Universidad deValladolid

ESTUDIO DIAGNOSTICO
MOLECULAR DE CAUSAS DE
ANAFILAXIA DURANTE UN
ANO EN VALLADOLID

Autor: Javier Rodriguez Marquez

Tutor :_ Alicia Armentia Medina

CoTutor: Sara Martin Armentia







INDICE

1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVES

2. INTRODUCCION

2.1 Planteamiento del problema

2.2 Justificacion

2.3 Abreviaturas

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Diseno del estudio

4.2 Metodologia

4.3 Pruebas vy estudios realizados

4.4 Analisis estadistico de datos

5. RESULTADOS

6. DISCUSION

7. CONCLUSION

8. ETICA Y CONSENTIMIENTOS

9. BIBLIOGRAFIA

10. ANEXOS



1. RESUMEN

En este trabajo de investigacion hemos llevado a cabo un estudio observacional de
casos y controles anidado en una cohorte y nuestro objetivo ha sido identificar las
causas de anafilaxia en un afio en Valladolid mediante su estudio diagndstico molecular.
La rapida deteccion del shock anafilactico juega un papel fundamental ya que es un
patologia mortal que afecta a varios 6rganos como a la piel, intestino o corazén entre
otros. Esta urgencia médica requiere atencion inmediata y su farmaco de eleccién es la

adrenalina intramuscular.

En la actualidad, la técnica con microarrays presenta una mayor precision diagnéstica
que otras pruebas alérgicas de rutina, que nos permite analizar una gran variedad de
alérgenos, su replicabilidad es muy alta y permite la determinar de manera precisa las
moléculas de los alérgenos provocadoras de enfermedades asi como alérgenos de
reaccion cruzada. Con esta técnica podemos conseguir una inmunoterapia mas precisa

y dirigida hacia cada paciente.
1.1 Palabras Clave

Anafilaxia, Microarray, Valladolid, Shock anafilactico, alérgeno

2.INTRODUCCION

La anafilaxia es una reaccion de hipersensibilidad grave, generalizada y de instauracion
rapida. Esta desencadenada por el contacto del paciente, previamente sensibilizado,
con diferentes agentes externos. La causa mas frecuente de anafilaxia son los farmacos
(31-62%) y los alimentos (23-34%) (1).

Los sintomas se desarrollan con rapidez, normalmente en cuestiéon de minutos o
segundos. En el primer contacto con el alérgeno se va a generar una inmunoglobulina
E inespecifica y en los contactos posteriores vamos a encontrarnos con que el
organismo va a reaccionar con una IgE ya sensibilizada. Esto puede provocar clinica
cutanea (angioedema, prurito, urticaria), digestiva (nauseas, vomitos o diarreas),
cardiovascular  (taquicardia, shock) o del tracto respiratorio (disnea,
laringobroncoespasmo). Es una urgencia médica que requiere atencion inmediata y su

farmaco de eleccion es la adrenalina intramuscular (1) (2) (3).

Su incidencia esta aumentando en la ultima década en torno a unos 50 casos/100.000

personas/afo y podria estar relacionada con la longevidad de la poblacion debido a que
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éstos tienen mas alergias a los alimentos y son quienes consumen mas farmacos,
aunque los nifios y los adultos jévenes siguen siendo grupo mas frecuente que presente
esta reaccién. Sin embargo, su prevalencia real al estar infradiagnostica es complicado

establecerla al no ser una enfermedad de declaracién obligatoria (1).

2.1 Planteamiento del problema

En este trabajo de investigacion debemos de conocer los sintomas caracteristicos
de esta enfermedad para identificar las causas que son mas prevalentes en Valladolid
(durante un ano) y también buscar posibles asociaciones con otras patologias por
hipersensibilidad como la esofagitis eosinofilica, la alergia al polen y la celiaquia. Cabe
destacar que su rapida deteccién es clave porque el shock anafilactico debido a que
afecta a varios 6rganos genera fallos en los sistemas vitales, pudiendo ser una patologia
mortal.

Con todo esto se identificara a los pacientes mas susceptibles de padecer un shock
anafilactico (grupos de mayor riesgo) y qué asociaciones son mas frecuentes en esta

patologia.

2.2 Justificacion
La finalidad de este trabajo de investigacién es evitar el mayor nimero de casos
de anafilaxia en aquellos pacientes que son mas susceptibles a padecerla intentando
eliminar el contacto con los posibles alérgenos que se puede exponer. Para ello,
debemos de identificar las causas mas frecuentes que provocan anafilaxia y conocer
las moléculas que la han causado y si se puede, intentar no ingerirlas 0 no estar en

contacto con ellas.

La necesidad de llevar a cabo esta investigacion se fundamenta en:

1. Pese a que sabemos que la incidencia esta aumentado en la ultima década, los

datos de la incidencia y de la prevalencia son imprecisos.

2. Es una enfermedad potencialmente mortal, pero desafortunadamente
infradiagnosticada, es por ello que debemos de conocer los sintomas
caracteristicos de la enfermedad.

3. El Prick o la IgE, pruebas alergolégicas de rutina, en algunas ocasiones no
detecta los alérgenos ocultos y por ello que en la actualidad el diagnéstico

molecular por microarray esta demostrando gran utilidad.

4. Su conocimiento proporcionara un mejor desarrollo de estrategias de

prevencién y tratamiento de los pacientes.



5. Conocer la demografia nos podria ayudar a entender de manera mas precisa el
shock anafilactico.

6. La individualizacion del paciente nos ayudara para manejar las diferentes
respuestas especificas que cada uno tiene a diferentes alérgenos.

7. Proporcionar datos para mejorar la gestion, los servicios clinicos y minimizar
los resultados adversos.

8. Una evaluacion con técnicas de mayor precisién que permitan estimar el riesgo

real de anafilaxia y mortalidad en individuos alérgicos.

2.3 Abreviaturas
Pol1*: Grupo 1 de polen.
Cynd1*: Grupo 1 del Cynodon dactylon (grama, Bermuda grass pollen).
Alt1*: Glicoproteina acida recombinante de Alternatia alternata (hongo).
Anis1*: Inhibidor recombinante de la serinproteasa de Anisakis Simplex.
Prup3*: Proteina transportadora de lipidos del melocoton.
Cora8*: Proteina transportadora de lipidos de la avellana.
PR_hazel*: Proteina de estrés de la avellana.

