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TPNE: test de provocacidn nasal especifica.
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3. RESUMEN

Antecedentes:

La alergia a las proteinas de transferencia de lipidos no especificas (nsLTP) representa
actualmente una importante causa de reacciones de alergia alimentaria (AA). Se trata de
una enfermedad que incluye un fenotipo complejo de pacientes, algunos de ellos pudiendo
presentar reacciones muy graves, afectando claramente a su calidad de vida. El
diagnostico molecular o por componentes revela la respuesta de la IgE especifica frente
a multiples alérgenos inhalados y alimentarios, lo que mejora la comprension y el
diagnédstico de las enfermedades alérgicas. Pero, a dia de hoy, no disponemos de

biomarcadores fiables de gravedad para la AA por LTP.

Las reacciones por alergia alimentaria pueden estar inducidas por un cofactor [1-4].
Asimismo, la influencia de los cofactores en las reacciones inducidas por AA ha sido
extensamente estudiada en algun tipo de alergia, como es la anafilaxia inducida por
gjercicio dependiente del trigo, la cual aparece cuando esta asociada a cofactores como el
gjercicio, los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) o el alcohol [5]. Sin embargo, la
relacion entre los distintos cofactores y la gravedad de las reacciones clinicas ain no se

ha estudiado en profundidad en la alergia a LTP.

Objetivo:

Los objetivos del primer estudio, fueron estudiar el reconocimiento de diferentes
proteinas de transferencia de lipidos (LTP) y otras familias de alérgenos en un gran grupo
de personas sensibilizadas a Pru p 3 y analizar la relacion entre las entidades clinicas y

los alérgenos, asi como estudiar el grupo de pacientes con fenotipo grave.
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El objetivo del segundo estudio se basé en analizar la epidemiologia y los rasgos
fenotipicos de los pacientes con alergia a LTP inducida por cofactores, y como estos
podian influir en la gravedad de las reacciones sistémicas inducidas por alimentos en

pacientes sensibilizados a LTP.

Meétodos:

Ambos estudios incluyeron una gran muestra de pacientes que fueron seleccionados en

funcién de la sensibilizacion a LTP de melocoton (Pru p 3).

El primer estudio incluy6 421 pacientes sensibilizados a LTP seleccionados de forma
consecutiva, de los cuales se recogieron los sintomas respiratorios y de alergia
alimentaria, y se realizaron pruebas cutaneas a neumoalérgenos habituales y alimentos
vegetales. Se incluyeron pacientes con prueba cutanea positiva a melocoton y anticuerpos
IgE especificos a Pru p 3 positivos, a todos los pacientes se les realizd estudio con

ImmunoCAP ISAC® (Uppsala, Suecia).

Para el segundo estudio, se seleccionaron consecutivamente 528 sujetos con
sensibilizacion a LTP y se agruparon segun la presencia o no de cofactores en las
reacciones de alergia alimentaria inducidas por LTP. El Grupo Cofactor incluy6 pacientes
con alguna reaccion inducida por cofactor (ejercicio fisico, AINE, alcohol, menstruacion,
deprivacion de suefio, o la combinacion de 2 o mas de ellos). EI Grupo No Cofactor
incluyo pacientes con reacciones en las cuales nunca se habia asociado un cofactor. Se
analizaron datos demograficos, caracteristicas de las reacciones y gravedad (escala de

Brown [6]), ademas de la IgE total y especificaa Pru p 3.
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Resultados:

La primera muestra estuvo formada por 421 pacientes con una edad media de 33,25 afos
(rango 16-68); El 54,6 % eran mujeres. Las entidades clinicas incluyeron anafilaxia (37,1
%), urticaria (67,9 %) y sindrome de alergia oral (59,1 %). Se diagnosticaron rinitis,
rinoconjuntivitis y / 0 asma en el 71,8 % de los sujetos. La correlacion mas marcada fue
entre Pru p 3 y a la sensibilizacion aJugr 3, Plaa 3, Arah 9 y Cor a 8. Encontramos una
mayor incidencia de anafilaxia en personas con reconocimiento de 5 0 mas LTP. No se

observo asociacion entre alergia respiratoria y alergia alimentaria de fenotipo grave.

De los 528 sujetos sensibilizados a Pru p 3 del segundo estudio, se incluyeron 194 (36,7
%) en el Grupo Cofactor y 302 (57 %) en el Grupo No-cofactor. Treinta y dos (6 %)
pacientes eran asintomaticos, por lo que no se incluyeron en ninguno de los dos grupos.
En el Grupo Cofactor habia mas mujeres (66,5 % vs 57,6 %; p = 0,04), la enfermedad
debutaba a una edad mas tardia (27 vs 16,1 afios; p = 0,001) y presentaban una relacién
IgEe Pru p 3/IgE total mayor (0,08 vs 0,05; p <0,001). Los cofactores mas prevalentes
fueron el ejercicio fisico (41,7 %) y los AINE (37,8 %). Considerando sélo los pacientes
con reacciones sistémicas (194 Grupo Cofactor, 197 Grupo No Cofactor), el Grupo
Cofactor presentaba un riesgo mayor de reacciones sistémicas graves Grado 2-Grado 3

[6] (OR 1,97; p < 0,05).

Conclusion:

La mayoria de los pacientes sensibilizados a Pru p 3 reconocian méas alérgenos de la

misma familia y, en menor medida, otros alérgenos, principalmente de las familias de
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proteinas profilina y PR-10. La anafilaxia ocurri6 en mas de un tercio de los casos
evaluados y casi tres cuartos de ellos presentaban sintomas respiratorios. Las alergias

alimentarias de fenotipo grave y alergia respiratoria no parecian estar asociadas.

El cofactor estd presente en mas del 35% de los pacientes con sensibilizacion a LTP. El
hecho de que los cofactores estén presentes frecuentemente en situaciones de la vida diaria
y se comporten como un factor de riesgo para el desarrollo de reacciones sistémicasgraves
en la alergia a LTP, hace que deban contemplarse especificamente en las

recomendaciones dietéticas y condicionen la prescripcion de adrenalina autoinyectable.

Palabras clave: Anafilaxia; Diagnostico por componentes; Proteinas de transferencia de

lipidos; Pru p 3; Factores de riesgo; Cofactor.
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ABSTRACT

Background:

Allergy to non-specific lipid transfer proteins (nsLTP) currently represents an important
cause of food allergy (FA). It is a disease that includes a complex phenotype of patients,
some of whom may present very severe reactions, clearly affecting their quality of life.
Component-resolved diagnosis reveals the IgE response to many inhaled, food, and other
allergens, improving the understanding and diagnosis of allergic diseases. But, to date,
we do not have reliable biomarkers of severity for LTP FA. Food allergy induced
reactions can show up stimulated by a cofactor [1-4]. The aforementioned, has been
deeply studied in a well-known type of allergy; wheat-dependent exercise induced
anaphylaxis, which might only appear when linked to cofactors such as exercise,
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) or alcohol [5]. However, the relationship
between distinct cofactors and the severity of the reactions kasn 't yet been deeply studied
in LTP allergy. We consider cofactors could play an important role concerning risk
stratification, being able to present a food-induced severe systemic reaction in LTP-
sensitized patients. Our aim was to analyze the phenotypic traits of patients with cofactor-

induced LTP allergy.

Objective:

The aims of the first study were to study the recognition of different lipid transfer proteins
(LTP) and other allergen families in a large group of people sensitized to Pru p 3 and to

analyze the relationship between the clinical entities and the allergens.
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The objective of the second study was based on analyzing the phenotypic traits of patients
with cofactor-induced LTP allergy, and how these could influence the severity of food-

induced systemic reactions.

Methods:

Both studies included a large sample of patients sensitized to LTP by peach LTP (Pru p

3).

The first study included 421 consecutive LTP-sensitized patients, from whom respiratory
and food allergy symptoms were collected, and skin tests were performed to common
pneumoallergens and plant foods. All included subjects had a positive peach peel skin
tests and positive Pru p 3 specific IgE antibodies, plus the study with ImmunoCAP ISAC®

(Uppsala, Sweden).

For the second study, 528 LTP-sensitized subjects were consecutively selected and
grouped according to the presence of cofactor in LTP-induced food allergy reactions.
The Cofactor group included patients with some cofactor-induced reaction (physical
exercise, non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), alcohol, menstruation, sleep
deprivation, or the combination of 2 or more of them). The Non-cofactor group included
patients with reactions in which a cofactor had never been associated. Demographic
data, reaction characteristics and severity (Brown scale [6]), total and specific IgE to

Pru p 3 were analyzed.
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Results:

The first sample consisted of 421 patients with a mean age of 33.25 years (range 16-68);
54.6 % were women. Clinical entities included anaphylaxis (37.1 %), urticaria (67.9 %),
and oral allergy syndrome (59.1 %). Rhinitis, rhinoconjunctivitis, and/or asthma were
diagnosed in 71.8 % of the participants. The most pronounced correlation existed
between sensitization to Prup 3and to Jug r 3, Plaa 3, Arah 9 and Cor a 8. We found a
higher incidence of anaphylaxis in people with 5 or more recognized LTPs. No

association was observed between inhaled and severe food allergy.

Of the 528 patients included in the second study, 194 (36.7 %) were included in Cofactor
group and 302 (57 %) in Non-Cofactor group. Thirty-two (6 %) patients were
asymptomatic; therefore, not included in any of the groups. In view of Cofactor group,
women represented the majority (66.5 % vs 57.6 %; p=0.04), with the disease beginning
at a later age (27 vs 16.1 years; p = 0.001) and presenting a higher Pru p 3 sIgE / total
IgE ratio (0.08 vs 0.05; p <0.001). Regarding cofactor-induced systemic reactions,
exercise (41.7 %) and NSAIDs (37.8 %) were the two most observed variables. Taking
into account patients who suffered systemic reactions (194 in Cofactor group; 197 in
Non-Cofactor group), Cofactor group showed a higher risk of presenting a G2-G3

systemic reaction (OR 1.97; p <0.05)

Conclusion:

Most Pru p 3-sensitized participants were sensitized to additional allergens from the same
family and, to a lesser extent, to other allergens, mainly in the profilin and PR-10 protein
families. Anaphylaxis occurred in more than a third of the cases evaluated, and almost

three-quarters of them had respiratory symptoms. Inhaled and severe food allergy
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involving LTPs do not seem to be associated. It was noticed that cofactors are present in
more than 35 % of LTP-sensitized patients. We conclude that cofactors are frequently
involved in everyday life situations, behaving as risk factors for the development of severe
systemic reactions in LTP allergic patients. We reflect that all our adult LTP-allergic
patients should be warned about the potential risk of cofactors and the subsequent
adjustment in their diet when diagnosed. On the other hand, we consider prescription of
self-injecting adrenaline should not only be based on the history of presented reactions,

but also on the potential severe reactions the patient may experience in the future.

Keywords: Anaphylaxis; Component-resolved diagnosis; Lipid transfer proteins; Pru p

3; Risk factors; Cofactors.
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4. INTRODUCCION

La alergia alimentaria (AA) es una patologia que puede llegar a ser potencialmente
mortal. Se define como una reaccién inmune con intervencion de linfocitos Thy
especificos en sangre periférica y mucosa intestinal (con expresion de IL-4, IL-5 e 1L-13,
entre otras, que desempefian un papel importante en la estimulacion de las células B y la
produccién de inmunoglobulina E (IgE)), mientras que en no alérgicos (o tolerantes
innatos) existe un predominio de la respuesta Thy [7-8]. Dicha reaccion estd producida
por antigenos de proteinas de alimentos que normalmente son inocuos. En este sentido,
las células epiteliales intestinales juegan un papel importante en la induccion de tolerancia
a los alimentos. En el caso de las células dendriticas, la tolerancia se logra en una etapa
en la que estas células presentan antigeno soluble, pero CD80 y CD86 minimos, que son
necesarios para desencadenar la respuesta alérgica [9-10]. Asimismo, los individuos que

pierden la tolerancia a ciertos alimentos se vuelven alérgicos.

La AA se considera actualmente una epidemia, siendo un grave problema de salud publica
que afecta tanto a nifios como a adultos. La prevalencia de la alergia alimentaria en el
mundo desarrollado estd aumentando de forma progresiva (hasta un 50 % de crecimiento
durante las ultimas décadas) [11-13]. Actualmente, de acuerdo con los estudios
epidemioldgicos realizados, se estima que la alergia alimentaria tiene una prevalencia del
2 % al 5 % de la poblacion general [14-15] representando entre un tercio y la mitad de los
casos de anafilaxia [16-17]. Se han identificado algunos factores de riesgo genéticos y
ambientales, aungue las razones de dicho aumento no terminan de quedar del todo claras

[12-13].

Las manifestaciones clinicas de la alergia a los alimentos engloban una gran diversidad

de sintomas, los cuales pueden implicar Gnicamente reacciones a nivel local, o llegar a
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producir reacciones sistémicas que progresen a anafilaxia, pudiendo provocar incluso la
muerte por shock anafilactico. Se define la anafilaxia como una reaccion alérgica

sistémica grave de instauracion rapida y potencialmente mortal [18-19].

Ademas, se ha observado que las condiciones utilizadas en el procesamiento de ciertos
alimentos pueden afectar a su potencial alergenico y el de algunos de sus alérgenos
moleculares. Esto estd en parte mediado por el procesamiento térmico (calentado,
hervido, tostado o frito) que modifica la estructura de la proteina y, por lo tanto, su
inmunorreactividad y alergenicidad. Uno de los cambios méas importantes relacionados
con la coccion y aplicacion de calor a los alimentos es la reaccion de Maillard [20-22],
que conduce a la formacidén de productos finales de glicacion avanzada estables a través

de la reaccién de azucares reductores con grupos amino libres en las proteinas.

La forma de liberacion y accesibilidad de los alérgenos de los alimentos en el tracto
gastrointestinal también es capaz de afectar a su potencial alergénico. Esto puede, a su
vez, ayudar a explicar la observacion clinica de que la tolerancia a los alimentos
preparados, por ejemplo, en matrices horneadas complejas, parece promover la induccion
de tolerancia mas eficazmente que en otras matrices [23-24]. Por ello, cabe tener en cuenta
que los procedimientos de procesamiento y el tipo de matriz alimentaria pueden afectar
también al rendimiento de los métodos analiticos, que buscan cuantificar los alérgenos en

los alimentos.

Entre los alimentos mas frecuentemente implicados en la AA, en adultos y adolescentes
del area Mediterranea, se encuentran los alimentos vegetales; tales como las frutas y los
frutos secos, pertenecientes a la familia de las Rosaceas [25-26]. Dichos alimentos
incluyen en su estructura proteinas de transferencia de lipidos no especificas (del inglés

non-specific lipid transfer proteins (nsLTP)), que cominmente actdan como
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sensibilizantes primarios [27-29]. Se las nomind nsLTP por haber demostrado unirse en
concentraciones micromolares mediante uno o dos sitios de union a lipidos como

glicerolipidos, &cidos grasos y acil-CoA [30].

Las nsLTP (a partir de ahora, LTP) fueron descubiertas hace unos 40 afios. Son una
familia de proteinas muy ubicuas, consideradas panalérgenos, por asociarse a
sensibilizacion a multiples alimentos vegetales y alérgenos inhalados [31-36]. Forman
parte de la estructura de muchas especies de plantas y estan involucradas en la defensa y
proteccion de las plantas frente a factores estresantes bidticos y abidticos; como pueden
ser la sequia o el calor, o frente a hongos y bacterias. En las ultimas dos décadas, las
reacciones a los alimentos vegetales debidas a la sensibilizacion a esta proteina han ido

en aumento, convirtiéndose en una preocupacion cada vez mas creciente e importante.

