p 3 were recognized by IgE from the
patients’ sera.

Conclusion: Bra o 3, a cabbage LTP, is a major allergen in this
food, cross-reacting with mugwort pollen and with other plant
foods, such as peach.
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IgE-mediated allergy to foods belonging to the
Brassicaceae family has been increasingly reported in recent
years, especially to mustard.' Cabbage—Brassica olera-
cea var capitata—is another member of the same plant
food family that is consumed worldwide both cooked
and raw. Despite its wide use, only anecdotal cases of cab-
bagfsimmediate hypersensitivity have been described so
far.™

Regarding mustard allergy, possible cross-reactivity
with other members of the Brassicaceae family has
been suggested, but some authors could not confirm this
hypothesis.6'8 However, in a previous study describing
38 patients allergic to mustard, we have found that near
40% of them were also allergic to cabbage.” Moreover,
most of these patients showed also associated sensitiza-
tion to mugwort—Artemisia vulgaris—pollen, as well as
to other plant foods, such as Rosaceae fruits, nuts, legumes,
and corn, suggesting a new mugwort pollen plant food
cross-reacting syndrome.” The panallergens responsible
for this syndrome remain to be identified.

Major allergens of white and oriental mustard seeds,
Sin a 1 and Bra j 1, respectively, have been previously
characterized as seed storage proteins, belonging to the
2S albumin family, with an approximate molecular weight
of 14 to 16 kd."™"! More recently, an 118 globulin storage
protein of 51 kd has been isolated and identified as a novel
major allergen of mustard seeds.'? The low levels, or even
absence, of both groups (2S and 11S) of seed storage
proteins in pollens and other plant organs, such as leaves
and fruits, lead to the suspicion that these allergen families
are probably not responsible for the cross-reactivity among
cabbage, mustard, and other plant foods and pollens.

We have studied a group of patients allergic to cabbage,
and have searched for major allergens that could cross-react
among cabbage, mugwort pollen, and other plant foods.
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Abbreviations used
DBPCFC: Double-blind, placebo-controlled food challenge

LTP: Lipid transfer protein

MALDI: Matrix-assisted laser desorption/ionization mass

spectrometry

OAS: Oral allergy syndrome

rPru p 3: Recombinant Pru p 3
SPT: Skin prick test

METHODS
Selection of patients and control subjects

A prospective study was designed in our Allergy Section,
composed of a detailed clinical history, in vivo tests, and blood draw-
ing for in vitro assays. During a 2-year running period, every patient
reporting immediate adverse reactions related to cabbage ingestion,
suggestive of being IgE-mediated, and showing positive skin prick
test (SPT) to fresh cabbage, was included. A control group of 17 sub-
jects allergic to dust mite, nonsensitized to either foods or pollens,
matched for age and sex with our patients, was also recruited. The
same in vivo tests were performed in both patients and controls. An
additional group of 8 patients allergic to mugwort pollen with no
associated food sensitization was also used as control for SPT.
Meanwhile, a pool of sera from those control subjects allergic to
dust mites who showed specific IgE to Dermatophagoides pteronys-
sinus higher than 3.5 kU/L (n = 5) was used as control for in vitro
tests. Written informed consent was obtained from all participants,
and the protocol of this study was approved by the Research and
Ethics Committees of the Hospital.

Crude food extract preparations

Cabbage (Brassica oleracea var capitata) leaves, mustard (Sinapis
alba) seeds, and peach (Prunus persica) peels were defatted with
cold acetone (2X 1:5 [wt/vol] for 1 hour at 4°C) and ethanol:
ether (1:3 [vol/vol], 3X 1:5 [wt/vol] for 1 hour at 4°C). After drying,
mustard and cabbage were extracted with 0.5 mol/L NaCl (2X 1:10
[wt/vol] for 1 hour at 4°C). Peach peels were extracted with 0.1
mol/L TRIS-HCI buffer, pH 7.5, 10 mmol/L EDTA (1:5 [wt/vol] for
1 hour at 4°C), then washed with H,O and finally re-extracted with
1.5 mol/L LiCl (1:5 [wt/vol] for 1 hour at 4°C). These extracts were
dialyzed (cutoff point, 3.5 kd) against H,O and freeze-dried. Protein
concentration was quantified according to the method of Bradford."

