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Alergia a los cereales en la Enfermedad Celiaca

Sastre Huertes, Violeta1(Autora). Armentia Medina, Aliciaz(Directora

Resumen

Introduccién: la combinacion de anticuerpos antigliadina (AGA) y antitransglutaminasa
es una técnica seroldogica muy util en el diagndstico de la enfermedad celiaca. En
contraste, existe muy poca informaciéon sobre los alérgenos responsables de la
sensibilizacion a cereales por via digestiva y sus implicaciones clinicas. Es posible que
algunos de los pacientes celiacos puedan responder a proteinas de cereales por un
mecanismo de hipersensibilidad inmediata tipo | (tipica de la alergia a cereales) y no la

hipersensibilidad tipo IV propia de la enfermedad celiaca.

Obijetivo: el estudio pretende establecer un nexo de union entre ambas patologias para
lograr nuevas técnicas de diagndstico y plantear estrategias terapéuticas. Evalua la
reactividad alérgica de proteinas de cereales en pacientes alérgicos y celiacos de
diferentes edades, e investiga si pudiese existir alguna similitud en su respuesta inmune

o descartar si ésta depende de la via de sensibilizacion.

Material y métodos: se compara la reactividad frente a proteinas realizando pruebas in

vivo (pruebas cutaneas, test de provocaciéon con alimentos y dieta de exclusion) y
pruebas in vitro (determinacion de IgE especifica, caracterizacion de proteinas y
digestion gastrointestinal) a los tres grupos de pacientes, alérgicos a cereales, pacientes

con asma del panadero y enfermedad celiaca respectivamente.

Resultados: las vias inhalatoria y digestiva que causan alergia a cereales parecen
involucrar alérgenos similares. La respuesta IgE especifica a antigenos de cereales
puede ser importante en pacientes que sufren EC; 4 de los nifios con celiaca e IgE

positiva y dos nifios con alergia digestiva han respondido a inmunoterapia.

Conclusiones: puede existir en celiacos una sensibilizacion alérgica mediada por IgE a
trigo, lo cual abre la posibilidad de tratarles con inmunoterapia especifica, util ya en la

alergia por inhalacién.

Palabras clave: enfermedad celiaca, alergia al gluten, asma del panader
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Abstract

Background: The combination of antigliadin (AGA) and anti-transglutaminase antibodies
is a very useful serological technique for the diagnosis of celiac disease. In contrast,
there is very little information on the allergens responsible for digestive sensitization to
cereals and their clinical implications. It is possible that some of the celiac patients may
respond to cereal proteins by an immediate type | hypersensitivity mechanism (typical of

cereal allergy) and not the type IV hypersensitivity of celiac disease.

Objective: The study aims to establish a link between the two pathologies to achieve new
diagnostic techniques and propose therapeutic strategies. It evaluates the allergic
reactivity of cereal proteins in allergic and celiac patients of different ages, and
investigates if there might be some similarity in its immune response or rule out whether

it depends on the sensitization pathway.

Material and methods: Protein reactivity was tested by in vivo tests (skin tests, food

challenge and exclusion diet) and in vitro tests (determination of specific IgE, protein
characterization and gastrointestinal digestion) in the three groups of patients, allergic

To cereals, patients with baker's asthma and celiac disease, respectively.

Results: The inhalation and digestive pathways that cause allergy to cereals appear to
involve similar allergens. IgE specific response to cereal antigens may be important in
patients suffering from CD; 4 of the children with celiac and positive IgE and two children

with digestive allergy have responded to immunotherapy.

Conclusions: IgE-mediated allergic sensitization to wheat may be present in celiacs,
which opens up the possibility of treating them with specific immunotherapy, already

useful in allergy by inhalation.

Key words: Celiac disease, gluten allergy, baker's asthma



1. Introduccion

Las reacciones adversas a alimentos en general son muy frecuentes, afectando
aproximadamente al 20% de la poblaciéon general de Europa Occidental; en el
25% de los nifios y el 10% de los adultos el problema es debido a una reaccién

de hipersensibilidad de tipo alérgico 2,

La enfermedad celiaca es una de las enteropatias mas frecuente de nuestro
medio. Las enteropatias se definen como anormalidades de la mucosa del
intestino delgado, de varias etiologias, que se pueden clasificar en agudas o

cronicas.

Aunque existen ciertas similitudes entre las reacciones alérgicas a cereales y la

enfermedad celiaca, ambas enfermedades son consideradas independientes.

El estudio que reviso, pretende establecer un nexo de union entre estas dos
patologias con el fin de lograr nuevas técnicas de diagndstico y estrategias

terapéuticas alternativas.

1.1. Alergia a los cereales

Se produce por una respuesta inmunoldgica de hipersensibilidad inmediata tras
el contacto con el gluten. La forma de presentacién es variada, puede aparecer
desde un sarpullido en la boca tras la ingesta de gluten, hasta un cuadro de

choque anafilactico.

La alergia a los cereales afecta a una proporcion muy baja de la poblacién y

puede desarrollarse a cualquier edad.