La primera molécula de LTP en la que se descubrio su capacidad de union a la IgE fue la
del melocotdn (Pru p 3) y la del polen de parietaria (Par j 2). Posteriormente, se fueron
descubriendo otras, como la del albaricoque, la ciruela y la cereza [37]. Por ello, las LTP
no sélo se han identificado en alimentos vegetales [31-32, 38-39], sino también en
maultiples pdlenes (como en la Ambrosia artemisiifolia, Artemisia vulgaris, Platanus
acerifolia, o Cannabis sativa, entre otros) [40-43]. Debido a su similitud estructural,
existe una gran reactividad cruzada entre ellas, con un alto nivel de variabilidad entre

pacientes [31, 40-42, 44].

La concentracion de LTP depende de algunos factores, entre ellos de la madurez, o las
condiciones de almacenamiento y de cultivo de las frutas. Para la manzana, por ejemplo,
la mas alta concentracion de LTP se encuentra entre las mas maduras, y se ha objetivado
que los niveles de LTP disminuyen durante el almacenamiento [45]. El nivel de expresion

de LTP puede variar mucho segun la variedad del alimento. En el caso de la manzana, la
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concentracion de LTP puede oscilar entre 2 y 17,3 microgramos por gramo de piel y entre
0,5y 1,8 microgramos por gramo de pulpa [46]. En lo que al melocotdn se refiere, segin
Borges y cols. la cantidad de Pru p 3 es de 8,4 microgramos por gramo de piel y de 3,4

microgramos por gramo de pulpa [46].

Estas proteinas se acumulan, principalmente, en la superficie de las partes aéreas de la
planta (hojas, frutos y tallos), particularmente en las Rosaceas, lo que explica la mayor
concentracion de alérgenos en la piel respecto a la pulpa [47-48]. De hecho, se ha
observado a través de microscopia de laser confocal que Pru p 3 se encuentra muy
abundantemente en las paredes gruesas de los pelos suaves que cubren la capa de células
epidérmicas de la piel del melocotdn [46]. En este estudio se mostro que el citoplasma de
las células epidérmicas también es rico en esta LTP, en donde la mayor concentracion se
encuentra en la parte interna de la pared celular. En este sentido, los frutos de hueso que
incluyen el melocotdn, albaricoque, cerezas, ciruela y frutos secos, entre otros, son,
principalmente, los que tienen mayor interés desde el punto de vista alergoldgico en el

area Mediterranea [25-26].

La primera secuenciacion completa de Pru p 3, la LTP del melocoton (Prunus persica),
se llevé a cabo al mismo tiempo en dos paises mediterraneos como Espafia e Italia, en el
afio 1999 [32, 40]. Pru p 3 es la LTP alergénica mejor caracterizada. En aquella época, se
identifico una molécula altamente conservada de peso molecular bajo (9 kDa),
hidrofobica, con una estructura estable (parcialmente resistente a la protedlisis
gastrointestinal, cambios de pH y procesos téermicos) y una longitud de entre 91-93
aminoéacidos. Dichos residuos de aminoacidos estan organizados en 4 heélices conectadas
por 4 puentes o enlaces disulfuro intramoleculares, que son los responsables de
conferirles una alta resistencia a la prote6lisis y a las duras condiciones de procesamiento
y cocinado de los alimentos, sobreviviendo a la desnaturalizacion por calor [49-51]. Por
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ello, generalmente las LTP son capaces de subsistir a la digestion péptica gastrica y llegar
al duodeno sin ser digeridas, o en fragmentos grandes y estables, manteniendo asi su
estructura tridimensional y conservando sus epitopos secuenciales y conformacionales
[52]. De esta manera, siguen permitiendo la interaccion con el sistema inmune intestinal
con la union de la IgE a dichos epitopos y, consecuentemente, desencadenando una
reaccion alérgica tras la exposicion y la digestion. Sin embargo, algunos estudios in vitro
que han utilizado un modelo de digestion simulada de fase duodenal, han observado que
las LTP pueden mostrar un comportamiento variable dependiendo de su secuencia
primaria. Por ejemplo, la LTP de la uva y la del melocoton, se digieren lentamente [49,
53], mientras que la de la cebada y la del trigo siguen siendo resistentes a la digestion [53-

54].

A pesar de la hipotesis que se gesto en un inicio, la cual aseguraba que su importancia se
restringia a las zonas del Sur de Europa y el area Mediterranea [55-57], numerosos
estudios posteriormente han ido demostrando la expansion de la relevancia de las LTP en
el resto de Europa y otras zonas del mundo, incluidas Europa del norte, China y Japon,
entre otras [58-61]. Estas publicaciones reflejan una heterogeneidad sustancial entre las
distintas areas geogréficas, por lo que se necesitan mas estudios de investigacion para

poder evaluar y filiar mejor dicha variabilidad, tanto a nivel local como regional.

Sin embargo, dicha patologia continta siendo un reto para la comunidad cientifica actual,
debido a la alta complejidad de manejo de los pacientes afectados. Esta dificultad se
complica con el descubrimiento progresivo de nuevas LTPs en diferentes alimentos y sus
mecanismos de sensibilizacion, asi como la gran variabilidad entre pacientes. Esta

heterogeneidad entre pacientes, se puede observar tanto en su perfil de sensibilizacion,
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como en la gravedad de los sintomas que presentan. Por un lado, existen pacientes
alérgicos a una LTP de una Unica fuente alergénica (frecuentemente Pru p 3), otros
sensibilizados a diferentes LTP solo de rosaceas y otros, a multiples LTP de fuentes
alergénicas que no estan relacionadas taxonémicamente y no siguen un patron definido
[32, 34, 38, 40, 62]. Estos dos ultimos grupos, que son los mas frecuentes, se incluyen
bajo la denominacion de “sindrome LTP” [31, 62]. Con todo lo anteriormente descrito,
hoy en dia, el llamado “sindrome LTP”, dispone de evidencia cientifica suficiente para

ser reconocido como entidad clinica a nivel internacional.

Es relevante enfatizar que estas reacciones alimentarias pueden llegar a ser graves como
la anafilaxia o incluso el shock anafilactico [28-29, 35, 39, 63-67], pero incluso en sus
formas clinicas leves y moderadas, dichas reacciones tienen un alto impacto en la calidad
de vida de los pacientes, debido fundamentalmente al gran numero de vegetales
implicados, que en muchos de los casos obliga a dietas alimentarias muy restrictivas [67].
En este sentido, hay que tener en cuenta que la alergia a alimentos vegetales por
sensibilizacion a LTP se asocia frecuentemente a polisensibilizacién, como consecuencia
de la gran reactividad cruzada que presenta. Este hecho conduce a su vez a problemas de
sobrediagnéstico y manejo, ya que los pacientes evitan ingerir multiples alimentos de

origen vegetal, lo que provoca una disminucion ain mayor en su calidad de vida.

Ademas de todo ello, la alergia a la LTP se asocia a reacciones graves que pueden poner
en riesgo la vida del paciente, tanto en su vida diaria como durante su diagnostico, por la

necesidad de realizar pruebas de provocacion con multiples alimentos.
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Aspectos importantes todavia sin resolver de la alergiaala LTP

La alergia a LTP tiene algunas particularidades que afectan a su diagndstico y complican
el manejo de los pacientes, como son: una expresion clinica extremadamente variable:
desde sensibilizacion asintomética a anafilaxia grave, sin disponer a dia de hoy de
marcadores fiables predictores de gravedad clinica; y el hecho de haberse asociado la
presencia de alergias a p6lenes, como profilinas, con una disminucion de la gravedad de

los sintomas [68].

Ademas, existen aspectos relevantes que a dia de hoy no estan del todo resueltos, como:
(1) la relacion entre las LTP de polenes y alimentos vegetales; (2) la influencia de la via
de sensibilizacion; (3) la relacion entre los diferentes patrones de sensibilizacion a una o
varias LTP con la gravedad de los sintomas; (4) el valor diagnostico relativo de los niveles
de IgE especifica (IgEe) frente a las diferentes LTP; y (5) la epidemiologia y relevancia

de los cofactores en este modelo de alergia alimentaria.

Se denominan cofactores aquellas sustancias o actividades que, al unirse con la fuente
alergénica, son capaces de desencadenar una reaccion de alergia alimentaria. Se han
descrito diversos cofactores, como el ejercicio fisico, los antiinflamatorios no esteroideos
(AINE), el alcohol, estrés, el periodo menstrual o la deprivacion de suefio [69]. Se trata
de pacientes que habitualmente pueden tolerar los alimentos si los consumen sin la
presencia de cofactor, pero reaccionan cuando coexisten ambos factores [4]. La presencia
de cofactores puede agravar las reacciones de alergia alimentaria y/o disminuir el umbral
de cantidad de alérgeno necesaria para inducir la reaccion [3]. La prevalencia de alergia
alimentaria inducida por cofactor ha ido en aumento en lo que llevamos de siglo XXI. El
primer modelo descrito fue la anafilaxia por trigo dependiente de ejercicio, en la mayoria

de casos con la proteina omega-5-gliadina como principal alérgeno causante [70-71].
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Dado que la mayoria de los estudios de AA por LTP inicialmente provenian de paises del
area mediterranea como Esparia, Italia, Portugal o Grecia [57, 64, 72-73], se ha planteado
la hipdtesis de que algunos factores ambientales locales, como la dieta y la exposicion a
determinados polenes, podian influir en la via de sensibilizacion, sugiriéndose dos
posibilidades [41, 73]: (1) sensibilizacion a traves de la via oral, mediante la ingesta de
los alimentos (la mas aceptada en la mayoria de casos), donde Pru p 3 se ha considerado
tradicionalmente como el principal y mas frecuente responsable [25-26, 62] y (2)
sensibilizacion via respiratoria por pdlenes, donde Pla a 3 y Art v 3, que comparten un
46-51 % de homologia con Pru p 3 [74], se han considerado los principalmente implicados
[35, 75, 42, 44, 76-77]. Ademas, se estan descubriendo nuevos alérgenos inhalantes que
podrian ser relevantes en la sensibilizacion a LTP. De hecho, recientemente, un grupo
espafiol ha publicado la relevancia de un nuevo alérgeno descubierto en el polen de
melocotonero (Pru p 9), en un grupo de pacientes sensibilizados al mismo [78], capaz de
inducir sintomas respiratorios mediante test de provocacion nasal especifica (TPNE) [79].
En este ultimo estudio, de los 39 pacientes sensibilizados a Pru p 3 demostrado por la
presencia de IgE especifica, 22 (el 56,4 %) se encontraban asintomaticos y toleraban el
melocoton. Ademas, la mayoria de estos pacientes tolerantes (el 91 %) curiosamente
presentaban cosensibilizacién a extracto de polen de melocotonero, y el 41 % a Prup 9
(ambas sensibilizaciones objetivadas mediante prueba intraepidérmica), con una
diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo de pacientes que presentaban
sintomas con melocotdn (65 % cosensibilizados a polen de melocotoneroy 6 % a Pru p

9).

El tema de la relacion de la alergia a LTP con los alérgenos inhalantes ha generado
controversia en las comunidades cientificas, ya que mientras algunos autores han puesto

de manifiesto que la reactividad a Art v 3 en pacientes alérgicos a melocoton es un

29



hallazgo in vitro sin implicaciones clinicas [31, 73], otros han demostrado mediante
TPNE que Art v 3 puede inducir sintomas respiratorios como rinitis en pacientes con
aparente sensibilizacion primaria a Pru p 3 [42]. En estos casos, la sensibilizacion

primaria podria ocurrir a través de la via respiratoria.

Como sucede con otras familias de panalérgenos, en la sensibilizacion a LTP no siempre
un mayor o menor grado de homologia de aminoacidos conlleva una traduccion clinica
equiparable a la misma. Esto se observa por ejemplo con la sensibilizacion a la LTP del
olivo. A pesar de que esta LTP (Ole e 7) presenta un grado de homologia estructural con
Pru p 3 de menos del 30 % [31, 44, 76], se ha visto involucrada en hasta un 80 % de los
pacientes alérgicos a vegetales por sensibilizacién a LTP, principalmente melocotén y
cacahuete [12], aunque esta relacion no ha sido observada en otros estudios [34, 44, 73,

76].

Estudios realizados en diferentes areas geograficas han demostrado diferencias en los
patrones de sensibilizacién a las LTP de pdlenes de olivo, platano de sombra y artemisa
(Ole e 7, Pla a 3 y Art v 3, respectivamente) [76-77]. Asi, mientras que Pla a 3 es
reconocido por un porcentaje similar de pacientes en Malaga y Barcelona, otros como Ole
e 7 y Art v 3 muestran un patrén diferencial de reconocimiento, siendo Ole e 7 relevante
en Malaga, hasta en un 24 % de pacientes con rinitis [76] y Art v 3 en Barcelona,hasta en

un 50 % de pacientes con alergia a vegetales por LTP [77, 80].

Las diferencias encontradas en los estudios sobre la posible relacion de la sensibilizacion
a LTP de polenes y su influencia con la alergia a vegetales, hace plantear la necesidad de
una evaluacion en detalle del perfil de sensibilizacion a pélenes en pacientes con alergia

a LTP en las diferentes zonas geograficas.
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En la actualidad, se desconocen los factores que influyen en la gravedad de la reaccién en
los pacientes con alergia a LTP. De hecho, no se puede predecir cual serd la ingesta
minima capaz de inducir una reaccion alérgica, ni la respuesta a otros alimentos vegetales,

ademaés del melocoton, en estos pacientes [29, 39, 44, 81-82].

Hasta ahora, algunos de los aspectos que se han estudiado han sido la cosensibilizacion a
polenes y la polisensibilizacion a multiples alimentos de origen vegetal. En lo que
respecta al papel de la cosensibilizacion a polenes, se ha objetivado en algunos estudios
que las proteinas de los pélenes de la familia PR-10 y/o profilinas, ejercen un efecto
protector en la gravedad de las reacciones alimentarias por alergiaa LTP [31, 39, 73]. Por
el contrario, en otras poblaciones no se ha objetivado dicha asociacion [83]. Por otro lado,
en lo que a la polisensibilizacion se refiere, otros autores han demostrado que la

sensibilizacion a multiples LTP se asocia con reacciones graves [31].

Otro factor que se ha analizado en relacion a una posible asociacién con la gravedad de
los sintomas han sido los niveles de IgE especifica frente a LTP, no habiéndose podido,

por el momento, demostrar una relacion clara [31, 62, 84-85].

El diagndstico por componentes mide la IgE especifica frente a moléculas de fuentes
alergénicas individuales (purificadas nativas o recombinantes), lo que permite la
identificacion del perfil de reconocimiento del paciente y sus posibles reactividades
cruzadas. El microarray ImmunoCAP ISAC® (Uppsala, Suecia) implica un formato
multiplex, midiendo mdaltiples alérgenos a la vez [86]. Esta caracteristica lo convierte en
una herramienta de alta capacidad para diagnosticar reactividades a diferentes alérgenos,
como pdlenes (gramineas, ciprés, olivo, platanero y parietaria) [80, 87] y alérgenos

alimentarios, incluidos melocoton y frutos secos [85, 88].
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Los cofactores podrian explicar el por qué, en algunos casos, la ingesta de alimentos en
personas con alergia alimentaria desencadena una anafilaxia mientras que en otras
provoca una reaccion mas leve o incluso tolerancia, definiendo un fenotipo especifico de
alergia alimentaria [1-4]. La AA inducida por cofactor se ha estudiado a fondo en un
modelo de alergia al trigo, la anafilaxia inducida por ejercicio dependiente del trigo. Esta
entidad sélo aparece cuando se vincula a cofactores como el ejercicio o los AINE, al
disminuir el umbral y aumentar la gravedad de la reaccion alérgica [5]. La alergia
alimentaria por LTP incluye un manejo y fenotipo complejo de pacientes, con hasta un
30% de los mismos que reportan reacciones con presencia de cofactor [62], aunque su

perfil clinico aln no se ha estudiado por completo.

