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|. INTRODUCCION

1. La respuesta inmunitaria en la alergia
respiratoria

Los alérgenos son antigenos de naturaleza proteica o
glicoproteica capaces de producir una reaccion clinica
mediante la produccion de anticuerpos inmunoglobulina
E (IgE) especificos en individuos susceptibles de
desarrollar enfermedades alérgicas. Este proceso de
sensibilizacion puede producirse tras la exposicién al
alérgeno, ya sea por contacto, inhalacion, ingestién o
por inoculacién (1). Los factores genéticos tienen un
papel importante en la aparicion de la enfermedad
alérgica hasta tal punto que si ambos padres tienen
alergia a polenes, la probabilidad de transmitir la

enfermedad a sus hijos es de alrededor del 80% (2).

La IgE puede unirse especificamente mediante su
fraccién variable F(ab) al antigeno proteico que ha
dado lugar a su produccion. Esta IgE igualmente se
une por su fraccion constante a receptores de
superficie de mastocitos y basdfilos (FceR de alta
afinidad). Cuando dos o0 més de estas moléculas de IgE

gue se encuentran en la superficie celular se unen a su
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antigeno especifico se produce el entrecruzamiento
(cross-linking) de dichas moléculas. Este hecho
transmite una sefal al interior de la célula que finaliza
con la degranulacion de mastocitos y basdfilos, y la
liberacion de mediadores como histamina, triptasa
prostaglandinas y leucotrienos, entre otros (3). Para
gue se produzca el entrecruzamiento de dos moléculas
de IgE es necesario que el antigeno tenga al menos
dos sitios de union a la IgE (epitopos) cada uno de los
cuales con un tamafio minimo de 15 aminoacidos. Por
lo tanto, el alérgeno debe tener un tamafio de al menos

30 aminoécidos.

Habitualmente los alérgenos son  antigenos
multivalentes que poseen mas de dos sitios de
combinacion al anticuerpo (4-6). El inicio de la
respuesta alérgica se establece con la primera
exposiciéon al antigeno (fase de sensibilizacién) en
individuos con predisposicion genética (7). Las células
dendriticas estan situadas en el epitelio de la piel, la
mucosa respiratoria y la mucosa digestiva. En dichas
localizaciones actian como células presentadoras de
antigeno (CPA), captan el alérgeno, lo procesan por
protedlisis y expresan los péptidos resultantes en la

membrana junto a molécula de histocompatibilidad de
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clase Il. Entonces emigran a los ganglios linfaticos
regionales. La union del antigeno a la célula Th
mediante su receptor T-cell-receptor (TCR), da lugar a
la diferenciacion de células CD4+ (ThO) en células Th2
en los pacientes alérgicos, ya que en los individuos
sanos se produce diferenciacion a células Thl y
produccion de citocinas que producen inmunidad
celular y anticuerpos bloqueantes tipo inmunoglobulina
G (1gG) por los linfocitos B (8). La interaccion de CD40
en el linfocito B con CD40L en el linfocito T esta
implicada en la induccion del cambio de isotipo de
anticuerpos en los linfocitos B. Los linfocitos Th2
producen citocinas como las interleucinas IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10 e IL-13, que, entre otras acciones, estimulan la
sintesis de IgE por las células plasmaticas (9). Asi
pues, los alérgenos proteicos deben contener
igualmente epitopos T con el potencial de inducir

respuestas Th2.
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Figura 1. Mecanismo de sensibilizacién. Fuente:
http://www.stallergenes.es/ciencia-e-innovacion/inmunoterapia-con-
alergenos/mecanismo-de-accion.html (10)

La alergenicidad de los antigenos depende de varios
factores como la presencia de enlaces disulfuro, la
resistencia a la protedlisis por las enzimas gastricas o
su grado de glicosilacion (11). En el caso de los
aeroalérgenos, el tamafio y la solubilidad son factores
importantes, especialmente para aquellos que acceden
al organismo a través de las vias respiratorias
transportados por particulas volatiles. La mayoria de
aeroalérgenos son proteinas pequefas, entre 4 y 60
kiloDalton (kDa), y solubles en soluciones acuosas (12)

lo que facilita su paso a través de la barrera epitelial y


http://www.stallergenes.es/ciencia-e-innovacion/inmunoterapia-con-alergenos/mecanismo-de-accion.html
http://www.stallergenes.es/ciencia-e-innovacion/inmunoterapia-con-alergenos/mecanismo-de-accion.html
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asi entrar en contacto con las CPA. Entre los
aeroalérgenos podemos distinguir alérgenos de interior,
que originan sintomas de caracter crénico (alérgenos
de &caros, cucarachas y epitelios de animales), y
alérgenos de exterior, fundamentalmente de origen
vegetal, como los poélenes de gramineas, arboles y
malezas. Los hongos son alérgenos tanto de interior
como de exterior. Su tamafio determina el tiempo de
permanencia en el aire siendo de menor tamafio los
que permanecen en suspension por periodos de tiempo
mas prolongados (13). La exposicion a aeroalérgenos
en pacientes sensibilizados puede producir rinitis y
conjuntivitis y, en muchos casos, asma. Ademas se ha
observado que el aumento ambiental de particulas
diesel por contaminacion atmosférica contribuye al
mantenimiento y desarrollo de enfermedades alérgicas
en pacientes previamente sensibilizados a alérgenos
inhalantes (14, 15). Dicha sensibilizacion se encuentra
facilitada por dafo en la mucosa aérea y la alteracion
del aclaramiento mucociliar (16) que produce la

polucién ambiental.
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2. Patologia alérgica por sensibilizacion a
polenes

2.1. Rinitis alérgica

La rinitis alérgica es una enfermedad inflamatoria
mediada por la IgE de la mucosa nasal que se
caracteriza por la presencia de prurito, estornudos,
secrecion y congestién nasal (17). Esta enfermedad es
cada vez mas frecuente y afecta significativamente a la
calidad de vida de los pacientes (18). Ademas, tiene
efectos negativos sobre el rendimiento escolar y
laboral, siendo una de las principales causas de
absentismo, lo que puede conllevar costes muy
importantes tanto directos como indirectos (19, 20).
Por otra parte, la rinitis alérgica es un factor de riesgo
para el desarrollo del asma (21). De hecho, diversas
evidencias epidemiolégicas, fisiopatoldgicas y clinicas
han confirmado la idea de una Unica via respiratoria,
como un concepto esencial en el manejo de pacientes
diagnosticados de rinitis y/o asma, ya que su
diagndstico precoz y su tratamiento conjunto mejoran el

control y el pronéstico de ambas entidades (22, 23).
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2.1.1. Clasificacion de la rinitis alérgica

Hasta el afio 1999, la rinitis alérgica se clasificaba en
estacional y perenne. La rinitis alérgica perenne es una
afeccibn a largo y los sintomas no tienen
estacionalidad. La rinitis alérgica estacional aparece
siempre durante un periodo determinado del afio. Sin
embargo, en el afio 1999, un grupo de expertos, el
Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma (ARIA)
Workshop Expert Panel, en colaboracion con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), elaboraron
una guia basada en la evidencia (24). En una
actualizacion reciente de esta guia, se propone una
nueva clasificacion de la rinitis recogida en la tabla 1
basada en la duracion de los sintomas. A su vez, la
rinitis se clasifica en leve, moderada y grave, en funcién
de la intensidad de las manifestaciones clinicas y de la

repercusion sobre la calidad de vida (25).
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Intermitente

Menos de 4 dias a

la semana

Durante menos de 4 semanas

Persistente

Mas de 4 dias a la

Y durante mas de 4 semanas

semana
Leve No hay e  Trastornos del suefio
e Deterioro de las actividades
diarias de ocio ylo
deportivas
¢ Impedimento de la asistencia
al centro de ensefianza o al
puesto de trabajo
e  Sintomas molestos
Moderada Hay Alguno de los anteriores
Grave Hay Todos los anteriores

Tabla 1. Clasificacion de la rinitis alérgica segun Allergic Rhinitis and its

Impact on Asthma (ARIA) Workshop Expert Panel.

Un grupo de investigadores demostro que los términos

intermitente y persistente no son sindnimos de

estacional y perenne de la clasificacion clasica de la

rinitis alérgica. Vieron que la mayor parte de los

pacientes tienen rinitis grave y/o persistente, y en estos

casos hay que evaluar la presencia de asma (26).
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2.1.2. Epidemiologia

Aungue la rinitis alérgica puede iniciarse a cualquier
edad suele aparecer en adolescentes, observandose
un descenso de su presencia en la edad avanzada.
Existe una variacion considerable en la prevalencia de
rinitis en los paises de diferentes partes del mundo,
como se ha observado en el Estudio Internacional de
Asma y Alergia en la Infancia (ISAAC). Se ha estimado
una prevalencia media entre el 15-20% de la poblacion
estudiada, con cifras mucho mas altas en algunos
paises en los que cerca del 40% de los nifios presentan
sintomatologia compatible con rinitis alérgica (27, 28).
Bauchau y Durham publicaron en el afio 2004 (29) los
resultados de un estudio multicéntrico que tenia como
objetivo determinar la prevalencia de la rinitis alérgica
entre los adultos europeos en el que participaron
Bélgica, Francia, Alemania, Italia, el Reino Unido y
Espafa. Las cifras de prevalencia obtenidas arrojaron
un promedio del 23%. Con respecto a la prevalencia en
Espafia, el estudio Alergolégica demostro que la
sintomatologia nasal fue el motivo de consulta del
57,4% de los pacientes atendidos en los servicios de
alergia (30). Segun datos del estudio ISAAC, la
prevalencia de rinitis alérgica en Espafa es del 22%

siendo el 57% de ellas de origen polinico (31).
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2.1.3. Etiopatogenia y fisiopatologia

Aungue la predisposicion genética y la exposicion a
alérgenos son requisitos esenciales para el desarrollo
de la rinitis alérgica, los datos epidemioldgicos indican
que puede haber factores de riesgo de rinitis alérgica
en los primeros afios de vida del paciente como son el
aumento de la polucion ambiental y el descenso de
infecciones virales y bacterianas (32).

Las fosas nasales son un sistema de conduccion
aérea, siendo sus principales funciones el
calentamiento y la humidificacion del aire que
transcurre por ellas. Pero también poseen otras
funciones como son: el filtrado de particulas inhaladas
(irritantes, agentes infecciosos, alérgenos) del aire
inspirado, la expulsiéon de particulas retenidas mediante
la funcidbn mucociliar, y la disolucion de los gases
solubles en la mucosa (33). Por ultimo, la via aérea
superior cumple un papel importante en la funcién
olfativa. Todas estas funciones estan alteradas en la
rinitis cuando el paciente se ve obligado a respirar por
la boca por insuficiencia respiratoria nasal.

A excepcion del vestibulo nasal y de la region olfatoria,
las fosas nasales y los senos paranasales estan
recubiertos por epitelio de tipo respiratorio, es decir

epitelio cilindrico, pseudoestratificado, constituido por
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células ciliadas y células caliciformes cuya membrana
basal, descansa en un corion de tejido conectivo rico
en fibras elasticas, tejido linfoide, glandulas mucosas,
serosas, Vvasos sanguineos (capilares y plexos
vVenosos) y en terminaciones nerviosas. Este delicado
epitelio estd protegido por una capa de moco que
previene su desecacibn e interviene en el
acondicionamiento del aire (34).

La rinitis alérgica se define clinicamente como un
trastorno nasal sintomatico debido a una inflamacion
mediada por IgE tras la exposicion a un alérgeno. El
alérgeno es presentado por las células dendriticas, que
actian como células presentadoras de antigeno, al
linfocito T CD4+ ThO o naive que, en presencia de IL-4,
se diferencia a Th2, el cual induce la sintesis de IgE
especifica por los linfocitos B mediante la produccién
de IL-4 e IL-13 (35).

En la fase inicial, las células dendriticas captan el
alérgeno en la mucosa, lo procesan y expresan
péptidos antigénicos en la membrana junto con
moléculas de histocompatibilidad de clase II. A
continuacion las células dendriticas migran al ganglio
regional y alli el complejo péptido antigénico-molécula
Human Leukocyte Antigen (HLA) es reconocido por

células T CD4" naive especificas que expresan el
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receptor TCR especifico del péptido. La unién del TCR
con el complejo péptido-molécula HLA activa a la célula
T CD4" que prolifera y se diferencia convirtiéndose en
linfocitos T CD4+ especificos efectores Illamadas
también células sensibilizadas, que salen del ganglio y
vuelven a la circulacion, y de ahi a la mucosa de la via
aérea. Estos linfocitos T CD4+ en presencia de IL-4 se
diferenciaran a linfocitos Th2. El linfocito Th2 a su vez
libera IL-4 que va a inducir la sintesis de IgE especifica
en el linfocito B. Entre el linfocito T CD4" y el linfocito B
se producen dos sefiales activadoras; por un lado la
unién del receptor de superficie CD40 del linfocito B y
su ligando en el linfocito T CD40L, y por otro lado, la
uniobn CD80/86 del linfocito B con el receptor CD28 en
el linfocito T (36). Esto produce un cambio de clase en
la produccion de inmunoglobulinas en el linfocito B
favoreciendo la sintesis de IgE. La IgE especifica
sintetizada puede circular libremente en la sangre o
unirse a la superficie de los mastocitos mediante el
receptor FceRIl, de alta afinidad. En una segunda
exposicién al antigeno, este se une a la IgE en la
superficie del mastocito, provocando la liberacion de
sus mediadores quimicos que producen la

sintomatologia clinica y atraen a las células
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inflamatorias al foco que amplian y mantienen la
inflamacion.

Estudios mediante biopsia nasal han revelado uno de
los datos caracteristicos de la rinitis alérgica como es la
infiltracion por eosindfilos y la activacion de los
mastocitos. El reclutamiento tisular de eosinodfilos es
reflejo de la secrecion local de citocinas Th2,
fundamentalmente derivadas de linfocitos T activados y
mastocitos y de la consecuente activacion de las
células endoteliales con un aumento selectivo de la
expresion de las moléculas de adhesion. Esta
liberacion de citocinas da lugar también a la activacion
de las células epiteliales. El epitelio puede generar gran
cantidad de moléculas incluyendo una variedad de
guimiocinas, que estan involucradas en la atraccién y la
activacion de las células de la mucosa nasal.

Los mediadores liberados por las células activadas,
como mastocitos, basdfilos y eosindfilos, son los
responsables de las manifestaciones clinicas de la
rinitis por sus acciones sobre los nervios sensitivos, los
componentes glandulares y las estructuras vasculares
nasales (37). En la mucosa nasal se observa una
infiltracion del epitelio por mastocitos, eosindfilos,
basofilos y linfocitos T. Los eosindfilos pasan a la luz y
pueden detectarse en el moco y en el lavado nasal
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(38). Los basdfilos también pueden pasar a las
secreciones. En la submucosa se acumulan eosindfilos,
neutrofilos, basofilos y linfocitos. En biopsias nasales
de pacientes con rinitis alérgica estacional se ha
observado un aumento de 25 veces la cantidad de
granulos de eosindfilos en el espacio extracelular por
lisis de estas células (39). Existe hiperplasia de las
glandulas seromucosas y edema del tejido intersticial.
Los mastocitos son las células mas importantes en la
patogenia de la rinitis alérgica ya que, ademas de ser
las principales células efectoras, mantienen Ila
inflamacion, inducen la sintesis de IgE y su
participacion parece ser también muy importante en la
fase de sensibilizacion, ya que proporcionan la IL-4
necesaria para que los linfocitos CD4+ ThO se
diferencien en CD4+ Th2 y para gque en los linfocitos B,
productores de inmunoglobulinas se produzca el
cambio al isotipo IgE. El citoplasma de los mastocitos
contiene granulos con mediadores preformados, como
la histamina, las proteasas triptasa y quimasa, citocinas
como IL-4, IL-5, IL-8, IL-13, factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) y heparina; también sintetizan, a partir de
los fosfolipidos de la membrana, leucotrienos vy
prostaglandinas, principalmente la prostaglandina D2
(PGD2). Los mastocitos son células constitutivas de la
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mucosa nasal normal, pero normalmente no se
encuentran en las capas mas superficiales del epitelio
de las vias respiratorias. La tincion inmunohistoquimica
de biopsias nasales con anticuerpos monoclonales anti-
triptasa muestra un aumento de los mastocitos en el
epitelio de las vias respiratorias, tanto en la rinitis
alérgica estacional como persistente en comparacion
con los hallazgos de la biopsia en sujetos no atopicos
sin rinitis. La migracion de los mastocitos y otras
células inflamatorias al epitelio tras la exposicion al
alérgeno durante la estacion polinica es considerada la
base patogénica del “cebado” (priming) de la mucosa
(40). ElI efecto “cebado” explica como las
provocaciones repetidas con el alérgeno preparan la
mucosa para responder cada vez con menos
concentracion de polen. El “cebado” también favorece
la respuesta a estimulos inespecificos. Se han
observado correlacion entre la severidad de la rinitis
alérgica determinada mediante puntuacion de sintomas
y de medicacion, y la liberacion de histamina por
basdfilos, la eosindfilia, el nivel de proteina catiénica
del eosindfilo (eosinophil cationic protein-ECP) y la
proteina eosinofila X (41). La inervacion de la mucosa
nasal juega un importante papel modulador en la
patogenia de la rinitis alérgica. En los individuos con
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rinitis alérgica se observa un aumento de la expresion
de neuropéptidos en la mucosa y en el lavado nasal
tras la exposicion natural al alérgeno y tras la prueba
de provocacién nasal. Las terminaciones nerviosas
sensitivas, simpaticas y parasimpdticas, de la mucosa
nasal pueden estimularse por la histamina, serotonina,
bradicinina, triptasa, etc., provocando la liberacion de
sustancia P (SP), del péptido relacionado con el gen de
la calcitonina (calcitonin-gen-related peptide-CGRP) vy
de la neuroquinina A (NKA). La sustancia P produce
aumento de la secrecion glandular y del aclaramiento
mucociliar, vasodilatacion con extravasacion de plasma
e induce la degranulacion de los mastocitos (42).
Ademas, por reflejo axdnico, se estimula el sistema
parasimpatico y la liberaciéon del péptido intestinal
vasoactivo (VIP). Tras la prueba de provocacién nasal
con histamina, en el lavado nasal s6lo aumenta el VIP.
De lo que se deduce que la histamina induce un reflejo
colinérgico, ya que el VIP es liberado por el sistema

parasimpatico (43).
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2.1.4. Clinica

Los sintomas fundamentales de la rinitis alérgica son
prurito nasal, estornudos, rinorrea y obstruccion,
aunque los pacientes pueden presentar sélo algunas
de estas manifestaciones. Con frecuencia, a los
sintomas clasicos de la rinitis se asocian otros como
prurito ocular y lagrimeo, prurito Gtico y faringeo. Los
estornudos, la obstruccion y la destilacibn nasal
debidos a la rinitis alérgica son mas intensos durante la
mafiana en el 70% de los casos, aproximadamente. La
rinitis alérgica estacional se caracteriza por la aparicién
de la sintomatologia durante una parte del afio que
coincide con la época de polinizaciéon del alérgeno
responsable. En 1819 Bostock describié por primera
vez la fiebre del heno y Blackey en 1873, confirmé
mediante la escarificacion y pruebas de exposicion que
los sintomas tenian una relacion causal directa con el
polen (44). La rinitis estacional polinica o polinosis, es
la mas frecuente con un 75% de todas las rinitis
alérgicas considerando globalmente a los pdlenes
como causa. Algunos hongos de exterior del género
Cladosporium o Alternaria presentan variaciones en la
produccion de esporas dependiendo de las variaciones
climaticas y, por tanto, en el desencadenamiento de los

sintomas. En la polinosis, los sintomas suelen ser mas
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intensos con la realizacion de actividades de forma
prolongada al aire libre, especialmente a primera hora
de la mafiana y a ultima de la tarde, y aumentan en los
dias soleados y de viento, mejorando tras la lluvia. En
el caso de la alergia a los pdlenes de gramineas se ha
comprobado que existe una relacién directa entre las
lluvias de otofio e invierno y los niveles de polen en la
siguiente primavera (45). La presencia e intensidad de
los sintomas se relacionan de forma directa con los
niveles atmosféricos de aeroalérgenos (46, 47) o de
pequefias particulas de alérgenos derivadas de las
plantas o de los propios poélenes, de manera que
existen estudios que correlacionan las admisiones en
urgencias con los niveles de polen en el ambiente (48,
49) asi como con los de algunos hongos como

cladosporium (50).

2.1.5. Diagndstico

El diagnostico clinico de la rinitis alérgica persistente es
mas dificil que el de la rinitis alérgica estacional y
depende mas de la detecciéon de la condicién atépica
por pruebas cutaneas o medicién de IgE especifica en
sangre periférica contra alérgenos especificos. Una
rinitis puede ser causada por diversos agentes, ademas

de los alérgenos (Tabla 2).
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Infecciones: viricas, bacterianas, por otros agentes infecciosos

Alérgenos

Farmacos: AINEs, Antihipertensivos, vasoconstrictores

Hormonas

Irritantes inespecificos: olores fuertes, humo de tabaco, cambios de
temperatura

Reflujo gastroesofagico

Atrofia de mucosa nasal

Estados emocionales

Alimentos

Tabla 2. Causas de rinitis (51).

Cambios en el estado hormonal, como la pubertad y el
embarazo, pueden estar asociados con obstruccién
nasal. La rinorrea acuosa en hombres de edad
avanzada se ha atribuido a la deficiencia de
testosterona. Algunas enfermedades endocrinas, como
el hipotiroidismo y la acromegalia, pueden estar
asociadas con sintomas nasales. Ciertos farmacos
sistémicos, sobre todo los que se utilizan en patologia
cardiovascular, pueden inducir obstrucciéon nasal
debido a la alteracion del tono vascular local. El uso
topico de aerosoles vasoconstrictores como

descongestionantes nasales para la insuficiencia



35

respiratoria nasal se asocia clasicamente con
hiperemia de rebote, produciendo un aumento de la
obstruccion nasal y empeoramiento de la rinitis con el
uso continuado. Los pacientes con rinitis en los que no
se detecta sensibilizacion alérgica, y en los que han
sido excluidas otras causas de rinitis y otras
enfermedades que pueden manifestarse con sintomas

nasales, se diagnostican de rinitis idiopatica.
a. Los datos de la anamnesis

Toda historia clinica debe recoger una serie de datos
que nos ayudaran al diagnéstico. Se valorara la edad
de inicio, el entorno del paciente (domiciliario y laboral),
y la presencia de mascotas y habitos sociales (tabaco,
alcohol y drogas). Hay que definir el inicio y duracion de
los sintomas, recalcando su relacion con determinados
factores externos asi como el ritmo circadiano y reflejar
en la historia clinica los sintomas actuales y el
predominio estacional de los mismos. Se debe recoger
la presencia de otras enfermedades atbpicas tanto
personales como familiares y registrar los tratamientos
seguidos por el paciente y la respuesta obtenida. Se
intentara identificar los factores de exacerbacion de la

enfermedad y el influjo de los irritantes inespecificos
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como humo del tabaco, aire frio, cambios bruscos de

temperatura y vapores quimicos.
b. Exploracion fisica

La exploracion fisica debe comenzar por la inspeccion
nasofacial, es decir, de la cara y la parte externa de la
nariz. Con frecuencia se observa un oscurecimiento
periorbitario por edema de estos tejidos asi como un
doble pliegue en el parpado inferior (signo de Dennie-
Morgan) caracteristico de individuos atopicos. Cuando
la obstruccién nasal es intensa, se puede observar que
el paciente respira por la boca. Debido al prurito nasal,
tiende a frotarse la nariz en sentido ascendente lo que
con frecuencia da lugar a un pliegue transversal
persistente en el tercio inferior de la nariz. La rinoscopia
anterior, realizada con un otoscopio o una lampara
frontal con espéculo nasal, permite la visualizacion del
tercio anterior de la via aérea nasal. La exploracion
nasal aporta pocos datos patognomonicos, pero debe
realizarse siempre porque nos permite, en muchas
ocasiones, detectar alteraciones estructurales como
son la presencia de podlipos, hipertrofia de cornetes
nasales, desviaciones del tabiqgue nasal o neoplasias.
En las fases asintomaticas, es decir, cuando no hay

exposicion al alérgeno, la mucosa tiene generalmente
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un aspecto normal. Durante la polinosis suele
apreciarse un edema bilateral de la mucosa con
hipertrofia de los cornetes nasales inferiores que
aparecen inflamados y cubiertos de secreciones

acuosas.
c. Exploraciones complementarias

Puesto que el mecanismo fisiopatologico de la rinitis
alérgica es una reaccion de hipersensibilidad
inmediata, es imprescindible para establecer el
diagnoéstico, poner en evidencia la presencia de IgE
especifica de un alérgeno, ya sea mediante técnicas in

Vitro o in vivo.
1. Pruebas cutaneas

Las pruebas cutaneas son la técnica de eleccion para
poner de manifiesto una reaccién alérgica IgE mediada.
Si se realizan adecuadamente, aportan evidencias que
permiten confirmar el diagnéstico de una alergia
especifica. La prueba intraepidérmica (prick test) es el
método de referencia por su gran sensibilidad, por la
amplia variedad de alérgenos disponibles y por su bajo
coste, ademas de su relativa sencillez técnica,
comodidad para el paciente y su alta correlaciéon con

los sintomas y con las pruebas de provocacion (52).