PR_peanut*: Proteina de estrés del cacahuete.

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El objetivo principal es valorar las causas de anafilaxia en un afo en Valladolid
intentando encontrar los epitopos mas prevalentes implicados de esta enfermedad.
Para ello, se realizaran pruebas alergoldgicas (cutaneas en prick e IgE especificas de
rutina) afiadiendo un estudio molecular por microarrays de una posible
hipersensibilidad mediada por IgE a diferentes moléculas de alérgenos (nativos y
recombinantes) en poblacién mas susceptible de hipersensibilidad alimentaria
(celiaquia, esofagitis) y alérgicos ambientales sensibilizados también a alimentos

(polinicos).

En nuestra area de salud es posible que encontremos alérgenos que causen anafilaxia
con mas frecuencia. Ademas, descubriendo las causas individualizadas anafilacticas
en aquellos pacientes sensibles a uno o varios alérgenos nos ayudaria a prevenir
futuras reacciones de anafilaxia evitando que vuelva a entrar en contacto con alguno

de ellos.



Los cuadros de anafilaxia mas frecuentes son provocados por alimentos y farmacos.
Dentro de la alergia alimentaria, existen grupos vulnerables como son los pacientes
con celiaquia y esofagitis (4). Una misma persona puede padecer enfermedad celiaca
y ademas, alergia alimentaria al gluten por IgE, ambas patologias mediadas por
diferentes respuestas inmunes. Las enfermedades inmunes no son excluyentes y el
sistema inmune puede implicarse en diferentes tipos de respuestas celulares y

humorales (5).

Por otra parte, segun la via de sensibilizacién de los distintos alérgenos alimentarios
o el mecanismo de hipersensibilidad que lo desencadene es posible que haya una
respuesta molecular diferente, por lo tanto, se debe investigar los epitopos causales.
La evitacion dietética mas dirigida y una terapia inmunomoduladora mas especifica y
precisa se puede lograr si se conocen los epitopos a los que responde cada tipo de

paciente, individualizandolo en todos los casos (6).

Los microarrays no detectan epitopos de farmacos, solo incluye las moléculas
alergénicas especificas de latex, por lo que en este estudio se incluyen las causas de

anafilaxia por alérgenos ambientales, alimentarios y latex.

Con esta labor de investigacion se pretende conseguir:

- Evitar nuevos contactos con el alérgeno conociendo los datos epidemiolégicos de
estos pacientes y valorando posibles causas.

-Valorar la incidencia de respuesta mediada por IgE en una muestra amplia de
pacientes con esofagitis eosinofilica y celiaca y compararlos con una muestra de
alérgicos con clinica respiratoria (asmaticos polinicos) y sanos.

Valorar la utilidad de la medicién del analisis molecular por arrays como parametro
eficaz en detectar poblacion hipersensible a proteinas de alimentos o a otros
alérgenos por mecanismo IgE, comparando la rentabilidad y eficiencia diagnéstica de
las diferentes determinaciones.

Valorar la eficacia de las pruebas cutaneas y medicion de IgE especifica al posible
alimento causal para el diagnéstico y la prevencion de reacciones adversas al

mismo.



4. MATERIALES Y METODOS

4 .1 Disefo del estudio

Se ha llevado a cabo un estudio observacional de casos y controles anidado en una
cohorte. Este estudio consiste en realizar un seguimiento prospectivo de una cohorte de
sujetos (de la poblacion diana del estudio), e ir seleccionando los casos a medida que

aparecen.

En el tamano muestral se han incluido a todos los pacientes atendidos en la unidad de
alergologia que sufrieron un shock anafilactico durante el afio 2020 del area sanitaria de

Valladolid Oeste. Por lo tanto, la seleccion del muestreo es consecutiva y no aleatoria.

4.2 Metodologia
Se ha valorado la hipersensibilidad alérgica mediada por IgE a diferentes moléculas por
técnica de microarrays a pacientes que han sufrido anafilaxia durante un afio en
Valladolid, comparando los resultados con los de otros pacientes con esofagitis,

polinicos, celiacos y sanos. Pacientes distribuidos en grupos:
- Pacientes con esofagitis eosinofilica (129 pacientes)
- Pacientes con enfermedad celiaca (53 pacientes)
- Pacientes polinicos (50 pacientes)
- Pacientes que hayan sufrido anafilaxia (41 pacientes)

- Controles poblacion sana (50 pacientes)

4.3 Pruebas y estudios realizados

Las variables de las pruebas son la edad (expresado en afios), el sexo (hombre o mujer)
y las variables moleculares.
Los diferentes estudios llevados a cabo son:
- IgE: con técnica de Inmuno-CAP Thermofisher, Upssala, Suecia
- Prick: Es una prueba por micropuncion realizada en el antebrazo, hecha en
Alergologia, cuyo objetivo es detectar la presencia de IgE sobre los mastocitos
en la piel del paciente. Se coloca sobre la piel un alérgeno o varios (extractos
alérgicos) y con una microlanceta se hace una puncion muy superficial para que
las proteinas ingresen a través de la piel. Si los mastocitos en la piel del paciente
tienen IgE contra alguno de esos componentes, en esa zona local, se van a
activar y van a mediar mediadores inflamatorios como la histamina, de tal
manera que donde se coloque el alérgeno se formara un haboén y después de 20

minutos, se podra leer en la piel cuales fueron los alérgenos colocados ante los
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que el paciente reaccion6 (cuales fueron positivos y negativos). Los resultados
positivos indican que el paciente tiene IgE contra esa sustancia, es decir, que el
paciente tiene una alergia mediada por IgE ante esa sustancia.

Las técnicas alergolégicas de rutina (pruebas de puncion o prick tests) y la
inmunodeteccion de IgE tienen un pobre valor predictivo para alérgenos
alimentarios en esofagitis y en celiaquia por ejemplo (7). Por otro lado, las
técnicas de provocacion con alimentos son muy complicadas y tienen riesgo, y
mas si existiera una polisensibilizacién, las cuales podrian causar clinica grave
en pacientes celiacos. Ademas, seria muy importante completar en enfermos
celiacos y con esofagitis un analisis molecular de todas las proteinas implicadas
para una restriccion dietética mas dirigida o si no es posible, un tratamiento
hiposensibilizante especifico y seguro. Para ello se empleara la técnica de

microarrays.