La presentacion clinica mas habitual de este sindrome suele ser un cuadro
clinico de “Sindrome de Alergia oral” (SAQO) que consiste en sintomas leves en
la regidn orofaringea, del tipo prurito labial, bucal, faringeo o incluso 6tico y, en
ocasiones, eritema labial y perioral con o sin angioedema. Pero también puede
dar lugar a reacciones sistémicas.

Los sintomas de la alergia al gluten son de inicio brusco, a los pocos minutos de
tomar el alimento, y aunque la forma mas tipica sea el SAO, pueden ser diversos,

vomitos, dolor abdominal, diarrea, sangrado digestivo, asma, tos, laringitis, rinitis,



conjuntivitis, urticaria, edema, inflamacién, dermatitis atopica, reacciones de

anafilaxia...

Existe una relacion entre la sensibilizacion a pdélenes ambientales y la alergia
alimentaria a alimentos vegetales, entre ellos los cereales.

Las gramineas son la causa mas frecuente de alergia respiratoria en Espafia y
Europa. Se pueden dividir en gramineas espontaneas (crecen solas) o
gramineas cultivadas o cereales (trigo, cebada y centeno). El trigo, la cebada y
el centeno son especies de gramineas estrechamente relacionadas
pertenecientes a la tribu Triticeae. Los cereales cultivados, especialmente el

trigo, son una importante fuente de proteinas de la dieta en todo el mundo.

Los pacientes que padecen alergia ambiental por sensibilizacion al polen de
gramineas, pueden presentar sensibilizacién, con pruebas cutaneas positivas y
respuesta IgE especifica positiva, frente a los cereales que consumen por via
digestiva. La sensibilizacién a trigo es una de las sensibilizaciones mas

frecuentemente encontrada en nifios con dermatitis atopica.

Los cereales tienen numerosas proteinas con poder alergénico. Los principales
alérgenos de los cereales son: proteinas de reserva (gluten en el trigo) y

proteinas defensoras de los ataques de hongos, bacterias o insectos.

Sus semillas estan compuestas por diferentes tipos de proteinas, las proteinas
solubles en agua (albuminas), en sal (globulinas), y en agua y alcohol (gliadinas)
son las que intervienen en las respuestas mediadas por IgE. Las proteinas

insolubles (gluteninas) junto con las gliadinas componen el gluten.

Las globulinas y gluteninas son los antigenos responsables de la
hipersensibilidad inmediata frente a los cereales ingeridos. Mientras que las

albuminas son los alérgenos mas importantes del asma por inhalacion.

Los Panérgenos son proteinas alérgicas; entre ellas encontramos la familia de
Proteinas de Transferencia de Lipidos (PTL), llamados asi por su capacidad de
unir lipidos y transferirlos entre distintos tipos de membranas. Muestran alta
resistencia a la hidrolisis que realizan las enzimas del tubo digestivo de los

alimentos °*°. Esto hace de las PTL potenciales alérgenos alimentarios capaces
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de sensibilizar directamente por via digestiva. Las PTL son proteinas abundantes
en los granos de cereales 67 Al principio fueron consideradas sélo alérgenos
por ingestion, pero posteriormente la LPT de trigo (Tri a 14) fue identificada como

un alérgeno principal en el asma del panadero por inhalacion de harina de trigo.

En la composicion de la semilla de los cereales ya hemos visto anteriormente
que intervienen diferentes clases de proteinas. Las proteinas solubles
constituyen el 25% de las proteinas de las semillas y numerosos estudios han
confirmado su importancia en las respuestas mediadas por IgE, tanto en su papel
en la dermatitis atdpica® como en la sensibilidad inhalatoria ° 1© 11 12 13 14,

La principal via de sensibilizacién de las harinas es la via inhalada; sin embargo,
también se observa la implicacién de esta familia en la alergia por ingestion. Las
reacciones después de la ingestion suelen estar asociadas al ejercicio o a una
dermatitis atopica ™° '°.

Los alérgenos mas importantes parecen ser las proteinas de defensa del grano
contra las enzimas de la saliva del acaro que lo parasita, las cuales constituyen

la familia de los inhibidores V7.

Se ha encontrado asociacion entre asma vy rinitis alérgica con enfermedad

8 e incluso también la urticaria crénica se ha asociado a enfermedad

19 20

celiaca '

celiaca en ninos

Durante los pasados afios se ha conseguido la purificacién y caracterizacion de
las proteinas mas sensibilizantes asociadas a la alergia a harina de cereales *'
222324 328 Estos alérgenos tienen pesos moleculares de 12-15 Kda y actividad
enzimatica inhibitoria contra alfa-amilasa o tripsina, lo que les da un papel

esencial en la autodefensa del grano contra la parasitacion.

Sin embargo, la existencia de IgE especifica contra un determinado alimento no
siempre significa que aparezcan sintomas clinicos de alergia tras su consumo
(ademas la reactividad cruzada in vitro es mucho mas frecuente que la

reactividad cruzada clinica)?’.