38

Las pruebas cutdneas son muy seguras aungue se han
publicado casos de anafilaxia en pacientes durante la
realizacion de pruebas de prick test (53). Este método
se basa en la técnica modificada por Pepys (54) vy
cuenta con el aval de la European Association
Academy of Allergy and Clinica Immunology (EAACI)
(55) y de American Academy of Allergy, Asthma and
Immunology (AAAAI) (56) como prueba principal para
el diagnostico de las enfermedades alérgicas mediadas
por IgE. La interpretacion adecuada de los resultados
de las pruebas cutaneas requiere un conocimiento de
la historia clinica, de los sintomas y de los hallazgos de
la exploracion fisica. Una prueba cutanea por si sola
indica Unicamente sensibilizacion frente a un alérgeno.
En ocasiones una sensibilizacion cutanea no se
acompafa de sintomas relacionados, lo que se conoce
como alergia latente. Cuando un resultado positivo en
la prueba cutanea mediante prick test se correlaciona
con la historia clinica, las pruebas in vitro pueden no
ser necesarias. La correlacion entre las pruebas
cutaneas y la cuantificacion de IgE especifica depende
de la calidad y estandarizacion del extracto utilizado en
ambos tipos de pruebas.
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Para la realizacion del prick test se coloca una gota de
extracto de alérgeno sobre la superficie de la piel sana
de la cara volar (la que corresponde a la palma) del
antebrazo y se punciona con cuidado con una lanceta
en la epidermis a través de la gota. Deben usarse
controles positivos y negativos para interpretar
adecuadamente los resultados de la prueba. La
histamina se utiliza como control positivo mientras que
la solucion salina se usa como control negativo. Las
pruebas que no den lugar a un edema cutaneo superior
en mas de 3 mm al control negativo se consideran
indeterminadas, siendo positivas las de mayor tamario.
Como referencia para valorar el grado de positividad se
utiliza el tamafio de la papula y del eritema originados
por la histamina (57). Existen farmacos que pueden
interferir en el resultado de las pruebas cutaneas por lo
que deben ser retirados con la antelacién necesaria
(Tabla 3).
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Medicamento Tiempo sin medicacion

Antihistaminicos 5-7 dias
Estabilizadores de la membrana del No interfieren
mastocito

B-adrenérgicos 6 horas

Antidepresivos: doxepina, imipraminas, | 10-21 dias

fenotiazinas

Corticoide topico (en la zona de la 7 dias
prueba)

Corticoide sistémico No interfiere
Teofilina 72 horas

Tabla 3. Medicamentos que pueden interferir en los resultados de las pruebas
cutaneas (51).

2. Prueba de provocacion nasal

Las pruebas de provocacion se usan en investigacion y
muy pocas veces en la practica clinica. Sin embargo,
son importantes para el diagnéstico de las rinitis
ocupacionales. Existen diversos métodos para valorar
la respuesta del paciente a la administracion del
alérgeno: la rinomanometria anterior activa, la
rinomanometria posterior activa, la rinomanometria
anterior pasiva, la rinometria acustica y la medicion del
pico de flujo inspiratorio nasal. Aunque ninguno de ellos
es aceptado de manera unanime, la rinomanometria
anterior activa es la técnica estandarizada mejor

evaluada. En general, las pruebas de provocacién
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nasal con alérgenos estan indicadas cuando existen
discrepancias entre la historia clinica y el resultado de
las pruebas o entre el resultado de las diferentes
pruebas entre si. Es decir, cuando existe una clara
duda diagnéstica. Quizd la mas justificada de sus
indicaciones sea la de obtener un diagnéstico de
certeza en las rinitis ocupacionales. En la practica,
existen una serie de problemas que limitan la utilidad
del test de provocacion nasal, entre las que cabe
destacar la gran diversidad de técnicas existentes que
imposibilita la comparacion de los resultados, la
ausencia de estandarizacibn en los protocolos de
trabajo de cada método, la existencia de una gran
variabilidad intraindividual de los parametros nasales
utilizados y la necesidad de contar con personal
experto para su correcta realizacion e interpretacion. La
correlacién entre las pruebas de provocaciéon nasal, las
pruebas cutaneas y la cuantificacion de la IgE
especifica son variables debido fundamentalmente a la
hiperreactividad inespecifica. Bousquet et al detectaron
una correlacién estadisticamente significativa entre las
pruebas de provocacion nasal y las pruebas cutaneas,
no encontrando dicha correlacion entre las pruebas
cutaneas o la prueba de provocacién nasal con el nivel

de IgE especifica sérica (58). Generalmente, la
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correlacion estadistica es muy buena cuando la
positividad de las pruebas cutaneas y los niveles de IgE
son elevados; por el contrario, suele ser baja o
inexistente cuando la positividad de las pruebas
cutaneas y los niveles de IgE especifica son bajos,
cuando se utlizan extractos no estandarizados y
cuando existe discrepancia entre la historia clinica y las
pruebas cutaneas, que es precisamente cuando mas
nos interesaria realizarla. En los pacientes con rinitis
alérgica y en aquellos con sinusitis cronica no alérgica,
hay aumento de la expresion de ARNm de eotaxina,
una quimiocina selectiva para eosinéfilos, siendo este
aumento aun mayor en los pacientes con rinitis
alérgica, tras una prueba de provocacion nasal (59), no
obstante la determinacion de este parametro no esta

incluida entre las de uso clinico habitual.
3. Técnicas in vitro

Como en cualquier otro proceso de naturaleza alérgica
mediada por un mecanismo inmunologico de
hipersensibilidad inmediata, las pruebas diagndsticas in
vitro de mayor utilidad son las basadas en la

determinacioén de la IgE especifica.
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3.1.1gE sérica total

En la actualidad para la cuantificacion de IgE sérica
total se emplean métodos automatizados en la mayoria
de los laboratorios, como el UniCAP® de Phadia, una
técnica de fluoroenzimoinmunoensayo (ELISA) tipo
sandwich (Figura 2). El interés de la determinacion de
los niveles de IgE sérica total en la rinitis alérgica es
escaso porque los rangos en la poblacién normal son
amplios y una IgE elevada puede ser debida a otras
causas 0 incluso no estar relacionada con patologia
alguna. Ademds, se conoce que un 20-30% de
pacientes presentan cifras normales de IgE. La
determinacion de los niveles de IgE total tiene muy
poca especificidad y es de escasa utilidad (51).
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Figura 2. Medicién de IgE especifica mediante Sistema UniCAP. Fuente:
modificado de www.phadia.com. Un anticuerpo anti-IgE, unido de forma
covalente a la fase so6lida, reacciona con la IgE total en la muestra de suero
del paciente (Fig. 2-1). Después del lavado, otros anticuerpos anti-IgE
marcados con enzima se afiaden para formar una mezcla (Fig. 2-2). Después
de laiincubacion, los anticuerpos anti-IgE no unidos marcados con enzima se
eliminan y la mezcla de unién se incuba con un agente de desarrollo
(Fig. 2-3). Después de detener la reaccion, se mide la fluorescencia del eluido
(Fig. 2-4). La fluorescencia es directamente proporcional a la concentracion
de IgE en la muestra de suero.

3.2.1gE sérica especifica

El método mas utilizado para la determinacion de la IgE
especifica es el CAP System Pharmacia de Phadia, un
inmunoensayo fluoroenzimatico en fase sélida

completamente automatizado que es una maodificacion
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de la técnica RAST (radioallergosorbent test) que
mejora su sensibilidad, manteniendo la especificidad
(60). Presenta una buena correlacion con las pruebas
de provocacion nasal y con el resultado de las pruebas
cutaneas si se utilizan extractos alergénicos
estandarizados. La determinacion de la IgE sérica
especifica es un método complementario de las
pruebas cutaneas a las que no puede sustituir salvo en
aguellos casos en los que no sea posible realizarlas por
ejemplo por la imposibilidad de interrumpir los
antihistaminicos u otras medicaciones, o cuando su
interpretacion es dificil, como sucede a veces en
pacientes con dermopatias graves 0 con
dermografismo. Su cuantificacibn no es necesaria
cuando el diagndstico estd claro, basandose en la
anamnesis y en el resultado de las pruebas cutaneas.
Puede ser también de utilidad en los pacientes
polisensibilizados para indicar la composicion de la
inmunoterapia segun los niveles de cada alérgeno. Sin
embargo algunos autores ha observado que la
capacidad diagnodstica de la historia clinica no difiere
cuando se afaden como prueba complementaria las

pruebas cutaneas o la medicion de IgE especifica (61).
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4. Técnicas de diagndéstico por la imagen

Los métodos radioldgicos utilizados actualmente para
el estudio de la patologia nasosinusal son la radiografia
simple, la tomografia axial computarizada (TAC) y la
resonancia magnética. Todos ellos son de escaso
interés en la rinitis alérgica y uUnicamente se utilizan
para descartar otras patologias nasosinusales.

Las indicaciones de una TAC serian: descartar otras
enfermedades, diagnosticar complicaciones de la rinitis,
en pacientes que no responden al tratamiento y en
pacientes con rinitis unilateral. En cuanto a la
resonancia magnética, puede ser Util en el caso de las

sinusitis fungicas.

d. Diagndstico diferencial

El diagnostico de rinitis alérgica debe hacerse con
cuidado ya que puede dar lugar a iniciar tratamientos
caros y a recomendar cambios en el modo de vida del
paciente. A la hora de plantear el diagndstico
diferencial, es necesario tener en cuenta las siguientes
consideraciones: a) un mismo sujeto puede tener varios
tipos de rinitis; b) la presencia de IgE especifica en
sujetos con sintomas nasales Unicamente indica

sensibilizacion a ese alérgeno; c) otras enfermedades
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pueden manifestarse con sintomas nasales. Quedan
recogidas en la siguiente tabla las patologias con las
que hay que realizar el diagndstico diferencial en caso
de rinitis (62).

Sindromes de rinitis no . Rinitis no alérgica sin eosinofilia

alérgica . NARES (Non-Allergic Rhinitis with Eosinophilia)

. Rinitis hormonal (hiper/hipotiroidismo, embarazo,
anticonceptivos orales)

. Farmacos (a-metildopa, B-bloqueantes, AINEs,
vasoconstrictores)

. Gustativa

Rinosinusitis infecciosa . Virica
. Bacteriana

. Fungica

Enfermedades . Fibrosis quistica
sistémicas . Inmunodeficiencias
. Sindrome de Kartagener

. Sindrome de Sjogren

Alteraciones . Desviacion septal
estructurales . Concha bullosa

. Pdlipos nasales

. Hipertrofia de adenoides
. Cuerpos extrafios

. Fistula de LCR

. Neoplasias

Enfermedades . Granulomatosis de Wegener
granulomatosas . Sarcoidosis
. Granuloma de la linea media

. Vasculitis de Churg-Strauss

Tabla 4. Diagndstico diferencial de rinitis alérgica (51)
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La prevalencia de los diferentes trastornos que
ocasionan sintomas nasales varia con la edad. Por
ejemplo, los cuerpos extrafios son mas frecuentes en la
infancia, la rinitis atrofica en la vejez, la rinitis tipo
NARES en el adulto, etc. En todos los grupos de edad,
la rinitis alérgica es la causa més frecuente de rinitis
cronica por lo que llevar a cabo su correcto diagnostico
es de gran importancia. El diagnéstico diferencial se
basard en la anamnesis en la que se describe la
historia personal y familiar, la sintomatologia
presentada, los tratamientos seguidos y la respuesta
obtenida con los mismos. La exploracion nasal es
imprescindible y permite descartar otras patologias
como la presencia de pélipos.

El diagndstico se lleva a cabo recopilando la
informacion obtenida en la anamnesis, la exploracion
fisica, el resultado de las pruebas cutaneas y la
cuantificacion, en caso necesario, de los niveles de IgE
especifica sérica (63).

El diagnéstico de las polinosis no presenta gran
dificultad sobre todo cuando los sintomas se han
repetido en anteriores temporadas. Asi, una historia
clinica de rinitis intermitente con tests cutaneos
positivos frente a uno o varios poélenes indica

diagnostico de polinosis.



49

Recientemente ha cobrado fuerza el concepto de rinitis
alérgica local, caracterizada por la produccién local de
IgE especifica nasal, infiltrado tipo Th2 durante la
exposicion natural a aeroalérgenos y respuesta positiva
a provocacion nasal especifica. No se detecta en estos
pacientes la existencia de IgE especifica en sangre.
Rondon et al (64), han publicado un nuevo protocolo de
provocacion nasal con multiples aeroalérgenos para
screening de pacientes con rinitis alérgica local,
realizado en una Unica sesién, que resulta util, sensible,

especifico y reproducible.

2.2.Conjuntivitis alérgica

2.2.1. Epidemiologia

El término conjuntivitis alérgica incluye una serie de
reacciones de hipersensibilidad que afectan a los
parpados, a la conjuntiva o0 a la cérnea. Incluye varias
formas clinicas: conjuntivitis que puede ser intermitente
0 persistente, gueratoconjuntivitis vernal,
queratoconjuntivitis atOpica y conjuntivitis papilar
gigante, ademas de la inducida por farmacos (65). En
nuestro trabajo nos centraremos en la conjuntivitis

alérgica IgE-mediada por péblenes, habitualmente
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intermitente, que es ademas la forma mas frecuente de
conjuntivitis (66).

Aproximadamente, un 15-20% de la poblacion tiene
una enfermedad alérgica, de los cuales un 40-60%
presentan sintomatologia ocular (67), aunque existen
grandes diferencias entre los distintos autores sobre la
frecuencia de sintomas oculares en las enfermedades
alérgicas. Bonini et al (68) detectan un 40% de
patologias alérgicas oculares en un grupo de 898
pacientes alérgicos examinados en un centro de
Alergia en Roma (ltalia). En cambio, Bloch-Michel et al
(69) encuentran solamente un 5% de alergia ocular en
un estudio realizado en 2.000 pacientes. De éstos, el
50% presentaban conjuntivitis alérgicas, el 70% de las
cuales eran persistentes y el 30%, estacionales
(polinosis). Saraclar et al (70), en una encuesta
epidemioldgica sobre enfermedades alérgicas realizada
en Turquia en 3.024 nifios, detectaron una prevalencia
acumulada de enfermedad alérgica del 23,4%, del
11,7% para la rinitis alérgica y del 4,6% para la
conjuntivitis alérgica. En Espafa, la presencia de
rinoconjuntivitis en los pacientes que acuden a consulta
de alergia es del 55% (71).
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2.2.2. Anatomia de la conjuntiva

La conjuntiva es la primera barrera que, junto con los
parpados, las pestafias y la cérnea, sirve de defensa
ocular a las agresiones externas. Desde el punto de
vista inmunoldgico, en la conjuntiva encontramos
respuestas intensas debido a su gran vascularizacion e
inervacion. Se trata de una fina membrana mucosa
transparente muy vascularizada que tapiza la superficie
interna de los parpados y la esclerética anterior. En el
limbo la conjuntiva se continta con el epitelio corneal
(avascular), y en el borde palpebral con la piel. Consta
de tres zonas: la conjuntiva tarsal o palpebral, que
recubre internamente ambos péarpados, la conjuntiva
bulbar, sobre la esclerética anterior, y la conjuntiva de
los fondos de saco, que une las otras dos porciones en
sus partes superior e inferior (Figura 3).
Histologicamente, se divide en dos capas, el sustrato
epitelial, compuesto por un epitelio escamoso no
queratinizado, con varias capas celulares de espesor, y
la lamina o sustancia propia, compuesta por tejido
conectivo vascular laxo conjuntival. En el epitelio
conjuntival se encuentran linfocitos T y B, macrofagos y
neutrofilos y no se observan mastocitos, eosinoéfilos ni
basdfilos. La sustancia propia presenta linfocitos T y B,

macroéfagos, neutrofilos, mastocitos, células
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plasmaticas, células de Langerhans y células NK (72)
(esta referencia corresponde a un libro de conjuntivitis
alérgica escrito por alergdlogos de prestigio). . Los
mastocitos conjuntivales son triptasa y quimasa
positivos, y expresan IL-4. El tejido linfatico conjuntival
(CALT) estd formado por linfocitos y células
plasmaticas conjuntivales y forma parte del tejido

linfoide asociado a mucosas (MALT).

Saco conjuntival

Espacio de Fontana

Lig. suspensorio

Iris = del cristalino

Camara anterior Cuerpo vitreo

Pupila
Coérnea
Cristalino
Camara posterior

Procesos y

Conjuntiva Bulbar Misciilp cillar

Conjuntiva palpebral

o g

*’,-a@_ﬁ_-_ Esclerética
e

Figura 3. Anatomia de la conjuntiva. Fuente: modificado de
http://es.slideshare.net/Gabrielpm18/tema-30.
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2.2.3. Fisiopatologia de la conjuntivitis alérgica

La conjuntivitis alérgica por pélenes, normalmente de
caracter estacional, es una reaccion IgE mediada con
participacion de los mastocitos y con escaso infiltrado
eosinofilo en la fase aguda siendo mayor en la fase
cronica. Consta de dos fases. En la fase temprana o
inmediata, se produce un aumento en lagrimas de los
niveles de triptasa, histamina, prostaglandinas,
leucotrienos y el reclutamiento de células inflamatorias
(73). La medicioén de triptasa en lagrimas puede ser un
marcador clinico de participacibn mastocitaria en la
patologia ocular alérgica (74). Los mastocitos activados
liberan citokinas como IL-4, que actua favoreciendo la
diferenciacion de células Th2, pero son las células
epiteliales y los fibroblastos los que producen
quimiocinas como RANTES (Regulated on Activation
Normal T Cell Expressed and Secreted), MCP
(monocyte  chemoattractant protein) y MIP-1a
(macrophage inflammatory protein 1a), que atraen a las
células inflamatorias al foco (75). También hay niveles
elevados de IgE tanto en suero como en lagrimas, no
detectdndose cambios en la inmunoglobulina A (IgA)
(76). Se ha visto que reducir la actividad mastocitaria
mediante farmacos produce no solamente disminucion

de los sintomas de la fase aguda sino también de las
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citocinas necesarias para la inflamacién crénica (77).
Se ha propuesto que los niveles de IL-5, secretada por
linfocitos Th2, en lagrimas se utilicen como marcador
para evaluar el estado clinico de la alergia ocular (78).
En la fase tardia, aparece el infiltrado celular
inflamatorio con neutréfilos, linfocitos, basofilos 'y
eosinofilos. En las células del endotelio vascular hay un
aumento de las moléculas de adhesion E-selectina e
Intercelullar Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) inducido por
las citocinas inflamatorias TNFa e IL-13 que facilita la
extravasacion de células inflamatorias (79). La IL-12
tiene un papel relevante en la fase tardia de la
conjuntivitis alérgica mientras que el interferon gamma
(IFN-y) limita esta fase de la enfermedad (80).

La conjuntivitis alérgica requiere la existencia de una
fase previa de sensibilizacion que se repetird en las
sucesivas exposiciones al alérgeno sensibilizante, cuyo
mecanismo es similar al que se produce en la rinitis

alérgica que se ha descrito anteriormente.

2.2.4. Clinica

La conjuntivitis alérgica se caracteriza por la presencia
de prurito, epifora, hiperemia, quemosis intensa y
edema palpebral aproximadamente 30 minutos

después del contacto con el alérgeno. Los sintomas no
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son patognomonicos y aunque es una patologia ocular
bilateral, puede ser asimétrica. Generalmente, son
afecciones leves pero que producen intensas
molestias, aunque no suelen afectar a la vision. La
rinitis se asocia en mas del 90% de los casos por lo
que hay que poner en duda que una conjuntivitis sea

alérgica si no se acomparfa de sintomas de rinitis.

2.2.5. Diagnéstico

El diagnostico de la conjuntivitis alérgica se basa en la

anamnesis, la clinica y exploraciones complementarias.

a. Datos de la anamnesis

La anamnesis debe reflejar en particular los siguientes
aspectos:

1. La existencia de antecedentes atépicos familiares o
personales tales como asma, eccema, urticaria, rinitis
alérgica, alergia a farmacos u ocupacional, y de
factores desencadenantes como pueden ser colirios,
lentes de contacto, productos de desinfeccion,
cosméticos, etc.

2. La incidencia temporal o espacial de la conjuntivitis.

3. El modo de inicio: agudo o croénico.
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b. Clinica

En la conjuntivitis alérgica se  presentan
fundamentalmente los siguientes sintomas y signos:

1. Prurito. Es un sintoma casi necesario para el
diagnéstico pero no es exclusivo de la conjuntivitis
alérgica y cuando aparece como sintoma unico
debemos realizar el diagnéstico diferencial sobre todo
con o0jo seco (67).

2. Crisis de edema palpebral. La aparicion de ojeras sin
causa aparente puede ser un signo sugestivo.

3. Eritema conjuntival.

4. Lagrimeo

c. Exploracioén fisica

En la exploracion se pueden encontrar signos
sugestivos, pero inespecificos. Habitualmente se
observa quemosis, hiperemia y formacion de papilas en

la conjuntiva bulbar (81).
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d. Exploraciones complementarias

La determinacion de la existencia de una diatesis
atopica se lleva a cabo mediante diversas pruebas,
como la determinacion de eosinofilia y de IgE
especifica sistémica y local, asi como con la realizacién
de pruebas cutaneas en el paciente. La presencia de
eosinofilia no es patognomoénica de enfermedad

alérgica (82).
1. Pruebas cutdneas intraepidérmicas en prick test

La realizacién de pruebas cutaneas se lleva a cabo
para identificar la sensibilizaciéon del paciente a algin
alérgeno que puede ser desencadenante de alergia

ocular.
2. Prueba de provocacion conjuntival

Ya en la década de 1870 Blackley instil6 algunos
granos de polen en el ojo de un paciente con
conjuntivitis. En las primeras décadas del siglo XX se
utilizé esta prueba para comprobar la tolerancia a la
exposicion alergénica del paciente durante las
desensibilizaciones (83). Existen métodos objetivos
para medir la respuesta a la instilacion de alérgenos en

esta prueba, como la espectroradiometria o la
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colorimetria asi como la observacion directa de
eritema, edema y sintomatologia subjetiva como la
presencia de picor (84). La prueba de provocacion
ocular consiste en instilar en el fondo de saco
conjuntival inferior, cantidades conocidas de un
alérgeno y observar la reaccion que produce.
Habitualmente se utilizan concentraciones crecientes
de alérgeno en una serie de diluciones. Si transcurridos
20 minutos no se observa ninguna reaccion, se pasa a
la dilucién siguiente. Previamente al comienzo, se
instila el diluyente (suero fisiolégico) como control y se
valora a los 10 minutos. La prueba se considera
positiva si aparecen: prurito, irritacion, eritema,
quemosis o epifora.

Podria estar indicada una prueba de provocacion para
conocer la relevancia clinica de determinados
alérgenos en pacientes polisensibilizados. Sirve
ademas para controlar el efecto de la inmunoterapia
sobre la enfermedad alérgica. También se utiliza en
aguellos casos en que las pruebas cutdneas o la
determinaciéon de IgE especifica en suero son
discordantes con la historia clinica del paciente. Y por
altimo nos serviria para determinar si existe una
sensibilizacion exclusivamente local en aquellos

pacientes con pruebas cutaneas negativas con
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sintomas sugestivos de conjuntivitis alérgicas (85). Se
considera una prueba segura siendo anecddticos los
casos de reaccion sistémica tras una prueba de
provocacion ocular (86). Para la realizacion de la
prueba de provocacion ocular se deben retirar los
farmacos que pueden interferir en los resultados de la

misma (Tabla 5):

Antihistaminicos 5-7
Alfa-adrenérgicos 1
Corticosteroides no depot 7
Corticosteroides depot 30
Cromoglicato disédico 7

Tabla 5. Medicamentos que pueden interferir en la provocacién conjuntival e
intervalo de tiempo en dias previo ala prueba en el que no deben
administrarse (87).

2.2.6. Diagnastico diferencial

El diagnéstico diferencial de la conjuntivitis alérgica
debe realizarse con otros tipos de conjuntivitis: viral,
bacteriana, por clamidias y por alergia de contacto.
También debe excluirse el sindrome de ojo seco, la
existencia de cuerpos extrafios, neoplasias o fistulas
carotido-cavernosas, la obstruccion de las vias
lacrimales, la uveitis anterior y la epiescleritis. En

general, debe hacerse el diagndstico diferencial con
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cualquier patologia que haga que el ojo se enrojezca
asociando quemazon, prurito y lagrimeo (88).