Técnica de microarrays: esta basada en la moderna tecnologia de los
biochips. Esta técnica permite identificar la presencia de anticuerpos IgE
especificos frente a multiples componentes alergénicos por medio de un
ensayo semicuantitativo que proporciona el perfil de sensibilizaciéon de los
pacientes. Es una plataforma de microinmunoensayos que permite determinar,
en el panel actual, hasta 112 componentes alergénicos, nativos vy
recombinantes de aeroalérgenos y alimentos, pudiendo obtener un perfil de
sensibilizaciéon a alimentos del paciente alérgico de una manera mas especifica
y completa. En el Hospital Universatario Rio Hortega se realiza por medio de
InmunoCAP-ISAC. Sus ventajas mas destacables podrian ser en un solo test
se pueden analizar mas de 100 alérgenos, en muy poco volumen de suero (20
MI) son suficientes para poder analizar toda esta gran variedad de alérgenos,
su replicabilidad es muy alta y permite la determinar de manera precisa las
moléculas de los alérgenos provocadoras de enfermedades asi como

alérgenos de reaccién cruzada (8).
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Imagen: Escaner y software de InmunoCAP. Realizacion propia

Los componentes alergénicos son inmovilizados en un sustrato solido en formato de
micromatriz (portaobjetos) y reaccionan con la IgE especifica de la muestra de suero

del paciente.

Después de eliminar la IgE no especifica, aquellos componentes que reaccionan con
el suero son detectados por un anticuerpo secundario (Anti-IgE humana) marcado con
un fluorocromo. Tras la incubacién, los anticuerpos anti-lgE marcados que no se han
unido se eliminan mediante un nuevo lavado. El procedimiento va seguido de la
medida de la fluorescencia mediante un escaner de micromatriz. La intensidad de la
sefal fluorescente va del azul (menos intensa) al rojo (mas intensa). Cuanto mas

elevado sea el valor de respuesta, mas IgE especifica habra en la muestra.
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Imagen: lectura de chip. Cedido de Francisco
Galvez Prada (9)
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Los resultados de la prueba se analizan con el software Phadia Microarray Image
Analysis (MIA) y se calculan unidades estandarizadas ISAC para IgE especifica (ISU-
E).
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El resultado es positivo si la IgE especifica se une al componente alergénico. Si no se

produce esta unioén, el resultado es negativo.

Los resultados se pueden presentar semicuantitativamente en 4 niveles (0=no

detectable o muy bajo, 1=bajo, 2=moderado a alto, 3= muy alto).

ISAC unidades estandarizadas(ISU-E) Nivel

<03 Indetectable

03-09 Bajo

1-149 Moderado /alto

=15 Muy alto 1

Imagen: interpretacion de resultados. Cedido por nuestra tutora Dra Armentia

En el ANEXO | se expone un ejemplo de hoja de resultados de un microarrays.
Las principales ventajas de esta técnica (microarrays) son:

- Sencillez
- Volumen minimo de muestra
- Alto Rendimiento

- Automatizacion

Esta técnica, ademas, facilita el diagndstico basado en componentes, que ofrece una
mayor seguridad para establecer qué alérgeno es reconocido por un paciente dado.
Esto ayuda a explicar las reacciones cruzadas y resolver enigmas como el de los
pacientes con positividad a multiples pélenes a los que nunca han estado expuestos
que con los métodos tradicionales seria practicamente imposible de analizar (el panel
de alérgenos naturales y recombinantes que garanticen la presentacién de un niumero

significativo de epitopos) (10).
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4.4 Analisis estadistico de datos

El analisis estadistico se realizé 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 nimero de celdas con valores esperados menores de 5 sea mayor de un 20% se calculara
mediante la Prueba de Razén de Verosimilitudes. Para las muestras independientes en la
comparacion de los valores medios se utilizara la técnica de analisis de varianza ANOVA (por

ejemplo: variable edad).

Los diferentes analisis empleados mediante estadistica descriptiva se clasifican en:
-Cuantitativa (para la variable edad): media £ DE (desviacién estandar).
-Cualitativa (N y porcentaje): se describen con la tabla de frecuencias de sus

categorias (son todas menos la edad).

A continuacion, se muestra una tabla con las variables edad y sexo, en relacion con cada grupo
de estudio. Para todas las pruebas se establece una diferencia estadisticamente significativa

las que tengan un valor p menor de 0.05.

Sanos Polinicos Celiacos Esofagitis Anafilaxia P
Edad 32+111 25,8 +10,3 59+44 34,7 + 16,2 29,4 + 151 < 0,001
Sexo 35 (70%) 27 (54%) 41 (77,4%) 83 (64,3%) 27 (62,8%) 0,142

(Varones)

Tabla 1. Relacion de grupos con las variables edad y sexo.

No hubo diferencias significativas en el sexo entre grupos de enfermedad, que fueron
homogéneos y comparables. La unica diferencia significativa (p<0,005) fue que los pacientes

celiacos eran mas jovenes.

La sensibilizacion a diferentes alérgenos nativos y recombinantes en los grupos estudiados por

técnica de microarrays puede verse en la siguiente tabla:
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Sanos Polinicos Celiacos Esofagitis Anafilaxia P

