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RESUMEN

El Cannabis es la droga ilegal mas consumida por los jévenes. Es posible que la res-
puesta inmune y la toxicidad a las mismas estén relacionadas y que el organismo responda con
un mecanismo toxico-inmunoldgico.

El cannabis posee alérgenos que provocan una respuesta inmune en el organismo y
puede ser un importante alergeno en gente consumidora. Dada la exposicion social, médica y
ocupacional cada vez mas frecuente a Cannabis sativa, se ha producido un aumento de la
frecuencia de las reacciones alérgicas que, sin embargo, no se ha visto acompaiiada del desea-
do aumento de conocimiento sobre la reactividad IgE de alergenos a Cannabis. No obstante,
recientemente hemos identificado la secuencia peptidica madura de la proteina de transferencia
lipidica (LTP) y del estudio de la reactividad a IgE de un Can s3 recombinante (rCan s 3), ha
sido posible sintetizar un ADN complementario a partir del ARN de hojas de Cannabis sativa
L. spp sativa cv. Kompolti procedentes del jardin botanico de la Universidad de Bonn, que ha
sido util el el diagndstico y prevencion de la alergia a cannabis.

En otro estudio extractos de Papaver somniferum se han utilizado el el diagndstico de
alergia a opioides.
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SUMMARY

Due to the increasing social, medical, and occupational exposure to illicit drugs as can-
nabis and heroin, extracts from Cannabis sativa and Papaver somniferum were tested in aller-
gic and drugs abusers people. The frequency of allergic reactions is growing but little is known
about the IgE-reactivity of singledrugs allergens.
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To identify the mature peptide sequence of the lipid transfer protein (LTP) and to study
the IgE-binding reactivity of a recombinant Can s 3 (rCan s 3), a cDNA was synthesized from
total RNA of leaves from Cannabis sativa L. ssp. sativa cv. Kompolti obtained from the botan-
ical garden of the University Bonn. The amplification of the LTP gene was performed with a
primer mix deduced from published amino acid sequences.

To determine the diagnostic accuracy of specific antibodies to morphine, codeine, rocu-
ronium and oil body and aqueous fractions of Papaver somniferum seeds were used in the
diagnosis and prevention of allergy to opioids.

Key words: Heroin, morphine, opioids, allergy, drug-abuser.

INTRODUCCION

Segun el ultimo informe anual del Observatorio Europeo de las Drogas, en la
UE mas de medio millon de consumidores de opidceos, principalmente heroina, reci-
bieron tratamiento en el 2009. Estas Sustancias produjeron casi 70.000 muertes por
sobredosis. En muchas ocasiones los sintomas fueron de shock y comenzaron por
insuficiencia respiratoria y lesiones cutaneas. Espafia y Reino Unido son los paises
mas afectados por este problema. La heroina causa el 25% de los ingresos en urgen-
cias. (1).

Es posible que las respuestas adversas a las drogas no sean tinicamente de tipo
toxico. Las drogas, son productos farmacologicamente activos como las Penicilinas o
los venenos de himenopteros, alérgenos para los que se ha demostrado respuestas de
hipersensibilidad graves. Sugerimos que las drogas pueden poseer alérgenos vegetales
similares a los de los podlenes y plantas, que provoquen también en poblacion
predispuesta, una respuesta inmune. Es posible que esta respuesta inmune y la
toxicidad a las mismas estén relacionadas y que el organismo realmente responda con
un mecanismo toxico-inmunolégico. La poblacion joven y productiva es la mas
afectada por ambas enfermedades y pudiera existir un nexo de union entre ellas.

El objetivo de nuestro estudio fue valorar hipersensibilidad alérgica mediada
por IgE a cannabis, heroina y morfina en grupos de pacientes consumidores de
heroina y otras drogas de abuso que acuden a ACLAD (Asociacion Castellano-
Leonesa de ayuda a drogodpendientes) y en pacientes alérgicos atendidos en el
Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid. Si la deteccion de sensibilizacion a
cannabis y heroina fuera posible por métodos alergologicos se abriria una via
diagnostico-terapetitica con importantes repercusiones sociales, legales y de salud.
También se tendria un nuevo método para prevenir anafilaxias intraoperatorias por
morfinicos.

La justificacion del trabajo fue lograr nuevos métodos que permitan el
diagnostico de la hipersensibilidad a cannabis y heroina incluso en momentos en que
no se esta consumiendo (que es la limitacion de las técnicas actuales) y conocer
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factores predictivos de riesgo de sufrir una reaccion de hipersensibilidad a cannabis, la
heroina o a opiaceos.

ANTECEDENTES

En 2010 concluimos, gracias a una beca SACYL concedida en el 2008, un
primer trabajo en una serie de 340 pacientes (alérgicos, drogodependientes y controles
sanos) de investigacion de hipersensibilidad a cannabis, y obtuvimos una alta rentabi-
lidad de las pruebas alérgicas (cutaneas, anticuerpos especificos y provocaciones) en
el diagnostico de estos pacientes y en la deteccion de consumidores de una forma
muy sensible y especifica, incluso en momentos en que no estaban consumiendo la
droga (figura 1). Estas pruebas han resultado eficaces y de bajo coste en el diagnosti-
co de la dependencia a cannabis y de los cuadros de hipersensibilidad alérgica a esta
droga (2).

En esta segunda fase nos planteamos el estudio de la hipersensibilidad a otra
importante droga de abuso: la heroina. Aunque en los tltimos afios parece existir un
descenso en su consumo, se han asistido en urgencias muchos casos que pensamos
erroneamente diagnosticados de sobredosis, ya que el cuadro clinico era generalmente
de asma angioedema o anafilaxia.

Prick Cannabis IgE Cannabis
Cutoff | Sensibilidad | Especificidad Cutoff | Sensibilidad | Especificidad
17,8 92,9 87,1 0,30 88,1 95,7
23,1 85,7 93,5 0,40 88,1 96,0

Rentabilidad diagnostica para area de prick>19mm?2 e IgE>0.35kU/L
versus provocacion bronquial positiva.

Figura 1. Cannabis sativa hembra.
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Hay que tener en cuenta que la heroina es quimicamente similar a la morfina
(figuras 2 y 3) y la sensibilizacion a opiaceos es también una de las causas mas fre-
cuentes de anafilaxia intraoperatoria (2).

Figura 2. Heroina. Figura 3. Morfina.

La adiccion a drogas como la heroina y el asma son importantes problemas so-
ciales. (3). Tras el inicio del uso farmacologico de la heroina empezaron a aparecer
eccemas en personal sanitario relacionado con su manipulacion y sintomas respirato-
rios asociados. Los estudios realizados en esa época concluyeron en que la causa seria
la liberacion inespecifica de histamina u otros factores no alérgicos (4). Sin embargo,
se siguieron publicando casos de asma y anafilaxia en consumidores de esta droga (5-
11). Todos los casos descritos tenian en comtn hallazgos clinicos de asma grave de
aparicion subita y cuadros de anafilaxia, que a veces fueron primeramente diagnosti-
cados como sobredosis.

Las propiedades conocidas de los opidceos de estimular inespecificamente la
liberacion de histamina ofrecian una explicacion a estos hallazgos, y se determiné que
estas reacciones obedecian a un fendmeno anafilactoide no mediado por IgE. Sin
embargo, en este momento, no habia comercializada ninguna técnica “in vitro” para
la medida de IgE especifica a heroina. Esto, asociado a que las pruebas cutaneas
(prick-tests) no eran consideradas utiles por la degranulacion inespecifica de los mas-
tocitos que producian, conllevo a que no se buscaran causas alérgicas en esta patolo-
gia (12).

Recientemente, el laboratorio Phadia (Uppsala, Suecia) ha comercializado dos
inmunoensayos para la deteccion de IgE especifica: ImmnoCAP®Allergen ¢260
Quaternary Ammonium Morphine ¢ ImmunoCAP®CAP Allergen ¢261 Pholcodine.
El motivo de su salida al mercado fue la facilitacion del diagnostico de las reacciones
por hipersensibilidad durante la anestesia, que es dificil debido al gran nimero de
farmacos que son administrados al paciente durante este procedimiento (13-19). Se
estima que el 60% de las reacciones graves por hipersensibilidad durante la anestesia
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se deben a bloqueantes neuromusculares, y la estructura de la morfina es similar a la
de los iones amonio de estos bloqueantes.

La medicion de IgE a morfina podria ser usada como marcador de una posible
sensibilizacion alérgica a estos bloqueantes. La heroina (diacetilmorfina) también
tiene una estructura quimica similar a la morfina (figuras 2 y 3)

La Pholcodina es un derivado de la morfina usado como antitusivo en muchos
jarabes, muchos de ellos especialidades farmaceuticas publicitarias, que en muchas
ocasiones consumen los drogodependientes de heroina como sustitutivo de la misma
(20-23). Es muy similar en estructura quimica a la Codeina (figura 4 y 5).

Figura 4. Pholcodina. Figura 5. Codeina.

En nuestros estudios previos en drogodependientes, no teniamos posibilidad de
medir IgE especifica a Morfina y utilizamos como fuente de alérgenos semillas de
adormidera (figuras 6, 7 y 8) (24), con lo que obteniamos una alta sensibilidad y espe-
cificidad (87 y 89% respectivamente), para detectar pacientes que sufrian de sintomas
alérgicos tras inoculacion de heroina.