2.3.Asma bronquial

Aunque la presencia de asma bronquial por polen de
morera no es objeto de estudio en este trabajo, se
comentara brevemente que los poélenes también son
causa conocida de asma bronquial, existiendo una
correlacion entre los niveles de estos y las visitas a

urgencias meédicas por crisis asmaticas (89).

El asma es un trastorno inflamatorio de las vias aéreas
gue aparece en individuos susceptibles y que cursa con
hiperreactividad bronquial y obstruccion, a menudo
reversible, al flujo aéreo. Se presenta en forma de
brotes recurrentes con alguno o algunos de los
sintomas siguientes: sensacion de opresion toracica,
sibilantes, disnea y tos. El asma se asocia con
frecuencia a la atopia denominandose asma alérgico en
contraposicion con el asma no-alérgico en el que no se

detecta una base atdpica (90).

El asma y la rinitis son enfermedades frecuentes que

pueden afectar al 5% (91) y 10-25% respectivamente
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de la poblacion general siendo los dos principales
motivos de consulta en los Servicios de Alergologia en
nuestro pais (30). Segun estudios publicados en los
altimos afos, el 71% de los pacientes con asma tiene
rinitis (92), y el 37% de los pacientes con rinitis tiene
asma (30). La prevalencia publicada de la rinitis
polinica en los asmaticos es del 28-50%. En cambio, la
prevalencia publicada del asma entre las personas con
rinitis polinica es menor, del orden de 13-38% (93, 94).
En un estudio se observd que tras diagnosticar de
rinitis alérgica a 99 pacientes, el 32% de los pacientes
a los diez afios habia desarrollado asma (95). Se ha
detectado mayor asociacion entre rinitis con asma y
sensibilizacion a &caros y epitelios de animales,
mientras que la rinitis sin asma se relaciona mas
frecuentemente con sensibilizaciéon a pélenes (96). No
obstante, niveles elevados de polen contribuyen a un
aumento de las visitas a urgencias por asma (97).
Segun el documento Allergic Rhinitis and its impact on
Asthma (ARIA), se ha visto que cuanto mayor es la
gravedad y duracion de la rinitis alérgica, tanto mas
probable podria ser la aparicion de asma alérgica (98)
aunque esta observacion no tiene una significacion

estadistica. De hecho, si disminuyen los sintomas de la
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rinitis alérgica en pacientes asméaticos, también

mejoran los sintomas bronquiales (99).

Se ha demostrado la presencia de hiperreactividad
bronquial inespecifica en pacientes con rinitis alérgica
sin sintomas ni signos sugestivos de asma bronquial
(100). Ademas, en algunos pacientes el tratamiento de
la rinitis alérgica con corticoides nasales y

antihistaminicos mejora los sintomas bronquiales.

El asma y la rinitis alérgica estan intimamente
relacionadas, lo que ha llevado a emitir el concepto de
que ambas forman parte de una entidad clinica comun,
la enfermedad alérgica de la via respiratoria. Tienen el
mismo mecanismo fisiopatolégico y existe una

importante interaccion clinica entre ellas.



63

3. Aeropalinologia

El término aeropalinologia hace referencia al estudio de
los podlenes que son transportados por el viento
(aeroalérgenos). Esta rama de las ciencias biologicas
estudia todo lo referente a la aerovagancia de los
pélenes, caracterizandolos y midiendo sus niveles
atmosféricos. La cuantificacion de aeroalérgenos, tanto
de poélenes como de hongos, puede ser de gran ayuda
en la clinica permitiendo evaluar el riesgo de
sensibilizacion en pacientes atdpicos, y sirviendo de
apoyo diagndstico en pacientes sensibilizados a mas
de un alérgeno, aportando ademas informacion en
estudios epidemiologicos (101). A pesar de que ya
existian diversos métodos de estudio de pélenes, la
creacion en las Ultimas dos décadas de redes
nacionales e internacionales en las que se asocian
grupos de trabajo e investigacion en aerobiologia, ha
hecho posible la estandarizacion de métodos utilizados
en diferentes laboratorios. ElI comportamiento
aerodinamico de cualquier particula en la atmosfera
dependera de su tamafio, densidad y forma. Los
niveles de polen detectados en captadores puede verse
afectado por la direccion y fuerza del viento (102).
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3.1.Colectores de polenes
Los polenes pueden ser recogidos por colectores
basados en dos tipos de meétodos: gravimétricos y

volumétricos.
3.1.1. Método gravimétrico

Hace afios se utilizaba este método para la captacion
de polenes de la atmosfera y, preconizado por Durham,
fue aceptado en su dia por la mayoria de paises. Esta
técnica se basa en colocar en un soporte un
portaobjetos horizontal impregnado en glicerina en el
que, por deposicion gravimétrica sedimentan los
pélenes (103) (Figura 4). No obstante, su eficiencia de
captacién solamente es buena para particulas de mas
de 20 um, siendo poco eficiente para la captacion de
las esporas y péblenes pequefios, que no quedan
impactados. La velocidad del viento también influye de
forma notoria. Por lo tanto, este método es valido para
estudios cualitativos pero no para la cuantificacion de

polenes.
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Figura 4. Colector de Durham (105).

3.1.2. Método volumétrico

En la recogida de pdlenes se utilizan basicamente dos
tipos de dispositivos de muestreo basados en el
método volumétrico: el dispositivo de impacto por
succion y el de impacto por rotacion. Otro grupo lo
constituyen aquellos captadores que funcionan por
filtracidn, ya sea a través de membranas de materiales
diversos o a través de fibras, como es el caso del
Captador Cour. Hirst ided el método volumétrico con
bomba de aspiracidn-succion (104). El aparato Burkard
seven day volumetric spore-trap® es un colector de
este tipo (Figura 5); es el sistema mas utilizado en

Europa. Consta de una camara de admision de aire con
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un débito de 10 litros por minuto, a través de una
hendidura de 14 milimetros de largo y 2 mm de ancho
gue esta siempre frente a la direccion del viento gracias
a que va montado sobre una veleta (Figura 6). La
fuente colectora es una cinta de plastico cubierta de
material adherente colocada verticalmente en un
tambor que gira por la fuerza del viento y por lo tanto es
inercial. La hendidura esta muy proxima a la cinta (0,6
mm), quedando impactados sobre la capa de vaselina
que la recubre la mayoria de los corpusculos
atmosféricos mayores de 1 um de didmetro. La cinta
se desplaza en el sentido de la agujas del reloj a una
velocidad de 2 mm/hora durante un méaximo de 7 dias
seguidos. Este sistema permite calcular el nimero
medio de granos de polen por m:de aire en 24 horas.
Las ventajas de estos dispositivos sobre los aparatos
basados en métodos gravimétricos basados en el
meétodo de Durham son que se conoce exactamente el
volumen de aire muestreado y que tienen una mejor
eficiencia para captar particulas pequefias (menores de
20 pm).
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Figura 5. Captador por succién tipo Burkard. Fuente:
http://lap.uab.cat/aerobiologia/es/methods.
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Figura 6. Esquema de un sistema de captacién de pélenes basado en impacto
por succién.
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Otro de los métodos volumétricos para la captacion de
pélenes lo constituyen los dispositivos de impactacion
por rotacion. Estos aparatos tienen dos barras
verticales recubiertas de adhesivo y montadas en una
barra cruzada que gira por medio de un eje vertical con
motor eléctrico a alta velocidad (2400 rpm). El
dispositivo Rotorod es el mas conocido, con una
eficacia mayor del 90% para capturar particulas de
unos 10-15 um de didmetro (Figura 7). Este es el
sistema més utilizado en Estados Unidos. Tiene dos
inconvenientes fundamentalmente, uno de ellos es que
la velocidad de giro hace que el polen pueda ser
lanzado hacia fuera y reducir el muestreo, y otro que al
tener areas de impactacion pequefias se sobrecarga
rapidamente por lo que suele ponerse en

funcionamiento de forma intermitente.
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Figura 7. Sistema Rotorod. Fuente:
http://www3.uah.es/antonia_andrade/aeropalinol.htm

Por ultimo, estan los muestreadores de filtracién en los
gue el aire pasa a través de un filtro colocado sobre
unas placas cuadradas. Este sistema es muy similar al
Rotorod pero en lugar de unas varillas impregnadas en
el sistema tendriamos las placas cuadradas de 20 cm
de lado con los filtros con la diferencia de que este
muestreador es inercial. De este tipo es el sistema
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Cour (105). En la parte posterior hay una veleta que
mantiene orientadas las placas siempre al viento
dominante. En una de las placas se pone un filtro que
se recambia semanalmente y en la otra placa hay un
contrapeso que se utiliza como resumen mensual
(Figura 8). Cuando se trabaja con un captador de este
tipo es necesaria la utilizacion de un anemometro

totalizador, para medir la velocidad del viento.

Figura 8. Sistema captador tipo Cour. Fuente:
http://lap.uab.cat/aerobiologia/es/methods.
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3.2.Morfologia del polen

Los granos de polen son gametofitos masculinos vivos
de plantas de tamafio grande (gimnospermas Yy
angiospermas) y contienen la mitad de la carga
cromosOmica diploide de la planta de la que provienen
(106). Se identifican mediante microscopio tanto 6ptico
como electrénico de transmisién por su tamafo y por
su forma asi como por la estructura de su pared. El
grano de polen resulta ser un receptaculo muy
resistente que asegura su transporte desde las anteras
hasta el estigma, fendémeno al que se Illama
polinizacién. Un grano de polen maduro esta rodeado
por una cubierta de celulosa y pectina llamada intina,
muy similar a la pared de una célula vegetal. Por fuera
de esta pared se encuentra otra cubierta denominada
exina, compuesta por esporopolenina, un polimero de
acidos grasos con alto peso molecular que le confiere
gran resistencia a condiciones climaticas adversas. Al
estudiar a microscopia Optica el grano de polen, la
exina se divide en una porcién esculpida, llamada
sexina, y una porcién no esculpida, llamada nexina, la
cual cubre la intina y consta de dos capas, la nexina 1y
nexina 2. (107). Cuando el estudio se realiza a
microscopia electrénica de transmisiébn también

aparecen dos capas con diferentes electrodensidades,



72

que reciben el nombre de ectexina, la méas exterior, y
endexina, la mas interior (Figura 9). La sexina esta
formada por una capa externa o tectum que se apoya
en la nexina a través de unas estructuras en forma de
columnas llamadas columelas. ElI polen puede
presentar un tectum completo (grano tectado),
parcialmente completo (grano semitectado) o

completamente ausente (grano intectado).

MET MO

Sexina

» Nexina 1l
Nexina

Ectexina .
> Nexina 2

Endexina

Figura 9. Esquema de la estructura de la pared de un grano de polen. Fuente:
http://www.alergomurcia.com.

La mayoria de los polenes presentan aperturas
ocasionadas por pequefias pérdidas de continuidad de
la exina. Hay dos tipos principales de aperturas: los
poros y los colpos, que son hendiduras paralelas al eje
polar. Los podlenes con un solo poro se denominan
“porados” y, los que tienen un solo colpo, “colpados”.
Los que tienen aperturas compuestas por un poro y un

colpo juntos se denominan “colporados” (Figura 10).
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POROS COLPOS

POLEN TRIZONOCOLPORADO '

Figura 10. Esquema de tipos de polen.

Generalmente los pélenes tienen una forma esférica o
elipsoide. Dentro de estos Ultimos, se denominan
pélenes “prolados” cuando el diametro polar es mayor
que el ecuatorial lo que les confiere una forma de
meldn, y “oblados” cuando el diametro ecuatorial es
mayor que el polar adoptando una forma de calabaza
(Figura 11).

Segun el didametro del grano, se clasifican en: pélenes
muy pequefios (< 10 um), pequefios (10-24 pm),
medianos (25-49 pum), grandes (50-99 pum), muy
grandes (100-200 um) y gigantes (> 200 um).
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Figura 11. Esquemade un grano de polen.

3.3. Morfologia de la planta

Las plantas con semillas presentan sus estructuras
reproductivas en conos 6 en flores. Las plantas
gimnospermas son arboles y arbustos que transportan
las semillas en estructuras con forma de conos. A este
grupo pertenecen los pinos, abetos, cipreses y cedros
entre otros. Hay conos masculinos y conos femeninos.
Los conos femeninos de las pinaceas se llaman pifas.
Las plantas angiospermas en cambio tienen las
semillas en el interior de las estructuras reproductivas
de la flor. Pueden ser mono o dicotiledoneas segun
tengan una o dos hojas con semillas. Cada flor

presenta dos cubiertas, una inferior y exterior, llamada
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lema, y otra superior e interna, llamada palea. El pistilo
esta formado por el ovario, los estigmas con los granos
de polen adheridos y el estilo que une a los dos
anteriores (Figura 12). ElI aparato reproductor
masculino esta formado por los estambres,
generalmente en numero de tres, cada uno formado
por un filamento que, en su extremo distal, presenta
una antera con hendiduras longitudinales y rellena de
granos de polen. Los lodiculos son unos globos
situados en la base del ovario que, cuando se hinchan,
entreabren la lema y la palea, permitiendo que las
anteras salgan al exterior, quedando colgadas del
filamento. A este fendmeno se le denomina antesis
(anteras colgando fuera de las flores) e inicia el periodo
de floracion de los poélenes. El aire seco y célido (en
general a primeras horas de la mafana) produce una
rotura y retraccién de esas hendiduras de las anteras,
permitiendo que el viento disemine sus polenes de
forma aleatoria. La aerovagancia o flotabilidad en el
aire y la dispersion horizontal de los pélenes esta
condicionada por su densidad y tamafio (108). Debido
a que la transferencia de polen es menor en la
polinizacion anemofila que en la entomdfila, las plantas
gue polinizan por aire producen gran cantidad de polen
para asegurar la fertilizacion. Ademas, las flores de
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estas plantas habitualmente no tienen pétalos y las
anteras quedan expuestas a la accion del viento. Por lo
tanto, el polen de las plantas anemofilas es mas
abundante en la atmosfera y por ello es el de mayor
importancia en términos de exposicion humana. Las
plantas de polinizacion anemdfila constituyen sobre el

10% de todas las plantas con flores (109).

Antera

Estambres
ANDROCEO,

Estigm:

Filamento GINECEO ¢

PISTILO
Estilo

Ovario

Pétalos:
COROLA

#" Sépalos: CALIZ

Receptaculo floral Pedunculo floral

Figura 12. Esquemade las partes de una flor.
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4. Alérgenos polinicos

4.1.Caracteristicas generales de los alérgenos
polinicos

Para que un polen tenga relevancia clinica debe

cumplir una serie de caracteristicas conocidas como

Postulados de Thommen (110):

e EIl polen debe contener una sustancia capaz de
producir los sintomas alérgicos.

e El polen debe ser anemdfilo (polinizacion por
aire).

e El polen debe ser producido en suficiente
cantidad para que la exposicibn humana sea
relevante.

e El polen debe ser lo suficientemente ligero para
ser transportado a grandes distancias.

e La planta que produce el polen debe tener una

amplia distribucion.

Las especies de plantas productoras de podlenes
alergénicos no estan necesariamente relacionadas
entre si desde el punto de vista de la botanica. Asi, el
polen de olivo (Olea europaea) y el de abedul (Betula
verrucosa) son ambos altamente alergénicos aunque

pertenecen a distintos ordenes (lamiales y fagales,
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respectivamente); por otro lado, la hierbabuena y la
lavanda que también se incluyen en el orden lamiales
no son poélenes alergénicos de forma significativa, por
lo que no podemos utilizar la clasificacion filogenética
para predecir qué polenes seran alergénicos y cuales
no.

Los granos del polen contienen las estructuras
reproductoras masculinas (gametofitos) de las plantas
que tienen semillas, y sirven para transportar estos
gametos masculinos hasta el gameto femenino (111).
El polen, al igual que las semillas, estd sometido a la
deshidratacion una vez secretado y precisan de
hidratacion para estimular su germinacion. Los granos
de polen sufren una mitosis asimétrica que da lugar a
una gran célula vegetativa y a otra célula generativa
mas pequefia. Esta dltima, que contiene un nucleo
condensado y un pequefio citoplasma, queda rodeada
de la célula vegetativa. Conforme el polen madura, las
proteinas y el acido ribonucleico (ARN) necesarios en
los estadios iniciales de la germinacion del polen son
depositados en el citoplasma de la célula vegetativa
(112). Tras la rehidratacion del polen se desencadenan
una serie de procesos celulares que conducen a la
profusion del tubo polinico en el estigma o a la

liberacion de los alérgenos en el interior del individuo.
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Los granos de polen estan formados por dos o tres
células derivadas de la division en la antera que se
encapsulan en la exina, resistente a agresiones
externas, quimicas y mecanicas. Normalmente, los
antigenos de los granos de polen estan asociados a
tres lugares, a saber: la intina, especialmente las
aberturas o poros; las cavidades de la exina,
ligeramente selladas por una capa de grasa, y el
material superficial derivado del revestimiento de la
antera (113).

Los granos de polen contienen gran cantidad de
proteinas. Por ejemplo, un 25% el polen de gramineas
y un 30% el polen de olivo. Sin embargo es dificil
determinar qué proteinas son las mas abundantes en el
polen, las alérgénicas o las no-alergénicas. En
cualquier caso, las proteinas alergénicas estan
presentes en gran cantidad y son necesarias para la
germinacion del polen y el crecimiento de la planta. Los
niveles de expresion de los alérgenos en el grano de
polen pueden verse influidos por factores ambientales
como el diéxido de carbono, un clima con altas
temperaturas o humedades y ciertas caracteristicas
intrinsecas de ciertas especies como la resistencia a la
sequia y su grado de maduracion (13, 114). Se ha

observado que la exposicién a la polucion ambiental
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produce un aumento dosis-dependiente de la liberacién
de granulos citoplasméticos de polen de gramineas en
muestras expuestas a contaminantes ambientales asi
como en ambientes con niveles bajos de ozono (115).
Las propiedades bioquimicas de los granos de polen
contribuyen a su alergenicidad. Los mecanismos de
defensa del pulmon evitan la llegada a los alveolos de
las particulas de polen de méas de 3 um. Sin embargo,
se han visto granos completos de polen, de mas de 3
um de tamafio, en vias respiratorias inferiores y se
postula que asi como el grano completo es necesario
para el desarrollo de rinitis alérgica, no lo es tanto para
la aparicién de asma, siendo suficiente la presencia de
particulas de este grano de polen de un tamafio que les
permita llegar a las vias respiratorias mas pequefas
(116).

Debido a que el grano de polen se halla sujeto a una
situacion competitiva extrema con otros granos de
polen por alcanzar el gameto femenino, no es
sorprendente que el tubo polinico sea una estructura
con gran velocidad de crecimiento, de modo que un
leve defecto en este proceso da lugar a una pérdida de
la competitividad. Se ha intentado mediante ingenieria
genética reducir o eliminar la alergenicidad del polen
pero sin que esto afecte a las funciones bioldgicas del
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mismo, que son necesarias para la supervivencia y
crecimiento de las plantas, y para el mantenimiento de
la biodiversidad natural (8).

Los alérgenos de polen son proteinas o glicoproteinas
de bajo peso molecular, entre 5 y 90 kDa, que se
liberan rapidamente tras el contacto con soluciones
acuosas. Las actividades bioldgicas de estas proteinas
alergénicas son muy diversas: actian en el
reconocimiento celular y tienen funciones enzimaticas,
defensivas, estructurales, transportadoras y
reguladoras entre otras. El papel funcional de Ila
mayoria de alérgenos polinicos no se ha establecido
claramente en la actualidad (117). Sin embargo, en la
dltima década, se han producido importantes avances
en la secuenciaciéon y conocimiento de la estructura
tridimensional de una gran parte de los alérgenos de
exterior mas relevantes. Esta informacion ha
contribuido en gran medida al conocimiento de las
funciones de los alérgenos en sus fuentes de origen, y
de su capacidad para producir rinoconjuntivitis, asma,
edema, urticaria y anafilaxia.

Los alérgenos polinicos de las plantas pertenecen
Unicamente a un reducido numero de familias de
proteinas. Solamente 29 de 7868 familias de proteinas

incluyen proteinas alergénicas entre sus miembros



82

(118). Las principales familias de alérgenos polinicos
son las profilinas, expansinas, prolaminas, proteinas
con dominios EF-hand y proteinas Bet v 1-like (119).

La Unién Internacional de Sociedades de Inmunologia
(IUIS) incluye un alérgeno en la clasificacion de
proteinas alergénicas cuando éste esta presente en al
menos 5 pacientes y en el 5% de la poblacion
estudiada. Los alérgenos se clasifican en mayores y
menores segun estén presentes en mas o menos del
50% de los pacientes sensibilizados. Los nombres de
los alérgenos se expresan en abreviatura de forma que
en primer lugar se escribe el género con tres letras a
continuacion la especie con una letra y finalmente un
namero arabigo que generalmente se asigna segun el
orden de su descubrimiento. Los tres grupos graficos
estan separados con un espacio. Por ejemplo, Phl p 1
es un alérgeno mayor de Phleum pratense (120). En
ocasiones este sistema debe ser modificado de modo
que incluya una letra adicional para la designacion

exacta del género o especie.
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4.2.Panalérgenos

Hay proteinas alergénicas que muestran un cierto
grado de homologia estructural en la secuencia de
aminoacidos dando lugar a que exista entre ellos lo que
se denomina reactividad cruzada. Entre los alérgenos
mayores de las especies de un mismo género existe un
alto grado de homologia estructural que llega a ser del
90% en algunos casos (121). Los panalérgenos,
considerados en general alérgenos menores, se
definen como proteinas con homologia estructural entre
ellas, pertenecientes a fuentes biologicas diferentes,
que son capaces de inducir la produccion de
anticuerpos de clase IgE que presentan reactividad
cruzada entre especies no relacionadas
evolutivamente.

Entre los panalérgenos que tienen interés clinico en la
alergia a polenes destacamos las profilinas, las
polcalcinas, los alérgenos homologos a Bet v 1 (Bet v

1-like) y las proteinas transferidoras de lipidos.
4.2.1. Proteinas estructurales. Profilinas

Las profilinas son proteinas de pequefio tamafio (12-15
kDa) presentes en la totalidad de especies animales y

vegetales. Su ubicuidad se explica por la funcién
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esencial que tienen en la regulacion del ensamblaje de
los filamentos de actina para la formacion del
citoesqueleto de organismos eucariotas como plantas y
animales. A diferencia de los alérgenos de origen
vegetal ligantes de calcio (familia de las polcalcinas),
presentes sobre todo en pdlenes, las profilinas forman
parte de tejidos de almacenamiento de la planta tales
como frutos, nueces, especias y latex y, por tanto, son
también responsables de la reactividad cruzada entre
pélenes y alimentos (122) e incluso entre poélenes y
latex. La estructura tridimensional de estas proteinas
muestra un alto grado de conservacion en la evolucion,
lo que explica las reacciones cruzadas entre polenes, y
entre pélenes y alimentos, que las contienen (123). Las
profilinas estan implicadas en reacciones alimentarias
sobre todo de tipo sindrome de alergia oral, y menos
frecuentemente, en reacciones anafilacticas. La
primera profilina alergénica fue descrita en polen de
abedul y se design6 como Bet v 2 (124). Al igual que
otros panalérgenos, las profilinas de las distintas
fuentes alergénicas poseen secuencias muy
conservadas, con una homologia estructural entre el 70
y 85% (Bet v 2 y Ole e 2). El 20% de los pacientes
alérgicos a polenes estéa sensibilizado a profilinas (125),
aunque en un estudio de profilina del polen del
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quenopodio (Che a 2) se observd una prevalencia del
55% (126). El alérgeno Phl p 12 se considera un
marcador de profilinas, por lo que, cuando se detecta
IgE sérica frente a Phl p 12 en un paciente, puede
decirse que es alérgico a la familia de las profilinas. La
reactividad cruzada entre las profilinas de artemisa Art
v 4 y de alimentos como apio (Api g 4), zanahoria Dau
c 4 y especias ha dado lugar al llamado sindrome
artemisa-apio-especias (127). Lo mismo ocurre con las
profilinas de ambrosia Amb a 8, melon Cuc m 2 vy
platano Mus xp 1 en este caso conocido como

sindrome ambrosia-melén-banana (128).

4.2.2. Proteinas de defensa (pathogenesis-related

proteins o proteinas PR)

El sistema de defensa de las plantas hace uso de un
amplio espectro de compuestos y proteinas resistentes
al estrés bidtico y abidtico. Un considerable porcentaje
de alérgenos identificados de plantas pueden ser
clasificados en alguna de las 14 familias de proteinas
de defensa (pathogenesis-related proteins o proteinas
PR) que tienen como caracteristica comun el que su
induccion se produce, en primera instancia, como
respuesta a la infeccion por patdogenos (hongos, virus o

bacterias), pero también en situaciones de estrés para
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la planta, como congelacion, sequia y cambios de
temperatura (129). Aunque a priori las proteinas de
defensa se han considerado proteinas inducibles,
también existen proteinas PR que se expresan de
modo constitutivo o durante etapas del desarrollo de la
planta. Estas proteinas se caracterizan por ser de bajo
peso molecular, estables a pH bajo y resistentes a
proteasas (130). Tienen un alto grado de homologia
estructural entre si dando lugar a reactividades
cruzadas. Muchos pacientes alérgicos a una proteina
polinica también presentan sintomas alérgicos tras la
ingesta de algunos alimentos como frutas, vegetales
ylo frutos secos (131). Asi, la IgE especifica producida
por sensibilizacién a un alérgeno en particular puede
reconocer epitopos presentes en la superficie de otras
proteinas de plantas idénticos a epitopos del alérgeno
sensibilizante, de modo que cuando el paciente se
expone a dichas proteinas alergénicas polinicas que
presentan un cierto grado de homologia con el
alérgeno presenta también sintomatologia alérgica
(132).