Pol1* 1(2%) 36 (72%) 13(24,5%) 71 (55%) 26 (61,9%) <0,001
Cynd1* 0 (0%) 17 (34%) 8 (15%) 50 (38,8%) 17 (40%) <0,001
Alt1* 0 (0%) 2 (4%) 5 (9,4%) 10 (7,8%) 11 (26,2%) <0,001
Anis1* 2 (4%) 3 (6%) 0 (0%) 16 (12,4%) 5(11,9%) 0,007
Dog 0 (0%) 0 (0%) 2 (3,8%) 8 (6,2%) 12 (28,6%) <0,0001
Cat 0 (0%) 0 (0%) 4 (7,5%) 16 (12,4%) 14 (33,3%) <0,0001
Prup3* 0 (0%) 1(2%) 3 (5,7%) 27 (20,9%) 15 (35,7%) <0,001
Cora8* 0 (0%) 2 (4%) 4 (7,5%) 24 (18,6%) 14 (33,3%) <0,001
PR_hazel* 0 (0%) 3 (6%) 0 (0%) 21 (16,3%) 7 (17,1%) <0,001
PR_peanut | 0 (0%) 1(2%) 0 (0%) 7 (5,4%) 1(2,4%) 0,072
Nuez* 0 (0%) 3 (6%) 3 (5,7%) 23 (17,8%) 11 (26,2%) <0,001
Huevo* 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 7 (5,4%) 4 (9,5%) 0,004
Leche* 0 (0%) 1(2%) 0 (0%) 9 (7%) 1(2,4%) 0,021

Tabla 2. Moléculas mas importantes estudiadas en los microarrays de los pacientes
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La siguiente tabla muestra la positividad de cada alérgeno por prick:

Sanos Polinicos | Celiacos | Esofagitis | Anafilaxia P
pricklolium | 2 (4%) 44 (88%) |3 (5,7%) |47 (36,4%) | 26 (61,9%) <0,0001
Prickcynodon | 1 (2%) 20 (40%) |3 (5,7%) |35(27,1%) | 19 (45,2%) <0,0001
Prickolea 0 (0%) 14 (28%) | 0 (0%) 22 (17%) |12 (28,6%) <0,0001
Prickartemisia | 0 (0%) 7 (14%) |0 (0%) 6 (4,7%) 6 (14,6%) <0,0001
Prickdog 1(2%) 0 (0%) 1(1,9%) |4 (3,1%) 6 (14,6%) <0,012
Prickcat 0 (0%) 2 (4%) 1(1,9%) |6 (4,7%) 9(21,4) <0,0001
Prickalternari | 0 (0%) 2 (4%) 0 (0%) 1(0,8%) 10 (23,8%) <0,0001
a
Prickwhiteegg | 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (2,3%) 3 (7,1%) <0,047
Prickmilk 0 (0%) 1(2%) 0 (0%) 6 (4,7%) 0 (0%) 0,056
Prickpeanut | 0 (0%) 2 (4%) 0 (0%) 12 (9,3%) |1(2,4) <0,004
Prickhazelnut | 0 (0%) 3 (6%) 0 (0%) 12 (9,3%) |6 (14,3%) <0,001
Prickpeach 0 (0%) 3 (6%) 0 (0%) 16 (12,4%) | 6 (14,3%) <0,0001
Prickanisakis | 3 (6%) 2 (4%) 0 (0%) 6 (4,7%) 2 (4,8%) 0,290
Prickpistace | 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3(2,3%) 0 (0%) 0,234
Prickher 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (4,7%) 4 (9,5%) <0,006

Tabla 3. Tabla de resultados de los pricks realizados a los pacientes del estudio

5y 6. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el afio 2020 se atendieron en consulta de Alergia del Hospital Universitario Rio Hortega
un total de 5265 pacientes. De ellos 4182 asociaban sus sintomas a aeroalérgenos y/o
alimentos y 1083 a medicamentos (ANEXO II).

Dentro de los farmacos se demostrd hipersensibilidad por pruebas cutaneas, anticuerpos y/o

provocacion especifica a amoxicilina en 47 pacientes, a otras penicilinas en 40, a cefalosporinas
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en 24. Dentro de los analgésicos, de los 27 pacientes en que se constatd hipersensibilidad a
los mismos el ibuprofeno era el causante en 9 pacientes, opioides en 8 y otros AINES en 10.
Otros farmacos detectados fueron la codeina y el 6xido de etileno en dos pacientes y el toxoide
tetanico en 2 pacientes. Entre todos estos pacientes 17 habian sufrido anafilaxia, 6 por

amoxicilina, 5 por analgésicos (3 por ibuprofeno y 2 por Dipirona) 1 por toxoide tetanico.

Este estudio con aeroalérgenos y alimentos se centrd6 en 129 pacientes con esofagitis
eosinofilica, 53 pacientes con enfermedad celiaca, 50 pacientes polinicos y 50 controles
poblacién sana. La poblacion mas joven fueron los celiacos. Cabe destacar que los grupos
seleccionados fueron homogéneos (sanos, polinicos, esofagitis, anafilaxia) exceptuando la
edad mas temprana en celiacos (p<0,0001). También fue muy significativa (p<0,0001) la
asociacion de polinicos y esofagitis y la asociacion entre anafilaxia y esofagitis (p<0,025). En el

resto de grupos sus asociaciones fueron no significativas (p>0,05).

Durante el ano 2020 requirieron ingreso hospitalario en el Rio Hortega 41 pacientes con
anafilaxia. Entre los alérgenos mas importantes como causa de anafilaxia destacaron en el
grupo de los polenes: el Grupo 1 de polen de gramineas (61,9%), el Grupo 1 del Cynodon
dactylon (40%) y la glicoproteina acida de la alternaria (26,2%), entre los alimentos fueron la
lipoproteina transportadora de lipidos del melocoton (35,7%), la proteina de almacenamiento
de la nuez (26,2%) y la Proteina transportadora de lipidos de la avellana (33,3%) y con los

animales resulto ser el gato (33,3%) el animal que mas anafilaxia desencadena.

Gracias al estudio molecular pudimos objetivar las moléculas que causaban mas
hipersensibilidad al latex. 36 pacientes sufrieron sintomas con latex. Los pacientes con
anafilaxia (20), 5 detectaban la molécula rHevb6, 15 la rHevb3 (sufrieron urticaria y asma) y 16
ademas la rHevb8 (profilina de latex, sufrieron faringitis y sindrome oral, relacionado con frutas).
Podria ser necesario crear guantes con otro material que evite los alérgenos rHevb6 y rHevb3
avisando a sus fabricantes. Esto podria ser util en el campo de la medicina para los cirujanos,
por ejemplo, o incluso para la manipulacion de los alimentos, puesto que los trabajadores de

este sector llevan guantes de latex (11).