1.2. Enfermedad Celiaca

La enfermedad celiaca es una intolerancia alimentaria de por vida debida a una
respuesta inmune doble, innata y adaptativa, inadecuadas frente al gluten, que
da lugar a una reaccién de hipersensibilidad tipo IV mediada por linfocitos T CD4
+ especificos, que infiltran la lamina propia mucosa del intestino de individuos

genéticamente susceptibles, al igual que ocurre en las enfermedades alérgicas
28

El gluten se encuentra en cereales como el trigo, la cebada, centeno y la avena,
que pertenecen a la familia Graminae subfamilia Pooideae. (Figura 1). Esta
compuesto por diferentes tipos de proteinas de tipo Albuminas (solubles en
agua), Globulinas (solubles en sal), Prolaminas (solubles en alcohol), Gluteninas
(insolubles). Tanto las Prolaminas (llamadas gliadinas en el caso del trigo) como
las Gluteninas, poseen fragmentos peptidicos (como el alfa2 de la gliadina)

dafiinos para los enfermos celiacos.
Figura 1. Taxonomia de los cereales. Kagnoff MF. Gastroenterology 2005; 128: 10-18
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Las prolaminas estan compuestas por aminoacidos, glutamina y prolina, que

Trigo Centeno

forman polimeros mediante puentes disulfuro que son dificiles de extraer salvo
con alcohol a alta concentracion ?°. El contenido de glutamina y prolina determina
la inmunogenicidad y la distribucién en la estructura primaria de la proteina. Son
el punto de anclaje de la molécula HLA-DQ y el lugar de actuacién de la enzima

transglutaminasa tisular (TG).

En los individuos sanos existe una tolerancia inmunolégica a alimentos en el



intestino®. Esto es posible gracias a una disminucién de linfocitos T cooperadoes
CD4+ y de una diferenciacion de los linfocitos a linfocitos T reguladores que
paralizan la proliferacion de linfocitos T, ademas de inhibir la produccion de IL-2

y promover la sintesis de IgA®".

En los individuos celiacos el sistema inmune pierde la tolerancia al gluten de la

dieta desencadenando una respuesta inmunoldgica frente al mismo.

El intestino, especialmente duodeno distal y yeyuno proximal es el principal
organo diana de la sensibilidad al gluten. La enteropatia que produce el gluten
en el intestino del celiaco da lugar en ultima instancia a una atrofia de las
vellosidades intestinales, que es la lesion caracteristica; pero el primer hallazgo

significativo que se produce es un aumento de los linfocitos intraepiteliales?.

En la Enfermedad Celiaca los linfocitos intraepiteliales aumentan en la mucosa
del intestino. En las primeras etapas de la enfermedad no hay cambios
significativos en los enterocitos, pero segun avanza el proceso se va produciendo
una atenuacién del borde en cepillo de los mismos. Se incrementa el indice
mitético en las criptas intentado reparar el dafio epitelial, gracias a factores de
crecimiento liberados por las células mesenquimales y los linfocitos
intraepiteliales. Por ello es frecuente encontrar lesiones histolégicas intestinales

parcheadas con zonas de mucosa sana entre las mismas.

En el progreso de la enfermedad se pueden reconocer varias fases de lesiones

histolégicas denominadas fases de Marsh (Figura 2):

-Tipo 0 (mucosa normal: pre-infiltrativa), la mucosa es normal, aunque la

inmunidad humoral local esta alterada.

-Tipo | (lesidn infiltrativa), la arquitectura de la mucosa es normal, pero
existe una infiltracion de linfocitos intraepiteliales. Esta fase aun no es

diagndstica de EC establecida, sino que indicaria una EC en potencia.

-Tipo 1l (lesidon hiperplasica), ademas de infiltracion de linfocitos
intraepiteliales existe una alteracion de la arquitectura de la mucosa, con
alargamiento de las criptas y aumento del numero de células en mitosis,

pero manteniendo la altura de las vellosidades intestinales.



-Tipo Il (lesion atréfica o destructiva), ademas de la infiltracion de
linfocitos intraepiteliales e hiperplasia de las criptas, existe un
aplanamiento de las vellosidades intestinales. Es la lesion diagndstica
tipica de Enfermedad Celiaca. Segun la severidad de la atrofia se divide
en:

Tipo Ill a: atrofia vellositaria parcial o leve.
Tipo Il b: atrofia vellositaria subtotal o marcada.
Tipo Ill c: atrofia vellositaria total o fase de mucosa plana.

-Tipo IV (hipoplasica), se encuentran depdsitos de colageno que dan lugar
a una verdadera atrofia. Mucosa plana con criptas normales, sin
incremento de los linfocitos intraepiteliales. Es muy raro encontrar esta
forma en la actualidad, puede observarse en un pequefo grupo de
pacientes que no responde al tratamiento. Lleva a una situacion realmente
grave con elevada mortalidad y muchas complicaciones como las

infecciones recurrentes.

El grado de lesién intestinal no se relaciona con su intensidad o expresion clinica.