En esta ocasion, utilizamos la determinacion de la IgE a morfina, Pholcodina y
también semillas de opio o adormidera (papaver somniferum) para valorar cual de las
tres determinaciones es mas eficaz como marcador de posible clinica adversa.

Era preciso un amplio estudio que mostrara la importancia de este problema de
Salud. Este estudio se bas6 en técnicas alergologicas de rutina ya estandarizadas (que
utilizamos habitualmente en la Seccion de Alergia de nuestro Hospital) y en nuevas
tecnologias de analisis y purificacion de alérgenos basadas en la Biologia Molecular.
La justificacion del trabajo fue lograr nuevos métodos que permitieran el diagnostico
de la hipersensibilidad a heroina incluso en momentos en los que no se esta consu-
miendo (que es la limitacion de las técnicas actuales) y conocer factores predictivos
de riesgo de suftir una reaccion de hipersensibilidad a morfina u otros opidceos. Esta
investigacion nos parecié de suma utilidad en cualquier analisis preoperatorio, para
prevenir el riesgo de anafilaxia intraoperatoria y muerte del paciente u otros efectos
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adversos en el tratamiento del dolor con opioides. Su utilizacion seria aplicable en los
protocolos de seguridad para prevencion de eventos adversos incluidos en el Servicio
de Calidad de cualquier Hospital. En Espafia y en otras naciones de la Union Europea
el Plan de Calidad del Sistema Nacional de Salud ha formulado una estrategia enca-
minada a mejorar la seguridad de los pacientes atendidos en sus centros sanitarios, y
la prevencion de los efectos adversos de la anestesia en cirugia electiva es el primer
punto de este Plan (13).

La limitacion fundamental para la consecucion de nuestros objetivos radicaba
en que ibamos a trabajar con sustancias ilegales o sometidas a la normativa legal de
estupefacientes. Hasta hoy, el Codigo Penal espafiol prohibe la venta de cannabis y
heroina pero no prohibe su consumo en lugares privados. Por otro lado la Ley de
estupefacientes espafiola (LEY 17/1967, DE 8 ABRIL. ESTUPEFACIENTES. (BOE
num. 86, de 11 abril 1967%*) sefiala que tendran la consideracion de articulos o géne-
ros prohibidos los estupefacientes incluidos en las listas anexas al citado Convenio,
con excepcion de las cantidades necesarias para la investigacion médica y cientifica,
incluidos los experimentos clinicos con dichos estupefacientes que se realicen bajo la
vigilancia y fiscalizacion de la Direccion General de Sanidad.

PACIENTES Y METODOS

La hipotesis de trabajo que nos planteamos fue que podria ser posible la hiper-
sensibilidad alérgica a drogas en poblacion de riesgo (atdpicos, drogodependientes) al
tener ambos un estado basico de inmunodeficiencia. Es posible que la heroina, droga
de abuso muy consumida, pueda sensibilizar a poblacion de riesgo de la misma mane-
ra que otros alérgenos farmacoldgicamente activos. Si existiera una técnica fiable de
medir la hipersensibilidad a opidceos se podria prevenir el 60% de anafilaxias intra-
operatorias.

Los objetivos de nuestro estudio fueron valorar hipersensibilidad alérgica me-
diada por IgE a heroina en poblacién consumidora y alérgica e intentar encontrar los
epitopos responsables de esta hipersensibilidad. Se recogieron pacientes con clinica
relacionada con opiaceos (morfinicos, codeina, analgésicos opiodes) y tabaco, presun-
ta poblacion de riesgo, segin demostrd nuestro estudio previo con cannabis. Los obje-
tivos especificos fueron:

1. Valorar la incidencia de alergia a heroina en una muestra amplia de pacien-
tes alérgicos y en poblacién consumidora.

2. Valorar la utilidad de la medicion de IgE especifica a heroina, morfina,
pholcodina y semillas de adormidera como parametro eficaz en detectar poblacion
consumidora, comparando la rentabilidad de las diferentes determinaciones.

3. Encontrar métodos diagndsticos sencillos que permitan descubrir una de-
pendencia, aun en momentos de no consumo.

4. Prevenir anafilaxias y eventos adversos por morfinicos en pacientes ingresa-
dos, pacientes en tratamiento del dolor y en pacientes que van a ser anestesiados.



ANALES DE LA REAL ACADEMIA DE MEDICINA Y CIRUGIA DE VALLADOLID 23

5. Valorar la posible reactividad cruzada entre heroina, morfina, codeina y
pholcodina.

6. Estudiar la incidencia de falsos positivos a heroina en alérgicos a tabaco,
semillas y pélenes de gramineas.

7. Si se demostrara hipersensibilidad de tipo alérgico a heroina en drogodepen-
dientes, valorar la posibilidad disuasoria tras su diagnostico, indicandoles el peligro de
anafilaxia.

8. En el caso de pacientes gravemente sensibilizados, valorar inmunoterapia
especifica.

Para la consecucion de estos objetivos, se procedi6 a realizar una busqueda efi-
ciente de la bibliografia publicada hasta la fecha mediante filtros metodolégicos (Cli-
nical queries, SUM Search, Grade, Cochrane Library) y se tratd de aplicar los crite-
rios de la normativa CONSORT de febrero 2009 y de CALIDAD 2010 del Hospital ,
intentando ofrecer un servicio de maxima confortabilidad a los pacientes que consien-
tan su inclusion en el estudio y teniendo en cuenta la complejidad de la interaccion
humano-técnologica, primando siempre al factor humano.

El disefio del estudio se baso en un analisis longitudinal ambispectivo de casos
y controles. La seleccion de la muestra se realizara a razon de 1 caso/2 controles

Se parti6 de un registro de 21.582 pacientes atendidos en los tltimos 20 afos
en la consulta de Alergia del Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid, de los
que seleccionamos de forma aleatoria simple 40 pacientes con la patologia alérgica
mas frecuente en nuestra area: asmaticos polinicos con residencia habitual en Valla-
dolid o provincia, de ambos sexos, que desde su nacimiento hayan vivido en la misma
casa y ambientes, y que cumplan criterios similares de severidad clinica de su asma.
Se definié como asmatico a todas las personas que sufren disnea por obstruccion
variable del flujo aéreo sin otra causa demostrable o episodios de tos durante 3 noches
consecutivas y trastornos del suefio desde los 6 meses de edad (Criterios ISAAC).

La sensibilizacion a polenes se definié como la presencia de: a) una o mas
pruebas cutaneas positivas a polen, b) un CAP (IgE) positivo > 0, 35 IU/mL a estos
alérgenos o ¢) provocacion especifica positiva. El asma por polenes de gramineas sera
definida por prick, IgE especifica y criterios espirométricos. Se eligié como parametro
mensurable en los resultados de las anteriores pruebas al polen Lolium perenne, por
ser éste el polen de graminea de mas importancia alergologica en nuestra region. Ex-
cluimos pacientes no nacidos en nuestra area o residentes en otras zonas distantes.
Consideramos las posibles variables sociales, ambientales, genéticas y biologicas que
pudieran actuar como agentes de confusion. Intentaremos aumentar la validez dismi-
nuyendo los sesgos. Intervalo de confianza 95%. Todos los pacientes fueron estudia-
dos utilizando las mismas pruebas diagndsticas. Se admitid que todos ellos habian
sido expuestos a similares concentraciones de polenes y polucion y otros factores
ambientales.
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De la misma base de datos se seleccionaron todos los pacientes sensibilizados
a opiaceos (morfina y codeina), posibles alérgenos implicados por reactividad cruza-
da. Estos tipos de sensibilizacion son poco frecuentes, por lo que elegimos a todos los
pacientes recogidos en la base de datos durante los 20 afos de estudio (12 en total,
uno fallecido durante la anestesia) y fuimos afiadiendo los enviados por los servicios
de Medicina Intensiva y Anestesia, asi como todos los avisos que nos llegaron por
parte de interconsulta en enfermos ingresados durante el tiempo de estudio.

Realizamos las mismas pruebas a pacientes drogodependientes, para lo que
nos trasladamos a ACLAD (Asociacion Castellano-Leonesa de Ayuda a la Drogadic-
cion) para realizar las pruebas “in situ”. Una vez aceptaron participar en el estudio
(consentimiento informado) se les realizé encuesta clinico epidemioldgica que inclu-
yo las caracteristicas y origen de su dependencia, la posible aparicion de reacciones
adversas (se preguntara a sus allegados proximos), potencial implicacion de 6rganos y
sistemas y tratamiento requerido.

El grupo control (concurrente, su evaluacion coincidio con el grupo de pacien-
tes problema) estuvo constituido por 200 personas sanas, no fumadores ni expuestos a
tabaco, seleccionados de forma aleatoria por la Unidad de Hemodonacion del
SACYL. Ademas en el grupo control ninguno de ellos habra tenido que acudir a con-
sulta de Alergia. Incluimos 10 pacientes con anafilaxia por Penicilina, fArmaco sin
relacion quimica con opiaceos. Para las técnicas “in vitro” seleccionamos 20 muestras
de sangre de cordon de nifios prematuros en los que una posible exposicion al tabaco,
opiaceos o drogas quedaba descartada al permanecer desde su nacimiento en incuba-
dora.