Del andlisis de todos estos estudios surge la necesidad de identificar cuéles son las
variables que nos pueden ayudar a caracterizar los pacientes sensibilizados a LTP,
especialmente aquellos con un fenotipo grave, analizando el papel de la
monosensibilizacion frente a la polisensibilizacion a LTP de podlenes y alimentos
vegetales y el de la IgE especifica, mediante el uso de herramientas in vitro adecuadas,
asi como de la epidemiologia, descripcion fenotipica y manejo clinico del efecto cofactor

en estos pacientes.

En este Proyecto, se ha analizado el perfil molecular de sensibilizacién y las entidades
clinicas en un gran grupo de pacientes sensibilizados a Pru p 3, que fueron referidos al
Servicio de Alergologia del Hospital General Universitario de Alicante, asi como también
la epidemiologia y descripcion fenotipica en una gran cohorte de pacientes sensibilizados
a Prup 3 que fueron referidos al Servicio de Alergologia del Hospital Clinic de Barcelona.

El proposito principal consistio en intentar establecer una relacion entre la sensibilizacion
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a LTP y anafilaxia, con el fin de poder identificar mejor a los pacientes con alergiaa LTP
de fenotipo grave, asi como también investigar y analizar los rasgos fenotipicos de los

pacientes con alergia alimentaria a LTP inducida por cofactor.

El conocimiento adquirido a partir de una mayor comprension de este tema ayudara a
orientar los enfoques de gestion de riesgo de la alergia a esta proteina basados en la
evidencia, en la practica clinica habitual. Por ello, la finalidad de este estudio despliega
gran relevancia desde el punto de vista clinico y traslacional, puesto que aborda la falta
actual que tenemos los especialistas en Alergologia de disponer de biomarcadores fiables
en nuestra consulta (tanto clinicos como bioldgicos), para manejar esta patologia tan
prevalente en nuestro dia a dia laboral. De tal manera, los resultados obtenidos podran
tener traslacion a nuestra préctica clinica habitual, junto a una mejora del manejo y

consecuentemente en la calidad de vida de nuestros pacientes con alergia a LTP.

Otro punto importante ya mencionado con anterioridad, es la gran heterogeneidad de esta
patologia en las distintas poblaciones y areas geograficas estudiadas hasta la fecha,
incluso dentro de nuestro pais, motivo por el cual resulta de gran importancia plantear
proyectos de estudio y analisis de esta patologia en otras poblaciones geograficas

diferentes a las ya publicadas en la literatura hasta el dia de hoy.

Por otro lado, sabemos que la alergia alimentaria (incluida la AA por LTP) es actualmente
una patologia huérfana de tratamientos eficaces y seguros, lo que enfatiza la importancia
de un mayor entendimiento y mejor manejo de los pacientes con AA de fenotipo grave,
con el fin de poder mejorar la calidad de vida actual de nuestros pacientes con este tipo

de patologia.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivos principales

1. Identificar biomarcadores de utilidad diagnostica en pacientes con alergia a LTP de
fenotipo grave que puedan aplicarse en la practica clinica habitual para mejorar la
precision del diagndstico y el manejo de estos pacientes, construyendo un patrén que

permita predecir la gravedad de la reaccion y el riesgo de aparicion de la misma.

2. Analizar la epidemiologia, descripcidn fenotipica y manejo clinico del efecto cofactor

en los pacientes con alergia alimentaria por LTP.

5.2. Objetivos secundarios

3. Conocer las caracteristicas clinicas de los pacientes con alergia a LTP.

4. Conocer los alérgenos implicados y analizar el perfil de sensibilizacion molecular en

los pacientes con sensibilizacion a LTP.

5. Describir el papel de la cosensibilizacion a otros panalérgenos en los pacientes

sensibilizados a LTP.

6. Estudiar la relacion que existe entre los alérgenos de la familia de las LTP de los

alimentos con las familias de LTP de fuentes inhaladas.
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6. MATERIALES Y METODOS

Primer estudio realizado:

Disefio:
Estudio transversal en el que se pretende estimar la proporcion de sujetos con fenotipo
grave de alergia a LTP, identificar biomarcadores y construir un modelo predictivo de

alto riesgo de presentar una reaccion.

Lugar:

Servicio de Alergologia del Hospital General Universitario de Alicante (HGUA).

Sujetos:

La muestra se extrajo de un total de 2.100 pacientes, de entre 16 y 90 afios de edad, con
una historia de alergia a alimentos u otros alérgenos, derivados a nuestro centro entre

inicios del afio 2015 y finales del 2019. Los criterios de inclusion fueron:

(1) Sensibilizacién a piel de melocotén mediante prueba intraepidérmica positiva,
utilizando extracto comercializado con un contenido de Pru p 3 de 30 pg/mL [89]
(ALK-Abell6®).

(2) IgE especifica positiva frente a Pru p 3.

Los criterios de exclusion incluyeron no haber firmado el consentimiento informado, ser
menor a 16 afios y/o tener una enfermedad psiquiatrica que dificultara un diagnéstico

clinico fiable.
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Célculo del tamafio muestral:

Se calcul6 el tamafio muestral para estimar una prevalencia de enfermedad (anafilaxia).
Para ello se asumieron los siguientes parametros: error tipo | del 5 %, proporcion esperada
de la enfermedad 30 % (anafilaxia) y una precision del 4,5 %. El valor esperado se obtuvo
del peor de los escenarios en la literatura [28-29, 35-36, 39, 63-65, 67]. Con estos datos

se obtuvo un tamafio muestral de 399 pacientes.

Recogida de variables:

A todos los pacientes se les realizaron pruebas intraepidérmicas a polenes, alimentos de
origen vegetal y otros neumoalérgenos habituales en nuestra zona (ver Tabla 1), y se les

extrajo un minimo de 10mL de sangre periférica para los ensayos in vitro.

Tabla 1. Extractos comerciales de alérgenos (ALK-Abello®) incluidos en las pruebas

intraepidérmicas.

Gramineas (mezcla), Artemisa vulgaris, Parietaria judaica,
Pélenes Cuppresus arizonica, Olea europea, Platanus acerifolia,

Chenopodium album, Salsola kali, Betula verrucosa

Alimentos de  Almendra, avellana, cacahuete, castafia, nuez, pifién, semilla de

origen vegetal girasol, pistacho, piel de melocoton

Alternaria alternata, epitelio de gato, epitelio de perro,
Otros

Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae,
alérgenos

profilina
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La determinacién de IgE especifica se analizé mediante microarray [77], utilizando la
plataforma ISAC ImmunoCAP 112® (Phadia; Thermo Fisher Scientific, Uppsala,
Suecia). Técnica realizada en el area de Alergologia del laboratorio de Analisis Clinicos
del Hospital General Universitario de Alicante, cuyo responsable es el Dr. Angel Esteban.
Se consideraron positivas las determinaciones mayores o iguales a 0,3 ISU (ISAC
Standardized Units for specific IgE). Ademas de la LTP del melocotén (Pru p 3), otras
LTP incluidas en la micromatriz fueron Arah 9, Artv 3, Cora8,Jugr3,Plaa3,yTria

14. La composicion completa mas detallada del array se describe en el Anexo 3.

Se recopilaron y clasificaron los sintomas compatibles con alergia alimentaria o
respiratoria mediados por IgE de todos los pacientes, siguiendo las guias y protocolos
validados [1, 19, 90]. En cuanto a los sintomas de alergia alimentaria, destacar que se
consideré como anafilaxia la aparicion rapida de dos o méas sintomas que afectaran a la
piel, el tracto gastrointestinal, el sistema respiratorio y/o el sistema cardiovascular [18-
19]. Todos los participantes firmaron el consentimiento informado, y se obtuvo la
aprobacion del proyecto por parte del Comité de Etica e Investigacion Clinica del HGUA

(ver Anexo 4).

Prueba intraepidérmica (prick test)

Se utiliz6 una lanceta de puncion de un solo uso con punta de 1 mm (ALK-Abell6®) para
realizar las pruebas intraepidérmicas con extractos completos comerciales (ALK-
Abell6®) de alérgenos inhalantes comunes (polen de gramineas, artemisia, parietaria,
salsola, olivo, ciprés, platano de sombra, cenizo, abedul, acaros del polvo domestico,

Alternaria alternata, epitelios de perro y gato y profilina), y alérgenos de alimentos
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vegetales, que ademas de la piel del melocoton (extracto enriquecido en LTP), incluyeron
frutos secos habituales (nuez, avellana, almendra, castafia, semilla de girasol, pifion y

pistacho) y cacahuete, siguiendo protocolos estandar [93].

Determinacion de IgE especifica

Los sueros de todos los pacientes reclutados se analizaron con un inmunoensayo de

micromatriz (ImmunoCAP ISAC®), siguiendo el protocolo del fabricante [94].

Analisis de datos:

Se realiz6 un andlisis descriptivo y bivariante intermedio para variables cuantitativas
mediante T de Student o U de Mann-Whitney en funcidon de los criterios de normalidad
(test de Shapiro-Wilk). En condiciones de no normalidad se aplico el test de Kruskal
Wallis o la U de Mann Whitney (correccion de Bonferroni). El analisis de asociacion
entre variables cualitativas se realiz6 mediante Chi-cuadrado o prueba exacta de Fisher.
Se trabajo con un nivel de confianza del 95 % considerandose valores de p<0.05

estadisticamente significativos. Se utilizo el software estadistico SPSS version 24.

Medios dispuestos para la realizacion del proyecto.

- Seccién de Alergologia del HGUA. Dicho servicio cuenta con una Unidad de
Alimentos que dispone de personal médico y de enfermeria para el estudio de la
hipersensibilidad a alimentos. La unidad cuenta con areas especificas para realizar el

estudio alergoldgico completo con los test especificos necesarios para este estudio.
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- Laboratorio de Investigacion del HGUA esté totalmente equipado y también consta
de diferentes é&reas: biologia molecular, citometria de flujo, cultivos celulares,

inmunohistoquimica, inmunoanalisis y bioquimica.

Sequndo estudio realizado:

Disefio:
Estudio ambispectivo en el que se pretende estimar la proporcién de sujetos con alergia
alimentaria por LTP que desarrollan reacciones inducidas por cofactor, asi como analizar

el fenotipo, gravedad y manejo clinico de este subgrupo de pacientes.

Lugar:

Servicio de Alergologia del Hospital Clinic de Barcelona (HCB).

Sujetos:

La muestra incluyo pacientes sensibilizados a Pru p 3, de entre 18 y 76 afios, derivados al
Servicio de Alergologia del Hospital Clinic de Barcelona, entre junio de 2013 y enero de
2021, por sospecha de sintomas compatibles con alergia alimentaria u otras enfermedades
alérgicas. Los pacientes se reclutaron de forma consecutiva en base a la confirmacién de
sensibilizacion a la LTP de melocotén (Pru p 3), mediante IgE sérica especifica
(ImmunoCAP®, ThermoFisher Scientific, Uppsala, Suecia). Se considerd positiva una
IgEe sérica frente a Pru p 3 > 0,10 kU/L [95]. La IgE total (IgEt) se determind mediante

ImmunoCAP® (Thermofisher Scientific).

Se descart6 que la presencia de sensibilizacion a determinantes de reaccién cruzada de

los carbohidratos (CCD) tuviera relevancia en nuestra muestra y fuera capaz de invalidar
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los datos de los pacientes con niveles de IgEe a Pru p 3 entre 0,1 y 0,35 kKU/L [96]. Esta
confirmacion se baso en un andlisis previo basado en esta serie de pacientes que compard
las caracteristicas de los pacientes con niveles bajos de IgEe a Pru p 3 (0,1-0,35 kU/L) y
niveles altos (>0,35 kU/L). Dicho estudio es un articulo recientemente aceptado para su
publicacién [97]. En resumen, los datos de sensibilizacién a CCD estaban disponibles en
306 de los 528 pacientes. Ochenta pacientes presentaban niveles de IgEe a Pru p 3 entre
0,1y 0,35 kU/L (Grupo bajo) y 226 pacientes >0,35 kU/L (Grupo alto). El porcentaje de
pacientes sensibilizados a CCD (CCD+) fue similar en ambos grupos (Grupo bajo: 7 de
80 pacientes (8,7 %), Grupo alto: 19 de 226 pacientes (8,4 %)). Los sintomas en pacientes
CCD+ y CCD- también fueron similares (p >0,05), sin diferencias en cuanto a los
sintomas sistémicos o reacciones locales, incluso dentro de cada grupo. Por otro lado, la
prueba intraepidérmica también es otra solucion para el problema de la sensibilizacion a
CCD [97]. Cabe destacar que, en nuestra cohorte, todos los pacientes tuvieron una prueba

intraepidérmica a Pru p 3 positiva (ROXALL Group®, Hamburg, Germany).

Los criterios de exclusion incluyeron no haber firmado el consentimiento informado, ser
menor a 16 afios y/o tener una enfermedad psiquiatrica que dificultara un diagnostico

clinico fiable.

La informacién clinica proporcionada por los pacientes se cotejé con los registros
electrénicos de la Seccion de Alergia. Para disminuir la variabilidad en el diagnostico,
todos los pacientes fueron evaluados por dos médicos siguiendo el mismo protocolo, el
cual fue consensuado en la Red Nacional de Asma, Reacciones Adversas y Alérgicas

(ARADYAL).

Se analizaron los datos demograficos, los sintomas de alergia respiratoria y alimentaria y

las caracteristicas de las reacciones de alergia alimentaria de todos los pacientes, incluida
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la puntuacién de gravedad de reacciones sistémicas segun la escala de Brown [6], IgE
total e IgEe a Pru p 3. Se estudi6 la sensibilizacion a PR-10 y profilina mediante la IgEe
a Prup 1 (proteina Bet v 1-like) y Pru p 4 (profilina), considerando positivo un resultado

mayor o igual a 0,10 kU/L.

También se realizaron pruebas intraepidérmicas con polenes (incluidos polenes de
gramineas, parietaria, artemisa, olivo, ciprés y platano de sombra) y otros alérgenos
(como &caros del polvo (Dermatophagoides pteronyssinus y Dermatophagoides farinae),
hongos de la humedad (Alternaria alternata y Aspergillus fumigatus) y caspa de perro y

gato).

Los pacientes se agruparon en dos fenotipos clinicos, segun la presencia o no de algin
cofactor (ejercicio fisico, AINE, alcohol, menstruacién, privacion de suefio, o la
combinacion de dos o mas de ellos) identificado por historia clinica en las reacciones de
AA inducidas por LTP. El Grupo Cofactor (GC) incluia pacientes con reacciones
inducidas por cofactores; y el Grupo No Cofactor (GNC), se compuso de pacientes con

reacciones inducidas por LTP en los cuales nunca se habia asociado un cofactor.