Figura 2: Marsh Mn. Eur J Gastroenterol Hepatol 1999;11:1185-94

Clasificacion histologica de Marsh-Oberhuber

Marsh O Marsh 1 Marsh 2 Marsh 3a Marsh 3b | Marsh 3¢ Marsh 4

ILE* <30/100 »30/100 > =30/100 =30/100 <30/100

Hiperplasia - - + + + +

de criptas

Atrofia - - - Aplanamiento | Subtotal Total Total

vellositaria | Preinfiltrativa | Infiltrativa Infiltrativa parcial (atrofica
hiperplastica hipoplistica)

ILE*: linfocitos intraepiteliales por cada 100 enterocitos

La Enfermedad Celiaca es mas frecuente en su presentacion en la infancia, pero



puede presentarse a cualquier edad, siendo mas frecuente en la mujer; se
considera como la intolerancia alimentaria mas frecuente de los paises

desarrollados del area europea.

La forma mas frecuente de presentacion de la enfermedad es paucisintomatica
o monosintomatica. Se han propuesto otras formas de presentacion

asintomaticas:

EC silente: presenta lesiones histolodgicas, incluso de atrofia intestinal.

Marcadores serologicos positivos.

EC latente: no presenta lesiones histoldgicas, pero las ha presentado con

anterioridad. Suele tener positivos los marcadores séricos.

EC potencial: es un estado de riesgo potencial al desarrollo de EC ya que
presenta las caracteristicas genéticas propias de la EC (HLA-DQ2 y HLA-
DQ8)

Las costumbres alimenticias en zonas donde el gluten no formaba parte de la
dieta estan cambiando, por lo que es facil suponer que atenderemos a un
aumento de la prevalencia de la EC sintomatica en estos paises en desarrollo,
los cuales no siempre contaran con los medios econémicos para enfrentarse a
ella. La dieta sin gluten supone un remedio caro por lo que es necesario plantear

estrategias terapéuticas alternativas.

2. Hipétesis

En la enfermedad celiaca existe informacion limitada sobre la posibilidad de una
respuesta alergénica a las proteinas de los cereales implicados y ambas

enfermedades (celiaca y alérgica) son consideradas independientes®.

Es posible que algunos de los pacientes celiacos puedan responder a proteinas
de cereales por un mecanismo de hipersensibilidad inmediata tipo I. Si esto fuera
demostrado, seria posibles otra via terapéutica (inmunoterapia especifica con
alérgenos de cereales) que se ha demostrado util en la sensibilizaciéon por

inhalacion.



3. Justificacion

El estudio analizado pretende establecer un nexo de unidon entre estas dos
patologias para lograr nuevas técnicas de diagndstico y plantear estrategias
terapéuticas. Lo hace evaluando la reactividad alérgica de proteinas purificadas
de cereales, que pueden ser inhaladas o ingeridas, en pacientes alérgicos y en
pacientes celiacos de diferentes edades, e investiga si pudiese existir alguna
similitud en su respuesta inmune o descartar si esta respuesta depende de la via

de sensibilizacion.

4. Metodologia

El estudio analizado se realiz6 en el Hospital Universitario Rio Hortega de
Valladolid, se obtuvo el consentimiento informado por cada paciente (0 sus

padres) y fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital.
Se incluyeron 88 pacientes que se dividen en varios grupos (tabla 1):

Grupo 1: lo forman 17 pacientes (13 adultos y 4 nifios), obtenidos de la base de
datos de Alergia del Hospital Rio Hortega, con alergia alimentaria a cereales en

la dieta sin Enfermedad Celiaca.

La alergia alimentaria se definié como la presencia de dermatitis atépica,
urticaria y/o angioedema, asma o vomitos y diarrea que ocurrieron al
menos en dos ocasiones tras la toma del alimento o anafilaxia con IgE

especifica positiva al alimento sospechado

Grupo 2: formado por 14 pacientes, con asma del panadero por provocacion
inhalatoria con harina de trigo. Pacientes que todavia no han recibido

inmunoterapia y sin sintomas por ingesta.

Grupo 3: formado por 57 nifios de mas de 3 meses de edad, con retraso en el
crecimiento, sintomas digestivos, dermatitis relacionada con la introduccién de

cereales en la dieta, y desaparicion de la clinica tras eliminacién de los mismos.
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Controles: se eligen a 12 nifos y 10 adultos en los que se ha descartado,
mediante pruebas diagnésticas, la enfermedad celiaca y la sensibilizacién

alérgica.

Tabla 1. Grupos de pacientes incluidos en el estudio

Grupo(n) Edad al tiempo | Sintomas tras | Sintomas tras
del diagnéstico | ingerir cereales | inhalar cereales

17-30 (afios) S

Pruebas “in vivo”

Pruebas cutaneas con alérgenos

Pruebas cutaneas por micropuncion realizadas con una bateria de extractos
alérgicos que incluyeron los alérgenos sospechosos en los pacientes estudiados.
Se realiza la medicion de la papula generada por la micropuncién cutanea al

cabo de 15 minutos.

El diluyente de la solucion para la micropuncion se utiliz6 como control negativo.
Para el control positivo se utilizé una solucion de histamina a una concentracion

de 10 mg/ml.

La reaccion se considera positiva cuando el diametro de |la papula era al menos
3 milimetros mayor que el de la solucién control o bien una papula mayor de 20
milimetros cuadrados. No se realizaron en nifios menores de 6 meses con

posibilidad de reaccion generalizada®.