Una creencia popular erronea extendida es que los alérgenos son particulas diminutas dificiles
de encontrar y que el sistema inmune las podria combatir sin ningun problema. Lo cierto es que
estas particulas estan localizadas por todas partes y en el peor de los casos son mortales.

El polen es el alérgeno transportado por aire del exterior mas importante. Debido a su pequefio

tamafo, su facilidad de transporte y a su abundancia en nuestro medio, entre otros, adquieren
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una gran relevancia en la patologia alérgica en nuestro area de estudio, concretamente el del
grupo de las Poaeceas o gramineas. Hay diferentes grupos de pdlenes, los mas importantes
son los grupos 1,4,5y 6 de polen.

En este trabajo de investigacion se mencionara a las betaexpansinas, proteinas de germinacion
de polen denominadas en abreviatura Pol 1 por ser el mas significativo en nuestro medio. El Pol
1 es positivo en el 72% de los polinicos de la muestra, en el 55% de los pacientes con esofagitis
y en el 61,9% de los pacientes que sufrieron anafilaxia. Por lo tanto, podemos concluir que es
una de las causas mas importantes de alergia en nuestra area de salud (Valladolid Oeste). Pol2,
Pol3, Pol4, Pol5 y Pol 6 también tuvieron una relacion significativa con los pacientes polinicos,
pero no con el resto de grupos. Este dato se correlaciona con los datos objetivados en analisis
atmosférico en los que el grupo 1 de polen de gramineas es el predominante en la atmdsfera
de Castillay Ledn ANEXO V. (12).

Todas las gramineas son parecidas pero la Cynd1 es diferente al ser evolutivamente una
especie que aparecio previamente al periodo de glaciaciones. Cynd1 (cynodon dactylon, hierba
bermuda o grama) es el polen de la grama comun. Un 40,5% de los pacientes con anafilaxia de

nuestro estudio fueron positivos para este alérgeno.

La Alt 1 es el principal alérgeno del hongo alternaria (Alternaria alternata), una glicoproteina
acida. Este alérgeno afecta a agricultores cerealistas (crece en el interior de los tallos de cereal
y gramineas silvestres) y en las personas que trabajan en vifiedos y bodegas debido a que son
zonas humedas donde esta espora aparece con mayor facilidad. Un 26.2% de los pacientes

que sufrieron anafilaxia tienen sensibilidad a esta proteina.

PR _peanut es el alérgeno del cacahuete estudiado en este trabajo de investigacion.
Normalmente por la influencia de la television americana, es comun pensar que el cacahuete
es un alérgeno causal muy frecuente en el shock anafilactico, pero en este estudio se ha
desmentido esta falsa creencia en nuestro medio, puesto que no existe una relacion significativa

entre la anafilaxia y el cacahuete (valor p=0,072).

Un 22,6% de los pacientes que sufrieron anafilaxia y un 17,8% de los pacientes con esofagitis
del estudio dieron positivo en la sensibilidad a las nueces. La nuez es el fruto seco mas
alergénico en el area mediterranea seguido de la avellana. La alergia a los frutos secos es una
de las mas frecuentes en Espafia. Segun la Asociacién Espafola de Personas con Alergia a
Alimentos y Latex (AEPNAA), afecta al 1% de la poblacion. No es tan frecuente en los lactantes

como la alergia a la leche de vaca o al huevo, pero si es una de las alergias alimentarias mas
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comunes en nuestro pais a partir de los 3 0 4 afios, segun la Sociedad Espafiola de Inmunologia

Clinica, Alergologia y Asma Pediatrica (SEICAP).

Ademas, las nueces son los frutos secos a los que con mayor frecuencia son alérgicos los nifios
espanoles (de acuerdo al estudio Pronuts, presentado en el congreso de 2018 de la SEICAP)
(13). No obstante, la prevalencia varia dependiendo de la edad y la zona geografica.
Normalmente, suele haber reactividad cruzada con otros frutos secos. Esto quiere decir que, si
se padece alergia a la nuez, es posible que se tenga también a otros frutos secos. También
puede ocurrir que, si se sufre alergia a estos, se tenga ademas a los polenes y/o el latex, que

pueden compartir sustancias con capacidad alergénica (14).

Las profilinas y las LTP son panalérgenos y teéricamente nos podrian justificar una gran
cantidad de reacciones cruzadas inmunoldgicas como su asociacion con la anafilaxia (15). Esto
es debido a que en la familia de las LTP nos encontramos que el alérgeno de Pru p3 (LTP-
melocotdn) provoco anafilaxia a un 35,7%, el Artv3 (LTP-artemisa vulgaris) las provoco en un
33,3%. Estos dos ultimos alérgenos comparten la secuencia en un 40% de su secuencia lo que
podria llevarnos a la conclusion de su posible cruce en cuanto a su reactividad. Las profilinas
como la del latex (ProfL) también mostraron un porcentaje relevante en cuento a la anafilaxia

(14,3%) y en pacientes con esofagitis (14%).

Debido a diferentes factores como la globalizacién o la inmigracion hay numerosos pescados
que son incluidos en nuestra dieta y su alergia debe ser estudiada, puesto que va adquiriendo
importancia con el paso de los afios. Un alérgeno marino muy importante es el alérgeno Anis1
quien causo anafilaxia en un 11,9% de nuestros pacientes. La mayoria de los pescados que se
consumen suelen estar infestados por determinadas especies de parasitos que pueden producir
parasitosis y/o reacciones alérgicas. En caso de sensibilizacion a Anis1 (cuya alergenicidad
desaparece parcialmente tras una correcta congelacion), se recomienda congelar el pescado a
-20°C durante 72h y evitar consumir pescado crudo, poco cocido, salado y ahumado. Sin
embargo, si la sensibilizacién es a Anis3 es una proteina termoestable y no desaparece con la
congelacion ni con la coccion por lo que seria prudente recomendar la exclusion de pescados
y mariscos de la dieta. Por lo tanto, las recomendaciones a los pacientes alérgicos por A.simplex

deben realizarse de acuerdo con la proteina que estén sensibilizados (16).