Se consider6 a un paciente asintomatico cuando habian reportado haber tolerado
melocotdn (y cualquier otro alimento de origen vegetal con contenido en LTP) en los seis

MESeS previos.

Se defini6 como “mezcla de alimentos vegetales” aquellas reacciones en las que
intervinieron varios alimentos vegetales que contenian LTP, pero no se identificd un
alimento en particular como un desencadenante Unico. Estos casos podian comprender
cualquier alimento de origen vegetal, incluidas verduras, cereales, legumbres, frutas y
frutos secos. Esta observacion esta en consonancia con los habitos cotidianos de nuestra

poblacién que culturalmente sigue una dieta mediterranea, donde es habitual mezclar
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verduras, frutas, legumbres y cereales, todos ellos con contenido en LTP, en una misma

comida.

La puntuacion de gravedad de las reacciones sistémicas se calificd segun la escala de
Brown [6], que clasifica las reacciones sistémicas en tres grados. ElI Grado 1 (G1)
comprende reacciones limitadas a la piel (urticaria, erittema y/o angioedema), y se
considera leve. ElI Grado 2 (G2) incluye reacciones que ademés asocian diaforesis,
vomitos, nauseas, presincope, disnea, estridor, sibilancias, opresion en el pecho/garganta
y/o dolor abdominal, y se consideran reacciones moderadas. Finalmente, las reacciones
de Grado 3 (G3) incluyen la presencia de inestabilidad hemodinamica, como hipotension

y/o hipoxia, y se consideran reacciones graves.

Se obtuvo el consentimiento informado de todos los sujetos participantes. El estudio fue

aprobado por el comité de ética local del HCB (HCB/2022/0246) (ver Anexo 5).

Andlisis de datos:

Las variables cuantitativas se expresaron a través de la media + desviacion estandar y
rango, y las variables cualitativas se expresaron como frecuencias absolutas y porcentajes.
Las variables cuantitativas se analizaron mediante la prueba t de Student y/o la prueba U
de Mann-Whitney, segun correspondiera. Las asociaciones entre las variables
explicativas y de resultado se estimaron calculando la razén de posibilidades (OR) vy el
intervalo de confianza (IC) del 95 % para las variables cuantitativas, y aplicando la prueba
de 2 o exacta de Fisher a las variables cualitativas. Se considerd significativo un valor

de p por debajo de 0,05. El software estadistico utilizado fue SPSS v.24.
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Medios dispuestos para la realizacion del proyecto.

- Seccion de Alergologia del Hospital Clinic de Barcelona. Dicho servicio cuenta con
una Unidad de Alimentos que dispone de personal médico y de enfermeria para el estudio
de la hipersensibilidad a alimentos. La unidad cuenta con areas especificas para realizar

el estudio alergoldgico completo con los test especificos necesarios para este estudio.

- Laboratorio de Inmunologia del Hospital Clinic de Barcelona esta totalmente
equipado y también consta de diferentes areas: biologia molecular, citometria de flujo,

cultivos celulares, inmunohistoquimica, inmunoanalisis y bioguimica.
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7. RESULTADOS

Primer estudio realizado:

De los 2.100 pacientes evaluados, se incluyeron 421 sujetos que estaban sensibilizados
a Pru p 3, siguiendo los criterios de inclusion. De ellos, el 93 % referian presentar
sintomas de alergia alimentaria y el 71,5 % ademas presentaban sintomas respiratorios
(rinitis, rinoconjuntivitis y/o asma bronquial). EI 6,9 % del total de la muestra presentaba
sensibilizacion asintomatica a Pru p 3 (definicidn equivalente a una tolerancia a la ingesta
de melocoton en los 6 meses previos sin presentar clinica con ningln alimento).

De acuerdo con los criterios de inclusion, todos los participantes tenian una prueba
intraepidérmica positiva a extracto de piel de melocoton y una IgEe frente a Pru p3
positiva.

La media de edad de la muestra fue de 33,25 afios (rango entre 16-68 afios; con una
mediana de 32 afos). El 54,6 % eran mujeres. No se encontraron diferencias
significativas en el perfil de sensibilizacion a LTP entre sexos: ni en cuanto ala positividad
a pruebas cuténeas, ni en los valores de IgEe o su perfil de reconocimiento. El 71 % de
los casos reportaban antecedentes familiares de atopia. No observamos asociacion
significativa entre el tamafio de la papula en laprueba intraepidérmica a extracto

de piel de melocoton enriquecido en LTP y la presenciade anafilaxia.

Perfil de sensibilizacion en pruebas intraepidérmicas (prick test)
A todos los participantes reclutados se les realizaron pruebas intraepidérmicas con
alérgenos alimentarios de origen vegetal, incluyendo los frutos secos mas relevantes

de nuestra area geografica. El mas prevalente fue el cacahuete (positivo en el

47



81% de los casos), seguido de la nuez y la avellana. EI menos prevalente fue el pifion, el

cual resulto6 positivo en solo el 14 % de los casos (ver Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de resultados positivos en el panel de pruebas intraepidérmicas a alimentos

de origen vegetal (n = 421).

Alérgeno Resultados positivos (n = 421)
Cacahuete 81,3%
Nuez 77,3%
Avellana 77,3 %
Semilla de girasol 49,0 %
Castafia 45,3 %
Almendra 44,2 %
Pistacho 36,0 %
Pifion 14,4 %

Respecto a las pruebas intraepidérmicas con la bateria de polenes, el mas prevalente fue
el polen de olivo,seguido del polen deartemisia, gramineasy amarantaceas
(chenopodium album y salsola kali). Tres de cada cuatro pacientes (el 74

%) estaban sensibilizados a dos o mas tipos de polenes, y solo el 10,5 % estaban

monosensibilizados (ver Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de resultados positivos en el panel de pruebas intraepidérmicas a pélenes (n
=421).

Extracto alergénico (polen) Resultados positivos (n = 421)
Olivo (Olea europea) 61,0 %
Artemisia (Artemisa vulgaris) 44,0 %
Gramineas (mezcla) 43,0 %
Cenizo (Chenopodium album) 42,5 %
Salsola (Salsola kali) 40,0 %
Platano de sombra (Platanus acerifolia) 31,0 %
Ciprés (Cuppresus arizonica) 28,3 %
Parietaria (Parietaria judaica) 18,5 %
Abedul (Betula verrucosa) 6,7 %
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En cuanto al resto de neumoalérgenos habituales analizados mediante prueba
intraepidérmica, los mas prevalentes fueron los acaros del polvo doméstico y la
Alternaria alternata (ver Tabla 4).

Tabla 4. Prevalencia de sensibilizacion mediante pruebas intraepidérmicas a otros

neumoalérgenos habituales en el area y poblacion de estudio (n = 421).

Extracto alergénico Resultados positivos (n = 421)
Dermatophagoides pteronyssinus 56,1 %
Dermatophagoides farinae 54,5 %
Alternaria alternata 20,4 %
Epitelio de gato 13,3%
Epitelio de perro 12,1 %
Profilina 9,5%

Perfil de sensibilizacion a alérgenos moleculares

Se analizd el perfil de sensibilizacion de cada paciente a las diferentes LTP incluidas en
la micromatriz. Se objetivd que la méas prevalente fue Jug r 3 (LTP de la nuez), la cual
resultd positiva en el 83 % de los casos. Seguida de Plaa 3 (73 %) y Arah 9 (71 %). La
LTP analizada con menor reactividad objetivada fue Par j 2 (LTP del polen de parietaria),

con tan s6lo un 6,2 % de positividad (ver Tabla 5).
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Tabla 5. Prevalencia de sensibilizacién a las diferentes proteinas de transferencia de lipidos
(LTP) en la muestra estudiada (n = 421) con el analisis de relaciones reciprocas entre Prup 3y
las LTP estudiadas.

Fuente alergénica LTP Prgv_a!enc_i{:\ de Correlacion con
sensibilizacion (n) Pru p 3 (valor de p)
Prunus persica Prup3 100 % (421)

Juglans regia Jugr3 83,1 % (350) 0,849™ (<0,01)
Platanus acerifolia Plaa3 73,0 % (307) 0,761 (< 0,01)
Arachis hypogaea Arah9 71,5 % (301) 0,718™ (< 0,01)

Corylus avellana Cora8 64,4 % (271) 0,625 (< 0,01)
Artemisa vulgaris Artv3 62,0 % (261) 0,501 (< 0,01)

Olea europaea Olee?7 25,0 % (105) 0,166 (< 0,01)
Triticum aestivum Trial4 13,5 % (57) 0,364 (< 0,01)
Parietaria judaica Parj 2 6,2 % (26) 0,057 (< 0,01)

Notas: Se muestra el valor del coeficiente de correlacién de Pearson por parejas de alérgenos moleculares.
Un coeficiente de correlacién entre 0,7 y 1 indica una asociacion positiva fuerte (negrita), y entre 0,3 y 0,7
una asociacion positiva moderada. **: La correlacion es significativa al nivel 0,01 (dos colas).

Se observo una correlacion fuertemente positiva entre Pru p 3 y las LTP de nuez (Jug r
3), platano de sombra (Plaa 3) y cacahuete (Ara h 9). Por el contrario, no hubo correlacién
positiva con las LTP de polen de olivo (Ole e 7), parietaria (Par j 2) o trigo (Tri a 14) (ver

Tabla 6).
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Tabla 6. Analisis de las relaciones reciprocas entre las LTP estudiadas.

Arah9 | Artv3 | cora8 | Jugr3 [ olee7 | Parj2 | Plaa3 Prup 3 Tri a 14
Ao 1 666" 745" 713" 263" 198" 726" 718" 606"
p= 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
1 651" 540" 366" 096" 612" 501" 545"
Artv 3
p= 0.000 0.000 0.000 0.049 0.000 0.000 0.000
1 654" 197" 118 735" 625" 568"
Cora8
p= 0.000 0.000 0.015 0.000 0.000 0.000
1 146" 0.073 842" 849" 430"
Jugr3
p= 0.003 0.134 0.000 0.000 0.000
1 0.021 248" 166" 170"
Ol o 7 248 166 170
p= 0.664 0.000 0.001 0.000
: 1 0.063 0.057 109
Parj 2
p= 0.196 0.244 0.026
1 o1 30~
blan 3 761 530
p= 0.000 0.000
Prup 3 1 .364"
p= 0.000

Notas: Se muestra el valor del coeficiente de correlacién de Pearson por parejas de alérgenos moleculares.
Un coeficiente de correlacién entre 0,7 y 1 indica una asociacién positiva fuerte (negrita), y entre 0,3 y 0,7
una asociacién positiva moderada. *: La correlacién es significativa al nivel 0,05 (dos colas). **: La
correlacion es significativa al nivel 0,01 (dos colas).

Con respecto a la sensibilizacion a otras familias de alérgenos moleculares representadas
en la micromatriz (ver Figura 1), el 7,6 % de los pacientes estaban sensibilizados frente
a, al menos, unade las profilinas incluidas en la plataforma: Hev b 8 (Hevea brasiliensis),
Mera 1 (Mercurialis annua), Betv 2 (Betulaverrucosa), y/oPhlp 12 (Phleum
pratense). De este grupo, el 70 % reconocian las cuatro profilinas.

Asimismo, el 4,8 % del total de pacientes de la muestra estaban sensibilizados frente a, al
incluidas en  la micromatriz: Mal  d

menos, unade las  proteinas PR-10

1 (Malus domestica), Prup 1 (Prunus persica), Betv 1 (Betula verrucosa), Aln g
1 (Alnus glutinosa), Act d 8 (Actinidia deliciosa), Ara h 8 (Arachis hypogaea), Gly m
4 (Glycine max), Api g 1 (Apium graveolens) y/o Cor a 1.0101 (Corylus avellana). De
forma similar a las profilinas, el 70% de estos pacientes reconocian 4 0 mas proteinas de
tipo PR-10. La familia de las proteinas polcalcinas mostré la menor prevalencia, con una

sensibilizacion del 4 % en la muestra; incluyendo Bet v 4 (Betula verrucosa) y Phl p
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7 (Phleum pratense). De este grupo, el 82 % (14 de 17 pacientes) estaban sensibilizados

a ambas polcalcinas.

Figura 1. Prevalencia de cosensibilizacion a los diferentes panalérgenos en nuestra serie.

Profilinas

6% Polcalcinas

Relacion entre alergia alimentaria y sintomas respiratorios

Se categorizd a los participantes segun las entidades clinicas que habian presentado
asociadas a la ingesta de alimentos de origen vegetal con contenido enLTP: (1) pacientes
con antecedente de anafilaxia [19,92]; ocurrida en el 37,1 % de los casos; (2) pacientes
con antecedente de urticaria con o sin angioedema; 67,9 % de los casos; (3) sindrome de
alergia oral (SAO); 59,1 % de los casos y (4) pacientes sensibilizados asintomaticos; 6,9

% de los casos.

Por otro lado, puesto que un mismo paciente podia haber presentado tanto episodios
graves de anafilaxia como varios cuadros de urticaria 0 SAO, también se clasifico a los

pacientes teniendo en cuenta unicamente la reaccion de alergia alimentaria asociada a la
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ingesta de alimentos con contenido en LTP de maxima gravedad presentada. De esta
manera, los pacientes se dividieron en 4 grupos de la siguiente forma:

- Grupo A (anafilaxia): 37,1 % (156 pacientes).

- Grupo B (urticaria con o sin angioedema): 46,6 % (196 pacientes).

- Grupo C (sindrome de alergia oral): 9,4 % (40 pacientes).

- Grupo D (sensibilizados asintomaticos): 6,9 % (29 pacientes).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de IgEe a

Pru p 3 entre los diferentes grupos clinicos (p > 0,05 en todos los casos).

De los 421 pacientes incluidos, el 71,5 % presentaban rinitis o rinoconjuntivitis, y el 29,7
%, asma bronquial. No hubo asociacion entre la gravedad de las entidades clinicas
presentadas y una mayor o menor prevalencia de rinitis, rinoconjuntivitis y/o asma
bronquial.

Una pequefia proporcién de pacientes, presentaban diagnéstico de esofagitis eosinofilica
asociado (2,1 %), o Unicamente sintomas gastrointestinales sin otra afectacion clinica (1,9

%).

En cuanto al polen de artemisa, el 62 % del total de pacientes incluidos estaban
sensibilizados a Art v 3, mientras que s6lo el 11 % de ellos reconocian de forma
concomitante Art v 1, el alérgeno principal. Respecto al polen de platanus acerifolia, el
73 % de los pacientes (307 de 421) reconocian Pla a 3. De estos 307 pacientes, inicamente

el 21 % estaban también sensibilizados a Plaa 1 o Plaa 2.
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Los alérgenos moleculares no-LTP incluidos en la micromatriz mas prevalentes en la
poblacion analizada fueron Ole e 1 (proteina Ole e 1-like), Sal k 1 (proteina pectina
metilesterasa, alérgeno mayor del polen de salsola kali) y Cup a 1 (proteina pectato liasa

de la familia Cupressaceae, grupo 1) (ver Tabla 7).

Tabla 7. Alérgenos moleculares no-LTP incluidos en la micromatriz mas prevalentes en la

muestra de 421 pacientes sensibilizados a Pru p 3.