Existen 17 familias de proteinas PR (PR1 a PR17)
(133). Entre los alérgenos que pertenecen a esta

superfamilia, caben destacar los alérgenos que
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presentan un alto grado de homologia entre si con
funcién ribonucleasa, como Bet v 1 en el abedul (134) y
sus homoélogos en el avellano (Cor a 1) (135), la
manzana (Mal d 1) (136) y la zanahoria (Dau c 1) (137),
que pertenecen a la familia PR-10 y se conocen como
alérgenos Bet v 1-like u homdlogos a Bet v 1. Todos
ellos tienen un peso molecular de 17-18 kDa, son
resistentes a proteasas y se localizan en el citosol de la
célula (138). La manifestacion clinica mas frecuente
relacionada con estas proteinas se debe a su
reactividad cruzada y se conoce como el Sindrome de
alergia oral a frutas, frutos secos y vegetales en
pacientes con polinosis, principalmente por polen de
abedul (139). Las proteinas alergénicas del grupo de
proteinas de defensa representan los alérgenos
mayores en el polen de arboles Fagales incluyendo las
familias Betulaceae y Fagaceae, y pueden ser
detectadas en alimentos de distintas familias botanicas:
la familia Rosaceae incluye proteinas PR-10 en su
estructura que tienen un 50-60% de identidad con Bet v
1 y se encuentran en el albaricoque Pru ar 1, ciruela
Pru ¢ 1, melocotén Pru p 1, cereza Pru av 1, manzana
Mal d 1, pera Pyr c 1; la familia Betulaceae (avellana
Cor a 1) y la familia Apiaceae tienen proteinas PR-10

gue presentan un 40-50% de identidad con Bet v 1,



88

presentes en la zanahoria Dau ¢ 1 y el apio Api g 1)
(140).

En otro grupo de PR se encuentra la proteina
transportadora de lipidos (lipid transfer protein o LTP).
La LTP esta implicada en reacciones alimentarias de
tipo anafilactico y pertenece al grupo PR-14. Ademas
de en alimentos, se encuentra en diversos pélenes,
como Parietaria judaica, Artemisia vulgaris y Platanus
acerifolia, y en el latex (141). Las proteinas
transportadoras de lipidos 6 LTP de plantas son una
familia de polipéptidos ampliamente distribuidos en el
reino vegetal y perteneciente al grupo 14 de las
proteinas de defensa con propiedades antifungicas y
antibacterianas no especificas de la planta (142). Estan
constituidas por una cadena polipeptidica de entre 91y
95 aminoacidos, con un peso molecular de 9-10 kDa
con gran estabilidad estructural lo que las convierte en
candidatas a provocar reacciones anafilacticas por su
resistencia al calor y a la digestion péptica (143).

La primera proteina alergénica LTP descrita, Pru p 3,
se encuentra en las plantas rosaceas y es la principal
representante de este grupo. Constituye el alérgeno
mayor del melocotén, siendo la reactividad cruzada
entre las frutas rosaceas la norma, debido a la gran

homologia estructural que presentan las LTP de las
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diferentes rosaceas entre si, tal y como ocurre con Mal
d 3 (LTP de manzana) (144), Pru ar 3 (LTP de
albaricoque) (145), y con Pru av 3 (LTP de cereza)
(146) y Pru d 3 (LTP de ciruela) (147). A diferencia de
lo que sucede en el norte de Europa, en nuestro pais la
alergia a melocoton no se relaciona con la polinosis
habitualmente (148) y la via de sensibilizacion a este
alimento no es inhalada (alergia alimentaria clase 2)
sino gastrointestinal (alergia alimentaria clase 1),
contrariamente a lo que ocurre con la reaccién cruzada
entre rosaceas y polen de abedul (149) que se produce
por sensibilizacion a Bet v 1. La alergia a melocotén es
la causa mas frecuente de reacciones alérgicas en el
area mediterranea (150) siendo Pru p 3 la responsable
en mas del 90% de casos (151).

La estabilidad de la estructura tridimensional de la LTP
se debe a la presencia de 4 hélices a (hidrofobas), un
extremo C-terminal desestructurado y 4 puentes
disulfuro entre 8 residuos de cisteina conservados
(Figura 13). En el interior de la molécula queda una
cavidad hidrofébica que aloja los componentes

lipidicos.
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Figura 13. Estructura molecular de Pru p 3 (LTP). Fuente: Dr. Fétisch, Paul-
Ehrlich-Institut.

La presencia de la proteina LTP en la piel de la fruta se
debe a que esta se encuentra en asociacion con
polimeros de naturaleza lipidica en tejidos
extracelulares de la planta que es donde cumple sus
funciones defensivas. Asi, es menos frecuente en la
pulpa del vegetal y muchos pacientes toleran la ingesta
del fruto pelado. Por ejemplo, aproximadamente un
40% de pacientes alérgicos a manzana y pera toleran
la fruta pelada lo que no ocurre con tanta frecuencia en
el caso de pacientes alérgicos a melocoton (152).
Igualmente se encontraron diferencias en la
exploracién cuando se utilizaban extractos con pulpa

con o sin piel para prick test. La LTP es un alérgeno
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muy relevante en el area mediterrdnea que no se
asocia a polinosis a diferencia de otros panalérgenos
como profilina y Bet v 1. La variabilidad en la secuencia
de aminoéacidos de la LTP en alimentos y podlenes
oscila entre 20 y 90% por lo que la reactividad cruzada
no es muy fuerte entre ambas. Algunos pacientes
reaccionaran frente a una fuente de LTP mientras que

otros lo haran frente a muchas de ellas.

4.2.3. Proteinas que unen calcio

Las proteinas ligantes de calcio constituyen una
superfamilia de proteinas que estan presentes en
especies vegetales y animales. Se caracterizan por
poseer entre dos y ocho puntos de unién de calcio EF-
hand o manos de calcio que son dominios formados
por dos alfa-hélices denominadas E y F, y al menos un
punto de uniéon (126) , que es donde se unen
habitualmente los iones de calcio. Cuando estas
proteinas tienen dos puntos de unidn se les denomina
polcalcinas. La parvalbumina de bacalao es el primer
alérgeno descrito que une calcio (153). Tiene tres EF-
hand. No existe reactividad cruzada entre las proteinas
ligadoras de calcio con distinto numero de EF-hand.
Por ejemplo, entre parvalbiminas y polcalcinas. La

funcién de estas proteinas es de gran relevancia para
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la planta debido al papel esencial del calcio en la
germinacion del polen. De hecho, el uso de agentes
quelantes del calcio o mutaciones de los puntos de
unioén del calcio afectan a la integridad estructural de la
planta (154). El ion calcio posee una gran capacidad
quimiotactica, y atrae a proteinas hacia la zona apical
del tubo polinico en su proceso de crecimiento. Las
proteinas que unen calcio se liberan inmediatamente
desde el interior del polen tras el proceso de
rehidratacion. Aparecen en la mayoria de pdlenes, en
particular en gramineas, arboles y malezas) siendo Ole
e3,Chea3,Betv4,Juno4, Artv5 Phlp7yBetv4
algunos ejemplos (155). Se considera Phl p 7 como
marcador de polcalcinas. Este grupo de alérgenos
polinicos constituyen una familia de proteinas con
estructura primaria muy conservada, con un grado de
identidad medio entre si superior al 75%, pero cuyos
principales epitopos para la IgE se encuentran en la
porcion menos conservada de la proteina (155). Las
polcalcinas son proteinas de bajo peso molecular (7-9
kDa). En un estudio realizado por Rossi et al se
observd que su incidencia en un grupo de pacientes
alérgicos al polen de gramineas es del 10 al 30% (156),
aunque puede ser mayor en algunas regiones y para

ciertos alérgenos, como en el caso de Che a 3 de
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Chenopodium, cuya prevalencia alcanza casi un 50%
(157). No existe reactividad cruzada entre polcalcinas y

alérgenos de alimentos.
4.2.4. Reactividad cruzada

En relacibn a la capacidad alergénica de una
determinada molécula hay que considerar dos
aspectos: la inmunogenicidad y la alergenicidad.
Inmunogenicidad es la capacidad de un antigeno de
inducir una respuesta inmunitaria y antigenicidad es la
propiedad de un antigeno de unirse a un anticuerpo, 0
a un receptor de antigeno, especifico. En el caso de la
alergia nos referimos a la capacidad de un alérgeno de
inducir una respuesta mediada por IgE y de la
propiedad del alérgeno de unirse especificamente a la
IgE formada. Entonces el término antigenicidad puede
sustituirse por el de alergenicidad. Cuando la IgE se
une especificamente a una proteina distinta al alérgeno
gue indujo su sintesis en la fase de sensibilizacion,
porque esta proteina comparte epitopos con la proteina
alergénica inicial, se habla de reactividad cruzada entre
ambas. Este fendmeno se basa en la homologia de
secuencia que pueden presentar dos proteinas
diferentes. Un grado de homologia en la secuencia de

aminoacidos no superior al 25% puede ser suficiente
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para que dos proteinas se plieguen de modo
equivalente y compartan una estructura terciaria
comun. Sin embargo, es necesario un mayor grado de
identidad en general superior al 70% para que dos
proteinas compartan aminoacidos expuestos en la
superficie molecular y epitopos reconocidos por la IgE
y, por tanto, para que la reactividad cruzada tenga
lugar. Por otra parte, algunos estudios han determinado
que la reactividad cruzada IgE mediada puede ser el
resultado de la funcion de linfocitos T helper
especificos de un panalérgeno que participan en los
procesos de diferenciacion y maduracion de los
linfocitos (158).

Los determinantes de carbohidratos con reactividad
cruzada (Cross-reactive Carbohydrate Determinants o
CCDs) son residuos carbohidratados de glicoproteinas,
que inducen la produccion de IgE especifica y que
tienen gran capacidad de reactividad cruzada (159).
Aproximadamente un 20% de los pacientes con
alergias a multiples pélenes tienen anticuerpos IgE
especificos de alérgenos polinicos con peso molecular
mayor de 30 kDa y gran parte de su capacidad de
union a la IgE depende de los CCDs. La mayoria de
alérgenos son glicoproteinas de modo que el proceso

de glicosilacion esta involucrado, en ocasiones, en la
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alergenicidad de la molécula. Existen dos tipos de
glicosilacion, O y N-glicosilacion, segun se una el
hidrato de carbono a un radical hidroxilo de un
aminoacido, serina, hidroxiprolina o treonina (O-
glicosilacién), o a un radical amino (N-glicosilacion) de
asparragina, siendo el ultimo el mas estudiado en

polenes (Figura 14).

O-glicosilacién N-glicosilacion
HO OH OH
% w3
HO HO N cot-
AcHN cot- AcHN \H/Y
O N}
NH-S-
_— ¢ A W )
a-GalNAc L-Ser f-GlcNAC L-Asn
Sacarido Aminodcido Sacarido Aminoacido

Figura 14. Tipos de glicosilacion. Fuente:
https://elementosanonimos.files.wordpress.com/2012/02/0-y-n.png.

Los N-glicanos se dividen en 3 tipos (Figura 15) segun

el contenido de manosa: alto, hibrido y complejo (160).
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Figura 15. Tipos de N-glicanos (161).

Los N-glicanos de plantas contienen estructuras que no
estan presentes en mamiferos como son (3(1,2)-xilosa
unida al nucleo de manosa y a(1,3)-fucosa unida al
extremo proximal de N-acetilglucosamina, con
propiedades inmunogénicas y capacidad para unir
anticuerpos IgE (162). En la estructura de un N-glicano,
el residuo xilosa (Xil) se encuentra unido al nucleo de
manosa (Man), y el residuo fucosa (Fuc) al extremo
proximal N-acetilglucosamina (GIcNAc) que es por
donde se une el N-glicano al aminoacido asparragina
(Asn) contenido en la proteina. Algunas glicoproteinas
contienen ambos residuos, y otras solamente uno de

ellos (Figura 16).
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Figura 16. Estructura N-glicanos (161).

La relevancia clinica de los anticuerpos IgE frente a
CCD no ha sido claramente establecida y su papel en
la sensibilizacion alergénica queda aun por explorar
(163).

4.3.Factores que favorecen la alergia al polen

Los alérgenos unidos a particulas atmosféricas como
las particulas diesel que poseen propiedades
adyuvantes, inducen una reaccion inmunitaria Th2
favoreciendo de este modo la sensibilizacion alérgica
(164). Ademas, las proteinas alergénicas y otras
microparticulas ambientales salen rapidamente del
grano de polen tras el contacto con la mucosa
respiratoria dando lugar a la aparicion de sintomas

asmaticos (165).
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El clima produce variaciones diurnas en la exposicion a
los polenes. Factores meteorologicos -como la
temperatura, la velocidad del viento, la humedad, la
lluvia, las tormentas- y variaciones climatologicas -
temperaturas frias o templadas, periodos mas frios o
himedos- influyen en la distribucion polinica. Las
actividades humanas aumentan las emisiones de
dioxido de carbono e inducen cambios en el clima del
planeta influyendo de este modo en la sensibilizacién
alérgica (166).

4.4.Clasificacion botanica y distribucién geogréfica de
las plantas con pélenes alergénicos

Las especies vegetales cuyos péblenes tienen
capacidad alergénica son las gramineas, los arboles y
las malezas. Sus pélenes son anemdfilos, es decir
distribuidos por el viento, por lo general ya que los
polenes entomdfilos o diseminados por insectos,
raramente causan reacciones alérgicas, aunque
existen excepciones como el polen de las plantas
compuestas o asteraceas. Los polenes implicados en la
patologia alérgica respiratoria varian de una region a
otra. Las gramineas tienen una distribucién mundial y

son las mas abundantes. En Europa podemos distinguir
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4 areas en cuanto a la distribucion diferencial de
pblenes alergénicos: la zona del artico a la que
pertenecen los paises del norte y en la que se
encuentra frecuentemente alergia al abedul y a polen
de gramineas. Las costas mediterraneas con polen de
olivo, ciprés, gramineas y parietaria, y el este de
Europa donde es frecuente la artemisia, gramineas,
abedul y ambrosia (167). La sensibilizacion a abedul
también aparece en paises del centro de Europa junto
a la alergia a polen de gramineas, de predominio estas
altimas en las zonas montafiosas.

Los pélenes mas importantes causantes de alergia en
Espafia son el polen de ciprés que poliniza de enero a
marzo, el polen de abedul en el mes de abril y que es
practicamente exclusivo de Galicia, el polen de
Platanus hispanica que poliniza de marzo a abril, los
pélenes de gramineas y de olivo que polinizan de abril
a junio, el polen de Parietaria judaica que esta presente
de febrero a octubre, y el de quenopodio de julio a
septiembre (168). En Espafa los pacientes alérgicos
gue viven en areas donde predominan las gramineas
estan habitualmente monosensibilizados como ocurre
en la costa atlantica del noroeste donde el 80% estan
sensibilizados exclusivamente a polen de gramineas.

En cambio, en el area mediterranea los pacientes estan
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principalmente sensibilizados a diversos podlenes. Esta
polisensibilizacion comprende tanto alérgenos mayores

como panalérgeno (169).

4.4.1. Pélenes de gramineas

Las gramineas son una extensa familia con mas de 600
géneros y aproximadamente 10.000 especies
repartidas por todo el mundo, de las cuales mas de 400
plantas anemofilas se encuentran en Europa (170).
Estas plantas suponen un 25-35% de la vegetacion
terrestre (171). Sus granos de polen son producidos
por gramineas tanto cultivadas como silvestres.
Aungue Unicamente unas pocas especies constituyen
una fuente alergénica, globalmente las gramineas son
la causa mas importante de polinosis en Europa y en el
mundo (172), debido a la alergenicidad de sus poélenes,
a la abundancia de los mismos y a su extensa
distribucion  vegetal. Sus podlenes se liberan
fundamentalmente en los meses de abril a agosto en el
area mediterranea si bien se ha detectado polen en
otros meses del afio. Pertenecen a la clase Liliopsida,
orden Poales, familia Poaceae (173). La subfamilia de
gramineas silvestres Pooideae (Phleum pratense-
hierba timotea, Dactylis glomerata-dactilo, Lolium

perenne-ballico, Trisetum paniceum-triseto, Festuca
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pratensis-cafiuela, Poa pratensis-poa, Anthoxanthum
odoratum-grama de olor, Holcus lanatus-holco, Agrostis
capillaris-agréstide y Alopercus pratensis-alopecuro)
contiene la mayoria de los géneros importantes que
pueden producir polinosis. Los miembros de esta
subfamilia presentan una alta homologia y reactividad
cruzada entre ellos, por lo que el estudio de un género
es suficiente para diagnosticar y tratar a todos los
pacientes. Dentro de la subfamilia Pooideae tenemos
algunas gramineas cultivadas como Hordeum vulgare-
cebada, Secale cereale-centeno y Triticum aestivum-
trigo. La subfamilia Chloridoideae (Cynodon dactylon-
grama mayor), correspondiente a gramineas
subtropicales, tiene alérgenos propios y es preciso
incluirlo en los estudios de gramineas en las areas en
que es prevalente (174). En la tabla 6 se recoge la
familia Poaceae de polen de gramineas. Las gramineas
subtropicales son filogenéticamente y ecolégicamente
distintas de las gramineas de zonas templadas pero su
distribucion ha aumentado con el proceso de

calentamiento global de la Tierra (175).
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Subfamilia Tribu Especie Nom.
Pooideae Poeae Phleum pratense Phl p
Lollium perenne Lol p
Dactylis glomerata Dac g
Poa pratensis Poa p
Festuca pratensis Fes p
Anthoxanthum odoratum Ant o
Holcus lanatus Hol |
Agrostis capillaris Agrc
Triticeae Hordeum vulgare Hor v
Secale Cereale Secc
Triticum aestivum Tria
Chloridoideae Cynodonteae Cynodon dactylon Cynd

Tabla 6. Familia Poaceae de gramineas

Se ha estandarizado el contenido alergénico de los
extractos de gramineas de las zonas templadas del
planeta (176) para su uso en inmunoterapia especifica.
En cuanto a los pélenes de gramineas subtropicales
Unicamente se han estandarizado los extractos de
Cynodon dacytlon) (177).

Los alérgenos identificados en una especie de
gramineas tienen homdélogos en otras especies Yy
presentan todos ellos propiedades fisicoquimicas e
inmunoldgicas similares. En base a ello se han
clasificado los alérgenos procedentes de diferentes
especies pero con propiedades similares en distintos
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grupos. Actualmente se han identificado y se han
descrito 11 grupos de alérgenos (178) en polen de
gramineas.

La presencia de anticuerpos IgE especificos en el
suero de un paciente alérgico frente a los alérgenos
recombinantes rPhl p 1, rPhl p 2, rPhl p 5 y/o rPhl p 6
se considera biomarcador de sensibilizaciéon genuina a
polen de gramineas (179, 180), es decir, que estos
alérgenos no tienen reactividad cruzada con alérgenos
de otras especies que no sean gramineas. Los
alérgenos mayores corresponden a los alérgenos de
los grupos 1y 5 de las distintas especies de gramineas
de la familia Poaceae (por ejemplo Phlp 1y Phl p 5 de
Phleum pratense). Ademas, el polen de gramineas
contiene alérgenos menores responsables de
reactividad cruzada con otros polenes como son Phl
pl2 (profilina) y Phl p 7 (polcalcina) (181).

Phl p 1 pertenece al grupo 1 de los alérgenos de polen
de gramineas. Los alérgenos del grupo 1 son
glicoproteinas acidas de 31-35 kDa presente en todas
las especies de la familia Poaceae. Pertenecen a una
subfamilia de proteinas estructuralmente relacionadas
entre si denominadas beta-expansinas. Mas del 90-
95% de los pacientes alérgicos a polen de gramineas
tienen anticuerpos IgE especificos frente al grupo 1 de
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alérgenos de polen de gramineas. Phl p 1y Cynd 1
presentan reactividad cruzada aunque baja, ya que Phl
p 1 no es especifica de la subfamilia Pooideae y
presenta reactividad cruzada con las gramineas de
otras subfamilias como Chloridoideae a la que
pertenece Cynodon Dactylon (182).

Phl p 5 es un alérgeno mayor de polen de hierba
timotea con un peso molecular de 27-35 kDa. Entre un
65-90% de pacientes alérgicos a polen de gramineas
en las zonas templadas del planeta estan
sensibilizados frente al grupo 5 de alérgenos de polen
de gramineas. Se considera marcador especifico de
sensibilizacién a los poélenes de la subfamilia Pooideae
con escasa reactividad cruzada con gramineas de otras
subfamilias.

Otros dos biomarcadores especificos de la subfamilia
Pooideae son la presencia de IgE especifica frente a
Phl p 2 y frente a Phl p 6. Los alérgenos del grupo 2
son proteinas acidas a las cuales estan sensibilizados
el 35-50% de los pacientes alérgicos a polen de
gramineas. Los alérgenos del grupo 6 se han detectado
Gnicamente en hierba timotea (Phleum pratense) (183).
En cambio, la deteccion en un paciente de IgE
especifica de Cyn d 1 es un biomarcador especifico de

sensibilizacion a la subfamilia Chloridoideae (184). Cyn
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d 1 es el alérgeno mayor y mas abundante en el polen
de Cynodon y el 76%-100% de pacientes alérgicos a
Cynodon tienen IgE especifica frente a él. Pertenece al
grupo 1 de alérgenos de gramineas con alta reactividad
cruzada con los alérgenos del grupo 1 de otras

especies de la subfamilia Chloridoideae.

Figura 17. Gramineas silvestres.

Son pocos los arboles anemdfilos que producen polen
alergénico. Entre sus especies hay una clara relacién
filogenia-reactividad cruzada debido a la presencia de
alérgenos homodlogos. Cuanto mas cercana es la
relacion filogenética mayor suele ser la similitud entre
dichas moléculas. Los arboles pueden ser plantas
gimnospermas y angiospermas. Las gimnospermas se
componen de dos ordenes: coniferales y gingkoales.
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Cabe destacar las familias Cupressaceae/Taxodiaceae,
a la que pertenecen el ciprés, el cedro y el enebro, y la
familia Pinaceae, uno de cuyos miembros es el pino,
pertenecientes al orden Coniferales. Dentro de las
Cupressaceae, el polen del género Cupressus (ciprés)
es una causa importante del aumento de polinosis en
los paises mediterraneos (185), como consecuencia de
su utilizacién en reforestacion y como barrera de sonido
y viento en jardines y parques. Las especies mas
comunes son C. sempervirens y C. arizonica. Su
polinizacién, con una variabilidad de hasta un mes, se
produce en los meses de febrero y marzo
fundamentalmente (170) aunque puede extenderse de
octubre a abril. El alérgeno mayor de Cupressus
arizonica es Cup a 1, una glicoproteina de 43 kDa
(186). El pino por lo general tiene escasa relevancia
clinica excepto en zonas donde su presencia es
importante.

Entre las angiospermas, o plantas con flores, existe un
grupo de familias muy relacionadas entre si del orden
fagales: las Betulaceae (Betula verrucosa-abedul,
Alnus glutinosa-aliso), Corylaceae (Corylus avellana-
avellano) y Fagaceae (Quercus robur-roble y Quercus
castanea-castafio), que poseen una distribucion comun

en el Norte y Centro de Europa, Noroeste de Africa,
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ciertas zonas de Australia, este de Asia y desde
Norteamérica a los Andes estando su presencia muy
localizada en Espafa, en la zona norte, sobre todo en
Galicia. De estas, la especie mas alergénica es el
abedul, siguiéndole en importancia el aliso, el avellano,
el castafio y el roble.

La polinizacion de abedul se produce desde el inicio de
marzo hasta mayo, mientras que la del castafio se
produce en junio y julio. Bet v 1 de 17 kDa es el
alérgeno mayor del polen de abedul y pertenece al
grupo 10 de las proteinas PR (pathogenesis-related
proteins) también conocido como Bet v 1-like. Se
considera un sensibilizador aéreo primario que genera
una alergia alimentaria secundaria dando lugar al
Sindrome polen-frutas (130). Bet v 2, de 14 kDa, es un
alérgeno menor identificado como una profilina (187), y
Bet v 4, de 9,3 kDa, es una proteina ligadora de calcio,
de la clase de las polcalcinas, con reactividad cruzada
con polcalcinas de otros polenes como Cyn d7
(cynodon), Phl p 7 (hierba timotea), Ole e 3 (olivo) y Aln
g 4 (aliso) (188). El aléergeno mayor de Quercus alba
(roble blanco) Que a 1 pertenece al grupo Bet v 1-like
asi como Aln g 1, alérgeno mayor del aliso. El avellano

tiene ademas la profilina Cor a 2, y Cor a 8 que es una
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proteina transferidora de lipidos (LTP). Igualmente, el
castafio tiene un alérgeno LTP (Cas s 8).