Provocaciones orales

Se realizaron provocaciones con los cereales positivos en las pruebas cutaneas

y sospechosos por la clinica.

Pruebas de provocacién bronquial

Se realizaron usando los extractos implicados en los pacientes asmaticos

11



mediante la técnica de Chai®°.

Dieta de exclusidon de cereales

En el caso de lactantes con alergia demostrada se eliminé la férmula de cereales
hasta los 10 meses de edad. Después se introdujo lentamente una féormula
comenzando con arroz y maiz. En los adultos, se eliminaron totalmente de su

dieta los cereales y cualquier alimento y comida que los pudiera contener.

Pruebas “in vitro”

IgE especifica: se determina la IgE especifica a trigo, cebada y centeno y una

bateria de alimentos: leche, alfa-lactoalbumina, beta-lactoglobulina, caseina,

clara y yema de huevo, legumbre, frutos secos y pescado.

Se consideran como positivos los niveles de IgE mayores de 0,35 kU/L (rango:
0,51-100 KU/L)

IgE inmunodeteccidn: se seleccionan 4 pools de sueros correspondientes a los

grupos 1 (mezcla de 17 sueros de pacientes con alergia al trigo por ingestion),
grupo 2 (14 pacientes con asma del panadero), grupo 3 (mezcla de 53 sueros de
nifios celiacos sin IgE especifica a trigo) y grupo 4 (mezcla de 4 sueros de nifios

celiacos con IgE especifica a trigo).

Los extractos de harina de cereales se separaron por SDS-PAGE en geles de
Bio-rad y se transfirieron a membranas que se incubaron toda la noche en los

pools de sueros.

El estudio se repitioé ya que se creyd mas util realizarlo con los alimentos basados
en cereales tal y como se consumen. Los alimentos procesados derivados de
trigo se compraron en el supermercado: barra de pan blanco, pan integral, pan
blanco de molde, pan integral de molde, pan tostado, pan tostado integral, pasta,

galletas, pizza, cereales infantiles y cereales de desayuno.
-Se liofilizaron y desgrasaron con acetona en frio durante una hora a 4°C

-El sobrenadante fue dializado con un punto de corte de 3,5 kDa y

liofilizado.
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-La concentracion de proteinas se determind mediante el método
Bradford.

Los extractos obtenidos fueron realizados para los siguientes estudios:

Pruebas cutaneas por micropuncién: en todos los pacientes se realizd

micropuncién con extractos de proteinas solubles en sal de harina, y alimentos

procesados derivados del trigo.

Test de provocacion con alimentos: se utiliza pan tostado en prueba de

provocacion oral después de haber evaluado la prueba cutanea (SPT) porque
fue con este pan tostado con la que se obtuvo la menor area de papula cutanea
y una inmunodeteccion negativa. La prueba de provocacién comenzd con la
ingesta de un gramo de pan al que le siguieron cinco gramos afiadidos cada
quince minutos. Se considerd una prueba negativa cuando se habia comido una
tostada sin haber dado lugar a la aparicion de sintomas tras 24 horas de

observacion.
Estudios in vitro

Se emplea un pool de catorce sueros escogidos al azar de pacientes que
padecen sintomas alérgicos relacionados con la ingestion de alimentos
procesados de cereales. Se miden los anticuerpos IgE especificos al trigo y otros

cereales.

Determinacién IgE especifica y test ELISA-Inhibicion

Se realizan estudios con el método ELISA para determinar la IgE especifica a
los extractos de proteinas solubles en sal de los alimentos procesados derivados

del trigo.

Se realiza también una inmunodeteccion con un pool de sueros de 8 pacientes

alérgicos a acaros pero no a alimentos ni polenes, como control negativo.

Caracterizacion y purificacion de proteinas

Mediante cromatografia secuencial fraccionada se obtuvieron fracciones
enriquecidas de proteinas que acoplaban IgE de los dos principales panes de

moldes integrales.
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Digestion gastrointestinal in vitro

La harina pura y los extractos de proteinas solubles en sal de pan integral de

molde fueron sometidos a digestion gastrointestinal simulada.

Analisis estadistico de los datos

Los datos obtenidos en los pricks fueron analizados utilizando el programa
estadistico SPSS.11. Se estudid la distribucién normal de las variables mediante

el test Kolmogorov-Smirnov.
5. Resultados

Descripcion de los resultados de las pruebas diagndsticas

En el grupo de los 57 nifios con enfermedad celiaca (tabla 4) solo cuatro nifios

tenian IgE especifica a trigo y no a los alérgenos probados.

Catorce adultos con alergia a cereales (tabla 2) tuvieron una respuesta positiva
a la provocacioén oral con el cereal sospechoso. Los alérgenos mas importantes
que dieron respuestas positivas fueron el trigo, seguidos de la cebada, harina de
centeno y otras semillas. Todos los pacientes presentaron alérgenos positivos a

LTP de trigo y a inhibidores de alfa-amilasa.