El protocolo fue evaluado y admitido por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del HURH.

El objetivo de nuestro estudio fue valorar hipersensibilidad alérgica mediada
por IgE a heroina en pacientes y 200 controles distribuidos en 7 grupos:

1. Consumidores habituales de heroina (50 pacientes, 42 terminaron el estudio)
2. Alérgicos a tabaco (25 pacientes)
3. Pacientes con anafilaxia por morfinicos (25 pacientes)
4. Alérgicos a codeina (16 pacientes)
5. Alérgicos a pdlenes de gramineas (40 pacientes, 34 terminaron el estudio)
6. Alérgicos (anafilaxia) a penicilina: (10 pacientes )
7. Controles poblacion sana de Hemodonacion (200 pacientes).
Del total de pacientes incluidos, 149 concluyeron es estudio.

Pruebas “in vivo”

Pruebas cutaneas

Se realizaron con técnica convencional de prick para el caso de alérgenos co-
mercializados y con el protocolo del grupo Europeo para le diagnostico de hipersen-
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sibilidad a farmacos en el caso de las drogas (10). Se utilizaran los siguientes extrac-
tos

Extractos alergénicos:

Bateria estandar de aeroalérgenos y alimentos que incluy6 polenes (gramineas.
arboles, malezas y flores), acaros (dermatophagoides y de almacenamiento), hongos,
antigenos animales y alimentos comunes (ALK -Abelld, Madrid, Espafia). Extracto
de tabaco curado, a concentracion de 1 mg/ml y suministrados por BIAL-Aristegui,
Bilbao, Espana. Extracto de hoja de tabaco fresca a concentracion 1/10 peso/volumen
preparada en nuestro laboratorio a partir de hojas no curadas enviadas por correo
urgente desde Canarias. Se utilizé Histamina 1/100 y solucion salina fisiologica como
controles positivos y negativos respectivamente. El area de las papulas se midi6 a los
15 minutos.

Extractos de proteinas purificadas de drogas:

Utilizamos los siguientes extractos: Las semillas frescas de opio (papaver
somniferum), (figuras 6, 7 y 8) se molieron y desgrasaron con acetona en frio (2x1;
1:5 [peso/vol] durante 1 hora a 4°C), y después de secado, se extraeran con 0.1 mol/L.
Tris-HCI1 pH 7.5, 10mM EDTA (1:5 [peso/vol] durante 1 hora a 4°C. Después de
centrifugar a 9000g durante 30 minutos a 4°C, se diali6 el sobrenadante contra H20
(punto de corte, 3, 5 kd) y después se desecod en frio. Este extracto se uso tanto en
immunoblotting como en pruebas cutineas. Adicionalmente, semillas de adormidera
del Laboratorio Mill CD1 (Chopin Technologies, Villeneuve-la-Garenne Cedex,
Francia), heroina (obtenida por los traficantes), cocaina pura (laboratorios SIGMA,
obtenida del Servicio de Farmacia del HURH) y Metadona (donada por ACALD) se
separaron en cubierta (52% y 33.6% respectivamente) y se extrajeron de forma inde-
pendiente del método anterior.

Figura 6. Figura 7.
Semilla de amapolas. Capsula y semilla de opio
(papaver somniferum).
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Se realizo el mismo procedimiento con el tallo, el polen y los productos deri-
vados del cannabis (hachis, chocolate), para descartar sensibilizacion también a esta
droga (figura 9).

Figura 8. Semillas de opio utilizadas para la fabricacion de extractos para prick y
provocacion bronquial.

Figura 9. “Porro y chocolate”.

Los extractos de opidceos fueron fraccionados mediante cromatografia de in-
tercambio cationico con un Acell Plus CM Waters TM SepPakR cartridge (Waters,



ANALES DE LA REAL ACADEMIA DE MEDICINA Y CIRUGIA DE VALLADOLID 27

Milford, Mass., USA), utilizando acetato aménico 10mmol/L pH 6.8 como buffer
equilibrador.

El material retenido, se eluy6 con acetato aménico 50 mmol/L, pH 6, 8, se dia-
lizd y se seco en frio. La fraccion enriquecida de proteinas de heroina se separd con
HPLC en fase reversa en una columna de Nucleosil 300-C4 m; Scharlau (8x250mm;
tamafio de particula 5 Science, Barcelona, Espaiia), fluyendo con un gradiente lineal
de acetonitrilo en 0, 1% de acido trifluoroacético (10% to100% in 150min.;
Iml/min.).

Las fracciones cromatograficas conteniendo las proteinas purificadas de heroi-
na fueron localizadas mediante immunodeteccion tras SDS-PAGE con anticuerpos
monoclonales humanos y un pool de sueros de pacientes alérgicos. Estas fracciones
seran recolectadas y secadas en frio. Los alérgenos aislados fueron cuantificados
usando la prueba comercial bicinchoninic acid test (Pierce, Cheshire, Reino Unido).

El SDS-PAGE se realizo con un sistema Bio-Rad Miniprotean III System gels
(15% polyacrylamida), de acuerdo con Laemmli. Las bandas correspondientes se

cuantificaran por medio de sistema GelDoc 2000 System y Quantity One software
(BioRad, Richmond, Calif, USA).

Pruebas de provocacion bronquial

La pruebas de reactividad bronquial especifica con extracto de semillas de opio
se realizaron en los drogodependientes que sufrian asma por inhalar heroina, median-
te técnica de Chai con modificaciones segin hemos descrito en estudios previos (10):
Se realizaron diluciones del extracto a 0.005 mg/mL, 0.05 mg/mL, 0.5 mg/mL , 1
mg/mL y 5 mg/mL. Tras la realizacion de un estudio de titulacion a punto final segun
la técnica de Gleich con el extracto, se determind la dilucion que provocaba una papu-
la de 7 mm2. Esta dilucion fue la dosis inicial de la provocacion bronquial que se
realizd en todos los pacientes que consintieron el estudio y en los controles excepto en
los nifios incluidos en el grupo control. Previamente se restringieron aquellos farma-
cos que pudieran alterar la respuesta (beta-2 antagonistas de accion rapida: 8 horas,
cromoglicato y corticoides inhalaldos: 12 horas, Beta 2 antagonistas de accion retar-
dada: 24 horas, teofilinas 3 dias previos a la provocacion. Tras la realizacion de la
espirometria basal, se realizo la provocacion si el FEV1 fue superior al 80%. Dos
mililitros del extracto se introdujeron en el dosimetro y el paciente respird normal-
mente durante 2 minutos. Se realizd espirometria que se repetird a los 5, 10 y 15 mi-
nutos (figura 10). Si no hay cambio en el FEV1 o si la disminucion era menor al 10%
se continud con la siguiente mayor concentracion de extracto hasta llegar a un des-
censo del FEV1 igual o superior al 20%. Si la disminucion en el FEV 1 fuera cercana
al 15% se hizo inhalar la siguiente dilucion al paciente pero solo 1 minuto. Se monito-
rizaron respuestas tardias con un Mini Wright peak flow meter a las 2, 6, 12 'y 14
horas de la prueba, realizando tres mediciones y eligiendo la mejor. (figural0)
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Figura 10. Pruebas de provocacion bronquial

Pruebas “in vitro”
IgE especifica:

Se determino la IgE especifica a una bateria de aeroalérgenos y alimentos: trigo, ce-
bada y centeno y una bateria de alimentos: leche, alfa-lactoalbimina, beta-
lactoglobulina, caseina, clara y yema de huevo, legumbres, frutos secos y pescado, y
alimentos vegetales (verduras, legumbres, frutos secos, frutas frescas, tabaco, latex,
tomate) mediante sistema FEIA-CAP de Phadia, Uppsala, Suecia. Consideramos
como positivos niveles de IgE mayores de 0.35 kU/L (media: 16.3 kU/L; rango: 0.51-
>100 kU/L). Este mismo método se utilizé una vez que se pueda potenciar las protei-
nas purificadas de heroina y otras drogas para su uso con el sistema FEIA-CAP de
Phadia, Uppsala, Suecia.

IgE-immunodetection:

Seleccionamos para la Inmunodeteccion pooles de sueros correspondientes a los dife-
rentes grupos de pacientes (polinicos, alérgicos a opiaceos, alérgicos a tabaco, a can-
nabis y a otras drogas). Los extractos de semillas de adormidera (15 pg de extracto de
proteina cruda y 3 pg de los alérgenos purificados) se separaron por SDS PAGE (22)
en geles de Bio-Rad Miniprotean II, y luego se transfieriron a membranazas de
polyvinylideno difluorido (PVDF).
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Las membranas se incubaron toda la noche con el pool de sueros de pacientes
(dilucion 1:5), se lavaron y trataron con IgE mouse anti-human IgE mAb HE-2 en
fluido ascitico de ratdn (dilucion 1:3000 durante 1 hora) (24). Después de lavado, se
afiadio anticuerpo anti-mouse IgG peroxidase-conjugada de conejo (dilucion 1:5000
durante 1 hora; DAKO, Glostrup, Dinamarca). La deteccion de componentes ligado-
res de IgE se evaluard por quimioiluminiscencia, siguiendo las instrucciones del fa-
bricante (Amersham Biosciences, Little Chalfont, Reino Unido).