Allergen purification and characterization

The cabbage extract was separated by RP-HPLC on a Nucleosil
300 C4 column (8 X 250 mm; particle size 5 pum; Scharlau Science,
Barcelona, Spain). Elution was performed with a linear gradient of
acetonitrile in 0.1% (vol/vol) trifluoroacetic acid (0% to 10% for 15
minutes and 10% to 100% for 150 minutes, at a flow rate of 1 mL/
min). Lipid transfer protein (LTP) containing fractions were immu-
nodetected with both anti—Pru p 3 antibodies'* and a serum pool from
patients allergic to cabbage, and then pooled, freeze-dried, and dis-
solved in H,O. The isolated protein was quantified by a commercial
bicinchoninic acid test (BCA; Pierce, Cheshire, United Kingdom).

SDS-PAGE was performed by the method of Laemmli'® on XCell
SureLock Mini-Cell (Invitrogen, Carlsbad, Calif). N-terminal amino
acid sequencing was performed with an Applied Biosystems 477A
gas-phase sequencer (Foster City, Calif) and matrix-assisted laser
desorption/ionization (MALDI) mass spectrometry analysis with a Bi-
flex IIT Spectrometer (Bruker-Franzen Analytik, Bremen, Germany),
according to standard methods.'®
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SPTs

Skin prick tests were performed in all patients and controls
according to standard procedure by trained personnel who were
unaware of the subjects’ clinical histories, with panels of aeroallergen
(including dust mites, fungi, pollens, animal epithelia, and natural
rubber latex) and food (milk, egg, fish, nuts, fruits, mustard, kiwi,
cereals, seafood, and legumes) commercial extracts, as detailed else-
where.” In the same way, SPTs were also performed with the crude
extract from cabbage (2 mg/mL protein in a 1:1 PBS buffer/glycerol
solution), with purified LTP from cabbage (named as Bra o 3
by the International Union of Immunological Societies Allergen
Nomenclature Sub-Committee), as well as with previously described
purified LTP from peach (Pru p 3) and mugwort pollen (Art v 3, iso-
lated as previously reported),'” using these purified allergens at a pro-
tein concentration of 20 pg/mL in a 1:1 PBS buffer/glycerol solution.

Meanwhile, skin tests with fresh cabbage was made by the
prick-prick method, which was also applied for testing patients
who underwent double-blind, placebo-controlled food challenge
(DBPCFC) with the cabbage preparation used for that purpose.
Results of SPT are expressed as the mean wheal diameter (in mm)
after 15 minutes of puncture. Histamine dihydrochloride (10 mg/mL)
and physiologic saline solutions served as positive and negative
controls, respectively. A mean wheal diameter greater than 3 mm
compared with the saline control was considered a positive response.

Food challenges

Patients were challenged in a double-blind, placebo-controlled
fashion, following a standardized protocol.'® Food challenge was not
performed when a patient had a convincing history of cabbage severe
anaphylaxis. A fresh cabbage was liquified with an electric mixer
and then freeze-dried (7% wt recovery rate). The lyophilized cabbage
was masked in a natural-yoghurt based vehicle, containing a mix of
vanilla and anisette juices, sugar, and crushed wheat biscuits. This
mix was free of sulfites, and all ingredients of the vehicle were known
to be tolerated by all patients. Normal intake in a serving of cabbage
salad was estimated to be around 10 g for an adult, equivalent to 700
mg of our lyophilized cabbage. A previous study in volunteers with-
out cabbage allergy was performed to demonstrate that such a dose
could be masked by this method.

Preparation of challenges was performed in the same morning,
and subjects were then randomly assigned to either food or placebo
(vehicle), with a 2-hour interval between first and second part of
the challenge. Increasing doses (60, 180, 460 mg) were administered
with a 30-minute interval until symptoms appeared or a cumulative
dose of 700 mg of lyophilized cabbage was reached. Cabbage allergy
was accepted if the subject had symptoms after challenge with active
substance and not with placebo.