Alérgeno Especie Prevalencia (%0)
Oleel Olea europaea 51,1
Salk 1l Salsola kali 37,5
Cupal Cupressus arizonica 36,8
Phlp1l Phleum pratense 33,0
Derp2 Dermatophagoides pteronyssinus 32,8
Derf2 Dermatophagoides farinae 32,0
Cynd1l Cynodon dactylon 29,2
Cryj1 Cryptomeria japonica 26,1
Derpl Dermatophagoides pteronyssinus 23,8

Riesgo de anafilaxia

Los pacientes cosensibilizados a Ara h 9 o Pla a 3 presentaron mayor prevalencia de
anafilaxia (ver Tabla 8), con una diferencia estadisticamente significativa (p = 0,003 y p
= 0,01; respectivamente). El resto de los alérgenos moleculares estudiados, incluidas el
resto de las LTP analizadas, no se asociaron con un mayor riesgo de anafilaxia. El riesgo
de presentar anafilaxia se incrementaba en aquellos pacientes sensibilizados a 5 0 mas
LTP de las estudiadas (p < 0,001; OR 2,19; IC del 95% 1,43-3,37). La frecuencia de
anafilaxia fue significativamente menor en aquellos que presentaban reactividad frente a
2 0menos LTP (p =0,04; OR 0,39; IC del 95% 0,16-0,98) (ver Tabla 9 y Figura 2). De

manera interesante, casi la mitad de los pacientes tenian positivas seis LTP (incluyendo,
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ademas de Prup 3: Jugr 3, Plaa 3, Arah 9, Cora 8y Art v 3) (ver Figura 3). No se
incluy6 en este contaje de LTP la sensibilizacion a Tri a 14, Ole e 7 y/o Par j 2 ya que
ninguno de los perfiles de sensibilizacion en los que estaban incluidas alguna de ellas se

asocié con un mayor riesgo de anafilaxia (ver Anexo 6).

Tabla 8. Asociacion entre variables independientes y anafilaxia.

Test

Variable B Err. estandar Wald gl ValorP OR IC del 95%

Mujeres —-0,033 0,338 0,009 1 0,92 0,97 0,50 1,88
AF de atopia 0,081 0,361 0,051 1 0,82 1,09 0,54 2,20
Edad 0,014 0,015 0,823 1 0,36 1,01 0,98 1,05
Rinitis 0,278 0,395 0,495 1 0,48 1,32 0,61 2,87
Asma 0,316 0,382 0,687 1 0,41 1,37 0,65 2,90
Cacahuete” 0,103 0,062 2,794 1. 0,095 1,11 0,98 1,25
Nuez” 0,085 0,065 1,698 il 0,19 1,09 0,96 1,24
Semilla girasol” 0,023 0,052 0,198 1 0,66 1,02 0,92 1,13
Avellana® —-0,011 0,060 0,035 1 0,85 0,99 0,88 1,11
Almendra” -0,019 0,060 0,100 1 0,75 0,98 0,87 1,10
Arah?2 0,242 0,323 0,558 1 0,46 1,27 0,68 2,40
Arah9 0,227 0,077 8,580 1 0,003 1,26 1,08 1,46
Plaa3 0,140 0,054 6,658 1 0,010 1,15 1,03 1,28
Trial4d 0,128 0,150 0,723 1 0,40 1,14 0,85 1,53
Olee7 —-0,073 0,043 2,907 1 0,088 0,93 0,86 1,01
Artv 3 —0,085 0,061 1,950 1 0,16 0,92 0,82 1,04
Phlp 12 -0,135 0,230 0,345 1 0,56 0,87 0,56 1,37
Prup1l —2,256 1,457 2,398 1 0,12 0,11 0,01 1,82

Notas: AF, antecedentes familiares; gl, grados de libertad; IC: intervalo de confianza; OR, razén de
probabilidades (odds ratio). “Las sensibilizaciones a cacahuete, nuez, semilla de girasol, avellana y
almendra estdn medidas mediante prueba intraepidérmica positiva a extracto comercial. Los modelos
estadisticos utilizados, la prueba de Hosmer y Lemeshow Yy el &rea bajo la curva ROC, se consideran
adecuados si p > 0,05 y p < 0,05, respectivamente, como ocurrié en nuestros resultados. El riesgo de
anafilaxia es mayor cuando OR > 1 (negrita).
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Tabla 9. Incidencia de anafilaxia segin el nimero de sensibilizaciones a LTP, incluyendo Pru p
3,Arah9,Jugr3,Plaa3, Cora8y/oArtv3.

NUm. LTPs Pacientes Pacientes con anafilaxia (%0)
1 39 9(231)
2 30 6 (20,0)
3 41 11 (27,5)
4 50 16 (32,0)
>5 261 115 (44,1)
TOTAL 421 157

Figura 2. Numero de sensibilizaciones a LTP en el subgrupo de pacientes con anafilaxia,

incluyendo Prup 3, Arah 9,Jugr 3, Plaa 3, Cor a8 y/o Art v 3.

Sensibilizaciones a LTP en los 157
pacientes con anafilaxia

H]l m2 m3 w4 m>5
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Figura 3. Prevalencia de reactividades a LTP en la muestra total de pacientes.

Perfiles de sensibilizacion a LTP

5 sensibilizaciones
(184 pacientes)

4 sensibilizaciones
(77 pacientes)

3 sensibilizaciones

(50 pacientes) —

2 sensibilizaciones

(41 pacientes) :
|

1 sensibilizacion
(30 pacientes)

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40%

OPlaa3 FJugr3 BCora8 HArtv3 DArah9
Notas: recordar que todos los participantes estaban sensibilizados a Pru p 3 (9,3 %
monosensibilizados). Por lo tanto, hay que tener en cuenta una sensibilizacion mas (Pru p 3) en
cada uno de los cinco grupos representados en la figura. No se ha incluido este dato en la figura
para obtener una visualizacién mas clara del resto de LTP, ya que en todos los casos la columna

referente a Pru p 3 seria equivalente al 100 % del total de todos los grupos.

Al analizar la relacion entre la sensibilizacion a poblenes mediante pruebas
intraepidérmicas y las diferentes entidades clinicas, se observo que la proporcion de
anafilaxia fue del 37 % en los sujetos sensibilizados a pdlenes, similar a la encontrada en

los casos con pruebas intraepidérmicas negativas a polenes (36 %).
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A pesar de observarse una menor prevalencia de anafilaxia en los pacientes sensibilizados
a profilina y/o PR-10 (28 % y 25 %, respectivamente), la diferencia no resultd
estadisticamente significativa. EI hecho de presentar sensibilizacion a polcalcina Bet v 4

se asocio de forma significativa con un menor riesgo de anafilaxia (p < 0,05).

También se quiso estudiar si existian diferencias asociadas a la edad en cuanto a presentar
mayor riesgo de anafilaxia. Para ello, se categorizo a los pacientes en 3 grupos: < 25 afios
(116 pacientes), 25-50 afios (231 pacientes) y >50 afios (74 pacientes). Se observo una
menor incidencia de anafilaxia (26,7 %) en el grupo de participantes con edad menor o
igual a 25 afios (p = 0,045) (ver Figura 4). Sin embargo, no se objetivaron diferencias
significativas entre los valores medios de IgEe a Pru p 3 entre los grupos de edad ni entre

los pacientes menores versus mayores a 25 afios (4,76 vs. 4,74 1SU, respectivamente).

Figura 4. Prevalencia de anafilaxia inducida por alimentos con contenido en LTP, estratificada

segun la edad, en nuestro grupo de pacientes sensibilizados a Pru p 3.
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Segundo estudio realizado:

Se seleccionaron un total de 528 pacientes adultos sensibilizados a Pru p 3 (IgE especifica
a Pru p 3 20,10 kU/L), siguiendo los criterios de inclusion, y se agruparon segun la
presencia de cofactor (ver la seccion de ‘material y métodos’ para una descripcion mas
detallada). Ciento noventa y cuatro pacientes (el 37 %) se incluyeron en el Grupo
Cofactor (GC) y trescientos dos (57 %) en el Grupo No Cofactor (GNC). Treinta y dos (6
%) pacientes eran asintomaticos, por lo que no se incluyeron en ninguno de los dos

grupos.

En el Grupo Cofactor hubo mayor presencia de mujeres (66,5 % vs 57,6 %; p = 0,04), un
inicio mas tardio de la enfermedad (27 vs 16,1 afios; p = 0,001) y mayor relacién IgEe

Prup 3/ IgE total (0,08 £ 0,1 vs 0,05 £ 0,1; p <0,001) (ver Tabla 10).

Tabla 10. Caracteristicas clinicas.

GRUPO COFACTOR GRUPO NO COFACTOR
(194 pacientes) (302 pacientes)

Mujeres n (%0) 129 (66,5) 174 (57,6)
Edad (afios) 40,8 + 11,6 41,8+116
quad de d_ebut~de alergia 27 +176 16,1+ 11,7
alimentaria (afios)
Rinitis (%) 150 (77,3) 250 (82,8)
Asma (%) 50 (25,8) 110 (36,4)
Sensibilizacion:

Pélenes” (%) 133 (68,6) 221 (73,2)

Acaros (%) 95 (49) 165 (54,6)

Perro/gato (%) 57 (29,4) 101 (33,5)

Hongos de la

himedad (95 11 (5,7) 38(18,9)

Pru p 3 prick test (%0) 194 (100) 302 (100)
PR-10 (Prup 1, %)™ 0 (0) 0 (0)
Profilina (Pru p 4, %)™ 15 (7,7) 16 (5,3)
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Valor p

0,04
ns
0,001
0,017
0,002

ns
ns

ns
ns

N/A

N/A

ns



IgE total (KU/L) 2415+ 343,4 293,4 £ 483,7
IgEe melocoton (kU/L) 7,310 7,0+£97
IgEe Pru p 3 (kU/L) 10,2 + 16,2 7,7+10,9
IgEe Pru p 3/melocoton 1,3+0,9 13+11
IgEe Pru p 3/IgEt 0,08+0,1 0,05+0,7
Reacciones locales (%0) 105 (34,8)
SAO N/A™ 61 (20,2)
Sint. gastrointestinales 16 (5,3)
Urticaria de contacto 28 (9,3)

Reacciones sistémicas:

194 pacientes

197 pacientes

Grado 1: leve (%) 54 (36,5) 94 (63,5)
Grado 2: moderado (%) 118 (55,1) 96 (44,9)
Grado 3: grave (%) 22 (75,9) 7(24,1)

Notas: Un valor de p <0,05 se considerd estadisticamente significativo. N/A: no aplica; ns: estadisticamente
no significativo. Los valores se expresan como media + desviacién estandar.

“La sensibilizacion a polenes incluye: polen de platano de sombra, gramineas, artemisa, olivo, parietaria y

ciprés. ""La sensibilizacion a profilina se analizé a través de la IgEe a Pru p 4 y la sensibilizacion a PR-10

ok

mediante la IgEe a Pru p 1. Se considero positivo un resultado >0.10 kU/L. “"Todos los pacientes del GC

habian presentado alguna reaccion sistémica.

De la muestra total, 391 pacientes presentaban antecedentes de haber sufrido, al menos,
una reaccion sistémica inducida por cofactor, sumando un total de 1089 reacciones
sistémicas. Considerando solo la reaccion mas grave experimentada por cada paciente, 29
pacientes (el 5,5 %) sufrieron reacciones sistémicas de Grado 3 segun la escala de
gravedad de Brown [6], 214 (el 40,5 %) de Grado 2 y 148 pacientes (el 28 %) de Grado
1. Por otro lado, 105 pacientes (el 19,9 %) presentaron solo reacciones locales (el 11,5 %
SAO (61 pacientes), el 3 % sintomas gastrointestinales (16 pacientes) y el 5,3 % urticaria
de contacto (28 pacientes)). Teniendo en cuenta solo a los pacientes con reacciones
sistémicas, el Grupo Cofactor mostré un mayor riesgo de reacciones Grado 2 o Grado 3
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(OR 1,97; p <0,05) y Grado 3 (OR 3,5; p = 0,003) en comparacion con el Grupo No-
Cofactor (ver tabla 10). La “mezcla de alimentos vegetales” (55,8 %), las nueces (36,6
%) y el melocoton (31,7 %) fueron los alimentos mas frecuentemente implicados (ver
Figura 5). Entre los frutos secos, las nueces (25 %), los cacahuetes (18 %), las avellanas
(16 %) y las almendras (8 %) fueron los méas frecuentes. De hecho, al comparar ambos
grupos, la “mezcla de alimentos vegetales™ estuvo significativamente mas involucrada en
el Grupo Cofactor, asi como la lechuga y “otras frutas Rosaceae diferentes al melocoton”

(ver Figura5y Tabla 11).
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Figura 5. Alimentos implicados en las reacciones sistémicas en el Grupo Cofactor y el Grupo No

Cofactor.
XK
200
® Grupo Cofactor
150 » Grupo No Cofactor
x %
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T
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S
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*
50
I |

Mezclade Frutos Melocoton Rosacedae Otras Otras Lechuga Semillas Cereales Otros

alimentos Secos frutas verduras alimentos

vegetales vegetales

Notas: NUmero de reacciones para cada grupo de alimentos involucrados en reacciones sistémicas,
comparando pacientes del GC y pacientes del GNC. Los alimentos se representan en orden de frecuencia
de participacion: “mezcla de alimentos vegetales”; frutos secos (nuez, avellana, cacahuete, almendra,
anacardo, pistacho, castafia 0 combinacion de frutos secos); melocoton; Rosaceae (manzana, pera, ciruela,
cereza, fresa, nectarina, albaricoque); otras frutas (kiwi, platano, uva, meldn, pifia, sandia, naranja);
lechuga; cereales (trigo, maiz, arroz, avena); semillas (semillas de girasol, mostaza, soja); otras verduras
(tomate, judia verde, lentejas, garbanzos, guisantes, calabacin, champifién). 'Otros alimentos vegetales'
incluyen: miel, cacao, pimenton, perejil, hierba luisa, pimienta y canela. Nimero total de pacientes que
sufrieron reacciones sistémicas = 391. NUmero de pacientes en el Grupo Cofactor = 194. NUmero de
pacientes en el Grupo No Cofactor = 197. “Mezcla de alimentos vegetales”: reacciones en las que
intervinieron varios alimentos vegetales que contenian LTP; Rosaceae: otras Rosaceae distintas al
melocoton. *Valor de p <0,05. **Valor de p <0,01.
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Tabla 11. Alimentos implicados en las reacciones sistémicas en el Grupo Cofactor y el Grupo No

Cofactor y media de reacciones sistémicas por paciente por cada alimento.

GRUPO COFACTOR GRUPO NO COFACTOR
(194 pacientes) (197 pacientes)
Num. de NGm. de Med_ia de NUm. de NG, de Medi_a de Valor
pacientes reaccibnes reacc_lones/ pacientes reaccibnes reacciones 0*
(%) paciente (%) /paciente
M_ezcla de 147
allmento§ (75.8) 245 1,7 71 (36,6) 88 1,2 <,0001
vegetales ’
Frutos 59 30,4) 94 16 84(433) 131 16 0,01
Secos
Melocotén = 56 (28,9) 63 11 68 (35,1) 76 11 ns
Rosaceae™ 53 (27,3) 68 1,3 32 (16,5) 44 1,4 0,008
Otras
frutas 32 (16,5) 36 1,1 41 (21,1) 59 1,4 ns
Otros
vegetales 29 (14,9) 44 15 23 (11,9) 31 1,3 ns
Lechuga 23(11,9) 24 1,0 11 (5,7) 13 1,2 0,03
Semillas 15 (7,7) 16 1,1 17 (8,8) 17 1 ns
Cereales 14 (7,2) 16 1,1 12 (6,2) 17 14 ns
Otros
alimentos 4 (2,1) 4 1 2 (1) 3 15 ns
vegetales

Notas: Los alimentos se representan en orden de frecuencia de participacion: “mezcla de alimentos
vegetales”; frutos secos (nuez, avellana, cacahuete, almendra, anacardo, pistacho, castaila o combinacion
de frutos secos); melocotdn; Rosaceae (manzana, pera, ciruela, cereza, fresa, nectarina, albaricoque); otras
frutas (kiwi, platano, uva, mel6n, pifia, sandia, naranja); lechuga; cereales (trigo, maiz, arroz, avena);
semillas (semillas de girasol, mostaza, soja); otras verduras (tomate, judia verde, lentejas, garbanzos,
guisantes, calabacin, champifién). 'Otros alimentos vegetales' incluyeron: miel, cacao, pimentén, perejil,

hierba luisa, pimienta o canela.