De forma alternativa, réplicas de geles fueron immunodetectadas con anticuer-
pos policlonales de conejo para heroina (dilucion 1:1000) y luego tratados con IgG
anti-suero de conejo conjugado con peroxidasa (dilucion 1:100000. Sigma, Stein-
heim, Alemania) y se revelaran posteriormente.

Técnicas de arrays y proteémica

La aplicacion de los ensayos de hibridacion de acidos nucleicos a gran escala
(micromatrices 0 muycroarrays) hizo posible que pudiéramos disponer de bio-chips o
paneles de alérgenos o epitopos, pegados a una placa de silice, pudiéndose utilizar
miles en un solo ensayo.

Esto nos permitié saber el mapa de sensibilizacion de cada paciente a las dro-
gas implicadas, valorar su relevancia clinica, y las posibles reactividades cruzadas.
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ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico se realizd con el programa SPSS version 15.0.

Para analizar la asociacion entre las variables del estudio se utilizara el test
Chi-cuadrado de Pearson. En el caso de que el niimero de celdas con valores espera-
dos menores de 5 fue mayor de un 20% se calculé mediante el test exacto de Fisher o
Prueba de razon de verosimilitudes

Se realizard la prueba t de Student para muestras independientes en la compa-
racion de los valores medios y cuando el nimero de grupos a comparar sea mayor se
tomara el ANOVA. Las alternativas no paramétricas utilizadas, en el caso de no ser
conveniente la utilizacion de las anteriores, fueron la prueba U de Mann-Whitney
(para dos grupos) o la prueba H de Kruskal Wallis (para més de dos grupos).

En el analisis multivariante se ajustd un modelo de regresion logistica teniendo
en cuenta las variables que fueron significativas en el analisis bivariante.

Aquellos valores de p <0, 05 se consideraron estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Finalizaron el estudio 149 pacientes, edad media de 32,3+14,7 afios, y 200
controles sanos. El resto de los 22 pacientes se perdieron por diferentes causas (cam-
bio de domicilio o trabajo, causas personales, encarcelamiento). Las tablas 1 a 4
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muestran las caracteristicas demograficas y sociales de las personas estudiadas. Las
tablas 5 a 21 sus datos clinicos y los resultados de los estudios realizados.

Ochenta y siete (58,4%) de los pacientes habian sufrido cuadros alérgicos gra-
ves que requirieron tratamiento urgente, mas frecuentemente por asma (83, 55, 7%),
anafilaxia (48, 32, 2%) y urticaria (38, 18, 8%). Veinticuatro de estos 87 pacientes
(16,1%) tuvieron pruebas positivas para morfina, 15 (10,1%) para codeina y 33
(22,1%) para semillas de opio. Ninguno de estos pacientes tuvieron IgE positiva a
morfina o codeina pero 51 (34,22%) tuvieron IgE positiva a semillas de opio.

El porcentaje de pacientes con prueba en prick positiva a tabaco (26,8%) fue
concordante con la positividad de la IgE a tabaco (27,5%) y se obtuvieron mas pricks
positivos a opioides en pacientes sensibilizados a tabaco (10/40, 25%), p<0,001.

Cinco de los pricks realizados en los 200 controles fueron positivos para mor-
fina, 16 para codeina y 4 para semilla de opio. Cuarenta y ocho pacientes y 52 contro-
les consintieron la realizacion de prueba de provocacion con extracto de semilla de
opio. La provocacion fue positiva en 27,8% de pacientes sensibilizados a tabaco, 31%
de heroindmanos, 27,3% de pacientes que tuvieron cuadro anafilactoide durante la
anestesia y 25% de los que tomaban codeina. No se obtuvo provocacion positiva en
ningun control.

1. Descripcion global de 1a muestra

Variable n Frecuencia (%)
Polen 149 34 (22,8%)
Tabaco 149 21 (14,1%)
ACLAD 149 42 (28,2%)
Anafilaxia por morfina 149 25 (16,8%)
Hipersensibilidad a codeina 149 16 (10,7%)
Hipersensibilidad a penicilina 149 11 (7,4%)

Tabla 1. Grupos en estudio.

Variable n Frecuencia (%)
No consumidor 149 77 (51,7%)
C. experimental 149 15 (10,1%)
C. ocasional 149 13 (8,7%)
C. habitual 149 2 (1,3%)
Drogadiccion 149 42 (28,2%)

Tabla 2. Grado de consumo.
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Variable

Frecuencia (%)

o media + DE

Sexo varon 149 90 (60,4%)
Edad* 149 32,3+14,7
Profesion:

=  Estudiante 62 (41,6%)
= Parado 149 22 (14,8%)
=  Amadecasa 29 (19,5%)
= Otros 36 (24,2%)

Tabla 3. Caracteristicas demograficas (*): distribucion no normal.

Frecuencia (%
Variable N o media + ]()E)

Tabaco 149 81 (54,4%)
=  Tiempo 81 15,9+ 13,3
= Edad inicio* 81 16,3+3,7
Cannabis 149 67 (45,0%)
=  Tiempo 67 14,7+12,0
=  Edad inicio 67 17,5+4,1
Cocaina 149 38 (25,5%)
=  Tiempo 38 19,1 £8,8
= Edad inicio 38 17,525
Heroina 149 36 (24,2%)
=  Tiempo 36 192+11,6
= Edad inicio* 36 19,2+43
Metadona 149 21 (14,1%)
= Tiempo 21 39+24

=  Edad inicio 21 33,785
Morfina 149 25 (16,8%)
= Tiempo 1 1

= Edad inicio 25 343+17,1
Codeina 149 51(34,2%)
=  Tiempo 51 14,1+124

VOLUMEN 50 (2013)
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=  Edad inicio* 51 227+11,1
Alcohol 149 101 (67, 8%)
Estimulantes 149 92 (61,7%)
Anfetaminas 149 17 (11,4%)
Benzodiacepinas 149 27 (18,1%)

Tabla 4. Consumo de sustancias (*): distribucioén no normal.

Variable n Frecuencia (%)
Atopia 149 106 (71,1%)
Asma 149 83 (55,7%)
Rinitis 149 30(20,1%)
Anafilaxia 149 48 (32,2%)
Urticaria 149 28 (18,8%)
Esofagitis 149 0(0,0%)
SAO 149 31(20,8%)
Intol. tomate 149 31 (20,8%)
Urgencias 149 87 (58,4%)

Tabla 5. Caracteristicas clinicas.

Variable n Media + DE
Area lolium* 147 | 245+594
IgE lolium* 149 13,5+£27,5
Area cannabis* 149 21,1 £69,1
IgE cannabis* 149 0,42+091
Area tabaco* 147 12,6 £34.9
IgE tabaco* 145 1,6 4,2
Area heroina* 149 | 102+289
Area cocaina* 149 093+39
Area morfina* 149 6,3+11,5
IgE morfina 0 -
Area codeina* 149 35+72
IgE codeina 0 -
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Area semilla opio*

149

10,8 +19,7

IgE semilla opio*

149

0,53+1,7

VOLUMEN 50 (2013)

Tabla 6. Pruebas cutaneas (mm?®) e IgE (KU/L) (*): distribucién no normal.

Variable n Frecuencia (%)
Area lolium 147 80 (40,8%)
IgE lolium 149 61 (40,9%)
Area cannabis 148 74 (53,2%)
IgE cannabis 149 48 (32,5%)
Prov. Cannabis 149 31 (20,8%)
Area tabaco 149 40 (26,8%)
IgE tabaco 149 41 (27,5%)
Area heroina 149 32 (21,5%)
Area cocaina 149 3(2,0%)
Area morfina 149 24 (16,1%)
IgE morfina 0 -
Area codeina 149 15 (10,1%)
IgE codeina 0 -
Area semilla opio 149 33 (22,1%)
IgE semilla opio 149 31(20,8%)
Prov. semilla opio 87 23 (26,4%)

Tabla 7. Ntimero de resultados positivos en las pruebas realizadas (Area>19mnr’; IgE>0, 35kU/L).
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2. Diferencias por sexo
Hombres Mujeres
Variable Sig.
n Frecuencia (%) [ n  Frecuencia (%)
Polen 19 (22,1%) 15 (25,4%)
Tabaco 14 (15,6%) 7 (11,9%)
ACLAD 33 (36,7%) 9(15,3%)
90 59 0,001
Anafilaxia morfina 17 (18,9%) 8(13,6%)
Hipersensibilidad codeina 3(3,3%) 13 (22,0%)
Hipersensibilidad penicilina 4 (4,4%) 7 (11,9%)

Tabla 8. Distribucion por sexo de los Grupos en estudio.