Total and specific IgE determinations

Total IgE was determined by the UniCAP System (CAP;
Pharmacia Diagnostics, Uppsala, Sweden), following the manufac-
turer’s instructions. Specific IgE to cabbage (code £216), to common
aeroallergens, and to other foods implicated in adverse reactions for
each patient were also determined with the CAP assay, and values
greater than 0.35 kU/L were considered positive.

Specific IgE binding to Bra o 3 was performed as previously
described for recombinant LTP from peach (rPru p 3)'* by using 1:9
dilutions in PBS buffer (0.1 mol/L sodium phosphate, pH 7.0, 0.15
mol/L NaCl) of individual sera from patients allergic to cabbage,
or of a pool of sera from control subjects allergic to dust mites.
Microtiter plates were coated with 50 wL purified proteins—Bra o 3
orrPrup 3—at 3 pg/mL, or cabbage extract at 15 pg/mL, in PBS buffer
for 1 hour at 37°C. PBS buffer with 1% BSA (wt/vol) was used as neg-
ative control for solid phase. These tests were performed in triplicate.
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TABLE I. Clinical characteristics of 17 patients with cabbage IgE-mediated hypersensitivity

Cabbage
Prick- Other clinically
Patient Age (y)/ Total IgE Symptoms prick Specific IgE DBPCFC relevant
no. sex Atopy (kU/L) reported (mm) (kU/L) symptoms food allergies
1 31/F EIA 39 EIA 5 4.7 ND Mustard, kiwi
2 32/F R, BA 12 U/AE 14 3.0 OAS/AE Mustard, peach,
nuts, legumes
3 27/F R 361 OAS 10 10.3 Negative Mustard, peach,
nuts, banana
4 29/F R 50 A 9 12.1 ND Mustard, peach
5 28/M R 49 A 7 5.8 ND Peach, nuts
6 32/F R, BA 221 U/AE 4 0.9 OAS/U Mustard, peach, nuts
7 22/M R, BA 1516 OAS 10 26.4 OAS Mustard, tomato
8 39/F R 322 U/AE 6 3.4 Negative Peach, avocado, nuts
9 31/M R 710 OAS 20 5.9 ND Peach, nuts, corn
10 43/F R, BA 345 OAS 13 4.9 OAS Mustard, peach
11 30/F R, BA 681 OAS 9 17.9 OAS Mustard, nuts
12 17/M R, BA 130 OAS 9 1.9 ND Peach
13 37/F R, BA 113 OAS 10 4.0 Negative Mustard, nuts
14 31/F R 36 A 7 0.9 ND Mustard, peach, corn
15 30/M R 294 OAS 6 8.8 ND Mustard, kiwi
16 31/M R 314 A 4 15.0 ND Peach
17 32/F R 596 OAS 7 114 Negative Mustard, nuts

M, Male; F, female; A, anaphylaxis; AE, angioedema; BA, bronchial asthma; EIA, exercise-induced anaphylaxis; ND, not done; R, rhinitis; U, urticaria.

CAP inhibition assays

A pool of sera from 12 patients allergic to cabbage, each showing
specific IgE values to cabbage higher than 3.5 kU/L (CAP class III
and up), was used for CAP inhibition assays. Duplicated samples
of the undiluted pool of sera were premixed 1:1 (vol/vol) with 5
progressive 1:10 dilutions of the inhibitor solution in PBS buffer,
pH 7.4, containing 0.03% (wt/vol) of serum albumin. After 2-hour
incubation at room temperature, specific IgE levels to cabbage,
mustard, peach, broccoli, Brussels sprouts, and cauliflower, as well
as to mugwort pollen, were determined, following the CAP manual.
Mustard, peach, and milk (as negative control) commercial extracts
(ALK-Abell6, Spain); crude cabbage extract starting at 2 mg/mL
protein; and purified proteins Bra o 3, Art v 3, and rPru p 3, starting at
20 pg/mL, were used as inhibitors.