““Mezcla de alimentos vegetales”: reacciones en las que estuvieron involucrados varios alimentos vegetales

que contenian LTP, pero no se identificé uno de los alimentos en particular como un desencadenante Gnico.

"*Rosaceae: otras Rosaceae diferentes al melocotdn.

*El valor de p se calculé comparando el nimero de pacientes que reaccionaron con cada grupo de alimentos
mediante la prueba de Chi?. Un valor de p <0,05 se considerd estadisticamente significativo. ns:

estadisticamente no significativo.
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Por otro lado, en el Grupo Cofactor se analizé si existian pacientes que Unicamente
presentaban reacciones de alergia alimentaria inducidas por LTP en presencia de algin
cofactor. Dentro de este grupo, hubo 9 pacientes (el 4,6 %) que s6lo experimentaron
reacciones inducidas por cofactor, por lo que se incluyeron dentro del "Grupo Cofactor
Puro”. Cabe destacar, por lo tanto, que 185 de los 194 pacientes del Grupo Cofactor (el
95,4 %) presentaron reacciones con Yy sin cofactores (“Grupo Cofactor Mixto”),
relacionadas con diferentes alimentos de origen vegetal. Los pacientes del “Grupo
Cofactor Puro” mostraron una relacion IgEe a Pru p 3 / IgEt significativamente mas baja
y experimentaron una tasa de prevalencia significativamente mayor de reacciones
sistémicas graves de Grado 3 (OR 7,42; p <0,01; IC 95 % 1,8-30,1) en comparacion con
el “Grupo Cofactor Mixto”. No se encontraron diferencias entre las otras variables
estudiadas (ver Tabla 12).

Curiosamente, a la hora de analizar el fenotipo clinico de mayor gravedad dentro del
Grupo Cofactor, las reacciones inducidas por cofactores fueron méas graves (Grado 2 y
Grado 3) que las reacciones sistémicas sin presencia de cofactor (OR 3,2; p <0,001) (ver
Tabla 12). El ejercicio (41,7 %) y los AINE (37,8 %) fueron los cofactores mas frecuentes

y el tipo de cofactor no se correlaciond con la gravedad de la reaccion (ver Figura 6).
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Tabla 12. Datos demogréficos que comparan pacientes del “Grupo Cofactor Puro™ con pacientes

del “Grupo Cofactor Mixto".

Media =
desviacion
estandar

Reacciones
sistémicas

(ndim. de
pacientes)

Edad (afios)

Edad de debut de
alergia alimentaria

(afios)

IgE total (KU/L)

IgEe melocoton
(kU/L)

IgEe Prup 3
(kU/L)

IgEe Prup 3/ IgEe

melocotdn

IgEe Prup 3/ IgEt

G1 leve (%)

G2 moderado (%)

G3 grave (%)

GRUPO
COFACTOR
PURO

(9 pacientes)

47,4 +155

35+21,.2

503 £ 784
6,3+8,1

24+28

1,7+£13

0,01+ 0,01
3(333)
2(22,2)

4 (44,4%)

GRUPO

COFACTOR

MIXTO

(185 pacientes)

40,5+ 11

26,6 +17,6

228 + 305
7,3+10

10,6 + 16,5

1,3+09

0,1+0,1
115 (62,2)
52 (28,1)

18 (9,7)

Valor P

ns

ns

ns

ns

ns

<0,01

ns

ns

<0,01

Notas: Los pacientes del “Grupo Cofactor Puro” son aquellos individuos que experimentaron solo

reacciones inducidas por cofactores; Los pacientes del “Grupo Cofactor Mixto" se definen como aquellos

individuos que sufren reacciones sistémicas con y sin cofactor.

Un valor de p <0,05 se considerd estadisticamente significativo. ns: estadisticamente no significativo.
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Reacciones sistémicas

Figura 6. Reacciones sistémicas inducidas por cofactor dentro del Grupo Cofactor en pacientes

sensibilizados a Pru p 3.
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8. DISCUSION

Primer estudio realizado:

El objetivo del estudio fue evaluar la relacion entre anafilaxia y la respuesta de la IgE
especifica en un gran grupo de pacientes sensibilizados a Pru p 3, analizando las entidades
clinicas reportadas por los mismos, la sensibilizacion a otros componentes moleculares
incluidos en la micromatriz 112 ImmunoCAP ISAC® (Phadia; Thermo Fisher Scientific),
y la relacion entre los alérgenos alimentarios e inhalantes. Los resultados objetivados en
cuanto a la prevalencia de sensibilizaciones a los diferentes neumoalérgenos, muestran
un patrén similar al observado en nuestra area en otros estudios nacionales [26], aunque
la sensibilizacion a los pdlenes de artemisa y platano de sombra, mostraron mayores

valores positivos de los esperados.

No se observo ninguna relacion entre la respuesta cutanea en la prueba intraepidérmica a
piel de melocotdn u otros extractos alimentarios y anafilaxia u otros sintomas reportados

por los pacientes, como también se ha visto publicado en otros estudios [98-99].

A pesar de que la entidad clinica mas frecuentemente reportada en nuestro grupo fue la
urticaria, presente en el 67,9% de los casos, la anafilaxia ocurrié en mas de un tercio de
los casos. Sélo una minoria de los participantes sensibilizados a Pru p 3 toleraban el
melocotdn. Los sintomas gastrointestinales estan cobrando cada vez mas protagonismo
en la alergia alimentaria por LTP en nuestra practica clinica habitual, aunque en la mayor
parte de los casos, suelen ir asociados a otros sintomas, ya sean sintomas leves como SAO
o de mayor gravedad, como una urticaria generalizada o algin episodio de anafilaxia. En
la poblacion con alergia a LTP se han llegado a describir alteraciones digestivas crénicas
hasta en la mitad de los casos [62], a pesar de que todavia no se ve suficientemente

reflejado en la mayoria de los estudios publicados en la literatura. Creemos que, en
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nuestra muestra, la pequefia proporcion de pacientes encontrada que referian Unicamente
presentar sintomas gastrointestinales sin afectacion cutanea u otra clinica asociada, podria
deberse a que se trata de un sintoma que muchas veces el paciente no le da tanta
importancia como los anteriormente citados (por lo que podria estar infradiagnosticado).
Es posible que, si se estudiara en la actualidad una nueva muestra de pacientes y se
realizara una anamnesis minuciosa de las manifestaciones digestivas presentadas con
cada alimento, el porcentaje de pacientes afectos de dicha entidad clinica fuera superior

al encontrado.

No se encontraron diferencias significativas respecto a la gravedad de los sintomas de
alergia alimentaria entre los pacientes con y sin alergia respiratoria (rinitis,
rinoconjuntivitis y/o asma bronquial); estos hallazgos son consistentes con estudios
previos [31, 73, 100]. Por consiguiente, a pesar de que la alergia alimentaria y respiratoria
son entidades que suceden en pacientes atdpicos y pueden estar interrelacionadas [101-
102], en nuestro grupo de sensibilizados a LTP, el hecho de padecer una alergia
respiratoria concomitante, parece no asociarse a mayor gravedad de los sintomas de

alergia alimentaria.

En nuestro estudio, la LTP més prevalente después de Pru p 3 fue Jug r 3, seguida de Pla
a3, Arah 9y Cora8. Las menos reconocidas fueron Ole e 7, Tri a 14 y Par j 2. El perfil
de reconocimiento de LTP que se observd en nuestra poblacion fue similar al patron
reportado por otros estudios en el area Mediterranea y en otros lugares mas alejados, como
Europa Central o China, entre otros [31, 43, 57-61, 84, 103-105]. En nuestra region, la
nuez es ampliamente consumida, y es posible que algunos de nuestros pacientes se
sensibilizaran primariamente a Jug r 3 en lugar de a Pru p 3. En comparacion con Ara h
9, la prevalencia de sensibilizacion a Arah 1 y Ara h 3 fue baja (2%), indicando que Ara
h 9 era el componente mas importante involucrado en la sensibilizacion a cacahuete en
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nuestra area, como también ha sido reportado por Vereda y colaboradores [104], en
pacientes alérgicos a cacahuete. De hecho, en estos casos, el sensibilizador primario
parece ser Pru p 3, seguido de una respuesta de los pacientes a Ara h 9 por reactividad
cruzada [84, 104]. A pesar de que la presencia de sensibilizacion a polen de platano de
sombra no fue alta en nuestra poblacion, Pla a 3 fue la tercera LTP més prevalente. Por
este motivo creemos que, en nuestra muestra, Pru p 3 esti actuando como alérgeno
primario y las respuestas a Pla a 3 se deben a reactividad cruzada. De hecho, Pla a 3 se
asocio con anafilaxia de forma significativa. También se ha relacionado con reacciones
graves por alimentos y, junto a Art v 3, a sintomas respiratorios en individuos alérgicos a

LTP [61, 105].

Nuestros resultados no mostraron asociacion significativa entre Prup 3y Ole e 7 o Par j
2, por ende, confirmando las observaciones de otros estudios [31, 58, 44] y apoyando la
falta de reactividad cruzada entre la LTP del melocoton y las LTP de estos pélenes. Se
considerd que la alta prevalencia de sensibilizacion frente a Ole e 7 en nuestra poblacion
podria deberse simplemente a la sensibilizacion al polen de olivo, puesto que este es el

alérgeno mas frecuentemente reconocido después de Ole e 1 [106].

La razdn por la cual la sensibilizacion a cupressus arizonica fue casi la misma que la de
phleum pratense por microarray, pero la sensibilizacion al polen de gramineas por prueba
intraepidérmica fue casi el doble que la de ciprés, podria explicarse por el hecho de que
el extracto de polen de gramineas aplicado en la prueba intraepidérmica contiene varias
especies de gramineas (ademés de phleum pratense); o porque Cup a 1 también es un
determinante de reaccion cruzada de los carbohidratos (CCD) y su sensibilizacion
aumenta debido a la reactividad cruzada con otros CCD. En Espafia se ha descrito
reactividad cruzada del polen de cupresaceas con Pru p 3, sin embargo, su relevancia
clinica es desconocida [75].
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La asociacion entre la sensibilizacion a Ara h 9 o Pla a 3 y anafilaxia fue significativa.
Scala y col. [31] reportaron que los pacientes que reaccionaban a mas de 5 LTPs
experimentaban un mayor nimero de reacciones sistémicas inducidas por alimentos. Este
hallazgo fue replicado en nuestra cohorte. Un hallazgo interesante de nuestro estudio es
que mas de la mitad de los pacientes fueron positivos a 5 0 mas LTPs (incluyendo Pru p
3,Jugr3,Plaa3, Arah9, Cora8yArtv 3). Teniendo en consideracidn esta observacion,
261 participantes de nuestro grupo de estudio fueron inmuno-reactivos a 5 0 méas de las
moléculas de LTP estudiadas, probablemente reflejando un grado de reconocimiento de

epitopo comun.

La homologia de secuencia de aminoacidos con Pru p 3 entre las diferentes LTPs incluidas
en la micro-matriz es la siguiente: Jug r 3 (65%), Arah 9 (62%), Cor a 8 (60%),

Artv 3 (51%), Pla a 3 (46%), y Tri a 14 (47%). Las LTP de pdlenes de olivo (Olee 7) y
parietaria (Par j 2) presentan <35% de identidad de secuencia con Pru p 3 [74]. A partir
de nuestros datos, se planted la hipotesis de que Ara h 9, Cor a 8 y Jug r 3, con sus
correspondientes identidades de secuencia de aminoacidos se asociaban, junto a Pru p 3,

con la sensibilizacion tanto a determinados p6lenes como a alimentos vegetales [73].

La mayoria de los pacientes sensibilizados a profilina, reconocieron 2 o mas profilinas,
incluyendo aquellas que no era relevantes en nuestra poblacion, reforzando el concepto
de que se trata de un panalergeno que reacciona de forma cruzada con otros miembros de
su familia. En este estudio, se encontrd que la sensibilizacion a Pru p 1 (una proteina de
la familia de las PR-10) o Phl p 12 (una profilina), se asociaba de forma negativa con el
desarrollo de anafilaxia; sin embargo, este hallazgo no fue estadisticamente significativo.
Aunque algunos estudios han encontrado que la sensibilizacién aPrup 1, Prup 4 o Phl p
12 se asociaba con una menor probabilidad de anafilaxia [42, 68], no se pudo confirmar
esta observacién. Sin embargo, la mayoria de estos estudios provienen de paises del Norte
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o Centro de Europa [73, 107], en donde la sensibilizacion a estos alérgenos es mucho mas
alta que en el Sur de Europa [72, 108]. En este sentido, la baja prevalencia de
sensibilizacion a profilinas y/o PR-10 en nuestro medio justificaria nuestros hallazgos. En
lo que respecta a la cosensibilizacion a otros panalérgenos, como profilina o PR-10, como
posible factor protector de anafilaxia inducida por alimentos, recientemente se ha
publicado otro estudio espafiol comparando dos poblaciones de Malaga y Barcelona, en
el cual se objetivd asociacion significativa sélo con profilina (no se analizé PR-10 u otros
panalérgenos) en el grupo de Malaga, pero no en el de Barcelona [109]. Cabe destacar
que el primer grupo incluia 49 de 177 (28 %) pacientes cosensibilizados a profilina, y el
segundo s6lo 7 de 75 (9 %), por lo que de nuevo podriamos pensar que la prevalencia de

cosensibilizados a esta proteina podria ser un factor muy relevante.

Una limitacion de nuestro estudio es que los casos fueron seleccionados basados en el
diagnostico de alergia a LTP mediante la historia clinica, pruebas cutaneas y la IgE
especifica frente a Pru p 3 positivas, en lugar de realizar la seleccion a través de la
provocacién con alimentos. Sin embargo, no se realizaron provocaciones orales con
alimentos porque, en muchos de los casos, no se identifico un Gnico alimento vegetal
especifico implicado en la reaccién. La elevada tasa de reactividad cruzada entre las
diferentes LTP, puede dificultar la identificacion de un Unico alimento desencadenante, o
que el alimento desencadenante de la reaccion sea un compuesto de alimentos vegetales,
que dificulta mucho la realizacion de una provocacion alimentaria oral estandarizada para
todos los pacientes. Otros estudios que han analizado la alergia a LTP, muy
frecuentemente han incluido una cohorte de pacientes que comparten una alergia
alimentaria al mismo alimento vegetal, lo que facilita el uso de las pruebas de provocacion
oral estandarizadas. Otra limitacidn es que otros alérgenos alimentarios comunes podrian

estar involucrados en nuestra poblacion, como manzanas, naranjas, lechuga y mostaza,
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de los cuales no estan representadas las LTP correspondientes de cada uno de ellos en la
micromatriz. Palacin y cols. demostraron que las LTP de estos alérgenos, asi como de

otros, eran relevantes en inducir sensibilizacion [110].