Del orden scrophulariales, las especies de la familia
Oleaceae (olivo, fresno, aligustre y lilo) constituyen una
fuente alergénica importante, sobre todo el olivo (Olea
europaea), considerado una de las principales causas
de alergia respiratoria, tanto rinoconjuntivitis como
asma, en el area mediterranea (47) con polinizacion en
los meses de mayo a junio. Su alérgeno mayor, Ole e
1, es una proteina acida de 17-19 kDa que ademas es
la proteina mas abundante en los extractos de polen de
olivo (164). Hasta un 80% de los pacientes alérgicos a
polen de olivo tienen IgE especifica frente a Ole e 1
(189). Otros alérgenos son Ole e 2 (profilina), Ole e 3
(polcalcina), Ole e 7 (LTP) y Ole e 9 (B-glucanasa)
(190). Ole e 2 presenta similitudes con pélenes de otras
fuentes como abedul, gramineas y fresno (191). La
prevalencia de este alérgeno se ha estimado entre 24-
27% en pacientes alérgicos a olivo (192). Ole e 3 es
una polcalcina de peso molecular 9.3 kDa con una
prevalencia de 20-50% en pacientes alérgicos a polen
de olivo (193). Ole e 7 tiene similitudes con las
proteinas LTP de plantas (194). Su prevalencia se ha
estimado en un 47% entre los pacientes alérgicos a
polen de olivo (195) y se ha relacionado con un mayor
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riesgo de presentar anafilaxia por alimentos. Ole e 9 es
un alérgeno de alto peso molecular (46.4 kDa)
correspondiente a una proteinas glicosilada B-1,3-
glucanasa perteneciente al grupo 2 de las
pathogenesis-related proteins (PR-2) (196). Su
prevalencia oscila entre 10 y 65% en pacientes con
polinosis por olivo (197).

Otras oleaceas como fresno (Fraxinus excelsior) y
Aligustre (Ligustrum vulgare) raramente producen
sintomas respiratorios alérgicos (198, 199), aunque hay
qgue tenerlos en cuenta cuando un paciente alérgico a
polen de olea en el area mediterranea viaja a paises
del norte de Europa (200).

Otra especie de importancia en Espafia es Platanus
acerifolia de la familia Platanaceae(13), que en Madrid
puede alcanzar una prevalencia de sensibilizacién del
56% (201). Su época de polinizacién, finales de marzo-
inicio de abril, es corta pero intensa. Igualmente, de
poca duracién e intensa, es la sintomatologia que
produce. Tiene dos alérgenos mayores, PlaalyPlaa
2, de 18 y 43 kDa respectivamente. Ademas, se

identificado como Pla a 3 una proteina LTP.
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Figura 18. Abedul.

4.4.2. Pblenes de malezas

Las malezas mas importantes desde un punto de vista
alergénico son las familias Asteraceae o Compositae
(ambrosia, artemisia), Amaranthaceae (quenopodio y
salsola), Urticaceae (Parietaria judaica), Euphorbiaceae
(Mercurialis) y Plantaginaceae (Plantago). Su época de
polinizacion es distinta. Asi, el quenopodio y la salsola
suelen polinizar en verano (202) mientras que el
periodo de polinizacion del polen de parietaria es mas
amplio (de febrero a octubre), dando lugar a sintomas

de forma multiepisédica.
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La familia Asteraceae o Compositae es una de las mas
grandes de las plantas gimnospermas, con 1100
géneros y 20000 especies, pero solamente un pequefio
porcentaje de ellas tiene importancia alergénica (203).
La deteccibn de artemisia dependerd tanto de la
especie estudiada como de la regiéon donde se realicen
las mediciones siendo lo habitual la presencia en
Europa de Artermisia vulgaris y Artemisia campestris
en los meses de agosto y septiembre, y, en la regién de
Murcia ademas, de Artemisia barrelieri de noviembre a
febrero (204). Artemisia vulgaris produce sintomas
alérgicos en el 10-14% de pacientes con polinosis en
Europa (205). Los pacientes alérgicos a Artemisia
frecuentemente presentan reacciones alérgicas con
alimentos y especias como consecuencia de
reactividad cruzada (127). Hasta un 95% de los
pacientes alérgicos a artemisia estan sensibilizados
frente a Art v 1, el alérgeno mayor de este polen y
marcador de sensibilizacion genuina al mismo (206).
Art v 3 pertenece a la familia de las LTP englobadas
dentro de las proteinas PR-14. La prevalencia de
sensibilizacion a este alérgeno entre los alérgicos a
artemisia es del 70% (207). Art v 4 es una profilina
presente en el 34-36% de los pacientes alérgicos a
artemisia (208). Por ultimo, entre los alérgenos mas
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relevantes de artemisia se encuentra Art v 6 que
presenta cierta homologia estructural con Amb a 1 de
ambrosia (209).

La familia Amaranthaceae estda compuesta de
alrededor de 180 géneros y 2500 especies. En Espafia,
comprende fundamentalmente dos malezas
alergénicas: Chenopodium album vy Salsola kali (210).
Son malezas ampliamente distribuidas por las zonas
templadas del sur de Europa y el oeste de Estados
Unidos que florecen entre Junio y Octubre. Che a 1,
una glicoproteina de 17 kDa, es el alérgeno mayor de
Chenopodium album que es reconocido por el 71% de
los pacientes alérgicos a esta maleza (211). Ademas
presenta una identidad estructural del 30% con Ole e 1
por lo que se engloba dentro de las proteinas
homélogas a Ole e 1 (Ole e 1-like) (211). Che a 2 es
una profilina de 14-16 kDa y Che a 3 es una polcalcina
de 10 kDa (212). En cuanto a Salsola kali, aparece en
las costas de Europa, Norte de Africa, Estados Unidos
y Australia, en zonas semidesiertas. El alérgeno mayor
es Sal k 1, una proteina de 43 kDa (213), Sal k 4 es
una profilina, y Sal k 5 es otra proteina perteneciente al
grupo Ole e 1-like. A diferencia de los pacientes

sensibilizados a Chenopodium album, la mayoria de
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los cuales estan polisensibilizados, la
monosensibilizacion a Salsola kali es mas comun (214).
Dentro de la familia Urticaceae el polen de parietaria,
conocido como hierba de muro, es uno de los podlenes
alergénicos mas importantes en el area mediterranea y
hasta el 50% de los pacientes monosensibilizados a
este polen presentan sintomas de asma junto con la
rinoconjuntivitis (215). Los extractos de polen de
Parietaria judaica y Parietaria officinalis presentan un
alto grado de homologia entre si. Mientras que
Parietaria judaica crece fundamentalmente en el area
mediterranea de Europa, Asia y Africa, Parietaria
officinalis lo hace en el norte de Italia, centro de Francia
y en Europa Central y del Este (216). Los alérgenos
mayores de Parietaria judaica son Par j 1y Par 2 con
una homologia del 45% (217). Ambas pertenecen a la
familia de las proteinas transferidoras de lipidos no
especificas (nsLTP). Par j 2 tiene un peso molecular de
11,3 kDa, reconocida por el 82% de los pacientes
alérgicos a este polen mientras que Par j 1 tiene un
peso molecular de 10 kDa y es reconocida por el 95%
de los pacientes alérgicos a polen de parietaria (218,
219),. Se ha establecido Par j 2 como marcador
diagnostico genuino de paciente sensibilizado a

Parietaria judaica y candidato a inmunoterapia con
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extracto de este polen (220). De menor importancia son
Par j 3 que pertenece a la familia de las profilinas y Par

j 4 que es una polcalcina.

Figura 19. Parietaria judaica.

De la familia Plantaginaceae, el género Plantagus
comprende 250 especies. Crece en humedales y
bordes de caminos rurales, polinizando de mayo a
octubre. Es una causa importante de polinosis en las
zonas templadas de Norteamérica, Australia y Europa.
Aunque un 20-40% de pacientes con polinosis
presentan sensibilizacién a Plantago lanceolada, este
polen no se ha tenido en cuenta debido a que es rara la

monosensibilizacién al mismo y frecuentemente existe
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reactividad cruzada con el grupo 5 de gramineas. Pla a
1 es el alérgeno mayor de Plantago lanceolata y
pertenece a las proteinas Ole e 1-like (221). Existe en
forma glicosilada y no-glicosilada, de 17 y 20 kDa

respectivamente.

4.4.3. Caracteristicas del arbol de la morera

La morera Morus alba es un arbol perteneciente al
género Morus, familia moraceae, orden rosales, clase
Magnolopsida, division Magnoliophyta. El género morus
en nuestra region de estudio consta Unicamente de dos
especies, ninguna de ellas autéctona, Morus alba,
originaria de centro y este de Asia (China, Manchuria,
Corea) y Morus nigra originaria del Sudoeste de Asia
(222). Las moreras, en la actualidad, se emplean
profusamente como arboles ornamentales, no obstante
se introdujeron como un cultivo, ya que las hojas de
estas especies son la base de la alimentacion del
gusano de seda, sobre todo M. alba. El abandono de
este tipo de actividad ha llevado a que en la actualidad
las encontremos en determinadas zonas como plantas
subespontaneas.

De rapido crecimiento cuando son joévenes, pero mas
lento a medida que alcanzan la madurez, las moreras

no suelen sobrepasar los 12-15 metros midiendo
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habitualmente de 8 a 10 metros de altura. La corteza es
pardo-blanquecina y resquebrajada longitudinalmente
en los ejemplares afiosos (223). La copa es densa y
muy ramificada. Las hojas son caducas, largamente
pecioladas y ovaladas con margen dentado y cordadas

en base (Figura 20).

Figura 20. Hoja de Morus alba.

Las flores del arbol de la morera son dioicas y se
encuentran en nimero muy reducido, y agrupadas en
inflorescencias glomerulares, densas y ovoides. Tienen
perianto con cuatro tépalos, cuatro estambres en las
masculinas y un ovario supero con dos estigmas en las
femeninas. El fruto es una infrutescencia globosa de
tipo sorosis denominada mora, que en el caso de M.

alba suele ser blanquecina o rosada.
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El nombre genérico Morus fue dado por los
romanos, y deriva del griego Moron, derivado a su vez
del celta Mor, que significa negro, en alusién quizas al
color de los frutos de las moreras. El especifico alba
(blanco), hace referencia al color caracteristico de los
frutos de esta especie. Como hemos comentado, tanto
el arbol como la seda proceden de Asia y eran
desconocidos en Occidente hasta que, en el siglo VI,
los monjes nestorianos establecieron la ruta de la seda.
Aparte de su uso como arboles de cultivo se utilizan
como ornamentales en jardines, paseos Yy calles.
Soportan bien la sequia, el frio y las atmésferas

contaminadas.


http://es.wikipedia.org/wiki/Siglo_VI
http://es.wikipedia.org/wiki/Ruta_de_la_seda
http://es.wikipedia.org/wiki/Jard%C3%ADn
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Figura 21. Morus alba.

La época de floracion de estos arboles comienza a
finales de febrero y se prolonga hasta principios de
abril, siendo la primera quincena de marzo el momento
en el cual se recogen las mayores cantidades. El
contenido de polen de Morus en la atmdsfera varia con
los afios, ya que estos arboles suelen podarse para
que no produzcan flores, que se transformarian en
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frutos y podrian manchar posteriormente las calles
(224).

El registro de este polen, mediante captador
volumétrico tipo Hirst modelo Burkard seven day
volumetric spore-trap, con una media anual de 600
granos, constituye aproximadamente el 2% del total de
registros anuales en la ciudad de Valencia. La
concentracion  polinica  disminuye  rapidamente
conforme nos alejamos de los arboles productores. En
las figuras 23 a 27 se expresan los niveles anuales y el
promedio de polen de Morus alba de los ultimos afios
obtenidos mediante un captador situado en la ciudad
de Valencia segun datos facilitados por AVAIC
(Asociacion Valenciana de Alergologia e Inmunologia

Clinica).

El polen de Morus alba presenta las siguientes

caracteristicas:

Forma: esferoidal.
Polaridad: isopolar.

Tamafo: 16-28 pum.

o o T p

Aberturas: bizonoporado, raramente
trizonoporado. Los poros alcanzan 4 um de

diametro con opérculos de 2 pum.
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e. Exina: fina (inferior a 1 pm, de superficie

ligeramente granular.

f. Intina: gruesa con uncus grandes.

Figura 22. Grano de polen de Morus alba.
Niveles de Morus alba en 2010
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Figura 23. Niveles de polen de Morus alba en el afio 2010. Fuente: AVAIC.
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Niveles de Morus alba en 2011

2011

Promedio

Figura 24. Niveles de polen de Morus alba en el afio 2011. Fuente: AVAIC.

Niveles de Morus alba en 2012
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Figura 25. Niveles de polen de Morus alba en el afio 2012. Fuente: AVAIC.

Niveles de Morus alba en 2013
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Figura 26. Niveles de polen de Morus alba en el afio 2013. Fuente: AVAIC.
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Niveles de Morus alba en 2014

— 2014

40 ——Promedio

Figura 27. Niveles de polen de Morus alba en el afio 2014. Fuente: AVAIC.

A pesar de la presencia de este polen en el aire de la
ciudad de Valencia detectado mediante un captador de
polenes y de la existencia de pacientes sensibilizados
gue presentan prick test positivo y/o IgE especifica
sérica a polen de morera (Morus alba) se desconoce la
relevancia clinica de dichas sensibilizaciones
actualmente. En estos pacientes coexisten por lo
general sensibilizaciones a otros pélenes
desconociéndose si se deben a reactividad cruzada
entre polen de morera y el resto de pdlenes, 0 si son
cosensibilizaciones. Es conocida la reactividad cruzada
entre las diferentes especies Morus, incluso entre la
familia de las moraceas incluyendo la morera del papel
(Broussonetia papyrifera), el arbol del pan (Artocarpus
altilis), Ficus spp (por ejemplo Ficus elastica), y el arbol
del jack (Artocarpus heterophyllus) (225).
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Hasta la fecha se han descrito dos alérgenos de Morus
alba: Mor a4 (profilina) y Mor 17 kDa (Bet v 1-like).
Dado que en nuestra region no se detecta polen de
abedul (Betula verrucosa), ni por lo tanto su alérgeno
mayor Bet v 1, la reactividad cruzada podria deberse a
sensibilizacién a profilina y/u otros alérgenos aun no

descritos.
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5. Hipotesis y objetivos

El polen de Morus alba se encuentra en la atmosfera
de nuestra area geografica, como demuestra su
presencia en los captadores de polen de la Comunidad
Valenciana, sin embargo no existen estudios acerca de
la sensibilizacion y relevancia clinica de este polen en
nuestro medio, por lo que la posible existencia de
alergia al polen de la morera pasaria desapercibida.
Actualmente han sido descritas Unicamente dos
proteinas alergénicas en polen de Morus alba y ambas
son panalérgenos -alérgenos compartidos con otros
polenes.

Teniendo en cuenta estos hechos se plantea la
hipétesis de que el polen de la morera estad implicado
en la sintomatologia de los pacientes alérgicos a
pélenes y ademas puede presentar reactividad cruzada
con otros polenes de la region de estudio.

El objetivo general del presente estudio es investigar la
relevancia clinica de la sensibilizacion a polen de
morera, y comprobar la existencia de reactividad
cruzada del polen de morera con otros poélenes.

Para cumplir este objetivo general, se plantean los

siguientes objetivos especificos:



1)

2)

3)
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Confirmar la  presencia de  pacientes
sensibilizados a polen de morera en nuestra
area de estudio mediante la prueba cutanea de
prick test.

Determinar la presencia de una respuesta
positiva en la prueba de provocacion conjuntival
en pacientes sensibilizados a polen de morera
mediante prueba cutanea con prick test.

Realizar inmunodeteccion de proteinas utilizando
sueros de pacientes sensibilizados a polen de
morera y extracto de polen de Morus alba.

4) Verificar la existencia de reactividad cruzada

5)

entre polen de Morus alba y otros polenes de
nuestra area de estudio.

Identificar, si fuese el caso, nuevas proteinas
alergénicas no caracterizadas a fecha del

estudio mediante espectrometria de masas.
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6.Plan de trabajo

En nuestro trabajo se estudiaran pacientes que acuden
a una consulta de alergia por presentar clinica
rinoconjuntival. Se consideran criterios de exclusion
tener menos de 18 afios, no firmar el consentimiento
informado, estar en tratamiento con inmunoterapia
especifica, tener patologia ocular y/o sufrir alguna
patologia o llevar tratamiento, que contraindique el uso
de adrenalina. Se determinara en estos pacientes la
presencia de sensibilizacion a polen de morera (Morus
alba) y otros aeroalérgenos. Para determinar la
sensibilizacion cutanea se realizaran pruebas alérgicas
mediante prick test, prueba cutanea mediante puncion
con una lanceta a través de una gota de extracto de
alérgeno, con una bateria estandar de alérgenos asi
como la medicion de IgE especifica sérica de polen de
morera mediante fluoroenzimoinmunoanalisis. Se
realizara una electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil-sulfato sédico (SDS-PAGE) del extracto de
polen de morera utilizado para las pruebas de prick test
para detectar las proteinas que contiene el extracto de
polen de morera.

Con las muestras séricas de los pacientes

sensibilizados a polen de morera se llevara a cabo una
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técnica de inmunotransferencia mediante western-
blotting con las proteinas detectadas en el SDS-PAGE
para determinar las proteinas alergénicas del extracto
de polen de morera. Finalmente, se hara una técnica
de western-blotting inhibicion con el polen de morera y
otras proteinas alergénicas, si las hubiere, a las que se
encuentren  sensibilizados los pacientes, para
determinar la presencia de reactividad cruzada entre
ellos. En el caso de detectar proteinas alergénicas no
identificadas, se procederd a su identificacion mediante
espectrometria de masas.

Con este planteamiento pretendemos alcanzar los

objetivos descritos anteriormente.
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MATERIAL Y METODOS
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Il. MATERIAL Y METODOS

1. Material

1.1. Pacientes

El estudio se realiz6 sobre una muestra poblacional de

individuos que residian cerca de Aldaia, pueblo situado

en la zona oeste del area metropolitana de Valencia.

Los pacientes estudiados fueron incluidos prospectiva y

consecutivamente a medida que eran visitados en la

Consulta de Alergologia de un centro clinico situado en

Aldaia, por presentar sintomas de rinitis y conjuntivitis,

durante el periodo comprendido entre el 16 de mayo
del 2011 y el 20 de diciembre del 2014. Los criterios de

inclusion fueron:

o

o

Tener mas de 18 afos de edad.

Presentar sintomas de rinitis vy
conjuntivitis.

Haber  firmado el consentimiento
informado para participar en el presente

estudio.
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Se consideraron criterios de exclusion:
o Estar en tratamiento con inmunoterapia
especifica.
o Tener patologia ocular.
o Padecer alguna patologia o llevar
tratamiento, que contraindique el uso de

adrenalina.

Para comprobar que el extracto de polen de Morus alba
no producia ninguna reaccién inespecifica, se realizd
pruebas cutdneas mediante prick test y prueba de

provocacion conjuntival en 5 personas no atépicas.

1.2. Aparatos
- Balanza de precision (Gram Precision SV-

3100i, Barcelona, Espafia).

- Vitrina extractora de gases (Burdinola V21-
space ST 1500, Amoroto, Espafia).

- Agitador magnético (Selecta, AgimaticE,
Barcelona, Espafa).

- Centrifuga (Sigma 4K15, St Louis, EEUU).

- Espectrofotémetro  (Bio-Rad SmartSpec™
3000, Hercules, EEUU).

- Centrifuga (Nahita 2600, Beriain, Espafia).

- Embudo Buchner de placa filtrante.
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Kit Sistema UniCAP (Phadia, Uppsala,
Suecia).

Fuente de alimentacién para electroforesis
(Consort EV231, Turnhout, Belgium).

Equipo de electroforesis Mini-Protean Il (Bio-
Rad, Hercules, EEUU).

Software analizador de imagen (GS-710
Bio-Rad, Hercules, EEUU).

Analizador para Western Blot (Bio-Rad
Trans-Blot Turbo Transfer System, Hercules,
EEUU).

Digestor automatico de proteinas (Ettan
Digester GE Healthcare, Milwaukee, EEUU).
Equipo de concentrador de vacio (Speedvac
Termo Scientific, Waltham, EEUU).

Placa de espectrometro (384 Opti-TOF
123x81 mm MALDI, Applied Biosystems,
Foster City, EEUU).

Espectrometro de masas (4800 Plus MALDI-
TOF/TOF Analyzer, Applied Biosystems,
Foster City, EEUU).

Programa informatico para analisis de datos
de masas (4000 Series Explorer version
3.5.3., Applied Biosystems, Foster City,
EEUU).
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- Paquete informatico GPS Explorer Software
v. 3.6. (Applied Biosystems, Foster City,
EEUU).

- Software buscador en bases de datos
(Mascot v.2.2., Matrix Science, Londres,
Reino Unido).

- Material para puncion |y extraccion
sanguinea.

- Lancetas de metal (Stallergenes, Anthony,
Francia).

- Discos de celulosa (Hycor Biomedical,
Kassel, Alemania).

- Sistema de agua Milli-Q (Merck, Darmstadt,
Alemania).

- Extractor Soxhlet (Quickfit, St Louis, EEUU).

- Software estadistico (SPSS Inc, Chicago,
EEUU).

1.3.Reactivos y material fungible

- Polen de morera (Laboratorio BIAL-Aristegui,
Bilbao, Espania.

- Profiina de polen de Olea europaea
(Laboratorio BIAL-Aristegui, Bilbao, Espafia).
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Profilina de polen de Artemisia vulgaris
(Laboratorio BIAL-Aristegui, Bilbao, Espafia).
Profilina de polen de Phoenix dactilifera
(Laboratorio BIAL-Aristegui, Bilbao,Espafia).
Alérgeno Pru p 3 (Laboratorio BIAL-Aristegui,
Bilbao, Espafia).

Tampon fosfato: fosfato monosodico 10 mM;
fosfato disddico 40 mM; NaCl 65 mM; pH 7,5.
Eter dietilico (Merck).

Cartucho de extraccion de celulosa
(Whatman International Ltd, Maidstone,
Reino Unido).

Membrana Visking de 7.000 Da (Medicell).
Seroalbumina bovina (BSA) (Merck).
Reactivo Bradford para determinacion de
proteinas (Bio-Rad).

Alcohol de 70° (Aposan).

Extractos para pruebas cutaneas de
Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, epitelio de perro,
epitelio de gato, Alternaria alternata,
Aspergillus  fumigatus, Olea europaea,
mezcla de gramineas, Platanus acerifolia,

Parietaria judaica, Cupressus arizonica,
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Plantago lanceolata y Pinus pinea.
(Laboratorio BIAL-Aristegui, Bilbao, Espafia).,
Clorhidrato de histamina 10 mg/ml.
(Laboratorio BIAL-Aristegui, Bilbao, Espafa).
Suero fisiologico al 0.9% (Laboratorio BIAL-
Aristegui, Bilbao, Espafia).

Bromuro de cianégeno (BrCN, Sigma).
Discos de papel Whatman n° 52 (Whatman
International Ltd, Maidtone, Reino Unido).
NaOH 1 M (Merck).

NaHCO3; 0,005 mM (Merck).

Agua ultrapura (Merck).

Tampon acetato: acido acético 3,0 g/,
acetato sédico 4,1 g/l 1 M pH 4,5 (Merck).
Tampon de incubacion: NaCl 9,0 g/l
Na,HPO4.2H,0 7,2 g/l; NaH,P0O,4.H,0 1,3 g/l
albimina humana 20% (p/v); 5 ml, azida
sodica 0,5 g/l (Merck).

Acetona (Panreac).

Kit de inmunoensayo (Hytec, Hycor
Biomedical Inc.; Irvine, California, EEUU).
Solucion de lavado (NaCl 9 g/l; Triton X-100
0,2% (v/v); azida sodica 0,2 g/l (Merck).
p-nitrofenil fosfato (Merck).

Solucion de parada (NaOH 1M) (Merck).
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Tampon de muestra: 62,5 mM Tris-HCI pH
6,8 (Merck); glicerol 10% (v/v) (Merck); azul
de bromofenol 0,0125% (p/v) (Fluka); B-
mercaptoetanol 5% (v/v) (Merck).

Tampon de electroforesis pH 8,7-8,8: Tris
base 0,025 M (Merck); glicina 0,19 M
(Merck); SDS 0,1% (p/v) (Bio-Rad).

Patron de masas moleculares (Low Molecular
Weight Marker, GE Healthcare, Amersham,
Reino Unido).