Immunodetection assays

Samples (15 g of protein of crude extracts from cabbage,
mustard, and peach, and 3 g of purified allergens) were fractionated
by SDS-PAGE using Novex tricine gradient 10% to 20% acrylamide
gels (Invitrogen), and electrotransferred onto nitrocellulose mem-
branes as described by Towbin et al.'® After blocking with 5%
BSA (wt/vol) in PBS buffer, membranes were incubated overnight
with the pool of sera from patients allergic to cabbage (1:5 dilution
in 0.5% BSA, 0.05% Tween-20 [vol/vol] in PBS buffer), washed
with 0.05% Tween-20 in PBS buffer, and then treated with mouse an-
tihuman IgE mAb HE-2 ascitic fluid (1:3000 dilution for 1 hour).%’
After washing, a 1:5000 dilution of rabbit antimouse IgE peroxi-
dase-conjugated antibody (DAKO A/S, Golstrup, Denmark) was
added, and the membranes were incubated for 1 hour. Detection of
IgE-binding components was performed by enhanced chemilumi-
nescence, following the manufacturer’s instructions (Amersham
Biosciences, Little Chalfont, United Kingdom). A pool of sera
from subjects allergic to dust mite was tested as negative control.

RESULTS
General characteristics

Seventeen cabbage-hypersensitive patients were in-
cluded in the study, whose general characteristics are
summarized in Table I. Mean age (=SD) was 30.7 = 5.9
years, ranging from 17 to 43, and with a predominance
of female subjects (11:6). Sixteen patients (94.1%) were
atopic, as defined by a personal history of respiratory
allergy, together with positive SPT to several common
aeroallergens, including mugwort pollen in all but
1 case. Out of the atopic group, 7 patients (41.2%) had rhi-
nitis and bronchial asthma, and 9 (52.9%) showed only
rhinitis.

Clinical manifestations of cabbage allergy reported
by patients consisted of oral allergy syndrome (OAS) in
9 cases (52.9%), OAS with urticaria/angioedema in
3 (17.6%), and systemic anaphylaxis in 5 (29.4%), 1 of
them with cabbage-dependent exercise-induced anaphy-
laxis. SPT with fresh cabbage were positive in all of them,
with mean wheals (*=SD) of 8.8 * 4.0 mm. Total IgE
ranged from 12 to 1516 kU/L, with a geometric mean of
180.4 kU/L. Specific IgE to cabbage showed also a
positive result in all patients, with a geometric mean of
12.7 kU/L, ranging from 0.88 to 26.4 kU/L, and negative
in control subjects. Most of our patients showed several
associated clinically relevant food allergies, including mus-
tard in 12 (70.6%) and peach in 10 cases (58.8%; Table I).
Regarding other vegetables belonging to the Brassicaceae
family, 10 patients were also allergic to cauliflower, mani-
fested as OAS in 7 and urticaria/angioedema in 3 cases,
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FIG 1. Protein staining with Coomassie blue (A) and immunodetec-
tion with anti-Pru p 3 rabbit polyclonal antibodies (B) or IgE of a
pool of sera from patients with cabbage allergy (C) or from control
subjects with dust mite allergy (D) of the following SDS-PAGE sep-
arated samples: cabbage leaves (Ca), mustard seeds (Mu), peach
peels (Pe), purified nBra o 3 (b3), and rPru p 3 (p3).

with all of them showing positive SPT (9.5 = 3.0 mm) and
specific IgE (mean, 6.6; range, 1.8-34.3 kU/L) to this food.

Double-blind food challenges

Eight patients did not undergo DBPCFC because of
severe symptoms (n = 5), pregnancy (1), or denial of
consent (2). The remaining 9 patients underwent
DBPCFC, with all of them showing positive SPT to the
cabbage preparation used for oral challenge. In 5 cases
(55.5%), cabbage challenge was positive, with isolated
OAS the most frequently symptom observed (in 3 pa-
tients). Nevertheless, 1 patient showed angioedema and
another patient urticaria, in both cases accompanied by
OAS. All patients improved after symptomatic treatment
in less than 90 minutes. Mean cumulative reactive dose of
lyophilized cabbage (£SD) was 145 = 70 mg, ranging
from 58 mg to 233 mg, equivalent to 2.1 = 1.0 g of fresh
cabbage.