72



Segundo estudio realizado:

Las proteinas de transferencia de lipidos son una de las familias méas implicadas en la
alergia alimentaria en la region mediterranea, aunque su relevancia, como se ha descrito

en los ultimos afos, no se limita a esta area geogréfica.

El manejo actual de la alergia a la LTP es muy complejo por (1) el amplio espectro de
alimentos que potencialmente inducen una reaccion, (2) se asocia con frecuencia a
cofactores que pueden aumentar la gravedad de las reacciones y (3) no disponemos de
herramientas en la actualidad que nos ayuden a identificar a aquellos pacientes con riesgo
de presentar reacciones graves. Por lo tanto, los pacientes alérgicos a la LTP evitan con

asiduidad maultiples alimentos, lo que conlleva un alto impacto en su calidad de vida.

En este estudio se ha analizado el papel de los cofactores y el fenotipo de los pacientes
con alergia alimentaria inducida por cofactor en un amplio grupo de 528 pacientes
sensibilizados a la LTP del melocotén, sensibilizador primario en nuestro medio y el

alérgeno alimentario mas frecuente.

En nuestra serie no se obtuvo ningun resultado positivo para IgEe a Pru p 1 (PR-10) y
solo 31 pacientes (5,9 %) fueron positivos frente a Pru p 4 (profilina). Los pacientes de
esta area geogréafica (Barcelona, area mediterranea) tienen una exposicion particular a
polenes (principalmente platano de sombra y parietaria) que hace que la sensibilizacion a
PR-10 y profilina sea poco frecuente, por ello la ausencia de sensibilizacién a PR-10 y el
bajo porcentaje de sensibilizacién a profilina. Al comparar los pacientes cosensibilizados
a profilina con monosensibilizados a LTP, no se encontraron diferencias en la gravedad
de los sintomas de alergia alimentaria. Estos resultados estan en consonancia con
publicaciones previas de nuestro grupo; en una serie similar de 75 pacientes alérgicos a

LTP solo se encontraron 7 sujetos (9,3 %) sensibilizados a profilina, y tampoco se
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encontraron diferencias en la gravedad de los sintomas entre la consensibilizacion a

profilina y la monosensibilizacién a LTP [110].

Los hallazgos principales de nuestro estudio han sido que (1) las reacciones relacionadas
con cofactores en pacientes alérgicos a LTP son significativamente mas graves que las
reacciones independientes de cofactor; (2) el desencadenante més frecuente de las
reacciones sistémicas inducidas por LTP es la combinacién de diferentes alimentos
vegetales (verduras, frutas, cereales, legumbres); (3) las mujeres tienen
significativamente méas reacciones dependientes de cofactor que los hombres y (4) los
pacientes alérgicos a la LTP pueden tener reacciones tanto dependientes como

independientes del cofactor.

El predominio del sexo femenino en el GC podria estar relacionado con factores
hormonales; de hecho, los niveles de estrogenos se han relacionado con un mayor riesgo
de anafilaxia [3]. Realmente, la ingesta de AINE para controlar el dolor menstrual es una
practica habitual que podria explicar la frecuente implicacion de estos farmacos en nuestra
serie. También se observé que los pacientes con reacciones inducidas por cofactor
presentaban un inicio mas tardio de la enfermedad y una relacion IgEe Pru p 3/ IgEt mas
alta. Hasta la fecha, los niveles de IgEe en la alergia a LTP no se han correlacionado con
la gravedad [111] y no hay datos sobre la relevancia de las ratios [112]. El momento del
diagnostico juega un papel fundamental, ya que el tiempo desde la primera reaccion hasta
el diagnostico es muy variable y puede afectar al nimero de reacciones que puede tener
un paciente, asi como al riesgo de presentar reacciones inducidas por cofactor. Sin
embargo, el nimero de alimentos que contienen LTP y pueden estar involucrados en estas
reacciones, al menos en nuestra area, es muy alto, incluyendo frutas, verduras, cereales,

frutos secos, legumbres. .. tal como se muestra en la Tabla 11 y la Figura 5. Por lo tanto,
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aunque un paciente pueda evitar un alimento en particular después de sufrir una reaccion,

todavia hay una gran variedad de otros alimentos que pueden inducir una nueva reaccion.

Se ha mostrado en este estudio que un mismo paciente puede tener una reaccion sistémica
tanto con, como sin cofactor. Por lo tanto, el efecto cofactor podria no depender de las
caracteristicas intrinsecas del individuo y podria considerarse un efecto universal
potencial, como también se muestra en el modelo de alergia al trigo [5]. En nuestro
estudio, las reacciones inducidas por cofactor también fueron més graves y, hasta donde
sabemos, esta es la primera descripcion de este hallazgo en una gran serie de pacientes

con alergia alimentaria por LTP.

La mezcla de alimentos vegetales fue el grupo mas frecuentemente involucrado en las
reacciones sistémicas, lo que significa que se consumieron una combinacién de diferentes
alimentos vegetales en una misma comida, la mayoria de los cuales contenian LTP [62].
Por lo tanto, no fue posible identificar si el desencadenante era solo uno de los alimentos
vegetales o la dosis acumulada de LTP de las diferentes fuentes alimentarias. Este
concepto esta en consonancia con las ideas compartidas por Skypala y colaboradores en

el grupo de trabajo publicado el afio pasado sobre alergia alimentaria por LTP [113].

Hoy en dia, la evitacion de cofactores no es una practica generalizada en todos los
pacientes con alergia a LTP y, por lo general, solo se recomienda en pacientes con
reacciones previas relacionadas con cofactores. De hecho, no hay ninguna recomendacién
especifica con respecto a la evitacion sistematica de cofactores en ninguno de los
consensos recientes sobre alergia alimentaria, incluido el grupo de trabajo de la EAACI

recientemente publicado sobre alergia a LTP [113].

En conclusion, mas del 35% de los pacientes sensibilizados a LTP de esta gran cohorte

presentaron reacciones inducidas por cofactor, frecuentemente graves, aunque los
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alimentos culpables generalmente no se pudieron identificar de forma individual. Por este
motivo, el consejo dietético es extremadamente complicado en estos pacientes,
dejandoles con un alto riesgo de desarrollar anafilaxia. Esta observacion puede sugerir
que, de acuerdo con las recomendaciones de la actualizacion de anafilaxia de la Academia
Europea de Alergia e Inmunologia Clinica (EAACI) [1], nuestros resultados sugieren que
cualquier paciente alérgico a LTP con una reaccion alérgica previa de leve a moderada
deberia llevar un autoinyector de adrenalina, debido al alto riesgo de desarrollar una
reaccion grave. Por la tanto, la prescripcién de autoinyectores de adrenalina deberia
basarse no solo en el historial de haber presentado una anafilaxia previa, sino también en
el antecedente de haber presentado una reaccion de leve a moderada con alimentos que
se conoce que estan asociados con el desarrollo de anafilaxia en la region del paciente

que, en la nuestra, es cualquier alimento que contenga LTP.

Se necesitan mas estudios para validar la relevancia de los cofactores en la alergia
alimentaria por LTP. El mayor reto recae en que dichas recomendaciones a los pacientes
se conviertan en una practica universalmente aceptada, con el fin de poder comparar los
diferentes resultados obtenidos, incluyendo un mayor namero y diversidad de pacientes,

para que avalen los resultados obtenidos en nuestro estudio.
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9. CONCLUSIONES

Se concluye que, en nuestro grupo de estudio:

Un tercio de los pacientes sensibilizados a Pru p 3 desarrollaron anafilaxia.

Del registro con variables clinicas y de laboratorio de pacientes con sensibilizacion a LTP
se concluye que la presencia de sensibilizacion a 5 0 mé&s LTP fue el mejor predictor

(factor de riesgo) de anafilaxia.

Los cofactores juegan un papel importante en la estratificacion del riesgo de los pacientes
sensibilizados a LTP, asociandose a un mayor riesgo de presentar reacciones sistémicas

moderadas y graves.

Mas de un tercio de los pacientes adultos sensibilizados a LTP presentan reacciones de
alergia alimentaria en presencia de cofactores. Ademas, el Grupo Cofactor asocia una
edad de debut més tardia de la enfermedad y una mayor relacién IgE especificaa Prup 3

/ IgE total.

El efecto del cofactor puede ser universal, lo que significa que los cofactores pueden
inducir reacciones sistémicas graves en cualquier paciente alérgico a la LTP
independientemente de un historial previo de anafilaxia relacionada con la LTP, como ya

se ha demostrado en la alergia al trigo.

Las mujeres son una poblacion de alto riesgo de presentar reacciones sistémicas

relacionadas con cofactores.

Las LTPs mas prevalentes en nuestros pacientes sensibilizados a Pru p 3, por orden de
mayor a menor correlacién, y posiblemente por mayor homologia, fueron Jug r 3 de la
nuez, Pla a 3 del polen de platano oriental, Ara h 9 del cacahuete, Cor a 8 de la avellana

y Art v 3 del polen de artemisia.
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8. Lacosensibilizacion a otros panalérgenos como PR-10 o profilinas no se correlaciona con

la gravedad clinica en nuestro grupo de pacientes sensibilizados a LTP.

9. Nuestros datos sugieren que no hay asociacion entre la gravedad de las reacciones de

alergia alimentaria por sensibilizacion a LTP y los sintomas respiratorios.

10. La cantidad de LTP acumulada por la ingesta de varios alimentos que contienen LTP en
una misma comida puede ser un factor importante a considerar en la estratificacion del

riesgo y el consejo dietético de estos pacientes.
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CONCLUSIONS

In our study group, we conclude the following observations:

1. One-third of Pru p 3-sensitized patients developed anaphylaxis.

2. From the registry with clinical and laboratory variables of patients with LTP sensitization,
it is concluded that the presence of sensitization to 5 or more LTP is the best predictor

(risk factor) of anaphylaxis.

3. Cofactors play an important role in the risk stratification of patients sensitized to LTP,

being associated with a higher risk of presenting moderate and severe systemic reactions.

4. More than a third of adult patients sensitized to LTP present food allergy reactions in the
presence of cofactors. In addition, the Cofactor Group associates with a later age of

disease onset and a higher specific IgE to Pru p 3/ total IgE ratio.

5. The cofactor effect may be universal, meaning that cofactors can induce severe systemic
reactions in any LTP-allergic patient regardless of a prior history of LTP-related

anaphylaxis, as has already been shown in wheat allergy.

6. Women are a high-risk population for cofactor-related systemic reactions.

7. The most prevalent LTPs in our patients sensitized to Pru p 3, in order of highest to lowest
correlation, and possibly due to greater homology are: Jug r 3 from walnuts, Pla a 3 from
platanus acerifolia pollen, Ara h 9 from peanut, Cor a 8 from hazelnut and Art v 3 from

artemisia pollen.

8. Cosensitization to other panallergens such as PR-10 or profilins does not correlate with

clinical severity in our group of patients sensitized to LTP.

9. Our data suggest there is no association between the severity of LTP sensitization food
allergy reactions and respiratory symptoms.
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10. The amount of LTP accumulated by the intake of several LTP-containing foods in the same
meal may be an important factor to consider in risk stratification and dietary advice for

these patients.
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10. ANEXO

Anexo 1. Primera publicacion: Ruano-Zaragoza M, Somoza ML, Jiménez-Rodriguez
TW, Soriano-Gomis V, Gonzélez-Delgado P, Esteban-Rodriguez A, Palazon-Bru A,
Blanca M, Ferndndez-Sanchez J. Lipid Transfer Protein Sensitization: Risk of
Anaphylaxis and Molecular Sensitization Profile in Pru p 3-Sensitized Patients. Int Arch

Allergy Immunol. 2021;182(5):425-432. doi: 10.1159/000511977.
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Abstract

Background: Component-resolved diagnosis reveals the IgE
response to many inhaled, food, and other allergens, im-
proving the understanding and diagnosis of allergic diseas-
es. Objective: The aims of the study are to study the recogni-
tion of different lipid transfer proteins (LTPs) and other aller-
gen families in a large group of people sensitized to Pru p 3
and to analyze the relationship between the clinical entities
and the allergens. Methods: This cross-sectional study in-
cluded a large cohort of patients with positive skin tests to
peach fruit and Pru p 3 specific IgE antibodies. Respiratory
and food allergy symptoms were collected, and we per-
formed prick tests with pollen, plant food, and other aller-
gens plus the ImmunoCAP ISAC assay. Results: Our sample
consisted of 421 people with a mean age of 33.25 years

(range 16-68); 54.6% were women. Clinical entities included
anaphylaxis (37.1%), urticaria (67.9%), and oral allergy syn-
drome (59.1%). Rhinitis, rhinoconjunctivitis, and/or asthma
were diagnosed in 71.8% of the participants. The most pro-
nounced correlation existed between sensitization to Pru p
3andtoJugr3, Plaa3,Arah9, and Cora8. We found a
higher incidence of anaphylaxis in people with 5 or more
recognized LTPs. No association was observed between in-
haled and food allergies. Conclusion: Most Pru p 3-sensi-
tized participants were sensitized to additional allergens
from the same family and, to a lesser extent, to other aller-
gens, mainly in the profilin and PR-10 protein families. Ana-
phylaxis occurred in more than a third of the cases evaluat-
ed, and almost three-quarters of them had respiratory symp-
toms. Respiratory and food allergies involving LTPs do not
seem to be associated. © 2020 S. Karger AG, Basel

Edited by: H.-U. Simon, Bern.




Introduction

Food allergy is increasing, with fruits and tree nuts
among the most common source of allergens in adults
living in the Mediterranean region [1, 2]. Lipid transfer
proteins (LTPs) are one of the protein families most com-
monly involved [3], and plant allergy due to LTP sensiti-
zation is frequently associated with polysensitization,
with a variable degree of cross-reactivity between differ-
ent fruits, plant foods, and pollen. This poses challenges
for managing allergies, potentially affecting the quality of
life of people who avoid eating several foods.

LTPs are a class of low-molecular-weight, hydropho-
bic proteins, with highly conserved structures compris-
ing 4 intramolecular disulfide bonds, making them very
resistant to proteolysis and harsh food-processing con-
ditions [4, 5]. These are strong allergens that, in most
cases, sensitize through the gut and share epitopes with
proteins of different sources, including plants and pol-
len. Peach LTP, Pru p 3, is a primary sensitizer in the
Mediterranean area and the most frequent food aller-
gen [1, 2, 6, 7]. Reported cases of LTP allergy are also
increasing elsewhere, including in Northern Europe,
China, and Japan [8-10]. These publications reflect
substantial heterogeneity between geographic areas, so
further research is needed to assess local and regional
variations. LTPs have also been described in a wide
number of pollen like Ambrosia artemisiifolia, Artemis-
ia vulgaris, Platanus acerifolia, and Cannabis sativa,
among others. Art v 3 and Pla a 3 can elicit rhinitis in
sensitized patients due to a primary sensitization to Pru
p 3. In these cases, primary sensitization can occur by
the inhalation route [7, 11-13].

Component-resolved diagnosis measures specific IgE
(slgE) against individual allergen molecules (purified na-
tive or recombinant), enabling the identification of the
patient’s recognition profile and potential cross-reactivi-
ties. The microarray (ImmunoCAP ISAC) involves a
multiplex format, measuring many allergens at once [14],
which makes it a high-capacity tool for diagnosing mul-
tiple allergens, such as pollen [15, 16] (grass, cypress, olive
tree, plane tree, and wall pellitory) and food allergens, in-
cluding peach and nuts [17, 18].