Llama la atencion el numero elevado de personas que sufrieron anafilaxia debido a sus propias
mascotas ya sean perros o mas frecuentemente gatos. En 2019, en Espafa se notificd un

porcentaje de hogares que poseian por lo menos un gato o un perro como mascota del 26%
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para perros y de 11% para gatos (17). Contrariamente a lo que se cree, no es el pelo el principal
problema de las alergias hacia estos animales, el verdadero problema son las proteinas de la
saliva del gato, su orina y la caspa seca impregnada por feromonas (lipocalinas) que se cae de
los gatos. También, los gatos de exterior pueden traer poélenes y otros alérgenos en su piel (18).
Es por ello por lo que, independientemente de la raza, longitud del cabello y de cuanto se le cae
los gatos pueden desencadenar anafilaxias en aquellos mas sensibles. Muchas personas
sienten mucho apego por ellos pero, su tratamiento y solucién es la retirada del animal ante

posibles complicaciones graves mortales.

En cuanto a las pruebas realizadas en el estudio, se observé diferencias significativas entre
ellas. La prueba de IgE especifica cuesta unos 6 euros y el microarray cuesta 120 euros (19).
Esta ultima resulta mas rentable, puesto que analiza a la vez 112 alérgenos consecutivamente
con una minima cantidad de muestra (una gota de sangre). Si crearamos paneles con los
alérgenos mas prevalentes y especificos, y los estudiaramos todos a la vez resultaria mas
eficiente que estudiarlos 1 por 1 con la Ig E (112x6= 672 euros). Ademas de que la técnica con
microarrays presenta una mayor precision diagnéstica, nos permite la interpretacién de los
fendmenos de reactividad cruzada, esto quiere decir que un paciente puede ser alérgico a
diferentes fuentes alergénicas (por ejemplo: pdlenes y alimentos vegetales o latex y frutas) y
esto se debe a la presencia de anticuerpos frente a una uUnica proteina. Con esta técnica
podemos conseguir una inmunoterapia mas precisa y dirigida hacia cada paciente. Otra de las
ventajas del estudio molecular mediante microarrays es la prediccion de una reaccion clinica

mas o menos grave dependiendo del tipo de proteinas implicadas (20).

7. CONCLUSIONES

1. Ante una anafilaxia hay que realizar lo antes posible un diagnéstico etiolégico para
evitar una causa de desenlace mortal. El tratamiento de urgencia es la Adrenalina
y el pronéstico depende de la correcta eliminacion del desencadenante, su

evitacion o inmunoterapia especifica al mismo.

2. El analisis molecular por microarrays resultdé util en el diagnéstico y en el posible
tratamiento futuro de los pacientes porque permitira hacer una eliminacién dietética y
una inmunoterapia mas dirigida. Ademas, es mas eficiente en comparacion con otros

estudios alergénicos.

3. Podria ser necesario crear guantes con otro material que evite los alérgenos rHevb6 y
rHevb3 avisando a sus fabricantes, puesto que son los mas frecuentes en nuestro

estudio.
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4. La alergia a los frutos secos es una de las mas frecuentes en Espafia y a su vez, la nuez
es el fruto seco mas alérgeno. Jug r 1 (proteina de almacenamiento albumina 2S) es de
los principales componentes alimentarios de especies especificas positivo en muchos de
nuestros pacientes que sufrieron anafilaxia.

5. Elgrupo 1 de gramineas (Pol 1) es el grupo de polen mas significativo en nuestro medio.
El Pol 1 fue positivo en el 72% de los polinicos de la muestra, en el 55% de los pacientes
con esofagitis y en el 61,9% de los pacientes que sufrieron anafilaxia. Por lo tanto, se
puede concluir que es una de las causas mas importantes de alergia en nuestra area de
salud (Valladolid Oeste). Pol2, Pol3, Pol4, Pol5 y Pol 6 también tuvieron una relacién
significativa con los pacientes polinicos, pero no con el resto de grupos.

6. Se recomienda congelar el pescado a -20°C durante 72h y evitar consumir pescado
crudo, poco cocido, salado y ahumado para la prevencién del Anis1 en pacientes

sensibilizados y la exclusion de estos alimentos si esta sensibilizado a Anis3.

7. Las recomendaciones mas efectivas para la alergia a las mascotas son: la retirada de la
mascota de su domicilio o en casos de profesidn se podria llevar a cabo una medida de
desensibilizacion. Otras medidas menos efectivas son: no dormir con ellos en la cama,
banar a sus mascotas regularmente, preguntar a un familiar si puede limpiar la cama de
la mascota, quedar con amigos que tengan mascotas fuera de tu casa, tener preparada

siempre la medicacién y lavarse las manos después de tocar a su mascota (21) (22).

8. ETICAY CONSENTIMIENTOS

Para el desarrollo de este Trabajo de Fin de Grado (TFG) se recogieron de una base de datos
los resultados de las pruebas de microaarrays, pricks e IgE de pacientes con anafilaxia
durante el afio 2020.

Como es de rigor las pruebas fueron realizadas por los médicos y enfermeras de la Unidad de
Alergologia, siendo nuestro trabajo un estudio pormenorizado y bioestadistico de los datos
objetivados por estas pruebas.

Este estudio fue enviado al comité de ética de la investigaciéon con medicamentos del Area de
Salud Hospital Rio Hortega Oeste, obteniéndose un dictamen favorable para su realizacion
(ANEXO III).

Se han seguido las normas éticas de investigacién en seres humanos habituales que es la
declaracion de seres humanos de Helsinki. Los datos seran tratados siguiendo la normativa de
la ley de proteccion de datos personales y garantia de derechos digitales (Ley Organica 3/2018,
de 5 de diciembre).

Dado el caracter retrospectivo del estudio y la dificultad para acceder a los pacientes que

impediria el desarrollo normal del estudio, se solicito la exencién del consentimiento informado.
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Nuestra base de datos esta codificada. Se ha separado la identificacion del paciente asignando
un cédigo numeérico.

Durante la realizacion de la base de datos donde se incluyen todos los pacientes del estudio,
no se han consultado las historias clinicas de estos, Unicamente se ha empleado los datos de
esta base ya recogida por la Doctora Alicia Armentia durante un afno en Valladolid (2020).
Dichos datos son, por ejemplo, el nimero de pacientes diagnosticados de esofagitis, polinicos,
sanos, celiacos y anafilaxias y sus edades, para poder comparar estadisticamente los
resultados y posteriormente, llegar a diferentes conclusiones sobre la relacién de causas de
anafilaxia. Todo ello se ha llevado a cabo intentando guardar su confidencialidad en todo

momento.
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10. ANEXOS

ANEXO I: se expone un ejemplo de hoja de resultados de un microarray.