Hombres Mujeres
Variable Sig.
n Frecuencia (%) n Frecuencia (%)
No consumidor 33 (36, 7%) 44 (74, 6%)
C. experimental 11 (12,2%) 4 (6, 8%)
C. ocasional 90 11 (12, 2%) 59 2(3,4%) 0,001
C. habitual 2(2,2%) 0 (0, 0%)
Drogadiccion 33 (36, 7%) 9(15,3%)
Tabla 9. Distribucion por sexo de los Grados de consumo.
Hombres Mujeres
Variable Frecuencia (%) Frecuencia (%) Sig.
n 0 media + DE n o media £+ DE
Edad* 90 30,3142 59 354+15,0 0,024
Estudiante 44 (48,9%) 18 (30,5%)
Parado 16 (17,8%) 6 (10,2%)
Ama de casa %0 0(0,0%) > 29 (49,2%) <0001
Otros 30(33,3%) 6 (10,2%)

Tabla 10. Diferencias por sexo de las Caracteristicas demograficas.

(*): distribucion no normal.
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Hombres Mujeres
Variable Frecuencia (%) Frecuencia (%) Sig.
n o media + DE n o media + DE

Tabaco 90 63 (70,0%) 59 18 (30,5%) <0,001
=  Tiempo 63 162+ 14,1 18 14,8+ 10,2 NS
= Edad inicio* 63 16,0+2,7 18 17.4+59 NS
Cannabis 90 54 (60,0%) 59 13 (22,0%) <0,001
=  Tiempo 54 146+£12,5 13 149+104 NS
=  Edad inicio 54 17,4+3,8 13 17,6+53 NS
Cocaina 90 29 (32,2%) 59 9(15,3%) 0,02
= Tiempo 29 18,6 £9.,5 9 204 +6,4 NS
=  Edad inicio 29 17,5+£2,6 173+23 NS
Heroina 90 29 (32,2%) 59 7 (11,9%) 0,005
=  Tiempo 29 19,1 £12,6 7 19.4+6,5 NS
=  Edad inicio* 29 19,7+4,6 7 17,1£22 NS
Metadona 90 19 (21,1%) 59 2 (3,4%) 0,002
= Tiempo 19 42+23 1,0+0,0 NS
=  Edad inicio 19 343+82 28,5+13,4 NS
Morfina 90 17 (18,9%) 59 8 (13,6%) NS
= Tiempo 1 1 - - -
=  Edad inicio 17 33,6 +£18,7 2 359+14,0 NS
Codeina 90 29 (32,2%) 59 22 (37,3%) NS
= Tiempo 29 16,7114 22 10,5+ 129 NS
= Edad inicio* 29 19,5+49 22 26,9 £ 15,1 NS
Alcohol 90 76 (84,4%) 59 25 (42,4%) <0,001
Estimulantes 90 68 (75,6%) 59 24 (40,7%) <0,001
Anfetaminas 90 14 (15,6%) 59 3(5,1%) 0,049
Benzodiacepinas 90 23 (25,6%) 59 4 (6,8%) 0,004

Tabla 11. Diferencias por sexo del Consumo de sustancias (*): distribucion no normal.
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S Hombres Mujeres Sig.
n Frecuencia (%) n Frecuencia (%)
Atopia 90 73 (81,1%) 59 33 (55,9%) 0,001
Asma 90 55(61,1%) 59 28 (47,5%) NS
Rinitis 90 21(23,3%) 59 9 (15,3%) NS
Anafilaxia 90 31(34,4%) 59 17 (28,8%) NS
Urticaria 90 10 (11,1%) 59 18 (30,5%) 0,003
SAO 90 20 (22,2%) 59 11 (18,6%) NS
Intol. tomate 90 22 (24,4%) 59 9(15,3%) NS
Urgencias 90 60 (66,7%) 59 27 (45,8%) 0,011
Tabla 12. Diferencias por sexo de las Caracteristicas clinicas.
T Hombres Mujeres Sig.
n Media + DE n Media + DE

Area lolium* 88 24,8 +46,1 59 | 239+755 0,04
IgE lolium* 90 17,5+30,7 59 7,4+20,6 NS
Area cannabis* 90 26,8+ 82,0 59 12,3+41,9 0,018
IgE cannabis* 90 0,59 + 1,09 59 0,17+£0,43 0,001
Area tabaco* 88 16,5 +42.9 59 6,6+155 0,008
IgE tabaco* 88 2,1+£51 57 0,62+2,0 0,032
Area heroina* 90 13,4+35,6 59 55+12,1 0,038
Area cocaina* 90 | 096+4,1 59 | 087+35 NS
Area morfina* 90 83+12,6 | 59 33+89 0,004
IgE morfina - - - - -
Area codeina* 90 38+73 59 30+£7.2 NS
IgE codeina - - - - -
Area semilla opio* 90 15,1+22.0 59 43+132 0,001
IgE semilla opio* 90 0,83+2,1 59 0,06+ 0,22 0,001

Tabla 13. Diferencias por sexo de las Pruebas cutaneas (mm?) e IgE (KU/L).
(*): distribucion no normal.
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Hombres Mujeres
Variable Sig.
n Frecuencia (%) n Frecuencia (%)

Area lolium 88 41 (46,6%) 59 19 (32,2%) NS*
IgE lolium 90 39 (43,3%) 59 22 (37,3%) NS
Area cannabis 89 37 (41,5%) 59 11 (18,6%) 0,003
IgE cannabis 90 24 (26,7%) 59 7 (11,9%) 0,029
Prov. cannabis 90 25 (27,8%) 59 5(8,5%) 0,004
Area tabaco 90 30 (33,3%) 59 10 (16,9%) 0,027
IgE tabaco 90 30 (33,3%) 59 11 (18,6%) 0,05
Area heroina 90 24 (26,7%) 59 8 (13,6%) NS*
Area cocaina 90 2 (2,2%) 59 1(1,7%) NS
Area morfina 90 19 (21,1%) 59 5(8,5%) 0,04
IgE morfina - - - - -
Area codeina 90 9 (10,0%) 59 6 (10,2%) NS
IgE codeina - - - - -
Area semilla opio 90 28 (31,1%) 59 5(8,5%) 0,001
IgE semilla opio 90 26 (28,9%) 59 5(8,5%) 0,003
Prov. semilla opio 58 21 (36,2%) 29 2 (6,9%) 0,003

Tabla 14. Diferencias por sexo del Numero de resultados positivos a las pruebas realizadas
(Area>19mm?; IgE>0, 35kU/L).

3. Diferencias por edad

<29 aiios >30 afios
Variable Frecuencia Frecuencia Sig.
n (%) N (%)
Polen 30 (39,0%) 72 4 (5,6%)
Tabaco 15 (19,5%) 6 (8,3%)
ACLAD 10 (13,0%) 32 (44,4%)

- 77 <0, 001
Anafilaxia morfina 12 (15,6%) 13 (18,1%)
Hipersensibilidad codeina 8 (10,4%) 8 (11,1%)
Hipersensibilidad penicilina 2 (2,6%) 9 (12,5%)

Tabla 15. Distribucion por edad de los Grupos en estudio.
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<29 aiios >30 afios
Variable Sig.
n Frecuencia (%) n Frecuencia (%)
No consumidor 45 (58,4%) 32 (44.,4%)
C. experimental 11 (14,3%) 4 (5,6%)
C. ocasional 77 10 (13,0%) 72 3 (4,2%) <0,001
C. habitual 1(1,3%) 1(1,4%)
Drogadiccion 10 (13,0%) 32 (44.,4%)
Tabla 16. Distribucion por edad de los Grados de consumo.
<29 aiios >30 afios
Variable Sig.
n  Frecuencia (%) n  Frecuencia (%)
Sexo varon 77 52 (67,5%) 72 38 (52,8%) NS**
Estudiante 61 (79,2%) 1 (1,4%)
Parado 4 (5,2%) 18 (25,0%)
77 72 <0, 001
Ama de casa 4 (5,2%) 25 (34,7%)
Otros 8(10,4%) 28 (38,9%)
Tabla 17. Diferencias por edad de las Caracteristicas demograficas.
(**): tendencia estadisticamente no significativa (p<0,1).
<29 aiios =30 afios
Variable Sig.
N Frecuencia (%) N Frecuencia (%)
Atopia 77 67 (87,0%) 72 39 (54,2%) <0,001
Asma 77 55 (71,4%) 72 28 (38,9%) <0,001
Rinitis 77 20 (26,0%) 72 10 (13,9%) NS**
Anafilaxia 77 22 (28,6%) 72 26 (36,1%) NS
Urticaria 77 15 (19,5%) 72 13 (18,1%) NS
SAO 77 15 (19,5%) 72 16 (22,2%) NS
Intol. Tomate 77 15 (19,5%) 72 16 (22,2%) NS
Urgencias 77 37 (48,1%) 72 50 (69,4%) 0,008

Tabla 18. Diferencias por edad de las Caracteristicas clinicas.

(**): tendencia estadisticamente no significativa (p<0,1).