Immunodetection assays

Extracts from cabbage leaves, mustard seeds, and peach
peels were separated by SDS-PAGE, showing compo-
nents from 5 kd to 40 kd, those corresponding to cabbage
and mustard (Fig 1, A). Protein bands of approximately
9 kd were recognized by anti—Pru p 3 rabbit polyclonal
antibodies in the 3 protein extracts (Fig 1, B). These 9-
kd bands were also among the main IgE-binding proteins
in all 3 extracts (Fig 1, C). Interestingly, the serum pool
from patients allergic to cabbage clearly reacted also
with purified Pru p 3.

Altogether, these results suggested that the 9-kd
IgE-binding protein from cabbage could be a LTP.*! To
support this notion, the protein was purified from the
salt extract by RP-HPLC (not shown). The isolated aller-
gen, Bra o 3, behaved as a single band of the expected
molecular size in SDS-PAGE, which was recognized by
anti-Pru p 3 antibodies and IgE of sera from patients
allergic to cabbage (Fig 1).

Allergen characterization

Purity of Bra o 3 was confirmed by the single N-
terminal amino acid sequence obtained that did not present
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TABLE Il. Results of SPT in a group of 17 patients with
cabbage immediate hypersensitivity expressed in milli-
meters of mean wheal diameter 15 minutes after puncture

Mugwort
Cabbage Mustard Peach pollen
Patient Crude Bra commercial Commercial Pru Commercial Art
no. extract 0 3  extract extract p3 extract v3
1 6 - - 5 3 - -
2 11 5 8 13 7 8 5
3 7 6 5 7 7 8 7
4 9 6 6 6 7 8 5
5 9 7 5 6 3 6 5
6 ND ND 6 4 ND 4 ND
7 11 10 15 6 5 4 3
8 8 6 5 14 8 5 5
9 ND ND 10 - ND 8 ND
10 12 7 9 8 7 5 11
11 11 5 8 10 8 8 5
12 ND ND 12 10 ND 5 ND
13 7 6 4 7 4 7 5
14 7 5 6 11 9 7 6
15 11 3 7 6 5 4 3
16 10 6 9 7 6 7 15
17 5 - 6 - 5 5 -

—, Negative response; ND, not done.

heterogeneity at any determined residue, as well as by
the single and sharp peak at 9026 d detected in MALDI
analysis (not shown). The 20 N-terminal amino acids de-
termined for Bra o 3 (AISCGTVTSNLAPCAVYLMK)
displayed 50% identity with the corresponding region of
Pru p 3 (identical residues are shown in bold letters),
and were identical to those deduced from a cDNA clone
encoding a putative rape—Brassica napus—LTP (acces-
sion no. Q9ZSL7), included in the European Molecular
Biology Laboratory database.

Skin tests with food extracts
and purified proteins

Skin prick tests with the crude cabbage extract were
positive in all patients, with mean wheals (=SD) of 8.8 *+
2.2 mm (Table II). Most patients also showed positive SPT
to mustard (16/17), peach (15/17), and mugwort pollen
(16/17) commercial extracts. Fourteen patients were also
skin tested with natural purified LTPs from cabbage,
peach, and mugwort, showing positive results in 12 of
14 to Bra o 3 (85.7%), 14 of 14 to Pru p 3, and 12 of 14
to Art v 3, with mean wheals of 5.2 = 2.5, 54 = 3.9,
and 6.0 £ 1.9 mm, respectively. Results of SPT were all
negative in control subjects allergic to dust mite; mean-
while, 8 controls allergic to mugwort pollen showed pos-
itive SPT only to the mugwort pollen commercial extract
(wheal, 7.5 = 3.8 mm), whereas their SPT responses were
negative to both plant food extracts and to the purified
LTPs, including Art v 3.

ELISA and CAP assays

Specific IgE to Bra o 3 was found in 16 of 17 (94%)
individual sera from patients allergic to cabbage, as



J ALLERGY CLIN IMMUNOL
VOLUME 117, NUMBER 6

12 EBrao3 {
OPrup3

m Cabbage |

0.8

06

04

Absorbance (490 nm)

0.2 il

. Mk i

1 2 3 456 7 8 9 10111213 14 15 16 17 C1C2
Patient No.