Thermo

SCIENTIFIC
INFORMACION DE LA MUESTRA

Polen de gramineas

Grama mayor nCynd1
Hierba Timotea rPhip 1
Polen de malezas

Artemisa nfrt v 1
Acarce

L. destructor (storage mite) rLepd2

Otros componentes espeacie-especificos

Graminea grupo 1
Graminea grupo 1

Familia MPC2

ImmunoCAP

ISAC

1,3 ISU-E
1,3 ISU-E

9 ISU-E —

0.4 ISU-E

i|

Veneno de avispa comdn es v 5

Antigeno 5

0,5 ISU-E

Componentes marcadores de reactividad cruzada

Protaina tranaportadora de lipidos (naLTP)
MNuez ndugr3
Artemisa nért v 3

Proteina transportadora de lipidos
(LTP)
Proleina transportadora de lipidos
{LTP)

0,6 ISU-E

52 ISU-E ]

ISAC unidades estandarizadas(ISU-E)
<0.3

0.3-048

1-14.0

218

Nivel
Indetectable

Moderado falto
Muy alto
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ANEXO ll: Tablas estadisticas de pacientes atendidos en la Unidad de Alergologia del Hospital

Universitario Rio Hortega

ALERGOLOGIA
ASMA CONTROL DIFICIL | 2020
ENE  FEB  MAR__ ABR _ MAY JUN _ JUL __ AGO SEP__ OCT___NOV__ DIC__| Tolal 2018 I
Revisiones 32] 33] 18] 10 22] 36 22 26] 31] 34] 33] 21| 324 [ 333
Técnicas Espiromélricas | I E]| 82| 0 1| 0 4 0 0] o [i] 0] a78 | 173
DESGLOSE ACTIVIDAD CONSULTAS D | 2020
ENE FEB MAR ABR ™ MAY  JUN  JUL _ AGO  SEP ocT NOV DIC | TOTAL 2019
| | | | | ] | I [
Primera Visita ) 0 o] of o] o] of of of of o] 0 2 4
Intereonsulta 48] 90 56 1 38 6a] 28] 47| 0] 55| s3] a7 503 736
Interconsulta de Urgenclas 10 7 3 2 ;i 5| 5| 3] 3| 5 4 5 s8_ 78
Alergla a Medicamentos 104 21| 1) a0] 65| 21| 02| a0 49| & 7| 54 1826
Alergla Respilaroria 124 127] 57 13| 68 &5 64| 51 77| 120 sal 7 911 1629
Alergia Cutdnea 128] 140 73 18] 110|102 6| 48]  aa| 112 59 51 989 1264
Olras Alerglas 18] 2a3] 10| s?’ o] 72|  101] 79| 5| 142] 1a1] 126 1619 2810
Valoracién No Presenciales Cex Preforentes 8 14 5 3| 24  s4|  ss| 3| 42| 21 22 17 202 123
Técnicas ] [ I
Provocaciones - Rovisiones 1 13| 15 2] 18 15 205 297
Pruebas Alérgicas Farmacos s a6 51 56 52 52 742 1078
Pruebas Alérgicas Afmenlos 11] 2 1 0 3 4 37 43
Administracién Inmunaterapia de Riesgo 10s]  10o] 10a] 28] 127 123 1492 1914
Prueba Tuberculina 15 3 10 [ 7| 3 124 186
Pruebas Culdneas 181 62| 10s] 199 181] 103 1829 2582
Técnicas Espiromélricas 4 0 0 0| 0 ] 378 1734
Determinacién de IgE Especifica(CAP) 75 65 45 o7 56 30 662 899
Andlisis Molecular (ISAC) 1 4 3 3 4 0] 72 188
Exploraociones Func. Resp y rino-ocular 0, 0] 0 0 Q 0 212 683
| HISTORIA Cl:iNICA ELECTRONICA 2020
B ACUMULADO Total 2019
Informes de Alta [ 0% 0% 0%
Informes de Consultas fi 103% 102,69% I 108,19%
| SEGUIMIENTO INTERCONSULTAS PACIENTES INGRESADOS 2020
ACUMULADO Total 2019
Interconsutas Solicitadas | 0 0 )
por Paciente ( ) | 0 o 0
Interconsulies Cerradas por Al | o 0 0
Interconsuitas Realizadas | 13 113 726
Visftas por Interconsuita Realizada (Promedio) { 1.42 1.42 158
[ ALERGOLOGIA |
! ACTIVIDAD HOSPITALIZACION - 20 J
ENE FEB MAR ABR MAY JUN JuL AGD SEP ocT NOV DG TOTAL 2013
Camas en funclonamiento 0 0 0 0 0 0 [ o a [ o 1 0 s
Ingresos Totales of o 0 ol o 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Estancla Media ooo| ooo] o0oo] ooo] ooof o000] ooo| ooof ool ooo] o000 o000 0.00 0.00
Indice de Ocupacién
Allas Externas 0 o 0 0 0| 0| 0 0 0| 0 0 [} 0 [}
Exilus o 0| o 0 o of 0 o of 0 0 0 0 L
| ACTIVIDAD HOSPITAL DE DIA 2020
EN | MAR  ABR  MAY  JUN  JuL AGO  SEP  OCT  NOV__ DIC TOTAL 2019
Hospltal de Dla (Provocaciones) 326( 360| 356/ 186/ 177] 231 224 180| 211 225/ 209| 201 | 2888 3529
% altas en pacientes con estancias S 1 dia |_—__—_I— 0% | ox] o%
| CONSULTAS EXTERNAS _ 2020
ENE FEB MAR ABR MAY JUN JuL AGO SEP ocT NOV DIC TOTAL 2019
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% Citas Roprogramadas 722% ™ %
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] . INFORMES 2020
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ANEXO V: Niveles atmosféricos de Poaceae en Valladolid
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La anafilaxia es una reaccion de hipersensibilidad grave, generalizada y de instauracion FUEI\,IA\TNE,EF?LIIAI\EESSENOS

rapida. Esta desencadenada por el contacto del paciente, previamente sensibilizado, con —

diferentes agentes externos. La causa mas frecuente son los farmacos y los alimentos. | | | | | Guantes de
Gramineas Alternaria Melocoton Avellana

Es una urgencia medica que requiere atencion inmediata y su farmaco de eleccion es la
adrenalina intramuscular. Se estima que tiene una incidencia de 50 casos/100.000
personas/ano y una mortalidad en torno al 1%.