Solucién acrilamida/bisacrilamida 40% 29:1
(Bio-Rad).

Persulfato amonico (22,5% p/v) y TEMED
(0,2% v/v) (Bio-Rad).

Azul de Coomassie R-250, 1 g/litro de
solucion de colorante (Thermo Scientific).
Metanol/acético/agua destilada 4:1:5 (v/v/v)
(Scharlau).

Acido acético al 7% (v/v) (Scharlau).

Solucion acrilamida/bisacrilamida 40% 29:1
(Bio-Rad).

Solucién de acrilamida del 4% (p/v) (Bio-
Rad).

Tampon de transferencia (sistema de tampon
continuo): glicina 39 mM, Tris-HCI 48 mM,



136

SDS 0,0375% (p/v), metanol 20% (v/v) (Bio-
Rad).

Colorante Negro Amido: negro Amido 10B
0,5% (p/v) en metanol 45% (v/v), acético 10%
(v/v) y agua destilada 45% (v/v) (Bio-Rad).
Membrana inmovilizante (Hybond-P, PVDF,
difluoruro de polivinilideno, GE Healthcare,
Amersham, Reino Unido).

Tampoén de lavado (TL): PBS-Tween 0,1 %
(fosfato monosoédico 19 mM; fosfato disddico
81 mM; NaCl 100 mM pH 7,5; Tween 0,1%)
(Bio-Rad).

Tampon de bloqueo: leche de vaca
desnatada al 5% en TL (Millac).
Anticuerpo monoclonal IgG de ratén Anti-lgE
humana conjugado con peroxidasa (Southern
Biotech).

Kit ECL Prime (GE Healthcare. Amersham,
Reino Unido).

Solucién de revelado Kodak GBX Developer
(Kodak, Rochester, EEUU).

Soluciéon de fijado Kodak GBX Fixer and
Replenisher (Kodak, Rochester, EEUU)
Bicarbonato aménico 50 mM en metanol 50%
(Merck).
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Acetonitrilo 70% (Merck).

Suero de conejo anti-profilina (Sigma-
Aldrich).

Par j1 y Par j2 recombinantes (Laboratorio
BIAL-Aristegui, Bilbao, Espafia)

Pru p 3 natural (Laboratorio BIAL-Aristegui,
Bilbao, Espafia)

Tripsina porcina modificada (Promega).
Acetonitrilo 60% (Merck).

Ac. Formico 0.1% (Merck).

Acido a-diano-4-hidroxicinamico (Sigma).
Acetonitrilo acuoso 30% (Merck).

2-propanol 15% (Merck).

Acido trifluoroacético 0.1% (Merck).
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2. Métodos

2.1. Obtencion de extracto de polen de morera'y
cuantificacion de su contenido proteico

Para la obtencion del extracto de polen de morera se
pes6 el polen y se introdujo en un cartucho de
extraccion de  celulosa. Posteriormente  fue
desengrasado en dispositivo Soxhlet por arrastre con
éter dietilico evaporado y condensado, durante un
tiempo minimo de cuatro horas (226). A continuacion
fue secado el polen bajo campana extractora a
temperatura ambiente, durante un minimo de 12 horas.
Mas tarde, fue realizada extraccion hidrosoluble en
tampon fosfato (15 ml/g polen), por agitacion magnética
suave (1.000 rpm) durante dos horas a 4°C ajustando
el pH a 7,5. Tras centrifugar a 5.000 rpm durante 30
minutos se conservo el sobrenadante a 4°C. Este
proceso se repitid6 de nuevo una vez para optimizar la
cantidad de extracto. Tras desechar el sedimento, el
total de sobrenadante fue filtrado y dializado en
membrana Visking de celulosa de 7.000 Da frente a
agua ultrapura durante 48 horas y con un minimo de
tres cambios de agua. Por ultimo, se filtro a través de

filtros de 0,22 um, liofilizado y conservado a —20°C.
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El contenido proteico del extracto fue cuantificado
mediante el método de Bradford (227) fundamentado
en el desplazamiento de la longitud de onda de maxima
absorcion que sufre el azul de Coomassie G-250 de
465 a 595 nm cuando se une a las proteinas. Se
prepard una recta patron utilizando una sustancia cuyo
contenido proteico es conocido como es la
seroalbumina bovina (BSA). Se mezclaron 100 pl de
BSA a 1,5 mg/ml con 650 ul de agua ultrapura dando
lugar a una preparacion de 200 ug /ml. Para preparar la
recta patron se utilizaron las diluciones de BSA a 200
ug/ml utilizando agua ultrapura segun aparece en la
tabla 7.

0 0 0 800 200
2,5 2 10 790 200

5 4 20 780 200
10 8 40 760 200
15 12 60 740 200
20 16 80 720 200
25 20 100 700 200

Tabla 7. Concentraciones de la recta patron para el calculo de la
concentracién proteica.

El tubo de la muestra del extracto de polen de Morus

alba fue preparado mezclando 40 pl de una muestra
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del extracto a 1 mg/ml con 760 pl de agua ultrapura y
200 ul reactivo de Bradford. Posteriormente se agitaron
bien todos los tubos y se incubaron 5 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se realiz6 lectura de
absorcion a 595 nm en el espectrofotometro Bio-Rad
SmartSpec, representando absorcion versus

concentracion proteica.

2.2. Pruebas cutaneas con aeroalérgenos

Para las pruebas cutaneas se utilizaron lancetas de
metal (Stallergenes), algoddén, alcohol de 70° y un
rotulador. El extracto de polen de morera, los extractos
de otros aeroalérgenos y los reactivos utilizados como
controles positivo y negativo fueron aportados por el
Laboratorio  Bial-Aristegui. Los  extractos de
aeroalérgenos utilizados contenian los principales
determinantes alergénicos y estaban estandarizados
excepto en el caso del polen de morera. Todos ellos se
han almacenado siguiendo las normas de caducidad y
almacenaje adecuadas (a 4-8°C). Los extractos para
las pruebas cutaneas vienen preparados en solucién
salina fisiolégica fenolada al 0,5% y glicerinada al 50%.
Las pruebas cutaneas mediante prick test se realizaron
segln la guia practica de GA’LEN y ARIA (228). Se
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comprobé que los pacientes no siguieran ningan
tratamiento que interfiriera en la prueba. Los otros
extractos de  aeroalérgenos  testados  eran:
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides
farinae, epitelio de perro, epitelio de gato, Alternaria
alternata, Aspergillus fumigatus, Olea europaea,
mezcla de gramineas, Platanus acerifolia, Parietaria
judaica, Cupressus arizonica, Plantago lanceolata y
profilina. Como reactivo para el control negativo se
utilizé suero salino al 0,9%, y para el control positivo se
empled clorhidrato de histamina a 10 mg/ml. Un
resultado positivo en el control negativo indica
dermografismo y anulaba la prueba. Un resultado
negativo en el control positivo indica una menor
reactividad cutanea a la histamina, lo que también
anulaba la prueba. Tras dibujar un punto con rotulador
para cada sustancia a testar, con una separacion de 3
cm y en dos columnas (Figura 28), utilizando los puntos
como referencia, se depositd una gota de extracto de
cada aeroalérgeno y ambos controles, positivo y
negativo, en la piel sana de la superficie volar de un
antebrazo, entre unos 5 cm por encima de la mufieca y

unos 3 cm por debajo del codo.
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Figura 28. Pruebas cutaneas mediante prick test.

Posteriormente utilizando una lanceta de metal con 1
mm de profundidad y topes laterales para evitar mayor
penetracion, se puncioné a través de cada gota la piel
con un angulo de 90° con respecto al plano cutaneo. La
lectura de la prueba cutanea se realiz6 a los 15
minutos. Los resultados se compararon con el suero
salino (control negativo) considerandose la prueba
positiva si tenia un diametro de papula mayor o igual a
la producida por el control positivo que debia ser de al

menos 3 mm.
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2.3.Prueba de provocacion conjuntival con polen de
morera

La prueba de provocacion conjuntival se llevdé a cabo
utilizando el extracto liofilizado de polen de morera
referido en el epigrafe 2.1, que no contenia
conservantes; el extracto se diluyé inmediatamente
antes de su empleo en solucion fisiolégica salina. La
concentracion de proteina en el polen de Morus alba
era del 13% (peso/peso). Tras la preparacion de la
solucion inicial a 5 mg/ml se realizaron diluciones a
1/10, 1/100 y 1/1000.

La prueba se realiz6 fuera de la época de polinizacién
del polen de morera estando los pacientes
asintomaticos y habiendo suspendido con la suficiente
antelaciéon los farmacos que podian interferir en la
prueba. Se comenz6 aplicando una gota de la
concentracion menor del alérgeno en el fondo de saco
conjuntival inferior de un ojo. En el otro ojo, que se
emple6 como control, se administrO una gota de la
solucion salina. La prueba continu6 con la
administracion de las siguientes dosis cada 15 minutos
hasta que se obtuvo una respuesta positiva 0 hasta que
se llegdb a la dosis de mayor concentracion del
alérgeno. Se consideraba una reaccion positiva

cuando, en ausencia de reaccion en el ojo control, el



144

paciente presentaba en el ojo donde se administraba el
alérgeno los siguientes sintomas: picor, lagrimeo,
hiperemia y edema conjuntival. En los pacientes en los
que la prueba fue positiva, y para atenuar los sintomas,
se emplearon antihistaminicos orales (loratadina 10mg)
quedando el paciente en observacién durante dos
horas. Se consider6 negativa aquella en la que la
conjuntiva no cambiaba de color ni el paciente

presentaba ningun tipo de molestia (85).

2.4.Extraccion sanguinea y obtencion del suero
plasmético

Se obtuvieron las muestras de sangre venosa mediante

flebotomia convencional. Una vez se habia formado el

coagulo sanguineo se centrifugd durante cinco minutos.

Mediante una pipeta, se paso el suero obtenido al tubo

seco previamente etiquetado y se conservd en el

congelador a -20°C.

2.5. Cuantificacion de IgE especifica

La medicion de IgE especifica de polen de Morus alba
se realiz6 mediante un enzimoinmunoensayo en fase
sélida sobre discos de celulosa (EAST- Enzyme Allergo

Sorbent Test). Las proteinas del extracto de polen de
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M. alba fueron acopladas a discos de celulosa (Hycor
Biomedical, Kassel, Alemania) activados con bromuro
de ciandgeno (BrCN, Sigma) tal y como describen
Ceska et al (229). Para la activacion de los discos de
celulosa se emplearon discos de papel Whatman n° 52
(Whatman International Ltd.). Se disolvi6 BrCN en agua
bidestilada (25 g/l) y se afiadio solucion de BrCN a los
discos manteniendo la agitacion. Tras llevar el pH a
10,5 con NaOH 1 M, se mantuvo el pH constante
durante todo el tiempo de incubacion (30 min),
mediante adicibn continua de NaOH 1 M.
Posteriormente se lavaron los discos en embudo
Buchner de placa filtrante, sucesivamente segun se
describe en la siguiente tabla:

500 ml de NaHCO; 0,005 mM 12 veces
500 ml de agua ultrapura 2 veces
500 ml acetona 25% (v/v) 2 veces
500 ml acetona 50% (v/v) 2 veces
500 ml acetona 75% (v/v) 2 veces
500 ml acetona 100% (v/v) 2 veces

500 ml acetona 100% (v/v) 2 veces

Tabla 8. Soluciones de lavado de los discos de papel.
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A continuacién se secaron los discos a temperatura
ambiente y se almacenaron a 4°C hasta su utilizacion.
Una vez se ha realizado la activacion de los discos de
papel con bromuro de ciandgeno (BrCN), se procedio al
acoplamiento de proteinas de polen a discos de
celulosa activados con BrCN utilizando también el
método de Ceska et al. Para ello se preparo la solucion
de proteina de polen en NaHCO3 0,1 M (10 mg/ml de
extracto liofilizado) y se incubé con los discos de papel
activados a 4°C con agitacibn suave, hasta su
utilizacién. Tras lavar con NaHCO3; 0,1 M (3 veces), se
incubaron tres horas a temperatura ambiente y en
agitacion con 1 ml/disco de etanolamina 0,05 M en
NaHCO; 0,1 M. Se secaron bien los discos al vacio y
se lavaron con NaHCO3; 0,1 M y con cantidades iguales
a las del paso anterior de tamp6n acetato 0,1 M, pH 4,5
(3 veces). Posteriormente, tras lavar con tampon de
incubacion (2 veces) se almacenaron los discos a —
20°C con una pequefia cantidad del tampon.

El EAST-directo se realiz6 segin método basado en el
descrito por Wide et al (230), utilizando el Kit Hytec.
Por cada suero a ensayar se coloc6 un disco activado
con proteinas antigénicas (disco de antigeno) en un
tubo. Para preparar la curva de referencia se utilizaron

cinco discos y sueros de referencia que incluye el Kit
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Hytec, y se pusieron cada uno en un tubo. Se
afiadieron 50 ul de suero de paciente sobre cada disco
de antigeno y 50 ul de cada uno de los sueros de
referencia (100 Ul/ml, 17,5 Ul/ml, 3,5 Ul/ml, 0,7 Ul/ml,
0,35 Ul/ml) sobre cada uno de los discos de referencia.
Posteriormente se incubaron 1 h a 37°C. Luego se
realizaron lavados 3 veces con la solucion de lavado
(NaCl 9 g/I; Triton X-100 0,2% (v/v); acida sodica 0,2
g/l) y finalmente se afiadieron 50 pul de conjugado (IgG
de raton anti-IgE marcada con fosfatasa alcalina) sobre
cada uno de los discos. Se taparon los tubos y se
incubaron 30 min a 37°C. De nuevo se realizaron
lavados 3 veces al igual que en el paso anterior, y se
afadieron 200 pl de solucion de desarrollo p-nitrofenil
fosfato (pNPP). Se colocaron 200 ul de solucién de
desarrollo, en un tubo aparte, sin discos ni suero, para
realizar los blancos de lectura. Tras tapar los tubos e
incubar exactamente dos horas a 37°C, se afiadieron a
cada tubo 400 pl de solucion de parada (NaOH 1M).
Finalmente se leyeron los resultados en un
espectrofotometro Bio-Rad SmartSpec 3000 a 405 nm,
ajustando a cero con los blancos de lectura. El color fue
estable durante 24 horas. La intensidad del color es
directamente proporcional a la concentracién de IgE
especifica en la muestra estudiada (Figura 29).
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Los resultados se valoran en Unidades
Internacionales/ml (Ul/ml), en base a la curva de
referencia. Dichos valores se dividen en clases como

podemos observar en la tabla 9.

Nivel IgE
especifica
100 5 Muy alto
17,5 4 Muy alto
35 3 Alto
0,7 2 Moderado
0,35 1 Bajo
0 No detectable

Tabla 9. Clases segun nivel de IgE especifica sérica

LAVADO LAVADO LAVADO

DISCO CON Ag SE ANADE SUERO SE ANADE ANTI-IgE SE ANADE SUBSTRATO DELA
PACIENTE CON Ac MARCADA CON ENZIMA ENZIMA Y GENERA COLOR

Figura 29. Método EAST para cuantificacion de IgE especifica.

La medicion de IgE especifica de profilina (Phl p 12),
Par j 2 y polcalcina (Phl p 7) se ha realizado mediante
Sistema UniCAP (Phadia, Sweden). Se trata de un
fluoroenzimoinmunoensayo, con el alérgeno fijado a
fase solida (disco). La IgG anti-IgE esta marcada con la
enzima beta-galactosidasa que hidroliza la 4-metil-
umbeliferil-beta-D-galactosa (soluciéon de desarrollo),
liberando el producto fluorescente, la 4-metil-



149

umbeliferona, de modo que podemos medir la
intensidad de la fluorescencia mediante el
espectrofotometro (231). A continuacién se resume el

procedimiento en la figura 30:

ANTICUERPO ANTI-IZE

CON ENZIMA :

‘ * ANTICUERPO IgE ’ -
1 >y Z e | N

b Y FAsESOLIDA % j
FASESOLIDA W 1
-

ANTIGENO

ANTICUERPO ANTI-IZE

CON ENZIMA PRODUCTO

FLUORESCENTE

* SUBSTRATO
] " ENZIMATICO Y *
\ X
> b > N =
) FASESOLIDA = f rasesoLoa BN SUBSTRATO
< " - : v ENZIMATICO
- -

=

Figura 30. Medicion de IgE especifica mediante Sistema UniCAP. Fuente:
modificado de www.phadia.com. El alérgeno unido a la fase sélida se une con
los anticuerpos IgE especificos en suero del paciente (Fig.30-1). Después de
eliminar la IgE no unida, se afiaden los anticuerpos anti-lgE marcados con
una enzima (Fig.30-2). Tras eliminar los anticuerpos anti-IgE no unidos, se
aflade la solucién de desarrollo como substrato enzimatico (Fig.30-3). Se
mide la fluorescencia del producto final. Cuanto méas elevada sea la
fluorescencia, mas IgE especifica habréa en la muestra (Fig.30-4).
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2.6.Determinacion de masas moleculares de proteinas
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil-sulfato sodico (SDS-PAGE)
Para la determinacion de las masas moleculares de las
proteinas contenidas en el extracto de polen de morera
se llevo a cabo una técnica de SDS-PAGE utilizando el
equipo Mini-Protean Il de Bio-Rad. Se trabajé en
condiciones reductoras de electroforesis y con un
sistema discontinuo (gel preparador sobre gel
separador), segun el método de Laemmli modificado
(232). EI SDS actua rompiendo enlaces no covalentes
en las proteinas, desnaturalizandolas, provocando que
estas moléculas proteicas pierdan su conformacién
nativa. Se precisa una molécula de SDS por cada dos
residuos aminoacidos, correspondiendo a 1,4 g de
SDS/g de proteina. Ello proporciona a todas las
proteinas carga negativa. De este modo, la proteina se
desplaza por el gel hacia el polo positivo y la velocidad
de desplazamiento depende de su peso molecular.
Se montan las placas siguiendo las instrucciones del
catadlogo de Mini-Protean Il dual slab cell. En la parte
superior de la placa se deposita el gel apilador o
preparador que tiene como funcién concentrar la
muestra en una banda estrecha, y ocupando la mayor
parte de la placa, un gel separador en el que tiene lugar

la separacion de los componentes. El gel separador se
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prepard con una proporcién de acrilamida del 12,5 %
(p/v) a partir de una solucion acrilamida/bisacrilamida
40% 29:1. Se recomienda que tenga una altura de 5
cm. Mientras que para el gel apilador o preparador se
utilizé un porcentaje de acrilamida del 4% (p/v). Se
recomienda que tenga una altura de 1 cm. A cada gel
se les afadieron los catalizadores: persulfato amdnico
(22,5% pl/v) y Temed (0,2% v/v). Posteriormente, se
aplico el extracto de polen de morera en los pocillos de
la parte superior de gel apilador (Figura 31), y por
altimo, se llevé a cabo la electroforesis a un voltaje
constante de 150 V durante 60 minutos (Figura 32 y
33). El azul de bromofenol es un compuesto organico
que se desplaza muy rapidamente por el gel separador
de modo que la electroforesis finaliza cuando aparece
una banda azulada al final del gel separador lo que
indica que el azul de bromofenol ha alcanzado el final

del gel separador.
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la muestra se aplica a los pocillos
empleando una pipeta

catodo

compartimento ~_
superior ~N
con tampén 1|

gelentredos |/ i
placas de vidrio ‘

: NN
compartimento <
inferior BN
con tampon )

Figura 31. Aplicacion de extracto de polen de morera. Fuente:
http://biomodel.uah.es
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Figura 32. Cubeta con gel de poliacrilamida. Fuente: http://biomodel.uah.es
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Figura 33. Material para SDS-PAGE.

La determinacién de los pesos moleculares se llevo a
cabo por el método de Weber y Osborn (233),
construyendo una recta de calibrado, representando la
movilidad (en mm) manifestada por una serie de
proteinas frente al logaritmo de su pelo molecular ya
conocido. La movilidad se mide desde el comienzo del
gel separador hasta el punto medio de la banda. Las
proteinas utilizadas como patrones de peso molecular
fueron las del kit de Patron de masas moleculares Low
Molecular Weight Marker (Tabla 10).
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Fosforilasa B 97.000
Seroalbdmina bovina 66.000
Ovoalbimina 45.000
Anhidrasa carbénica 30.000
Inhibidor de tripsina 20.100
a-Lactoalbimina 14.400

Tabla 10. Patrén de pesos moleculares utilizado en SDS-PAGE.

Posteriormente se procedié a la tincion de los geles.
Para ello, se afiadi6 la solucién colorante que contiene
azul de Coomassie R-250 (1 g/litro de solucién de
colorante), metanol al 10% y &cido acético al 7%, y se
mantuvo durante dos horas a temperatura ambiente. La
decoloracién se realizdé con metanol/acido acético/agua
destilada 4:1:5 (v/v/v). La decoloracién se par6 con
acido acético al 7% (v/v) (234). Una vez tefidos los
geles de la electroforesis, fueron analizados en un

analizador de imagen GS-710.
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2.7. Determinacion de las proteinas alergénicas
mediante western-blotting

Para el estudio de western-blotting, tras separar
proteinas del extracto de polen de Morus alba, se
transfirieron a una membrana absorbente
electroforéticamente. Para ello se emple6 un sistema
de transferencia horizontal y “semi-seco” mediante el
método descrito por Towbin et al en 1979 (235)
utilizando el equipo Bio-Rad Trans-Blot Turbo Transfer
System (Figura 34). Para la transferencia se empled
una membrana inmovilizante de PVDF y durante el
proceso, se mantuvo una intensidad constante a razon
de 2,1 mA/cm? del gel durante 45 minutos.
Posteriormente se realizo tincion de proteinas sobre las
membranas como control de la transferencia, utilizando
colorante Negro amido y como decolorante una
solucién de metanol al 10% y acido acético al 7%.

Para evitar que los anticuerpos y otras proteinas se
unan inespecificamente a la membrana se llevé a cabo
el bloqueo de la misma. Para ello, una vez realizada la
tincion con el colorante negro amido, se bloquearon las
membranas con 20 ml de tampén de
blogueo/membrana durante una hora a temperatura

ambiente y en agitacion.
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Figura 34. Analizador para Western Trans-Blot Turbo Transfer System.

Por dltimo se llevd a cabo la inmunodeteccion de
proteinas alergénicas transferidas a membranas
utilizando un método quimioluminiscente. Para ello se
incubaron las membranas con los sueros de los
pacientes durante una hora a 4°C. Posteriormente, se
lavaron tres veces con tampdén de lavado, y se
incubaron durante una hora a temperatura ambiente y
con agitacion, con un anticuerpo monoclonal 1gG de

raton anti-lgE humana conjugado con peroxidasa. Tras
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lavar de nuevo con tampon de lavado 3 veces se llevo
a cabo el revelado siguiendo las instrucciones del kit
ECL Prime utlizando como substrato enzimatico el
luminol. Tras escurrir el exceso de reactivo y envolver
la membrana en plastico, se expuso la membrana (en
oscuridad) a una pelicula Hyperfilm ECL en el interior
de un cassette fotografico durante tiempos que oscilan
entre 15 segundos y una hora. En nuestro caso el
tiempo fue de cinco minutos. El tiempo de exposicion
depende de la intensidad de fijacion de los anticuerpos
IgE a las bandas proteicas que se detectan en el
blotting; si la intensidad de fijacibn es muy alta, con
poco tiempo se revelaran las bandas proteicas
alergénicas; si la intensidad de fijaciobn es baja, se
necesitara mas tiempo de exposicion. A continuacion
se revelo la placa por inmersiébn en la solucion de
revelado durante unos segundos (Kodak GBX
Developer diluido 1/ 4,5 en agua), después en acético
al 7% (v/v) y en soluciéon de fijado (Kodak GBX Fixer
and Replenisher diluido 1/ 4,5 en agua). Finalmente,

tras lavar la pelicula con agua, se dejé secar.
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2.8. Estudio mediante western-blotting inhibiciéon con
proteinas de polen de Morus alba y otras proteinas
Para analizar la naturaleza de las proteinas alergénicas
detectadas en el estudio mediante western-blotting, se
llevé a cabo una técnica de western-blotting inhibicion.
Para ello, se prepar6 un pool de varios sueros de
pacientes sensibilizados a polen de Morus alba y se
distribuyd la mezcla en varias alicuotas. Estas alicuotas
se incubaron con sendas proteinas inhibidoras
(profilina, Par j 2 y Pru p 3), durante 4 horas a
temperatura ambiente. A continuacién se incubaron
con respectivas membranas portadoras de las
proteinas transferidas de Morus alba siguiendo el
mismo procedimiento que en el ensayo de
inmunotransferencia ya explicado en el epigrafe 2.7. Se
utilizé6 como control positivo el propio extracto de polen
de Morus alba a 1 mg/ml, como control inhibidor
negativo BSA a 75 pg/ml. Como proteinas inhibidoras
se utilizaron varias profilinas: profiina de Olea
europaea (olivo) a 75 pg/ml, profiina de polen
Artemisia vulgaris a 75 pg/ml y profilina de polen de
Phoenix dactilifera (palmera) a 75 pg/ml; Par j 2 a 75
pug/ml, alérgeno mayor de Parietaria judaicay Prup 3 a
75 ug/ml, proteina transferidora de lipidos (LTP) de

melocotén.
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2.9. Identificacion de proteinas por espectrometria de
masas

Todas las identificaciones por espectrometria de masas
fueron realizadas en la Unidad de Proteomica de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense
de Madrid perteneciente al Parque Cientifico de Madrid.
Para la identificacion de proteinas mediante la
espectrofotometria de masas, las bandas proteicas,
obtenidas en gel en las anteriores técnicas de
inmunotransferencia, fueron digeridas automéaticamente
empleando el aparato Ettan Digester que esta disefiado
para descomponer proteinas enteras en unidades de
gel de poliacrilamida y, luego, extraer los péptidos
resultantes antes de realizar el andlisis de
espectrometria de masas basada en el método Matrix
Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight
(MALDI-TOF). El protocolo de digestion empleado fue
el de Shevchenko et al (236) con minimas variaciones:
los fragmentos de gel se lavaron con bicarbonato
amonico 50 mM en metanol 50% y acetonitrilo 70% vy
se secaron en un Speedvac. A continuacion, se afadié
tripsina porcina modificada para llevar a cabo la
digestion a 37°C durante una noche. La extraccion de
los péptidos se realizd6 empleando acetonitrilo 60% vy
acido formico 0.1%. Se mezclé una alicuota de la
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solucion de digestidon con otra de acido a-ciano-4-
hidroxicindmico en acetonitrilo acuoso 30%, 2-propanol
15% vy acido trifluoroacético 0,1%. Esta mezcla se
depositd en una placa 384 Opti-TOF 123x81 mm
MALDI empleando el método de la capa gruesa y
dejando que secara a temperatura ambiente. Los
espectros de masas MS y tandem MS/MS se
obtuvieron en un equipo 4800 Plus MALDI-TOF/TOF
Analyzer (Figura 35).