La tabla 3 muestra los resultados de las pruebas realizadas en 14 pacientes que
sufrian asma del panadero. Once de los 14 pacientes eran también sensibles a
LTP de trigo. Siete pacientes con asma del panadero presentaban también
sensibilizacion a semillas y frutas. El alérgeno que caus6é mas pruebas positivas
en la provocacion bronquial fue la harina de trigo. Todos estos pacientes
toleraban el consumo de pan, alimentos basados en cereales, semillas y frutas

sin problemas.

En el otro grupo de pacientes (nifios y adultos con alergia alimentaria) se
recomendé dieta de exclusion de cereales. La respuesta clinica en nifios fue

favorable, pero sélo 3 adultos con anafilaxia mejoraron totalmente.

Resultados de las pruebas “in vitro”

Con el fin de evaluar si estaban involucradas similares proteinas en las

reacciones alérgicas por inhalacidon y por ingesta, los extractos de diferentes

14



proteinas solubles de trigo, cebada y centeno y sus alérgenos purificados se
fraccionaron por SDS-PAGE y se enfrentaron a los pools de sueros de pacientes
en la IgE-inmunodeteccién. Las bandas proteicas de aparente tamafio molecular
entre 7 y 90 KDa se detectaron con los extractos de cereales.

Sorprendentemente en la IgE-inmunodeteccién utilizando pools de sueros de
pacientes sensibilizados a cereales por inhalacion (adultos con asma del
panadero) o por ingesta dieron patrones similares de deteccion de IgE a las
mismas bandas proteicas en los tres extractos. Las bandas de 11-16 Kda (familia
de inhibidores de la alfa-amilasa) se detectaron con trigo, cebada y centeno. Las
mayores diferencias en los patrones de unién con la IgE se vieron con las
proteinas de centeno de 35 a 80 Kda. Los sueros de pacientes con asma del
panadero no respondieron al inhibidor CM3. Sin embargo, en la inmunodeteccion
con pools de sueros de pacientes celiacos, se evidencia una respuesta al CM3.
La respuesta a las LTP Tri a 14 y Pru p3 parece ser mas importante en estos

pacientes que la respuesta a inhibidores de alfa-amilasa.

Tanto los pacientes con hipersensibilidad a cereal por ingesta, como los
pacientes con asma del panadero comenzaron inmunoterapia especifica, con
mejor respuesta en la actualidad en los pacientes con asma del panadero tras
tres anos de inmunoterapia. Los cuatro nifios celiacos fueron tratados con la

misma inmunoterapia ALK-Abellé y en la actualidad toleran pan tostado.

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS CON EXTRACTOS DE ALIMENTOS
PROCESADOS

Resultados de las pruebas cutaneas por micropuncion (SPT)

Las areas obtenidas con la micropuncién con pan tostado integral fueron

menores que con el resto de los extractos.

Las areas correspondientes a la micropunciéon con trigo comercial, proteinas
solubles en sal de la harina y extractos de pan de molde, fueron mayores que

con pan tostado integral y pasta hervida.

Las areas de la micropuncion obtenidas con extractos de proteinas solubles en
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sal fueron mayores que las obtenidas con extractos de trigo comercial.

La prueba de provocacion oral se realizd en diez pacientes con el consentimiento
informado sobre la misma. Seis pacientes (tres que sufrian asma relacionado
con la ingesta de cereales y tres que sufrian asma y urticaria) no presentaron
ningun problema tras la ingestion de pan tostado. Cuatro pacientes (tres que
sufrian asma y anafilaxia, y uno con asma) presentaron sintomas de asma

después de comer cinco gramos de tostada.

Unidn de IgE frente a extractos solubles de proteinas de los alimentos

procesados de trigo

Se separan las fracciones de proteinas de trigo solubles en sal de diferentes
alimentos procesados de trigo. Mediante técnica ELISA se determina la IgE
especifica a los extractos, de un pool de sueros de pacientes con alergia

alimentaria al trigo.

Inmunodeteccion de las proteinas solubles en sal de los alimentos procesados

derivados del trigo

Los extractos de proteina solubles en sal fraccionadas mediante SDS-PAGE
mostraron un patron complejo de bandas de proteina con pesos moleculares de
entre 5y 100 kDa.

Identificacion de proteinas que acoplan IgE

Para investigar la identidad de las proteinas del pan mas destacadas que
acoplan IgE, parcialmente resistentes al calor, se obtuvieron fracciones

cromatograficas enriquecidas con las proteinas unidas a IgE.

Digestibilidad de las proteinas de la harina y el pan

Se realizaron pruebas de digestibilidad utilizando fluidos que simulan los jugos
gastricos y duodenales sobre pan de molde integral y en extractos de harina
cruda, mostraron que la mayoria de las proteinas de la harina y pan son

facilmente hidrolizadas por las enzimas digestivas.
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6. Discusion

Este estudio evalua la reactividad alergénica de cereales ingeridos o inhalados
en diferentes edades, en pacientes alérgicos y celiacos, con el fin de investigar
si la respuesta a diferentes alérgenos puede depender de la via de
sensibilizacion y si hay respuestas comunes en estas enfermedades
consideradas hasta la actualidad independientes. Para ello comparamos la
reactividad in vitro de diferentes proteinas purificadas de cereales en tres grupos
de pacientes. La combinacion de antitransglutaminasa y AGA es una técnica
serolégica muy util en el diagndstico de la enfermedad celiaca. En contraste,
existe muy poca informacion publicada sobre los alérgenos responsables de la

sensibilizacion a cereales por via digestiva y sus implicaciones clinicas.