OBJETIVOS

N\

1 Conocer los datos epidemiologicos de anafilaxia e hipersensibilidad a diferentes
aléergenos como posibles desencadenantes. 0.7

\ 0.6

Valorar la incidencia de respuesta mediada por IgE en una muestra amplia
2 de pacientes con esofagitis eosinofilica, celiacos, polinicos y sanos, y 0.5
compararlos entre si.

ALERGENOS MAS PREVALENTES

0.619

0.405
0.357
0.333 0.333

3 Valorar la utilidad de la medicion del analisis molecular por microarrays. 0.3 0,265 | -

[ 02

Valorar la eficacia de la medicion de IgE especifica y de las pruebas cutaneas al
4 posible alimento y/o aeroalérgeno causal, para el diagndstico y la prevencion de 0.1
reacciones adversas al mismo.

/ 0
L Grupo 1 de Grupo 1 del Glicoproteina Proteinas de la  Lipoproteina Proteina Proteina de
MAT E R IAL E S Y M ETO D OS polen de Cynodon adcidadela  salivadel gato transportadora transportadora almacenamiento
gramineas dactylon alternaria de lipidos del de lipidos de la de la nuez
melocoton avellana

Grafico 2. Alérgenos mas prevalentes en los pacientes que sufrieron anafilaxia

ESTUDIO OBSERVACIONAL DE CASOS Y CONTROLES ANIDADO EN UNA COHORTE
El alergeno marino mas importante es el Anisl (inhibidor recombinante de la

SRS ENTIES ESTUIRIADOS WARAEIEES IDEL ESTUIRIE serinproteasa de Anisakis simplex) quien causé anafilaxia en un 11,9% de nuestros
acientes.
50 P
Gracias al estudio molecular se pudo objetivar las moleculas que causaban mas
41 129 . et , . . , g .
| hipersensibilidad al latex. 36 pacientes sufrieron sintomas con latex. Los pacientes

con anafilaxia (20), 5 detectaban la molécula rHevb6, 15 la rHevb3 (sufrieron
urticaria y asma) y 16 ademas la rHevb8 (profilina de latex, sufrieron faringitis y
sindrome oral, relacionado con frutas).

.83 PRUEBAS REALIZADAS El Servicio de Alergologia del HURH obtuvo las siguientes estadisticas (durante el afio
2020) con respecto a los farmacos:

50

Esofagitis eosinofilica
E Enfermedad celiaca

Polinicos
Anafilaxia REREEE 24 AMOXICILINA :
m Controles Brick il > Técnica d 27 OTRAS PENICILINAS
ric » écnica de
Gréafico 1. Distribucion de la muestra IgE Especifica microarrays L Qe TR LGEEE RS . AVOAEILINA
ANALGESICOS
40 < 2 ANALGESICOS 5
OXO
CONCLUSIONES B ... ToxoIDE
O ENCONTRAR LA ETIOLOGIA DE LA ANAFILAXIA ES ESENCIAL PARA LA a7 OelelZuE e
SEGURIDAD DEL PACIENTE. m TOXOIDETETANICO
d El analisis molecular por microarrays resulté util en el diagndstico y en el posible Grafico 3. Distribucion de pacientes con Grafico 4. Distribucion de causas de
tratamiento futuro de los pacientes. hipersensibilidad a farmacos anafilaxia por farmacos
O Podria ser necesario crear guantes con otro material que evite los alérgenos rHevb6 e sia— e, TEGRGNE, N »
y rHevb3, avisando a sus fabricantes. Edad 32 + 11,1 258 £10,3 591t44 347+16,2 294 +15,1 <0,001
O La nuez es el fruto seco mas alérgeno y mas frecuente en Espafna. Jug r 1 Sexo
(proteina de almacenamiento albumina 2S) se considera el mejor alérgeno — 35 (70%) 27 (54%) 41(77%) = 83(64%) | 27(62,8%) @ 0,142

diferenciador en individuos alérgicos a las nueces.
Q El grupo 1 de gramineas (Pol 1) es el grupo de polen mas significativo en nuestro Tabla 1. Relacion de grupos con las variables edad y sexo
medio. El Pol 1 fue positivo en el 72% de los polinicos de la muestra, en el 55% de

: " ) : 0. No hubo diferencias significativas en el sexo entre grupos de enfermedad, que fueron
los pacientes con esofagitis y en el 61,9% de los pacientes que sufrieron anafilaxia. J grup 9

homogeneos y comparables. La unica diferencia significativa (p<0,005) fue que los

: : : pacientes celiacos eran mas jovenes.
O Congelar el pescado y evitar consumir su consumo crudo, poco cocido, salado y

ahumado para la prevencion del Anisl en pacientes sensibilizados y la exclusion de
estos alimentos si esta sensibilizado a Anis3. BIBLIOGRAFIA

[1]. P. Paola Toche, Anafilaxia, Revista Médica Clinica Las Condes, 2011, Volume 22, Issue 3, Pages 265-269, ISSN 0716-8640, https://doi.org/10.1016/S0716-8640(11)70425.
(https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0716864011704254)

[2]. Nagakura Kl, Sato S, Asaumi T, Yanagida N, Ebisawa M. Novel insights regarding anaphylaxis in children - With a focus on prevalence, diagnosis, and treatment. Pediatric Allergy Immunol. 2020
Nov;31(8):879-888. doi: 10.1111/pai.13307. PMID: 32519391.

[3]. Alicia Armentia, Javier Santos, Blanca Martin Armentia, Sara Martin Armentia. Food allergy. Anales de la real academia de medicina y cirugia de valladolid. 4 de junio de 2015;53:143-88