FIG 2. Specific IgE to nBra o 3, rPru p 3, and crude cabbage extract
of 17 individual sera from patients with cabbage allergy. A serum
pool of subjects with allergy to mites (C1) and BSA in solid phase
(C2) were tested as negative controls. Means (n = 3) and SDs
(bars) are represented. Specific IgE levels were considered positive
when greater than 0.2 optical density units.

determined by ELISA (Fig 2). All positive sera showed
also specific IgE to Pru p 3, and 15 of them to the crude
cabbage extract in the same ELISA tests; meanwhile, spe-
cific IgE neither to cabbage nor to these purified allergens
were detected in the pool of sera from control subjects
allergic to dust mite.

CAP-inhibition assays with the pool of sera from
patients allergic to cabbage and cabbage as solid phase
(Fig 3) indicated that a high proportion of the IgE was
directed toward LTP allergens. Thus, when used as inhib-
itor, Bra o 3 manages to inhibit as much as 70% of the total
IgE binding, Pru p 3 maximum inhibition was in the same
range (73%), Art v 3 reached 48%, and mustard and peach
commercial extracts reached 82% and 84%, respectively.
Estimated concentrations of the purified allergens neces-
sary to inhibit 50% of the total IgE binding to cabbage
were 1.8 pg/mL, 0.8 pg/mL, and 36 wg/mL for Bra o 3,
Pru p 3, and Art v 3, respectively. A milk extract was
used as negative control for this assay, showing inhibitions
lower than 15% at the maximum concentration. In addi-
tion, preincubation of the sera with Bra o 3 also signifi-
cantly inhibits the IgE binding to other extracts used in
solid phase, such as broccoli (73%), cauliflower (57%),
mugwort pollen (61%), and peach (32%; not shown).

DISCUSSION

Regarding food IgE-mediated allergy, it is now well
known that cross-reactions among allergens from dif-
ferent sources, as a result of similarities among their
IgE epitopes, are responsible for very significant clinical
disorders. A clear example is the pollen-food allergy
syndrome, which is the most common food hypersensi-
tivity in the adult population, and includes several distinct
clinical associations, such as birch pollen with Rosaceae
fruit, ragweed pollen with melon, and mugwort pollen
with celery allerg,gies.22

These pollen-food cross-reactions seem to be the con-
sequence of the structural homology among allergens
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FIG 3. CAP-inhibition assay using cabbage in solid phase. Inhibitors
included the crude cabbage extract, commercial mustard and
peach extracts, and purified LTPs Bra o 3, Art v 3, and Pru p 3.
Maximum inhibitor concentrations used were 2 mg/mL for the
crude extract and 20 wg/mL for the purified proteins.

belonging to a very limited number of protein families.
Among them, both Bet v 1 homologous, a group of plant-
defence or pathogenesis related proteins, and profilins,
which are cytoskeletal proteins in the eukaryotics, seem
to play a critical role.”> More recently, another group of
pathogenesis related proteins known as LTP has been
identified as food-pollen cross-reacting allergens, espe-
cially in the Mediterranean area.

Food allergy to members of the Brassicaceae family,
especially to mustard, has been recently identified as a
relatively common—at least in certain areas—and poten-
tially severe condition. As a consequence, mustard has
been included in the list of 12 potential allergenic ingre-
dients to be labeled in the new European Union directive
on food labeling.24 Curiously, allergy to other members or
this family, such as cabbage, had been rarely reported.*>
However, we have recently studied a group of patients
with mustard allergy, all of them showing sensitization
to other members of the same family, and most of them
with clinical allergy to cabbage leaves, peach fruit, and
mugwort pollen.9 This cross-reactivity profile cannot be
explained adequately by the previously identified 2S and
11S mustard allergens,'®'* which accumulate specifically
in seeds. Therefore, we decided to search for potential
cross-reacting allergens widely distributed throughout
the plant, and to select cabbage leaves as the target food.
This approach has allowed us to detect a protein of around
9 kd as a putative candidate by preliminary IgE immuno-
detection assays, and to identify it as a LTP, named Bra o
3, the cabbage homologous with the major allergens from
peach fruit (Pru p 3) and Artemisia pollen (Art v 3).