Este estudio encuentra que las vias inhalatorias y digestiva que causan alergia
a cereales parecen involucrar alérgenos similares, resultados coincidentes con
estudios previos®. La mayor diferencia entre la respuesta de los pacientes
celiacos y los otros dos grupos (pacientes con asma del panadero y pacientes
con asma o anafilaxia tras la ingesta de cereales) fue la respuesta al inhibidor

CMa3 en pacientes celiacos con IgE positiva.

Diferentes investigaciones han confirmado la presencia de IgE especifica contra
albuminas y globulinas en sueros de nifios con alergia a cereales, pero no en

pacientes con celiaquia.

En cuatro de los nifios celiacos del estudio, los resultados de las pruebas in vitro
(positividad de IgE especifica a cereales y anticuerpos antitransglutaminasa) les

hacia pertenecer a las dos enfermedades (alérgica y celiaca).

Durante los ultimos afos, se indentificaron y purificaron diferentes proteinas
alergénicas de trigo, cebada y centeno asociadas a la alergia a cereales, y se vio
que pertenecian a una familia de inhibidores enzimaticos (proteinas de defensa
de semillas) con capacidad para inhibir las alfa-amilasas de insectos vy
mamiferos®’ . El siguiente paso fue investigar la actividad alergénica in vivo de
estas proteinas, que tenian diferentes capacidades de unién con la IgE

especifica de pacientes alérgicos in vitro. Recientemente se han investigado
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unas proteinas de defensa muy alergénicas, las proteinas transportadoras de
lipidos (LTP), inicialmente se consideraron solo como alérgenos por ingestion,
pero posteriormente, la LTP de trigo (Tri a 14) fue identificada como un alérgeno
principal en el asma del panadero por inhalacion de harina de trigo, y demostraba

una reactividad cruzada con LTP de melocotdn y otras frutas.

Otro hallazgo interesante es la pérdida de respuesta a la unidad tetramérica del
inhibidor de la alfa-amilasa CM en pacientes celiacos sin IgE especifica a trigo y

en el pool de pacientes con alergia por via inhalatoria.

La reactividad frente a algunas proteinas de cereales estd aumentada en los
nifios por inmadurez del tracto gatrointestinal, mayor permeabilidad, funcién
enzimatica y mecanismos inmunolégicos de defensa. La exposicion temprana a
alimentos sdlidos en la infancia, asi como una exposicion inicial a cereales antes

de los 6 meses, se han asociado al desarrollo de alergia®®.

La sensibilizacién a alérgenos alimentarios ocurre en la mayoria de los casos en
los primeros afios de vida. EI mecanismo que predispone al nifio a ser alérgico
o celiaco es desconocido. Los regimenes dietéticos han demostrado una
disminucién de la incidencia de alergia a alimentos y dermatitis atépica, sin
embargo, la prevalencia de los sintomas revierte a niveles normales una vez que
el alimento alergénico es introducido. También pueden aparecer sintomas como
resultado de sensibilizacion a otros alimentos con antigenos que presentan
reactividad cruzada con alérgenos de cereales. En el caso de nifios durante el

periodo de lactancia, el régimen dietético es mas efectivo.
DESARROLLO EN EL FURUTO DE LA INVESTIGACION

La respuesta IgE especifica a antigenos de cereales puede ser importante en
pacientes que sufren enfermedad celiaca. La eficacia de la inmunoterapia en la
enfermedad alérgica, y en concreto en el asma del panadero ya ha sido
demostrada. Tratando de identificar y purificar los alérgenos implicados en las
diferentes respuestas clinicas, se puede intentar una inmunoterapia especifica
para cada caso. En 4 de los nifios con celiaca e IgE especifica positica y 2 nifios
con alergia digestiva se comenzd una inmunoteriapia especifica con cereales, y

tras un ano de tratamiento, los 6 pueden consumir pan tostado.
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7. Conclusiones

a) Es posible la sensibilizacion mediada por IgE a proteinas de cereales en

pacientes celiacos.

b) Celiaca y alergia digestiva a cereales no son dos enfermedades de diagndstico

excluyente

c) El patron de respuesta alergénica es similar en pacientes sensibilizados por

via inhalatoria y digestiva

d) La respuesta inmune a extractos de harinas crudas es diferente a las harinas

procesadas

e) El motivo por el que los pacientes con asma por inhalacion de cereales toleran
su ingesta es debido a que la via digestiva no fue la primera via de sensibilizacién
y desde nifos han tolerado la ingesta de harina procesada. Al exponerse a la

inhalaciéon de harina cruda, se sensibilizan por via inhalatoria a proteinas crudas.

f) El calor parece alterar la inmunogenicidad del cereal. Tras inmunoterapia se

observa una pérdida de respuesta al cereal tostado.