El espectrémetro fue calibrado a la masa tedrica de +
50 ppm. Los espectros obtenidos se analizaron
informéaticamente para la identificacion de las distintas
proteinas. Cuando era necesario, se identificaron las
proteinas mediante la fragmentacion de los péptidos
internos de las mismas, utilizando un electrospray
como fuente de ionizacion y un espectrometro de

masas en tandem (MS/MS).
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Figura 35. Espectrometro de masas Mass Spectrometer-4800 Plus MALDI
TOF/TOF™ Analyzer.

Para el andlisis automatico de los datos de masa
obtenidos se empledé el paquete informatico 4000
Series Explorer version 3.5.3. Los datos de MS vy

MS/MS  (Tandem mass spectrometry) fueron

combinados gracias al paquete informatico GPS
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Explorer Software version 3.6, y de esta manera se
realiz6 una busqueda frente a una base de datos de
proteina no redundante del National Center for
Biotechnology Information (NCBInr o Swiss-Prot)
empleando Mascot version 2.2, con una tolerancia de
masa para los fragmentos de 50 ppm y permitiendo la
presencia maxima de un unico punto de corte fallido.
Los espectros de MS y MS/MS vy los resultados de las
busquedas fueron inspeccionados en detalle
manualmente empleando los paquetes informaticos

antes comentados.
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2.10. Andlisis estadistico

Para el calculo del tamafio muestral se utilizé la formula

=2X2X0A7P) (37) donde t es el nivel de confianza, p

la prevalencia y m el margen de error.

Los andlisis estadisticos se han realizado mediante el
programa informatico SPSS 15.0 (Statistical Package
for the Social Sciences) versién 15. Utilizando este
software se ha estimado el intervalo de confianza del
porcentaje de pacientes con prueba de provocacion
conjuntival positiva, y se ha calculado la correlacion
entre la dilucion a la que los pacientes presentaban
prueba de provocacion conjuntival positiva y la clase de
IgE especifica sérica de Morus alba mediante la Tau b
de Kendall al ser la dilucibn una variable no

paramétrica ordinal.

Se han seguido los principios éticos que sirven para
orientar a los médicos y a otras personas que realizan
investigacién médica en seres humanos recogidos en
las normas de Helsinki (238) y, asimismo, este estudio
tiene la autorizacién del Comité Etico de la Universitat
de Valencia. A todos los participantes se les presento el
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documento de consentimiento informado (Anexo A) que

aceptaron para ser introducidos en el estudio.
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RESULTADOS



166

lll. RESULTADOS

1.Calculo del tamafio muestral

Para el calculo del tamafio muestral, al no haber datos
previos de prevalencia de sensibilizacion a polen de
morera en nuestra area de estudio, se realizaron
previamente pruebas cutaneas a 30 pacientes que
padecian rinitis alérgica por pélenes obteniéndose una
prevalencia de sensibilizacion a polen de morera del
20%. Este dato era acorde con los obtenidos por
Huertas et al que encontraron una prevalencia del
18,42% entre los polinicos que estudiaron (239) en la
region de Cartagena. Utilizando la féormula para el

2 xpx(l-p)

célculo del tamafo muestral n = siendo t el

nivel de confianza del 95% (1,96), p la prevalencia
observada (20%) y m el margen de error (8%) se
obtuvo un tamafo muestral de n= 101 una vez afiadido
un 5% de pacientes para compensar las pérdidas a lo
largo del estudio.

Los 101 pacientes seleccionados tenian una edad
media de 33,72 + 13,42 afios, siendo un 67,42%
mujeres (n=60) y el resto hombres (n=41).
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2.Pruebas cutaneas con extractos de
aeroalérgenos

Tras la realizacibn de pruebas cutaneas no se han
detectado pacientes Unicamente sensibilizados a polen
de morera. Los 101 pacientes del estudio, todos ellos
sensibilizados a polen de morera, también lo estaban a
otros podlenes (Tabla 11), con un porcentaje que
oscilaba entre 88,64% de pacientes sensibilizados a
polen de olivo y a polen de parietaria, y un 25% con
sensibilizacién a polen de ciprés, el 25%. Las pruebas
cutaneas realizadas en 5 pacientes no atdpicos que

sirvieron como controles fueron negativas.

Olivo 88,64
Parietaria 88,64
Gramineas 84,09
Artemisa 75

Chenopodium 79,55
Platano de la sombra 70,45
Plantago 65,91
Taraxacum 54,55
Ciprés 25

Tabla 11. Porcentaje de pacientes sensibilizados a polen de Morus alba con
sensibilizacién cutanea a otros pélenes.
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3.Prueba de provocacion conjuntival con
extracto de polen de Morus alba

Nuestros resultados muestran que de los 101 pacientes
sensibilizados a polen de Morus alba incluidos en el
estudio, el 44,55% + 9,7 con un intervalo de confianza
del 95% (n=45) presentaron positividad a la prueba de
provocacién conjuntival con extracto de polen de
morera segun el método descrito en el epigrafe 2.3 de
métodos. De estos 45 pacientes, el 33,33%
presentaban positividad a la dilucion mas baja (1:1),
mientras que sélo un 11% presentaban positividad con
la dilucion mas alta (1:1000). Las pruebas de
provocacion ocular llevadas a cabo en 5 pacientes no
atopicos que sirvieron como controles fueron negativas.
En la tabla 12 se exponen todos los resultados de la
prueba de provocacion conjuntival segun la dilucion a la

gue presentaban reaccion los pacientes.

Dilucién N %
1:10 19 42,22
1:1 15 33,33
1:100 6 13,33
1:1000 5 11,11
Total 45 100

Tabla 12. Resultados de la prueba de provocacién conjuntival positiva segun
dilucién del extracto de Morus alba, realizadas a partir de una soluciéon a5
mg/ml.
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4.Cuantificacion de IgE especifica sérica

En los pacientes que presentaban prueba de
provocacion conjuntival positiva se cuantificé IgE
especifica sérica de polen de Morus alba y de
panalérgenos. De los 45 pacientes con prueba de
provocacién conjuntival positiva, Unicamente en 7
(15,55%) no se detectd IgE especifica sérica de polen
de morera. En cambio, el 22,22% (n=10) presentaban
niveles de IgE especifica sérica de polen de morera por
encima de 3,5 KU/L. El 64,45% restante de pacientes
tenian un valor de IgE especifica de polen de Morus
alba entre 0.35 y 3.5 kU/ml. En la tabla 13 se recogen
todos los valores de IgE especifica sérica de polen de
morera. Asi pues, el 66,66% (n=30) de los pacientes
sensibilizados a polen de Morus alba tenian clases 2- 3
de IgE especifica sérica.

Se realizé cuantificacidon de IgE especifica mediante
sistema UNICAP (Phadia, Sweden) de profilina (Phl p
12), Par j 2 y polcalcina (Phl p 7) en los sueros de los
45 pacientes con prueba de provocacion conjuntival
positiva con polen de morera. Los resultados muestran
que un 35,55% de los pacientes estaban sensibilizados
a polcalcina, un 33,33% lo estaban a profilina, y un
44,44% lo estaban a Par j 2 (Tabla 14).
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kU/L CLASE N° kU/L CLASE N° ku/L CLASE

16 31
17 32
18 33

19 34

20 35
21 36
22 37
23 38
24 39
10 25 40
11 26 41
.
13 28 43
14 29 44
‘ Tabla 13. Resultados de IgE especifica sérica de polen de Morus alba en

pacientes con prueba de provocacién conjuntival positiva con polen de
Morus alba.

N %
Polcalcina 15 33,33
Parj2 20 44,44

Tabla 14. Pacientes sensibilizados a polen de Morus alba con sensibilizacién
a panalérgenos.

El analisis de correlacion mediante el test Tau b de
Kendall no ha podido establecer una correlacion

positiva (p= 0,092) entre la dilucion a la que el paciente
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dio positivo en la prueba de provocacion conjuntival y la
clase de IgE especifica sérica de Morus alba en el

suero del paciente.
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5.Determinacion de masas moleculares de
proteinas del extracto de polen de Morus
alba

Con el extracto de polen de Morus alba se realizo
estudio de determinacion de masas moleculares
mediante SDS-PAGE.

SDS-PAGE Coomassie [Exiracto de pden de Moras albe

kDa M 1 2 3 4 5
970 w—

660 m— -

50— ;

300 w— ‘

200 -

14,4 ae—
— . o - -

Figura 36. SDS-PAGE de extracto de polen de Morus alba. Calles 1- 5 con

extracto de polen de Morus alba a distintas concentraciones. M: Patréon de
masas moleculares.

Como se puede ver en la figura 36, en el estudio de
electroforesis del extracto de polen de morera destacan
bandas proteicas de 8-10, 14-15, 17, 25-30, 45, 55, 66
y 80 kDa.
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6. Determinacion de las proteinas
alergénicas mediante western-blotting

Posteriormente se llevd a cabo el estudio de las
proteinas separadas electroforéticamente mediante
western-blotting con los sueros de los pacientes
sensibilizados a polen de Morus alba y con positividad
en la prueba de provocacion conjuntival con dicho
polen, para determinar qué proteinas son fijadas por el
suero de los pacientes, y por lo tanto son alergénicas.
Podemos ver los resultados en las figuras 37 a 39. Se
analizaron los sueros de 32 pacientes de los 45
previstos, ya que a la vista de los primeros resultados
obtenidos, haber analizado todos los sueros no habria

supuesto una diferencia sustancial en los resultados.
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174

[Exiracto de palen Aforus albe |

1

2 3 4

3 68 7

§ U I0II C MiDs

970

L66 0

- 4§|0
w30

201

144

L R B

-

& ll

L P
Figura 37. Western-blotting con suero de pacientes sensibilizados a Morus
alba utilizando extracto de Morus alba. Sueros 13 a 23. Calle 1: Suero del
paciente 13. Calle 2: Suero del paciente 14. Calle 3: Suero del paciente 15.
Calle 4: Suero del paciente 16. Calle 5: Suero del paciente 17. Calle 6: Suero
del paciente 18. Calle 7: Suero del paciente 19. Calle 8: Suero del paciente 20.
Calle 9: Suero del paciente 21. Calle 10: Suero del paciente 22. Calle 11: Suero
del paciente 23. Calle C: Suero control (mezcla de sueros de personas no
atépicas). M: Patron de masas moleculares.

SDS-PAGE Immurnoblotting
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Figura 38. Western-blotting con suero de pacientes sensibilizados a Morus
alba utilizando extracto de Morus alba. Sueros 24 a 34. Calle 1: Suero del
paciente 24. Calle 2: Suero del paciente 25. Calle 3: Suero del paciente 26.
Calle 4: Suero del paciente 27. Calle 5: Suero del paciente 28. Calle 6: Suero
del paciente 29. Calle 7: Suero del paciente 30. Calle 8: Suero del paciente 31.
Calle 9: Suero del paciente 32. Calle 10: Suero del paciente 33. Calle 11: Suero
del paciente 34. Calle C: Suero control (mezcla de sueros de personas no
atopicas). M: Patrén de masas moleculares.
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Figura 39. Western-blotting con suero de pacientes sensibilizados a Morus
alba utilizando extracto de Morus alba. Sueros 35 a 44. Calle 1: Suero del
paciente 35. Calle 2: Suero del paciente 36. Calle 3: Suero del paciente 37.
Calle 4: Suero del paciente 38. Calle 5: Suero del paciente 39. Calle 6: Suero
del paciente 40. Calle 7: Suero del paciente 41. Calle 8: Suero del paciente 42.
Calle 9: Suero del paciente 43. Calle 10: Suero del paciente 44. Calle C: Suero
control (mezcla de sueros de personas no atopicas). M: Patron de masas
moleculares.

En las imagenes de western-blotting destacan sobre
todo, en frecuencia e intensidad de fijacién, un bandeo
en la zona de masas moleculares aparentemente
pequefias: dos bandas de aprox. 14 y 15 kDa, dos
bandas de aprox. 8 y 10 kDa, y luego con mucha
menor frecuencia bandas de aprox. 45 kDa, 20 kDa y
17 kDa. Destacan especialmente las bandas de baja

masa molecular: 14 y 15 kDa (aparecen en el 21,8 %

de los sueros); la de aprox. 8 kDa aparecen en 50 %
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de los sueros, y la de 10 kDa en el 37,5 % de los
sueros (Tabla 15).

Peso molecular (kDa) Numero de sueros reactivos (N=32)

8 16 (50%)
10 12 (37,5%)

14-15 7 (21,8%)
17 6 (18,75%)
20 3 (9,3%)
30 3 (9,3%)
45 7 (21,8%)

Tabla 15. Perfil de reconocimiento de bandas proteicas de los pacientes
sensibilizados a polen de morera.



177

7.Estudio mediante western-blotting
inhibicion de las proteinas alergénicas de
polen de Morus alba y otras proteinas

Para estudiar las bandas proteicas detectadas
previamente, se realizé un estudio mediante western-
blotting inhibicion con profilina de pdlenes y blotting
directo con suero de conejo anti-profilina con objeto de
verificar que las bandas de aprox. 14,5 y 15 kDa que
aparecen al enfrentar el extracto de polen de M alba
con los sueros 23 y 38 son dos isoformas de profilina
del polen, como se puede observar en las figuras 40 y
41. En las calles en las que incuba el suero
previamente con profilina, la banda proteica de 14 kDa
no se fija. Esto se debe a que ya no queda IgE
especifica de profilina en el suero del paciente al unirse
ésta a la profilina de polen que se ha utilizado como
inhibidora) (Figura 40: calles 2 a 4 y Figura 41: calles 2

y 3).



178

SDS-PAGE Innmunohlotting - inhib icion | Extracto pelen Morus aiba |
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Figura 40. Western-blotting inhibicién de banda proteica de 14 kDa con
profilina en suero 23. Calle C: Suero control (mezcla de sueros de personas
no atdpicas). Calle 1: Suero del paciente 23 preincubado con extracto de
polen de Morus alba (1 mg/ml) (inhibicién homéloga. Control positivo de
inhibicién). Calle 2: Suero del paciente 23 preincubado con profilina de polen
Olea europaea (75 pg/ml). Calle 3: Suero del paciente 23 preincubado con
profilina de polen Artemisia vulgaris (75 pg/ml). Calle 4: Suero del paciente 23
preincubado con profilina de polen palmera Phoenix dactylifera (75 pg/ml).
Calle 5: Suero del paciente preincubado con BSA (75 pg/ml). Calle S: Suero
conejo anti-profilina. Calle C;: Suero de conejo sin inmunizar (control
negativo de conejo). M: Patrén de masas moleculares.
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SD S-PAGE Immunob b tting - inhi icion | Extracte polen 2raus aide
Suerc padente 38

. hxmmo-
Drpramobbtting-mbubic in blotting
CT 2 3 4 SC MkDa

97,0
66,0

45,0

30,0

201

14,4

Figura 41. Western-blotting inhibicién de banda proteica de 14 kDa con
profilina en suero 38. Calle C: Suero control (mezcla de sueros de personas
no atépicas). Calle 1: Suero del paciente 38 preincubado con extracto de
polen de Morus alba (0,8 mg/ml) (inhibicion homologa. Control positivo de
inhibicion). Calle 2: Suero del paciente 38 preincubado con profilina de polen
de Artemisia vulgaris (50 pg/ml). Calle 3: Suero del paciente 38 preincubado
con profilina de polen palmera Phoenix dactylifera (50 pg/ml). Calle 4: Suero
del paciente 38 preincubado con BSA (50 pg/ml). Calle S: Suero conejo anti-
profilina. Calle C;: Suero de conejo sin inmunizar (control negativo de
conejo). M: Patrén de masas moleculares.
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8. Identificacion de proteinas

Tras observar la presencia de una banda proteica de 8
kDa y otra de 10 kDa en un 50% de los estudios de
western-blotting con los sueros de los pacientes y polen
de morera, se llevo a cabo un estudio de identificacion
de proteinas que determind que la banda proteica de 8
kDa correspondia a una proteina de la familia de las
LTP observandose péptidos coincidentes con la LTP de
Morus notabilis tras cotejar los datos obtenidos en la
base de datos de proteina no redundante NCBInr
SwissProt empleando Mascot version 2.2 (Matrix
Science). Con la banda proteica de 10 kDa no se
observaron coincidencias con otras proteinas ya

registradas en la base de datos.
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9. Estudio mediante western-blotting
inhibicién con LTP

Para verificar que estas proteinas de 8 y 10 kDa
correspondian a proteinas transferidoras de lipidos
(LTP), se ha realizado estudio de western-blotting
inhibicion utilizando Par j 1+Par j 2 a 100 pg/mi,
alérgenos mayores de Parietaria judaica, que
pertenecen a la familia de las LTP, y podrian inhibir la
fijacion de dichas proteinas de 8 y 10 kDa. Los
resultados muestran que en este estudio con el suero
24 se produjo dicha inhibicion con ambas bandas como
se puede observar en la figura 42 calle 4. Sin embargo,
con el suero 22 no se obtuvo el mismo resultado a
pesar de que el estudio de identificacidbn proteica
identificaba la banda de 8 kDa como una proteina LTP
(Figura 43 calle 8). Ademéas, no se ha observado
inhibicion de ninguna de las dos proteinas (8 y 10 kDa)
con Pru p 3 a 100 pg/ml (LTP de melocotén) en los
estudios de western-blotting inhibicion realizados con
los sueros 22 y 24 (Figura 42-calle 5y figura 43-calle
9).
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Figura 42. Western-blotting inhibicion de banda proteica de 8 y 10 kDa con
Par j1-Par j2, Pru p3 y otros p6lenes. Calle C: Suero control (mezcla de sueros
de personas no atépicas). Calle 1: Suero del paciente 24 preincubado con
extracto de polen Morus alba (Img/ml)(inhibicién homdéloga. Control positivo
de inhibicién). Calle 2: Suero del paciente preincubado con extracto de polen
Parietaria judaica (1 mg/ml). Calle 3: Suero del paciente preincubado con
extracto de polen Olea europaea (lmg/ml). Calle 4: Suero del paciente
preincubado con Par j 1+2 (75 pug/ml). Calle 5: Suero del paciente preincubado
con LTP Pru p3 (100 pg/ml). Calle 6: Suero del paciente preincubado con
extracto de cordero (1 mg/ml). Calle 7: Suero del paciente preincubado con
BSA (75 pg/ml). M: Patrén de masas moleculares.




183
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Figura 43. Western-blotting inhibicién de banda proteica de 8 kDa con Par j1-
Par j2 y otros p6lenes. Calle C: Suero control (mezcla de sueros de personas
no atépicas). Calle 1: Suero del paciente 22 preincubado con extracto polen
Morus alba (1 mg/ml) (inhibicién homéloga. Control positivo de inhibicion).
Calle 2: Suero del paciente preincubado con extracto polen Parietaria judaica
(2 mg/ml). Calle 3: Suero del paciente preincubado con extracto polen Olea
europaea (1 mg/ml). Calle 4: Suero del paciente preincubado con extracto
polen Artemisia vularis (1 mg/ml). Calle 5: Suero del paciente preincubado
con extracto polen Phleum pratense (1 mg/ml). Calle 6: Suero del paciente
preincubado con extracto polen Platanus acerifolia (1 mg/ml). Calle 7: Suero
del paciente preincubado con extracto de cordero (1 mg/ml). Calle 8: Suero
del paciente preincubado con Par j 1+2 recomb (100 pg/ml). Calle 9: Suero del
paciente preincubado con LTP Pru p3 (100 pg/ml). Calle 10: Suero del
paciente preincubado con BSA (100 pg/ml). M: Patrén de masas moleculares.
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DISCUSION
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IV. DISCUSION

Aerobiologia de Morus alba

La época de floracién del arbol de la morera comienza
a finales de febrero y se prolonga hasta principios de
abril, siendo la primera quincena de marzo el momento
en el cual se recogen las mayores cantidades de polen
en los captadores de polen de la zona de Valencia, con
picos que pueden alcanzar los 160 granos de polen/m?.
Se ha detectado polen de morera en la misma época
del afio en Sevilla, Salamanca, Toledo y Madrid (185,
240-242). Sin embargo, Erkara et al, en un estudio
realizado en Turquia, detectaron polen de morera en el
mes mayo (243). Existen otros estudio aerobiologicos
tanto dentro como fuera de Espafia en los que se ha
detectado polen de morera, sin concretar la época del
afo. Son estudios cuya finalidad es ver qué pdlenes se
detectan mediante uso de captadores en diferentes
nacleos urbanos. Uno se realizé en la India (244), y el
otro en Espafa (245).

El grupo de poélenes que se incluye en las pruebas
mediante prick test para el diagnéstico de la
sensibilizacion a alérgenos incluye pélenes que tras

detectarlos en el aire ambiental, se ha demostrado su
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implicacion en una enfermedad respiratoria estacional.
El polen de morera no se incluye de forma rutinaria en
estas pruebas por no haberse comprobado su
relevancia clinica, probablemente por no haber
estudios que la avalen. En general, se utilizan los
mismos grupos de pdélenes en la mayoria de Servicios
de Alergia para el diagnéstico, aunque puede haber
variaciones en funcién del area geografica y puede
aumentarse el numero con la inclusion de polenes
nuevos. Marcos et al estudiaron la sensibilizacion a
polen de Pinus sylvestris y Pinus radiata (246), que no
se incluia previamente de forma rutinaria en las
pruebas de prick test, en los pacientes alérgicos que
acudieron para estudio por presentar sintomas
respiratorios entre los afios 1995 y 1999. Diez de estos
pacientes estaban sensibilizados a polen de pino, vy
seis estaban sensibilizados solamente a este polen,
todos ellos presentaban clinica rinoconjuntival
coincidente con la época de polinizacion del pino. El
hecho de que estuvieran sensibilizados Unicamente al
polen de Pinus sylvestris o Pinus radiata puso de
manifiesto la implicacion del mismo en Ia

rinoconjuntivitis que presentaban los pacientes.
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Existen pocos estudios sobre prevalencia de
sensibilizacion a polen de Morus alba. En un estudio
realizado en la region de Murcia, la prevalencia de
sensibilizacion cutanea a Morus alba fue del 8,7%
(224). En los resultados en nuestra muestra el
porcentaje de pacientes con polinosis que presenta
sensibilizacion a polen de Morus alba alcanza el 20%.
No hemos detectado la existencia de pacientes
monosensibilizados a polen de morera. Este mismo
hecho tampoco se observé en el estudio de Huertas et
al en Cartagena (239). En dicho estudio, la mayoria de
pacientes sensibilizados a Morus alba presentaban
también sensibilizacién frente a Salsola y a Plantago
(91,4%), a Chenopodium (88,6%), y a palmera (85,7%).