VOLUMEN 50 (2013)

<29 aiios >30 afios
Variable Frecuencia (%) Frecuencia (%) Sig.
n o media £+ DE n o media + DE

Tabaco 77 38 (49,4%) 72 43 (59,7%) NS
= Tiempo 38 59+52 43 248 +11,9 <0, 001
*  Edad inicio* 38 157423 43 16,9+ 4,6 NS
Cannabis 77 29 (37,7%) 72 38 (52,8%) NSH*
=  Tiempo 29 5,8+5,0 38 214+11,5 <0,001
=  Edad inicio 29 16,0+24 38 18,6+4,8 0,007
Cocaina 77 8 (10,4%) 72 30 (41,7%) <0,001
=  Tiempo 8 10,1 +2,8 30 214+83 <0,001
=  Edad inicio 8 16,6 +1,8 30 17,7+£2,6 NS
Heroina 77 6 (7,8%) 72 30 (41,7%) <0,001
=  Tiempo 6 6,8+47 30 21,7+£11,0 0,003
=  Edad inicio* 182+25 30 194+4,6 NS
Metadona 77 3(3,9%) 72 18 (25,0%) <0,001
=  Tiempo 3 37+23 18 39+25 NS
=  Edad inicio 3 21,0+2,6 18 358+7,1 0,002
Morfina 77 12 (15,6%) 72 13 (18,1%) NS
=  Tiempo 1 1 - - -
=  Edad inicio 12 22,0+4,6 13 457+16,5 <0,001
Codeina 77 13 (16,9%) 72 38 (52,8%) <0,001
*  Tiempo 13 43+4,0 38 174+125 <0,001
= Edad inicio* 13 193+34 38 238+12,5 NS
Alcohol 77 52 (67,5%) 72 49 (68,1%) NS
Estimulantes 77 48 (62,3%) 72 44 (61,1%) NS
Anfetaminas 77 9 (11,7%) 72 8 (11,1%) NS
Benzodiacepinas 77 7(9,1%) 72 20 (27,8%) 0,003

Tabla 19. Diferencias por edad del Consumo de sustancias. (*): distribucion no normal;
(**): tendencia estadisticamente no significativa (p<0,1).
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arFr: <29 aiios >30) afios Sig.
n Media + DE n Media + DE

Area lolium* 75 | 282+449 | 72 | 20,6+71,6 | <0,001
IgE lolium* 77 | 232+333 | 72 32+133 <0,001
Area cannabis* 77 | 249+878 | 72 17,0+41,0 NS
IgE cannabis* 77 | 048+096 | 72 | 036+0,87 NS
Area tabaco* 77 | 158+458 | 70 89+155 NS
IgE tabaco* 75 13+29 70 1,8+52 NS
Area heroina* 77 7.8+ 13,7 7 12,9 +39,0 NS
Area cocaina* 77 0,34 +2,4 72 1,649 0,038
Area morfina* 77 63+113 72 63+118 NS
IgE morfina* - - - - -
Area codeina* 77 3,0£6,9 72 40+76 NS
IgE codeina* - - - - -
Area semilla opio* 77 10,0+ 17,7 72 11,7+20,8 NS
IgE semilla opio* 77 0,38+1,0 72 0,68 +22 NS

Tabla 20. Diferencias por edad de las Pruebas cutaneas (mm?) e IgE (kU/L).
(*): distribucion no normal

e <29 aiios >30 afios Sig.
n Frecuencia (%) n Frecuencia (%)

Area lolium 75 44 (58,7%) 72 16 (22,2%) <0,001
IgE lolium 77 48 (62,3%) 72 13 (18,1%) <0,001
Area cannabis 77 24 (31,2%) 71 24 (33,8%) NS
IgE cannabis 77 19 (24,7%) 72 12 (16,7%) NS
Prov. Cannabis 77 17 (22,1%) 72 13 (18,1%) NS
Area tabaco 77 24 (31,2%) 72 16 (22,2%) NS
IgE tabaco 77 22 (28,6%) 72 19 (26,4%) NS
Area heroina 77 17 (22,1%) 72 15 (20,8%) NS
Area cocaina 77 1(1,3%) 72 2 (2,6%) NS
Area morfina 77 15 (19,5%) 72 9 (12,5%) NS
IgE morfina - - - - -
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Area codeina 77 6 (7,8%) 7 9 (12,5%) NS
IgE codeina - - - - -

Area semilla opio 77 17 (22,1%) 72 16 (22,2%) NS
IgE semilla opio 77 16 (20,8%) 72 15 (20,8%) NS
Prov. semilla opio 36 10 (27,8%) 51 13 (25,8%) NS

Tabla 21. Diferencias por la edad del Nimero de resultados positivos a las pruebas realizadas.
(Area>19mm?; IgE>0, 35kU/L).

DIFERENCIAS ENTRE LOS GRUPOS ESTUDIADOS
Grupo de heroindmanos:

Treinta y un pacientes (73,8%), tuvieron que se atendidos de urgencia, debido a
anafilaxia en 6 casos (14,3%), asma en 18 (42,9%) y urticaria y angioedema en 9
(21,4%). Tanto las areas de las papulas como los niveles de IgE a semilla de opio
fueron mayores en este grupo de pacientes (p<<0,001). De los 18 pacientes asmaticos,
12 presentaban ya alteraciones previas de la funcion pulmonar (espirometria obstruc-
tiva) y todos tuvieron una provocacion bronquial positiva a las semillas de opio.

Grupo de pacientes alérgicos al polen:

Entre estos pacientes 3 habian tenido un uso experimental de heroina y uno oca-
sional, pero no habia consumidores habituales ni dependientes. La clinica mas fre-
cuente fue la rinitis-asma. Ningln paciente habia sufrido de anafilaxia o angioedema
pero uno de ellos tuvo que ir a urgencias por urticaria.

Grupo de pacientes alérgicos a tabaco:

Cinco pacientes eran consumidores experimentales de heroina, uno habitual y
ninguno dependiente. Todos ellos habian usado farmacos con codeina. Cinco pacien-
tes sensibilizados a semilla de opio tuvieron que ser atendidos en urgencias, 4 por

asma grave y uno por anafilaxia (habia fumado un cigarro de heroina y consumido
alcohol).

Pacientes que sufrieron anafilaxia durante la anestesia:

De los 25 pacientes, 6 habian consumido de forma ocasional analgésicos opioi-
des, y 2 eran consumidores ocasionales y uni habitual de heroina, pero ninguno era
drogodependiente. El prick fue positivo para morfina en 13 pacientes (52%), codeina
en 4 (16%) y semilla de opio en 13 (52%, que también tenian IgE positiva a semilla
de opio). Un joven que muri6 durante la anestesia tenia una IgE positiva a semilla de
opio de 6.46 KU/L y era un consumidor ocasional de analgésicos opiodes y heroina.
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Pacientes con cuadro anafilactoide tras tomar jarabes con codeina:

El sintoma mas comun fue la urticaria (81,3%) y el asma (31,3%). Solo dos pa-
cientes sufrieron anafilaxia grave. Cuatro (25%) de los pacientes tenian prick positivo
a morfina, 6 (37,5%) a codeina y 3 (18,8%) a semilla de adormidera. Cuatro pacientes
tuvieron IgE especifica a semilla de amapola y ninguno a morfina o codeina. Dos de
los 5 pacientes asmaticos tuvieron provocacion positiva a semilla de opio.

En las tablas 22 a 23 podemos ampliar informacion sobre la diferencia entre

grupos.

Variable Todos . Anafialxia en , .
Polen Tabaco Heroina L Codeina Sig.
Pruebas alérgicas n=149 cirugia
mortna 206 | ooy | amo | o o O
IgE positive a Morfina 0 (0,0%) 0 0 0 0 0 NS
i 121 4/42 472 1
]l:::il;‘fss; codeina 15(10,1%) (g,g:/t!) (4,/8%) (9,/5%) (1 2‘750) (32/,52/0) <0,001
IgE positive a codeina 0(0,0%) 0 0 0 0 0 NS
Prick test positive a opio 33(22,1%) ( (()), g;t ) (22%3% ) ( 21 é/ :"i) (;23’/02;) (1?3/,:354) <0,001
1gE positive a opio (34,5212%) ((?,g‘;)) (22/;/0) (291/,33/0) (5323/0202) (g;/i) <0,001
Pro'v?)cacién bronquial 23/48 0/34 5/18 18/42 3/11 2/8 NS
positiva (47,9%) (0,0%) (27,8%) (31,0%) (27,3%) (25%)
&A:‘gp‘i'zii('l‘ei:i" deconsumo | 573,36 - 28661 | 18,1431 3434171 | 283+131 | NS
Media de afios de consumo 132+104 - 6,2452 19,7494 20,4+8.4 6,0+12,4 <0,001
Autoestimacion del
consumo
Nunca 77(51,7%) 30 5(23,8%) 0(0,0%) 16 (64,0%) 15 <0,001
(88,2%) (93,3%)
Experimental 15(10,1%) 3(8,8%) 5(23,8%) 0(0,0%) 6(24,0%) 1(6,3%) <0,001
Ocasional BE™ | 1e9%) | 471,2’% ) 0(0,0%) 2(80%) 0(00%) | <0001
Habitual 2003%) | 000%) | 1@48%) | 000%) 1(4,0%) 0(00%) | <0.001
Dependencia 42282%) | 0000%) | 0(00%) | 42(100%) 0(0,0%) 0(00%) | <0001
Cocaina 38255 | 0000%) | 1(@d8%) | 37(88,1%) 0(0,0%) 0(00%) | <0001
Afio de inicio (yrs) 17,5£2,5 - 20 174425 - - NS
Media de afios de consumo 19,1£8,9 - 18 19,1489 - - 0,001
Heroina 360243%) | 0(0,0%) 0 (73?§% \ 5 ; <0001
Edad de inicio 190443 B B 18,143,1 25,8455 B NS
Media de aios de consumo 19.2+11,6 - - 20,4484 11,64+23,7 - NS
Methadona 20(141%) | 0000%) | 000%) | 21(50%), 0(0,0%) 0(00%) | <0.001
Ao de inicio 33,7485 - 0 33,7485 0 - NS
Media de afio de consumo 39+24 - 0 39424 0 - NS
Anfetaminas 17 (11,4%) 0(0,0%) 2(9,5%) 12 (28,6%) 2(8,0%) 0(0,0%) <0,001
Benzodiazepinas 27 (18,1%) 0 1(4,8%) 24(57,1%) 2(8,0%) 0(0,0%) <0,001
Estimulantes legales R617% | 0205% ) (901’2% )| seren | ams NS