g) Los nifos celiacos pueden tener también una sensibilizacién alérgica mediada
por IgE a trigo, lo cual abre la posibilidad de tratarles con inmunoterapia

especifica, util en alergia por inhalacion.
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9. Anexos

Tabla 2. Grupo 1: Pacientes que sufrian asma y anafilaxia debida a la ingestién de harina

de trigo.
Edad/sexo Sintomas/anos de IgE a IgE a otros SPT
duracién trigo alimentos ectracto
(KUIL) trigo

30/F Asma/4 7.72 5x5 Cebada 28.6 6x6 5x5 | 6x6
Centeno 8.61

45/F Asma/20 >100 10x10 | Cebada>100 4x4 5x5 | 10x10
Centeno>100
Arroz 15

20/F Asma/20 27.9 5x5 Cebada 55.7 4x4 5x5 | 6x6
Arroz 3.29
Maiz 7.37
Melocotén 2

61/F Asma/Anafilaxia/35 | 4.92 6x6 Centeno 5.03 5x5 5x5 | 6x6
Naranja 3.38
Cebada 5.45

28/M Asma/Anafilaxia/2 | 11.4 6x7 Soja 1.92 6x6 | 2x2 | 7x7
Lenteja 1.41
Centeno 11.4
Cebada 8.22

48/F Asma/24 3.1 5x5 Centeno 1.8 5x5 3x3 | 6x6
Cebada 1.5

25/F Asma/Urticaria/5 2.28 5x5 Centeno 2.3 6x6 2x2 | 6x6
Cebada 0.78

22/F Asmal/4 2.26 5x5 Centeno 2.70 6x6 3x3 | 7x6
Cebada 2.82
Lolium 4.2

73/F Asma/Urticaria/36 | 4.4 5x5 Centeno 2.3 5x5 3x3 | 6x6
Cebada 3.3

25/F Asma/Urticaria/6 3.3 5x5 Centeno 2.1 5x5 2x2 | 6x6
Maiz 7.2

27/IM Asma/Anafilaxia/2 | 4.2 X7 Crisantemo 6 6x6 6x6 | 6X7

32/M Asma/8 5.3 6x6 Huevo 10.3 6x6 3x3 | 5x7
Cebada 5.6

25/F Asma/10 4.8 6x6 Centeno 4.8 6x6 5x5 | 7x7
Cebada 17.8

12/M Asma/Urticaria/2 3.2 6x6 Lenteja 0.45 6x6 | 3x3 | 6x6

9/M Anafilaxia/9 5.2 6x6 Centeno 4 6x6 6x6 | 6Xx6

2/M Anafilaxia/6 1.14 5x5 Cebada 2.3 5x5 5x5 | 6x6

1.5/M Anafilaxia/3 7.3 5x5 Cebada 3.4 5x5 6x6 | 6Xx6
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Tabla 3. Grupo 2: Pacientes que sufren asma por inhalacién de harina de trigo

Edad/sexo

Sintomas/ainos
duracion

IgE otro SPT
alimentos extracto
trigo

27/M Asma/5 371 5x5 Centeno 30 6x4 | 5x5 10x12
Cebada 28
Melocoto 11.3
25/M Asma/6 1.47 | 5x5 Centeno 6.5 4x4 | 2x2 12x14
Cebada 3.5
Manzano O
52/M Asma/32 1.76 | 4x5 Centeno 4.8 3x3 | 4x4 8x8
Cebada 2.3
Kiwi 0
Melon 0
30/M Asma/12 0.97 | 4x4 Centeno 0.5 2x2 | 2x2 5x5
Cebada 0.5
31/F Urticaria, asma/10 7.3 5x5 Cebada 10.3 1x1 | 1x1 8x8
Cacahuete 9.7
Lenteja 5.8
Avellana 1.16
36/M Urticaria, asma/13 6.03 | 5x4 Cebada 4.04 6x6 | 5x5 6x6
Yema 5.30
Cacahuete 2
38/M Rinoconjuntivitis,asma/12 0.51 | 4x4 Maiz 2.24 2x2 | 4x4 5x5
Centeno 0.51
Cebada 1.04
17/M Asma/3 7.35 | 4x4 Cebada 0.7 5x5 | 10x10 10x10
Lenteja 18.1
51/M Asma/18 2.3 5x4 Centeno 1.2 5x5 | 3x3 5x5
Cebada 1.9
31/M Asma/8 12 6x6 Centeno 3 6x6 | 3x3 6x6
Cebada 6.7
36/M Asma/15 2.05 | 6x6 Centeno 3 6x6 | 2x2 8x8
Cebada 3.05
52/M Asma/22 22.2 | 6X7 Centeno 20 X7 | 5x5 8x8
Cebada 18.3
41/M Asma/14 14.6 | 7x7 Centeno 7.9 X7 | 3x3 8x8
35/M Asma/17 0.7 5x5 Maiz 3.4 5x5 | 2x2 6x6
Tabla 4. Grupo 3: nifios con celiaquia
EmA IgA Grado Marsh IgE Trigo (KU/L) IgE Cebada (KU/L)
Neg b 0.51 0.67
AtTG 0 0
+ 0 0
AtTG b 0 0
+ 0 0
AtTG 0 0
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