Furthermore, in the current study, we have managed
to demonstrate fully the relevance of Bra o 3 in cabbage
allergy, both in vivo and in vitro. More specifically, 94% of
our patients showed specific IgE to Bra o 3, as detected by
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ELISA, and in 86% of them, a positive SPT to Bra o 3 was
found. In CAP-inhibition assays, although performed with
polled serum, which could lead to overestimation of the
immunologic properties of those sera with higher specific
IgE, as much as a 70% inhibition of the total IgE binding
to cabbage, used in solid phase, was reached when the
pool of our patients’ sera was preincubated with Bra o 3.
Therefore, Bra o 3 is clearly a major cabbage allergen,
and this food is to be added to the growing list of plant
foods and pollens in which LTPs have been identified as
relevant allergens.21

Moreover, the very close botanical relationship among
cabbage, cauliflower, broccoli, and Brussels sprouts (all of
them classified as varieties of Brassica oleracea), together
with the significant inhibition of the IgE-binding to broc-
coli and cauliflower extract (>50%) by Bra o 3, suggests
that all of these plant foods could share similar allergens.
The same seems to be true for mustard, which showed
a reactive band of around 9 kd. Thus, our data point to
LTPs—and not to storage proteins—as the major aller-
gens responsible for cross-reactions among Brassicaceae
foods, at least in our population.

It is noteworthy that in our series of patients with
mustard allergy previously described, we had found very
significant associations with mugwort pollen allergy, as
well as with several plant food allergies, such as other
Brassicaceae, Rosaceae fruit, nut, legumes, and corn. K
Consequently, we have proposed a new mugwort pollen—
mustard allergy syndrome, completely different from the
mugwort-celery-spice allergy syndrome formerly reported
in Central Europe.25 Interestingly, the pattern of plant food
sensitizations that we have observed resembles those de-
scribed for LTP-hypersensitive patients,”®” thus suggest-
ing that LTPs may be responsible for this new clinical
syndrome.

In this line, LTPs have been reported as relevant
allergens not only in mugwort pollen but also in most
plant foods implicated in the syndrome, namely Rosaceae
fruit, nuts, and corn,21 and now also in Brassicaceae foods.
Moreover, the majority of our patients with cabbage
allergy showed not only associated allergies to mugwort
pollen and peach but also positive SPT to Pru p 3 in
100% and to Art v 3 in 86% of patients tested. Finally,
Pru p 3 was able to inhibit more than 70% of the total
IgE binding to cabbage in CAP-inhibition assays, demon-
strating cross-reactivity among LTPs from Brassicaceae
foods and Rosaceae fruits. In the same way, Bra o 3 man-
aged to inhibit significantly the IgE binding to mugwort
pollen and several plant foods used in solid phase.

Another finding also deserves consideration. Itis known
that Art v 3 is a major mugwort allergen, and in some
patients with IgE to both Art v 3 and Pru p 3, the former
behaves as the primary sensitizing agent.”® The fact is that,
although most of our patients with mugwort pollen—food
allergy showed positive SPT to Art v 3, all 8 mugwort
pollen—sensitized but not food-sensitized controls showed
negative SPT to this purified protein. On the basis of these
preliminary data, we can suggest that a simple SPT with
the mugwort pollen LTP, Art v 3, could be enough to
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distinguish between mugwort pollen—sensitized patients
who are not at risk of having food allergy from patients
who can develop severe food IgE-mediated allergic reac-
tions to certain plant foods. This is a clear example of a pos-
sible application of component-resolved diagnosis to food
allergy. However, more experimental data on the possible
role of pollen LTP in pollen-food cross-reactivity would
be expected.

In conclusion, we describe a group of patients with
cabbage allergy and characterize Bra o 3, a LTP, as amajor
cabbage allergen that cross-reacts with mugwort pollen
and some plant foods.
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