Tabla 22. Pruebas diagndsticas realizadas y diferencias entre grupos.
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5 Pollen Tabaco Heroina Anap.hyla,)ns Pholcodine Penicilina .
Variable en cirugia Sig.
n=34 n=21 n=42 _ n=16 n=11
n=25

Atopia 34 (100%) 21 (100,0%) 29 (69,0%) 16 (64,0%) 4(25,0%) 2 (18,2%) <0,001
Asma 34 (100%) 21 (100,0%) 18 (42,9%) 5(20,0%) 5(31,3%) 0(0,0%) <0,001
Rinitis 14 (41,2%) 1(4,8%) 11 (26,2%) 4(16,0%) 0 (0,0%) 0(0,0%) 0,001
Anaphylaxia 0(0,0%) 4(19,0%) 6(14,3%) 25 (100,0%) 2 (12,5%) 11 (100%) <0,001
Urticaria 1(2,9%) 2(9,5%) 9 (21,4%) 3(12,0%) 13 (81,3%) 0(0,0%) <0,001
OAS 0(0,0%) 8(38,1%) 15 (35,7%) 6 (24,0%) 2 (12,5%) 0(0,0%) <0,001
Asistencia 12.9%) 2ET% | 31me% | 23020%) 9(56,3%) 11(100%) | <0,001
en urgencias

Tabla 23. Diferencias de consumo entre grupos.

INMUNODETECCIONES Y ARRAYS

Los resultados obtenidos mediante en el Ensayo 1 (Dot Blot), pusieron
de manifiesto que tanto el extracto hidrosoluble como el liposoluble de semi-
llas de P. somniferum, a ambas concentraciones ensayadas, es decir, las pro-
teinas alergénicas presentes en dichos extractos, son reconocidos por IgE es-
pecifica en el grupo de pacientes opiaceos positivos.

Asimismo, los resultados obtenidos mediante el Ensayo 2 (Dot Blot),
pusieron de manifiesto que el extracto liposoluble de semillas de P. sommni-
ferum, a igualdad de cantidad de proteina, esta siendo mas reconocido (con
mayor intensidad) que el extracto hidrosoluble de semillas de P. somniferum.

Los resultados de los arrays pueden ser vistos en informes al final de este ma-
nuscrito.

Destaca un reconocimiento de proteinas transportadoras de lipidos (LTPs) en
el caso de anafilaxias y CCDs en el caso de asma.

SDS PAGE IgE immunoblotting
Coomassie stain m31 mis mla m3 10900
MwWM 1

97.0
66.0 ...

45.0 Lo

30.0 s

20.1

14.4 .
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Muestras/controles

Opiaceos positivos

Fraccion Liposoluble
[proteina ]
100 ng 10 ng

Fraccion hidrosoluble
[proteina ]
100 ng 10 ng

Opiaceos negativos

Prematuros (No IgE)

Recien nacidos (No IgE)

PBS

Tabla 24: Diferencias clinicas entre grupos.
OAS: Sindrome alérgico oral

RESUMEN Y UTILIDAD DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

La positividad de las pruebas con morficos no dependio del sexo ni de la sen-
sibilizacion previa a polenes y afectd mas y de forma mas grave en cuanto a la sinto-
matologia a la poblacion joven y a estudiantes, y a consumidores de alcohol. El inicio
del consumo de heroina fue temprano: 17-19 afios.

Veintiuno de los 24 pacientes sensibilizados a morfina por prueba cutanea
(87,5%) lo estaban también a semilla de opio (p<0,001), y las areas de las papulas fue
similar con los dos extractos.

Por otro lado, se obtuvieron mas pruebas positivas con morficos en los sensibi-
lizados a tabaco (10/40, 25% en los sensibilizados, frente a 14/309, 4,5% en los no
sensibilizados; p<0,001).

Tanto la magnitud del area de la papula como el nivel de IgE especifica a se-
milla de opio fue significativamente mayor en los pacientes consumidores habituales
de heroina (p<0,001) frente a consumidores ocasionales o experimentales.

El mayor nimero de provocaciones positivas con semilla de opio se obtuvo en
los pacientes drogodependientes (31%), seguido de los alérgicos a tabaco (27,8%) e
hipersensibles a morficos (27,3%).

Las reacciones mas graves (anafilaxia) fueron mas frecuentes en los pacientes
sensibilizados a morficos (70,8% en los sensibilizados frente a 24,8% en los no sensi-
bilizados, p<0,001).

Las pruebas cutdneas a morfina y codeina presentaron una baja sensibilidad
(43,5% y 43, 5% respectivamente) y buena especificidad (98,4% y 98,1%).
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Las pruebas cutaneas y la IgE para semilla de opio lograron una gran sensibili-
dad (95,6% y 82,6%, respectivamente) y especificidad (100% y 100%, respectiva-
mente) tomando como patrén oro la provocacion bronquial positiva.

Tablas 25-30: Estudio de la rentabilidad de las pruebas diagnosticas realizadas.

5. ESTUDIO DE PRUEBAS DIAGNOSTICAS

SR Prick Morfina Prick Codeina
Valor IC 95% Valor IC 95%

Sensibilidad 435 21,0-65,9 304 9,5-514
Especificidad 98,4 94,6 —100, 0 100,0 99,2 -100,0
VPP 90,9 69,4—-100,0 100,0 92,9-100,0
VPN 82,9 73,8-92,0 80,0 70,6 — 89,4
Falsos positivos 1/87 (1,1%) 0/87 (0,0%)
Falsos negativos 13/87 (14,9%) 16/87 (18,4%)

Tabla 25. Estudio de pruebas diagnosticas de la alergia a morfina y codeina (sin incluir controles sanos):
Area prick >19 mm?® versus Prueba de provocacion inhalatoria positiva a semilla de opio.

Prick Morfina Prick Codeina
Variable
Valor IC 95% Valor IC 95%
Sensibilidad 435 21,0—- 65,9 30,4 9,5-514
Especificidad 98,1 96,3-99,9 100,0 99,8 —100,0
VPP 66,7 39,5-939 100,0 92,9-100,0
VPN 95,2 92,5-979 94,3 91,4-972
Falsos positivos 51287 (1,7%) 0/287 (0,0%)
Falsos negativos 13/287 (4,5%) 16/287 (5,6%)
Area bajo la 0,952 0,883 - 1,021 0,843 0,758~ 0,959
curva

Tabla 26. Estudio de prucbas diagnésticas de la alergia a morfina y codeina (incluyendo controles sanos):
Area prick >19mm? versus Prueba de provocacion inhalatoria positiva a semilla de opio.
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Punto de corte | Sensibilidad | Especificidad
10,5 91,3 99,2
Prick Morfina 18,8 435 99,6
19,8 30,4 100,0
9,5 60,9 99,2
Prick Codeina 17,8 30,4 100,0
19,8 21,7 100,0

Tabla 27. Curvas ROC para Areas prick >19 mm? para morfina y codeina versus Prueba de provocacion
inhalatoria para semilla de opio positiva. Posibles puntos de corte.

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

SensibiliJad

Prick morfina (mm2)
- Prick codeina (mm2)
Linea de referencia

0,0 0,2

o.‘4 0,‘6
1 - Especificidad

038

Figura 1. Curvas ROC para Area prick >19mm?® para morfina y codeina versus Prueba de provocacion
inhalatoria positiva para semilla de opio.
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Prick Semilla opio IgE Semilla opio
Variable
Valor IC 95% Valor IC 95%
Sensibilidad 95,6 85,1-100,0 82,6 64,9 -100,0
Especificidad 100,0 99,2 -100,0 100,0 99,2 -100,0
VPP 100,0 97,7—-100,0 100,0 97,4 —-100,0
VPN 98,5 94,7—-100,0 94,1 87,8—100,0
Falsos positivos 0/87 (0,0%) 0/87 (0,0%)
Falsos negativos 1/87 (1,1%) 4/87 (4,6%)

Tabla 28. Estudio de pruebas diagnosticas de la alergia a semilla de opio (sin incluir controles sanos): Area
prick >19 mm? e IgE>0, 35kU/L versus Prueba de provocacion inhalatoria positiva a semilla de opio.