Prueba de provocacion conjuntival con polen de Morus
alba

La mayoria de trabajos sobre la prevalencia de alergia
a polenes utilizan el prick test y/o la determinacion de
IgE especifica sérica para determinar la sensibilizacion
a estos alérgenos. Sin embargo, Leonardi et al
observaron que en pacientes con conjuntivitis alérgica,
la conjuntiva puede ser el Unico organo en el que
podemos detectar sensibilizacién alergénica, lo que

explicaria la poca correlacion entre sensibilizacion
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sérica y local ocular (247). Estos autores sugieren que
la determinacion de IgE especifica local en lagrimas y
la prueba de provocacion ocular con polen pueden ser
tiles en el diagndstico de la conjuntivitis alérgica. De
hecho, muestran que en aproximadamente un 30% de
pacientes con esta patologia alérgica ocular solamente
es posible demostrar la sensibilizacion alérgica
mediante una prueba de provocacion conjuntival.
Hoffmann-Sommergruber et al (248) observaron la
existencia de una correlacion positiva entre los
sintomas oculares y la presencia de IgE especifica en
lagrimas de pacientes con conjuntivitis alérgica
(p<0.0001), mientras que no habia una correlacién
significativa entre IgE especifica sérica y las
manifestaciones de la alergia ocular (p=0.73). En
nuestro trabajo no se han medido niveles de IgE
especifica en lagrimas, pero observamos que no existe
correlacion entre los niveles de IgE-especifica sérica de
polen de morera y la dilucion a la que el paciente
presenta positividad en la prueba de provocacion
ocular, es decir, no hemos detectado una correlacion
entre sensibilizacion sistémica y local. En cambio, en
un trabajo realizado por Abelson et al en pacientes con
conjuntivitis alérgica por polen de Poa pratensis,

Ambrosia artemisiaefolia y/o gato, el 80% de los
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pacientes con una prueba cutanea positiva a uno de
estos alérgenos, presentaban una prueba de
provocacion ocular positiva con dicho alérgeno (86).
Otro estudio observd una correlacion del 71% entre
pruebas cutaneas mediante prick test e IgE especifica
sérica, y el test de provocacion conjuntival (249). De
estos estudios podemos concluir que existe una buena
correlacion entre pruebas cutdneas y prueba de
provocacion ocular. Sin embargo, en nuestro caso la
correlacion fue del 45%. Esto podria deberse a que el
polen de morera podria tener menos capacidad de
producir clinica ocular. Las divergencias de nuestros
resultados con los estudios de correlacion
anteriormente citados podrian deberse a que
estudiamos alérgenos distintos.

En las pruebas de provocacion nasal o conjuntival, se
utilizan concentraciones de alérgeno progresivamente
crecientes. Si no se reproducen sintomas alérgicos tras
la exposicibn en conjuntiva o0 mucosa nasal a la
concentracion mas alta de alérgeno, concluimos que la
prueba es negativa. Segun algunos autores no existe
correlacion entre la concentracion a la que es positiva
la prueba de provocacion nasal y la severidad de los
sintomas durante la polinizacién (250). En cambio otros

observan gque cuanto mayor es la dilucién del extracto
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de polen utilizado con la que el paciente presenta
positividad en la prueba de provocacién conjuntival,
antes aparecen los sintomas cuando llega la
polinizacion del polen al que el paciente esta
sensibilizado (251). En nuestro caso, debido a que
todos los pacientes estaban sensibilizados a otros
pélenes, ademas de Morus alba, coincidentes en la
época de polinizacion, no ha sido posible realizar un
estudio de correlacién entre los niveles de polen de

morera en el ambiente y la intensidad de los sintomas.

Pélenes que coinciden con el polen de morera en la

época de polinizacion.

El polen de Morus alba poliniza desde finales de
febrero hasta principios de abril. Existen otros polenes
gue también polinizan de forma importante en estos
meses del afio como son el pino (Pinus radiata), el
fresno (Fraxinus excelsior) y el platano de la sombra
(Platanus acerifolia). La coincidencia en la época de
polinizacibn de estos poélenes con otros y su co-
sensibilizacién ha sido analizada en algunos trabajos.
No obstante, el polen de la morera no ha sido incluido
en ellos y no existen practicamente datos sobre la
sensibilizacién simultdnea a Morus alba y a otros

polenes.
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Gastaminza et al publicaron en 2009 un estudio sobre
la alergenicidad y reactividad cruzada del polen de pino
(252). Sin embargo Unicamente se estudio la
reactividad cruzada con gramineas. No se realizd
prueba cutanea con extracto de morera. Estos autores
observaron un alto grado de reactividad cruzada entre
las diferentes especies de pino. Esta reactividad
cruzada fue baja entre polen de pino y polen de

gramineas.

El fresno (Fraxinus excelsior), perteneciente a la familia
de las oleaceas, poliniza en el mes de marzo. Existen
pocos casos de pacientes monosensibilizados a polen
de fresno el cual presenta reactividad cruzada con
otros polenes debido a la presencia en su composicion
de panalérgenos como Bet v1-like, profilina y polcalcina
(253). Morus alba contiene también los panalérgenos
profilina y Bet vl1-like. Hemmer et al observaron que
Gnicamente un 20% de las sensibilizaciones cutaneas a
polen de fresno se debian a la reactividad cruzada de
sus panalérgenos, siendo el resto debido a

sensibilizaciones primarias (198).
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El polen de platano de la sombra (Platanus acerifolia)
poliniza a finales de marzo y principios de abiril
coincidiendo con el polen de morera. En un estudio de
Varela et al (254) en pacientes con sintomas de
rinoconjuntivitis en esta época del afio, se detecto
sensibilizacion a platano de la sombra mediante prueba
cutdnea en el 74% de los pacientes mientras que un
39% estaban sensibilizados a polen de morera (Morus
alba). Durante los dos meses de polinizacién, un 59%
del polen recolectado correspondia a platano de la
sombra mientras que un 7% era polen de morera. El
hecho de que hubiera un alto porcentaje de
sensibilizados a polen de morera con tan poca
presencia de este polen en las muestras de polen
recogidas, podria indicar que el polen de morera tiene
una capacidad sensibilizante muy alta.

Nuestros resultados muestran que en un 70% de los
pacientes con prueba cutanea positiva a polen de
morera estaban también sensibilizados a platano de la
sombra. Teniendo en cuenta que Pla a 8 es un
alérgeno de platano de la sombra que pertenece a la
familia de las profilinas, es posible que la positividad del
prick test a polen de platano de sombra que presentan
los pacientes sensibilizados a polen de la morera se

deba a un alérgeno comun que podria ser la profilina.
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Sin embargo, en nuestros pacientes sensibilizados a
polen de morera y platano de la sombra, la
sensibilizacion a profilina es solamente del 35.4%. La
diferencia podria deberse a compartir otro panalérgeno
como es la LTP que en platano de la sombra
corresponde a Pla a 3.

Reactividad cruzada de los alérgenos de Morus alba
Recientemente se han descrito dos alérgenos en Morus
alba: Mor a 17 kDa y Mor a 4 (255). Mor a 17 kDa es
un alérgeno Bet v 1-like detectado en el fruto de la
morera (256). Bet v 1 corresponde al alérgeno mayor
del polen de abedul (Betula verrucosa). En la figura 30
se muestra el patron de reactividad cruzada de este
alérgeno. Observamos que de los péblenes que
contienen alérgenos que presentan reactividad cruzada
con Bet v 1, ninguno esta presente en nuestra area
geografica de estudio. Sin embargo nuestros resultados
muestran en el andlisis por Western Blot que el 19% de
los sueros de los pacientes sensibilizados a polen de
morera fijan una proteina de 17 kDa cuando se utiliza
Morus alba como antigeno. Es posible que estos
pacientes estén sensibilizados a Bet v 1 como
consecuencia de reactividad cruzada con el alérgeno
Mor a 17 kDa.



194

~
A

ALLERG JIME The Plaform for Allergen Knowledge

Allergome Sequence Homology 0-Ring
Gererated on fgel]l 21, 2014 at 1653 +1 GIT

TR . N
Tar 0 1, i = “l‘.\ o
W% 8% iin
Rub 1 1 / fct d 8
b B W TTIYAL BN a2 3
4 N AL Ay 7y
- &
w2 2| & e | ¥ s
44, Ay ! P
a
e «::\‘ '((4‘“ hin & 1/Bat v 1/Cor @ 1 TPCZ
);A‘ «
Pru p 1l My 4 Aln & 1/Bat v 1/Cor a
s A&
» = :\“‘
Pru av 1 = = f‘"“‘
7 v AN
xé. ~7 )
- -~ Y
(Y ™t “arah 8

?
’ ~
0, ~
~ 4
NS
>
SR
Y.
2
AW
L
-
-~

! ) 1y,
Pet ¢ 1 » o 4 fs0a 0 12k0
N o P Y
275 Rge ;
Mal d 1 “: “"’ i N 1 5 %: o Cir b1
— IARUA 1, »
A\ | 43 s y' - 2. A

Figura 44. Reactividad cruzada de Bet v 1. Fuente: www.allergome.org.

El otro alérgeno descrito en polen de Morus alba es
Mor a 4 de 14 kDa, que pertenece a la familia de las
profilinas. En nuestro estudio mediante blotting-
inhibicion y blotting directo con el suero de nuestros
pacientes, comprobamos que la banda de 14 kDa
detectada mediante la técnica de Western Blot,
correspondia a una profilina. Ruiz-Garcia et al

realizaron un estudio en 28 pacientes alérgicos a
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profiina para demostrar su relevancia como
aeroalérgeno y como causante de clinica respiratoria
mediante la realizacion de test de provocaciones
bronquiales y nasales utilizando extracto de Pho d 2,
profilina de palmera (Phoenix dactylifera) (257). Un
77% de los pacientes presentaron una prueba de
provocacion bronquial especifica positiva y un 9%
tuvieron respuesta positiva a la prueba de provocacion
nasal especifica. Asi pues, un panalérgeno como la
profilina puede ser causa de rinitis y asma en pacientes
sensibilizados a polenes que la contengan, como es el
caso del polen de morera. En nuestro estudio, de los
pacientes con prueba de provocacién ocular positiva,
un 35,55% estaban sensibilizados a profilina. Dado que
la prueba de provocacion conjuntival se ha realizado
con extracto de polen de morera y no Unicamente con
profilina, no podemos concluir que la positividad de la
prueba sea debida siempre a la profilina.

En 1990 se publicé un estudio de reactividad cruzada
entre Parietaria judaica y Morus alba. La parietaria
judaica es una hierba perenne muy frecuente en el area
mediterranea donde existe una alta prevalencia de
sensibilizacion al polen de esta planta en pacientes
alérgicos. Nuestros resultados muestran que un 88%
de los pacientes sensibilizados a polen de morera
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presentaban una prueba cutanea positiva a polen de
parietaria. Estos datos son concordantes con los
obtenidos por Ayuso et en un trabajo en el que
estudiaron la reactividad cruzada entre Parietaria
judaica y Morus alba en 28 pacientes sensibilizados a
polen de parietaria (258). De estos 28 pacientes, el
89% tenian prueba cutanea positiva a polen de morera,
y un 78% presentaban IgE especifica de este polen.
Asi pues, los pacientes sensibilizados a uno de estos
pélenes presentan con frecuencia sensibilizacién al otro
polen. En el estudio de Ayuso, observaron que al
incubar los sueros de los pacientes sensibilizados a
polen de parietaria con discos en los que se habia
filado Morus alba utilizando como inhibidor un extracto
de polen de parietaria, la inhibicion era importante. La
cantidad de proteina necesaria para producir una
inhibicién del 50% fue 1.3 pg para el extracto de
Parietaria judaica, mientras que cuando utilizaron un
extracto de polen de morera como inhibidor, se
precisaron 19 pg. Por lo tanto, fue necesaria mayor
cantidad de polen de morera para producir la misma
inhibicion que con polen de parietaria, lo que podria
deberse a que el polen de morera contiene en menor
cantidad las mismas proteinas alergénicas que polen

de parietaria. En cambio, cuando se utilizaron discos
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con polen de parietaria fijado, el extracto de Morus alba
no presentd capacidad inhibitoria de la unién de la IgE
especifica en el suero del paciente al polen de
parietaria fijado en el disco. Este hecho indica que
algunos pacientes estaban sensibilizados a alérgenos
de polen de parietaria que no estan presentes en el
polen de morera. Los autores concluyen que ambos
polenes, polen de parietaria y polen de la morera,
comparten alérgenos que deben ser minoritarios en
polen de parietaria, y que los alérgenos especificos de
polen de morera no estan presentes en el polen de
parietaria. En nuestra opinién la primera aseveracion
no parece ser cierta ya que hemos detectado una
proteina que en el estudio de Western- Blotting muestra
inhibicion por Par j 2, alérgeno principal de polen de
parietaria. La segunda aseveracion de estos autores no
puede ser confirmada actualmente ya que no se han
detectado hasta el momento alérgenos especificos de
Morus alba vy GUGnicamente se han detectado
panalérgenos.

El analisis por SDS-PAGE del contenido proteico de
extracto de polen de morera que hemos realizado
revela varias bandas de proteinas de 8-10, 14-15, 17,
25-30, 45, 55, 66 y 80 kDa. Resultados similares han
sido obtenidos por Ayuso et al (258) que detectaron
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proteinas de 9, 80, 66, 54, 45 y 8 kDa. Estos autores
indicaron que las bandas proteicas de menor tamafo (8
y 9 kDa) unicamente aparecieron cuando se utilizaron
los sueros de los pacientes con mayor cantidad de IgE
especifica de polen de morera observandose con mas
frecuencia las bandas proteicas de alto peso molecular
(45, 54 y 66 KDa). En cambio, en nuestro estudio las
bandas fijadoras mas frecuentes corresponden a
proteinas de 8,10, 14-15 y 45 kDa. En el citado trabajo
de Ayuso et al no pudieron identificar la banda proteica
de 9 kDa del extracto de polen de morera.
Recientemente, Micheal et al han estudiado Ia
sensibilizacion a polen de morera de papel (Morus
papyrifera) en Pakistan (259). Se seleccionaron 29
pacientes con sensibilizacion cutanea a morera del
papel, de los cuales 23 tenian también sensibilizacion
cutdnea a polen de Morus alba. Esto indica una alta
reactividad cruzada entre ambas moraceas. En el suero
de 23 pacientes se reconocia una proteina de 10 kDa
mediante inmunoblotting. Esta proteina no se
correspondia con ninguna proteina en la base datos del
National Center of Biotechnology Information (NCBI).
Asimismo, los estudios de inhibicion entre esta banda
proteica de 10 kDa con Bet v 1 y con LTP fueron

negativos, por lo que los autores concluyen que esta
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banda de 10 kDa corresponde a un alérgeno aun no
descrito. Por lo tanto, ha sido detectada una nueva
proteina de 9-10 kDa en polen de morera por dos
equipos diferentes paralelamente y que no han podido
identificar. En nuestro trabajo, tras realizar el estudio de
identificacion de proteinas mediante espectrometria de
masas, se ha visto que la banda de 8 kDa corresponde
a una LTP por homologia de secuencia con la LTP de
Morus notabilis. Existen varios polenes que contienen
una LTP como alérgeno, como por ejemplo, en polen
de olivo Ole e 7, en polen de artemisa Art v 3, en polen
de parietaria Par j 1y Par j 2, y en polen de platano de
la sombra Pla a 3 (260). No fue posible la identificacién
proteica de la banda de 10 kDa pero observamos con
la técnica de inmunoblotting-inhibicion, la desaparicion
de dicha banda proteica utilizando extracto de Par |
1+Par j 2. Esto nos hace pensar que esta proteina de
10 kDa probablemente sea también una LTP.

Recientemente se ha detectado la presencia de LTP en
el fruto de Morus nigra correspondiente al alérgeno Mor
n 3 (261). Esta LTP presenta reactividad cruzada
importante con Art v 3 (polen de artemisa), Cor a 8
(avellana), y Pru p 3 (melocotdn). La LTP de parietaria
(Par j 1y Parj 2), ambrosia (Amb a 6) y olivo (Ole e 7)

no parecen tener reactividad cruzada con
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alimentos(195, 262, 263) tal vez por la menor
homologia estructural (menos de un 35%) que el polen
de artemisia. En nuestro estudio, cuando se ha
realizado un andlisis mediante blotting-inhibicién de las
bandas proteicas de 8 y 10 kDa de polen de morera
utilizando Pru p 3, el resultado ha sido negativo. Esto
no es extrafio si tenemos en cuenta que la mayor
homologia de los péptidos de la LTP de Morus alba se
ha detectado con Par j 2, y que no se ha descrito
reactividad cruzada entre polen de parietaria y LTP de
alimentos. Por lo tanto, la LTP descrita en polen de
morera no parece tener reactividad cruzada con LTP de
alimentos. Aunque la LTP de polen de Morus alba no
tiene reactividad cruzada con la LTP de alimentos
como melocotén, consideramos importante sefialar que
en un estudio realizado en pacientes de Madrid y
Murcia, se observaron importantes diferencias en
cuanto a perfiles clinicos. La existencia de polinosis
especificas asociadas a LTP en Murcia (264),
principalmente Artemisia y Parietaria, hizo pensar a los
autores en el posible papel de la sensibilizacién
inhalatoria a LTP de podlenes como factor de riesgo en
sensibilizacion alimentaria multiple. Ademas, el polen
de morera puede producir urticaria de contacto (265)
asi como sindrome de alergia oral por reactividad
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cruzada entre la proteina Bet v 1-like contenida en
polen de morera y frutas rosaceas (266), en este caso,
por sensibilizacion inicial a estas ultimas. En nuestro
estudio, de todos los pacientes sensibilizados a polen
de morera, solamente 6 pacientes (13,3%) presentaban
alergia alimentaria, fundamentalmente a alimentos de
la familia de las rosaceas. En estos pacientes, un
estudio mas amplio determiné la presencia de
sensibilizacion a LTP de melocoton (Pru p 3) en 4 de
ellos, y a profilina en dos. Estos datos corroboran la
escasa reactividad cruzada entre la LTP de
morera/parietaria y la LTP de alimentos.

Debido a la presencia principalmente de panalérgenos
en polen de morera, estos pacientes estan
sensibilizados a varios podlenes y el tratamiento con
inmunoterapia especifica no seria la opcidbn mas
adecuada ya que los panalergenos no se encuentran
en los extractos alergénicos de las vacunas en
cantidades suficientes para generar inmunogenicidad y
por lo tanto, para inducir tolerancia a la exposicién al
polen. Ademas, actualmente ninguna casa comercial
fabrica vacunas alergénicas con polen de morera.
Estos pacientes deberian seguir tratamiento
farmacoldgico. Si los pacientes estan sensibilizados a
otros polenes, coincidentes o no con el polen de



202

morera en su época de polinizacién, y presentan
sintomas durante dicha época, podrian ser candidatos
a tratamiento hiposensibilizante con estos otros
polenes. También la presencia de panalérgenos en
polen de morera nos impide discernir entre
sensibilizacion primaria a polen de morera de
sensibilizacion a alérgenos de otras plantas con

reactividad cruzada con alérgenos de polen de morera.

Nuestro estudio enfatiza la importancia de identificar los
polenes que se encuentran en el aire que respiran los
pacientes alérgicos, y obtener sus mediciones a nivel
regional. Esto es de gran utilidad para realizar estudios
de alergia respiratoria asi como para prevenir la
exposicion y por tanto, la aparicién de sintomas graves
en los pacientes alérgicos a pollenes. Asi pues, nuestra
investigaciéon podria ser util para los alerg6logos de
nuestra area geografica de estudio, para establecer un
diagnostico preciso y, mejor control de los sintomas
alérgicos de los pacientes.

Nuestros resultados indican que se debe incluir
extracto de Morus alba en la realizacién de las pruebas
cutaneas en pacientes con sintomas de rinitis alérgica
en época de polinizacibn de este polen. Esto nos

permitiria detectar pacientes sensibilizados Unicamente
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a polen de morera e identificar alérgenos especificos
de este polen.
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CONCLUSIONES
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V. CONCLUSIONES

En funcidbn de los objetivos propuestos y de los

resultados obtenidos en el presente trabajo se pueden

establecer las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4)

La existencia de pacientes con rinitis alérgica
gue presentan pruebas cutaneas positivas con
un extracto de polen de Morus alba indica que
en nuestro medio geografico existe
sensibilizacion a polen de morera en pacientes
alérgicos.

Un  porcentaje elevado de  pacientes
sensibilizados a polen de Morus alba presenta
una prueba de exposicion ocular positiva, por lo
que deducimos que el polen de Morus alba
puede producir clinica ocular en pacientes
sensibilizados.

La inhibicion de la banda proteica de 14 kDa,
obtenida en la separacion electroforética de un
extracto de polen de Morus alba, confirma la
presencia de una proteina alergénica
perteneciente a la familia de las profilinas en el
polen de Morus alba.

En el andlisis mediante espectrometria de masas

de las dos bandas proteicas de 8 y 10 kDa
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obtenidas por western-blotting, se han
observado péptidos coincidentes con LTP de
Morus notabilis, por lo que estas bandas
proteicas corresponden probablemente a
proteinas de la familia de las LTP.

Las proteinas de polen de Morus alba
identificadas como LTP, no presentan
reactividad cruzada con LTP de melocoton y si

con LTP de Parietaria judaica.
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ANEXO A

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN
ESTUDIO DE INVESTIGACION MEDICA

Titulo del protocolo: SENSIBILIZACION A POLEN DE MORERA
Y REACTIVIDAD CRUZADA CON OTROS POLENES
Investigador principal: DAVID EL-QUTOB LOPEZ

Sede donde se realizara el estudio: CLINICA ATENEA C. /XEST,
16 (ALDAIA, VALENCIA)

Nombre del paciente:

A usted se le estd invitando a participar en este estudio de
investigacibn médica. Antes de decidir si participa o no, debe
conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este
proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le
ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea
participar, entonces se le pedira que firme esta forma de
consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y
fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO. La alergia a polen de morera
no esta suficientemente investigada en el area de Valencia.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

A usted se le estd invitando a participar en un estudio de
investigacién que tiene como objetivos determinar la relevancia de
las pruebas positivas en piel a polen de morera y su reactividad
cruzada con otros pélenes.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Los resultados del estudio servirAn para determinar la
conveniencia de recibir una vacuna antialérgica de polen de
morera. Este estudio permitird que en un futuro otros pacientes
puedan beneficiarse del conocimiento obtenido.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran
algunas pruebas complementarias como son pruebas cutaneas,
prueba de provocacion ocular y extraccion sanguinea.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO
Este estudio consta de las siguientes fases:
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La primera implica pruebas cutdneas con control positivo con
histamina que produce un habén utilizado como referencia y que
desaparece en minutos. En la segunda parte del estudio se le
aplicaran concentraciones crecientes de polen de morera en la
conjuntiva para comprobar la relevancia de la prueba cutanea
positiva. Puede ocurrir excepcionalmente un edema conjuntival
que en ningln caso afecta a la visién y es de caracter transitorio.
Durante el estudio se realizard una extraccion sanguinea y
posterior a la toma de sangre se puede presentar dolor y/o se
puede llegar a formar una pequefia moradura.

En caso de que usted desarrolle algin efecto adverso secundario
0 requiera otro tipo de atencion, ésta se le brindara en los términos
que siempre se le ha ofrecido.

6. ACLARACIONES

Su decision de participar en el estudio es completamente
voluntaria.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso
de no aceptar la invitacion.

Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento
que lo desee, -aun cuando el investigador responsable no se lo
solicite-, pudiendo informar o no, las razones de su decision, la
cual seré respetada en su integridad.

No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

No recibira pago por su participacion.

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacién
actualizada sobre el mismo, al investigador responsable.

La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la
identificacién de cada paciente, serd& mantenida con estricta
confidencialidad por el grupo de investigadores.

Usted también tiene acceso a las Comisiones de Investigacion y
Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia en
caso de que tenga dudas sobre sus derechos como participante
del estudio a través de:

Dr. Antonio Alberola Aguilar

Profesor del departamento de Fisiologia de la Facultad de
Medicina de Valencia

Teléfono: 963864646

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su
participacion, puede, si asi lo desea, firmar la Carta de
Consentimiento Informado que forma parte de este documento.



260

7. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido vy
comprendido la informacién anterior y mis preguntas han sido
respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo
que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o
difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este
estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de
esta forma de consentimiento.

30 de
noviembre de 2015
Firma del participante Fecha
He explicado al Sr(a). La

naturaleza y los propdsitos de la investigacion; le he explicado
acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He
contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he
preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres
humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se
procedio a firmar el presente documento.

30 de

noviembre de 2015
Firma del investigador
Fecha
8. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Titulo del protocolo: SENSIBILIZACION A POLEN DE MORERA
Y REACTIVIDAD CRUZADA CON OTROS POLENES

Investigador principal: DAVID EL-QUTOB LOPEZ
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Sede donde se realizard el estudio: CLINICA ATENEA C.
/CHESTE, 16 (ALDAIA-VALENCIA)

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decisién de retirarme de este
protocolo de investigacibn por las siguientes razones:

Si el paciente asi lo desea, podrd solicitar que le sea
entregada toda la informacidon que se haya recabado sobre él,
con motivo de su participacién en el presente estudio.

Firma del participante Fecha