Prick Semilla opio IgE Semilla opio
Variable
Valor IC 95% Valor IC 95%

Sensibilidad 95,6 85,1 100,0 82,6 64,9~ 100,0
Especificidad 98,5 96,8 — 100,0 100,0 99,8 —100,0
VPP 84,6 68,8—100,0 100,0 97,4 —100,0
VPN 99,6 98,7 — 100,0 98,5 96,9 — 100,0
Falsos positivos 4/287 (1,4%) 0/287 (0,0%)

5 f;lssos negatl- | 287 (0.3%) 4/287 (1,4%)

Area bajo la 1,000 1,000 — 1,000 0,913 0,821 — 1,005
curva

Tabla 29. Estudio de pruebas diagnosticas de la alergia a semilla de opio (incluyendo controles sanos):
Area prick >19 mm? e IgE>0, 35kU/L versus Prueba de provocacion inhalatoria positiva a semilla de opio.

Prick Semilla opio IgE Semilla opio
Punto de | Sensibilidad | Especificidad | Puntode | Sensibilidad | Especificidad
corte corte
17,5 100,0 100,0 0,25 82,6 100,0
19,3 95,7 100,0 0,55 78,3 100,0

Tabla 30. Curvas ROC para Areas prick > 19mm? e IgE >0, 35kU/L para semilla de opio versus Prueba de
provocacion inhalatoria para semilla de opio positiva. Posibles puntos de corte.
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Prick semilla opio (mm2)
0,8 — IgE semilla opio (kU/L)
Linea de referencia

Sensibilidad
0,6

0,4

0,2

0,0 T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidad

Figura 2. Curvas ROC para Area prick >19 mm® e IgE>0, 35kU/L para semilla de opio versus Prueba de
provocacion inhalatoria positiva para semilla de opio.

DISCUSION

La adiccion a drogas como la heroina y las enfermedades alérgicas son dos
problemas de salud graves en Europa (3). La heroina y el opio se utilizaban desde
hace siglos como remedio del dolor y otros problemas clinicos (figuras 11, 12 y 13).

Tras la introduccion terapeutica de la heroina (diacetilmorfina) en pacientes
holandeses, Hogen y colaboradores (4) describieron casos de eccema en las enferme-
ras que la manejaban, acompafiado de sintomas respiratorios. Pese a los resultados
positivos de las pruebas alérgicas de contacto, concluyeron que la clinica observada se
debia al efecto histamino-liberador de la heroina, la constitucion atdpica del personal
sanitario afectado o a otros factores no alérgicos.

Sin embargo, se han descrito en la literatura casos de patologia alérgica (anafi-
laxia y asma) tras el consumo de heroina (5-11). Todos estos casos comparten una
clinica de exacerbaciones graves de asma o anafilaxia relacionada con el uso de he-
roina, lo que inducia a pensar que era necesario un estudio alergolégico mas profun-
do.

El hecho de que hasta ahora no se hayan realizado estudios de este tipo pudiera

ser por dos motivos: la descrita propiedad de los opiaceos de estimular de forma ines-
pecifica la liberacion de histamina y otros productos de los granulos mastocitarios y la
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no existencia de ningun extracto estandarizado de heroina o morfinicos para la reali-
zacion de pruebas cutineas o determinacion de anticuerpos especificos. El mayor
problema es que las pruebas cutaneas no se consideraban ttiles en el diagnostico de
hipersensibilidad a opiaceos (12).

465
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Los estudios previos definian los cuadros de anafilaxia por heroina o las anafi-
laxias intraoperatorias por opiaceos como reacciones anafilactoides, pero no como
respuestas de hipersensibilidad mediadas por IgE. Es sabido que las reacciones anafi-
lacticas por bloqueantes neuromusculares durante la anestesia genera constituyen una
causa grave de riesgo mortal y objeto de debate por anestesistas (13-18).

Por otra parte, los pacientes con drogodependencia por heroina no suelen ser
estudiados desde el punto de vista alergdlogico al considerarse esta clinica el menor
de sus problemas, y suelen ser excluidos de cualquier ensayo clinico por su depen-
dencia. Sin embargo, recientemente, se ha realizado un protocolo exitoso con trata-
miento supervisado de heroina inyectada, que mejora al tratamiento con metadona
oral o inyectada (19).
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En en norte de Europa, un preparado similar a la codeina (pholcodina) utiliza-
do como jarabe antitusivo y dispensado como especialidad OTC ha producido mu-
chos problemas de hipersensibilidad (20-22). En otros paises este producto y la co-
deina son causa frecuente de sintomas alérgicos (23-24). La codeina es un farmaco
derivado del opio muy usado en Espafia como antitusivo, con una estructura muy
similar a la pholcodina (figuras 4 y 5) y en muchas ocasiones utilizado por los heroi-
némanos como sustituto de la heroina gracias a su facil adquisicion.

La reactividad cruzada entre diferentes relajantes neuromusculares es frecuente
ya que comparten epitopos (iones amonio cuaternario) (13). Sin embargo esta exten-
dida reactividad cruzada varia considerablemente entre los diferentes pacientes y es
poco frecuente que un paciente sea alérgico a todos los relajantes neuromusculares
(17). La explicacion de esta limitacion es que los anticuerpos IgE anti-paratopos pue-
den no s6lo reconocer iones amonios cuaternarios sino otras moléculas de su entorno,
parte también del epitopo alergénico (16). La posibilidad de diversos tipos de hiper-
sensibilidad, como la sensibilizacion a lipoproteinas del opio es una nueva aportacion
de nuestro trabajo en el campo del diagnostico alergolégico.

Por otra parte, la posibilidad de hipersensibilidad alérgica a heroina y farmacos
derivados del opio, abre nuevas vias de deteccion de consumo en laboratorio sin ne-
cesidad de que el paciente hubiera consumido la droga en el momento del analisis, al
ser la respuesta alérgica perdurable en el tiempo y evidenciable por la deteccion de
anticuerpos especificos. Este método de deteccion in vitro sencillo, sensible y objeti-
vo, tendré importantes repercusiones sociales, legales y terapetticas.

1. Repercusion social: Una vez explicado al paciente que padece una reaccion
alérgica a la droga, que puede empeorar progresivamente, se podria tener un
argumento mas en la disuasion al rechazo de la misma. Las enfermedades alérgicas
son bien conocidas por la poblacion general.

2. Repercusion legal: Seria posible detectar el consumo de la droga sin
necesidad de que fuera preciso su consumo reciente, ya que la sensibilizacion crea
anticuerpos especificos mensurables hasta muchos afios después del consumo.

3. Repercusion terapettica: No solo evitando desenlaces fatales por anafilaxia,
en drogodependientes y personas con riesgo intraoperatorio y con intolerancia a
analgésicos, sino intentando inmunoterapia especifica, que ha resultado altamente
eficaz con alérgenos que son toxicos como el veneno de himendpteros.

El objetivo de nuestro trabajo fue, pues, estudiar la rentabilidad diagndstica de
las pruebas de hipersensibilidad (prick, IgE especifica por InmunoCAP ®) en
pacientes que sufrieron una reaccion de hipersensibilidad durante la anestesia, en
pacientes con intolerancia a opioides y en drogodependientes con clinica alergologica
(asma-anafilaxia) tras consumo de heroina. Queriamos también comparar la utilidad
de 3 determinaciones de IgE especifica (InmunoCAP allergen c260 Morphine, c261
Pholcodine y semillas de opio) en orden a determinar su valor como marcadores de
posible evento adverso tras tratamiento con opiodes, tanto en pacientes atopicos como
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en poblacion general sana. El motivo de utilizar semillas de opio fue por que en
estudio previo con cannabis fue el extracto alergénico disponible y resulto sensible y
especifico para el diagnostico. La semilla, contiene todo el proteoma de la futura
planta, y por tanto todos los epitopos que podrian causar la posible respuesta alérgica.
Utilizando la semilla, que no tiene alcaloides, podriamos realizar unas pruebas de
provocacion inahalativa, que no serian éticas utilizando heroina.

Segun nuestros resultados, las pruebas cutaneas y la determinacion de IgE es-
pecifica a semilla de opio fueron ttiles para detectar sensibilizacion a heroina y mor-
ficos. Son pruebas con una buena correlacion con la provocacion especifica, pero
exentas de riesgo a diferencia de éstas. También sirven para detectar consumidores,
aun ocasionales y prevenir anafilaxias intraoperatorias. La sensibilizacion a opiodes
afectd mas a jovenes varones, fumadores, sensibilizados a heroina, consumidores de
alcohol, estudiantes y desempleados y este seria el perfil de poblacion de riesgo.

La hipersensibilidad a semillas de adormidera apenas ha sido estudiada
previamente aunque hay dos casos de muerte por anafilaxia tras consumir un pastel
de semillas de amapola. Estas semillas se afiaden muchas veces al pan. Otros trabajos
han demostrado asma profesional en trabajadores de una fabrica donde se manufactu-
raban farmacos opiodes y morfina (25) y casos aislados de reacciones tras la ingesta
de alimentos condimentados con semillas de amapola (26-32). También se pueden
utilizar en infusiones, aunque no suelen consumirse en Espafia, y como pienso avico-
la.

En conclusion, la inhalacion de opioides puede provocar cuadros alérgicos
graves por lo que los pacientes drogodependientes son un grupo de elevado riesgo. Es
posible prevenir la sensibilidad a opiaceos (morfina, heroina, codeina) y las
anafilaxias intraoperatorias por métodos de rutina alergologica sensibles y especificos,
siendo la prueba mas rentabe la determinacion de IgE especifica a semilla de
adormidera.
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