In this study, we analyze the molecular sensitization
profile and clinical entities in a large group of people sen-
sitized to Pru p 3, who were referred to our allergy center.
The main aim was to establish the relationship between
anaphylaxis and LTP sensitization, although allergens of
other well-known families were also considered.

Materials and Methods

Patient Selection

A cross-sectional study was conducted. Our sample was drawn
from 2,100 patients, aged 16-90 years, with a history of allergy to
food or other allergens and referred to our center from 2015 to
2019. Inclusion criteria were (1) sensitization by skin prick test
(SPT) to peach peel (commercialized extract containing 30 pug/mL
of Pru p 3 by ALK-Abellé [19]) and (2) a positive sIgE to Pru p 3.
Exclusion criteria were not having signed the informed consent,
pregnancy, being under 16, and/or having a psychiatric illness.

All patients underwent SPT to pollen, plant food, and other
common environmental allergens (see online suppl. Table 1; see
www.karger.com/doi/10.1159/000511977 for all online suppl. ma-
terial); 10 mL of peripheral blood was taken for the in vitro assays.
slgE was carried out with 112 ImmunoCAP ISAC (Phadia; Ther- mo
Fisher Scientific, Uppsala, Sweden). The composition of the array
is described elsewhere [20].

In addition to peach LTP (Pru p 3), other LTPs included in the
array were Arah 9, Artv 3, Cora 8, Jugr 3, Plaa 3, and Tri a 14.
Respiratory and IgE-mediated food allergy symptoms were col-
lected, and a questionnaire was implemented as reported [21-23].
All participants signed written informed consent, and the local
Ethics Committee approved the study.

Skin Prick Test

A 1-mm-tip, single-use prick lancet (ALK-Abelld) was used to
perform SPTs with commercial whole extracts (ALK-Abellé) of
common inhalant allergens (grass, mugwort, wall pellitory, pig-
weed, olive tree, cypress, plane tree, prickly saltwort, birch, dust
mites, Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, and cat and dog
dander), and plant food allergens, which included common nuts
(walnut, hazelnut, almond, chestnut, sunflower seed, pine nut, and
pistachio) and peanut, following standard protocols [24].

Specific IgE Determination

Sera of all the recruited patients was tested with a microarray
immunoassay (ImmunoCAP ISAC), following the manufacturer’s
protocol [25].

Statistical Analysis as Described

Quantitative variables were expressed as means, medians, and
range and qualitative variables by absolute frequencies and per-
centages. Quantitative variables were analyzed by Student’s t test
and/or Mann-Whitney U test, as appropriate. Associations be-
tween explanatory and outcome variables were estimated by cal-
culating the odds ratio (OR) and 95% confidence interval (Cl) for
quantitative variables and by applying the X% or Fisher’s exact test
to the qualitative variables. Multivariable logistic regression was
performed to determine the association between anaphylaxis and
the sensitization to LTPs and the rest of the variables included in
the study. The statistical software used was SPSS v.24.

Results

Of the 2,100 patients evaluated, we included 421 who
were sensitized to Pru p 3: 93.0% reported food allergy,
71.5% also experienced respiratory symptoms, and 6.9%
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Table 1. Prevalence of LTPs in our group (N = 421) with the
analysis of reciprocal relationships between Pru p 3 and the nsLTPs
studied

Allergen species LTP Prevalence of Pru p 3
sensitization  correlation
(n) (p value)

Prunus persica Prup3 100.0% (421)

Juglans regia Jugr3 83.1% (350) 0.849** (<0.01)
Platanus acerifolia  Plaa3 73.0% (307) 0.761** (<0.01)
Arachis hypogaea Arah9  71.5%(301) 0.718**(<0.01)
Corylus avellana Cora8 64.4% (271) 0.625**(<0.01)
Artemisia vulgaris ~ Artv3 62.0% (261) 0.501**(<0.01)
Olea europaea Olee7 25.0% (105) 0.166** (<0.01)
Triticum aestivum  Tria14  13.5%(57) 0.364**(<0.01)
Parietaria judaica  Parj2 6.2% (26)  0.057** (<0.01)

Pearson’s correlation coefficient values are shown for paired
molecular allergens. A correlation coefficient of 0.7-1 indicates a
strong positive association (bold), and of 0.3—0.7, a moderate
positive association. LTP, lipid transfer protein. ** The correlation
is significant at the 0.01 level (two-tailed).

were asymptomatic. In line with the inclusion criteria, all
patients had a positive SPT to peach peel and a positive in
vitro sIgE to Pru p 3.

Participants’ mean age was 33.25 years (range 16—68;
median 32), and 54.6% were women. No significant dif-
ferences were observed in the LTP IgE recognition be-
tween genders. A family history of atopy was reported in
71% of the cases. We observed no significant association
between the size of the wheal in the SPT with peach peel
and the presence of anaphylaxis.

Plant Food and Pollen Sensitization

SPT Sensitization Profile

All the recruited patients underwent SPT to plant food
allergens, including the most relevant tree nuts in our
area. The most prevalent was peanut (81% positive), fol-
lowed by walnut and hazelnut. The least prevalent was
pine nut, which was positive in just 14% of the cases (on-
line suppl. Table 2).

Regarding SPT to pollen, the most prevalent was olive
tree, followed by mugwort, grass, pigweed, and Salsola
kali. Three-quarters of participants (74%) were sensitized
to 2 or more kinds of pollen, and only 10.5% were mono-
sensitized (online suppl. Table 3).

Molecular Allergen Sensitization Profile
When we analyzed the sensitization to the different
LTPs included in the microarray, the most prevalent

was Jug r 3, which was positive in 83% of the cases, fol-
lowed by Pla a 3 (73%) and Ara h 9 (71%). Par j 2 was
positive in just 6.2% of the participants (Table 1). We
observed a strong positive correlation between Pru p 3
and Jug r 3, Pla a 3, and Ara h 9. There was no positive
correlation with Ole e 7, Par j 2, or Tri a 14 (online sup-
pl. Table 4).

With respect to the other families of allergens repre-
sented in the microarray, 7.6% of the patients were sensi-
tized to at least one of the included profilins: Hev b 8, Mer
a 1, Bet v 2, and/or Phl p 12. Of this group, 70% were sen-
sitized to 4 or more profilins. In addition, 4.8% of the pa-
tients were sensitized to at least one of the PR-10 includ-
ed in the microarray: Mald 1, Prup 1, Betv 1, Alng 1,
Act d 8, Ara h 8, and Gly m 4; similarly to the profilins,
70% were sensitized to 4 or more PR-10. The group of
polcalcins showed the lowest in prevalence (sensitization
of 4%), including Bet v 4 and Phl p 7; 82% (14/17 patients)
were sensitized to both.

Relationship between Food Allergy and Respiratory

Symptoms

Participants were categorized into 4 groups by clinical
entities: group A, anaphylaxis (37.1% of the cases); group
B, urticaria (67.9%); group C, oral allergy syndrome
(59.1%); and group D, no food allergy symptoms (6.9%).
There were no statistically significant differences between
the levels of sIgkE among the 4 groups (p > 0.05 in all cas-
es). There was no association between these entities and
rhinitis, rhinoconjunctivitis, and/or asthma.

A small proportion presented eosinophilic esophagitis
(2.1%) or only gastrointestinal symptoms (<2%). Addi-
tionally, 71.5% had rhinitis or rhinoconjunctivitis, and
29.7%, asthma.

Of the total study sample, 62% were sensitized to Art
v 3, with only 11% of these simultaneously recognizing
Artv 1. Regarding Pla a 3, 73% were sensitized, with con-
comitant reactivity to Plaa 1 or Plaa 2 in just 21% of them.

Risk of Anaphylaxis

The risk of anaphylaxis increased in people sensitized
to Arah 9 (p=0.003) or Plaa 3 (p=0.010) (Table 2) and
in those with 5 or more LTP sensitizations (p < 0.001, OR
2.19, 95% ClI 1.43-3.37). The frequency of anaphylaxis
was significantly lower in those presenting 2 or fewer LTP
reactivities (p = 0.04, OR 0.39, 95% CI 0.16—0.98) (online
suppl. Table 4; online suppl. Fig. 1). Interestingly, almost
half of the patients were positive to 6 LTPs (including, in
additionto Prup 3,Jugr3,Plaa3,Arah9, Cora8, and
Art v 3) (Fig. 1). Sensitization to Tri a 14, Ole e 7, and/or
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Fig. 1. Prevalence of LTP reactivity. All par- %
ticipants were sensitized to Pru p 3 (9.3%
monoreactive). LTP, lipid transfer protein.
Table 2. Association between explanatory variables and anaphylaxis
Variable B Standard  Wald df pvalue OR 95% Cl
error
Female -0.033 0.338 0.009 1 0.92 0.97 0.50 1.88
Family history of atopy 0.081 0.361 0.051 1 0.82 1.09 0.54 2.20
Age 0.014 0.015 0.823 1 0.36 101 0.98 1.05
Rhinitis 0.278 0.395 0.495 s 0.48 1.32 0.61 2.87
Asthma 0.316 0.382 0.687 n 0.41 1.37 0.65 2.90
Peanut 0.103 0.062 2.794 1 0.095 111 0.98 1.25
Walnut 0.085 0.065 1.698 1 0.19 1.09 0.96 1.24
Sunflower seed 0.023 0.052 0.198 1 0.66 1.02 0.92 1.13
Hazelnut -0.011 0.060 0.035 1 0.85 0.99 0.88 1.11
Almond -0.019 0.060 0.100 1 0.75 0.98 0.87 1.10
Arah?2 0.242 0.323 0.558 1 0.46 1.27 0.68 2.40
Arah9 0.227 0.077 8.580 1 0.003 1.26 1.08 1.46
Plaa3 0.140 0.054 6.658 1 0.010 1.15 1.03 1.28
Tria 14 0.128 0.150 0.723 1 0.40 1.14 0.85 1.53
Olee?7 -0.073 0.043 2.907 1 0.088 0.93 0.86 1.01
Artv3 -0.085 0.061 1.950 1 0.16 0.92 0.82 1.04
Phlp 12 -0.135 0.230 0.345 1 0.56 0.87 0.56 1.37
Prup1 -2.256 1.457 2.398 1 0.12 0.11 0.01 1.82

Cl, confidence interval; df, degrees of freedom; OR, odds ratio. The statistical models used, Hosmer and
Lemeshow test and the area under the ROC curve, are considered adequate if p > 0.05 and p < 0.05, respectively,
as occurred in our results. The risk of anaphylaxis is higher when OR >1 (bold).

Par j 2 were not included in this association because none
of them significantly augmented the risk of anaphylaxis.

When we looked at the relationship between SPT to
pollen and different clinical entities, the proportion of
anaphylaxis in people sensitized to pollen was 37%, simi-
lar to cases that were negative in the pollen SPT (36%).

Although the percentage of anaphylaxis was lower in par-
ticipants sensitized to profilin and/or PR-10 (28 and 25%,
respectively), the difference was not statistically signifi-
cant. Presenting sensitization to polcalcin Bet v 4 was sig-
nificantly associated with a lower risk of anaphylaxis (p <
0.05).
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Fig. 2. Prevalence of food-induced anaphylaxis stratified by age in
our Pru p 3-sensitized group. OR, odds ratio; Cl, confidence inter-
val.

We also observed a lower incidence of anaphylaxis in
participants aged 25 or younger (Fig. 2). However, there
were no significant differences between the mean values
of sIgE to Pru p 3 in patients younger versus older than
25 years (4.76 vs. 4.74 ISU, respectively).

Discussion

Our aim was to evaluate the relationship between ana-
phylaxis and IgE response in a large group of people sen-
sitized to Pru p 3, analyzing the clinical entities reported
by the patients, the sensitization to other molecular com-
ponents included in the microarray 112 ImmunoCAP
ISAC (Phadia; Thermo Fisher Scientific), and the rela-
tionship between food and inhaled allergens. Our results
show a similar pattern of sensitization as in other studies
[2], although artemisia and plane tree showed higher pos-
itive values than expected.

We did not observe any relationship between the skin
test response to peach or other food allergens and ana-
phylaxis or other patient-reported symptoms, as reported
elsewhere [26, 27]. Although the most frequent entity in
our group was urticaria, occurring in 67.9% of the cases,
anaphylaxis occurred in more than a third of the cases.
Only a minority of participants sensitized to Pru p 3 tol-
erated peach fruit. When food allergy symptoms were
compared between participants grouped according to re-
spiratory allergies, no significant differences were ob-
served; these findings are consistent with previous studies

[28-30]. Thus, although food and respiratory allergies are
entities that occur in atopic patients and can be interre-
lated [31, 32], in our LTP-sensitized group, they appeared
to be independent phenomena.

In our study, the most prevalent LTP after Pru p 3 was
Jugr 3, followed by Plaa 3, Arah 9, and Cor a 8; the least
recognized were Ole e 7, Tri a 14, and Par j 2. The LTP
profile observed in our population was similar to that
published in other studies in the Mediterranean area and
elsewhere [8-10, 12, 28, 33—38]. In our region, walnut is
widely consumed, and it is possible that some of our pa-
tients were primarily sensitized to Jug r 3 instead of Pru p
3. Compared to Ara h 9, the prevalence of sensitization to
Ara h 1 and Ara h 3 was low (2%), indicating that Ara h
9 was the most important component involved in peanut
sensitization in our area, as also reported by Vereda et al.
[36] in peanut-allergic patients. In fact, in these cases, the
primary sensitizer appears to be Pru p 3, with people re-
sponding to Ara h 9 due to cross-reactivity [35, 36]. Al-
though the presence of plane tree sensitization was not
high in our population, Pla a 3 was the third most preva-
lent LTP; cross-reactivity is the probable explanation. In
our sample, we believe that Pru p 3 acts as the primary
allergen, and responses to Pla a 3 are due to cross-sensi-
tization. In fact, Pla a 3 was significantly associated with
anaphylaxis. It has also been linked to severe food reac-
tions, and together with Art v 3, to respiratory symptoms in
LTP-allergic individuals [37, 38]. Our results showed no
significant association between Pru p 3 and Ole e 7 orPar
j 2, thus confirming the observations in other studies[8,
28, 39] and supporting the lack of cross-reactivity be-
tween peach LTP and those pollen LTPs. We considered
that the high prevalence of sensitization to Ole e 7 in our
population could just be due to the sensitization to olive
tree pollen, as this allergen is the most frequently recog-
nized after Ole e 1 [40].

The association between sensitizationto Arah 9 or Plaa
3 and anaphylaxis was significant. Scala et al. [28] re-
ported that people who reacted to >5 LTPs experienced a
greater number of food-induced systemic reactions. This
finding was replicated in our cohort. Interestingly, more
than half of the patients were positive to 5 or more LTPs
(including Prup 3,Jugr3,Plaa3,Arah9, Coras, and
Art v 3). With this in mind, 261 patients of our study
group were immune-reactive to 5 or more LTP molecules
studied, likely reflecting a degree of common epitope rec-
ognition.

The amino acidic sequence homology with Pru p 3
among the different LTPs included in the array is as fol-
lows: Jug r 3 (65%), Ara h 9 (62%), Cor a 8 (60%), Artv 3




(51%), Pla a 3 (46%), and Tri a 14 (47%). Pollen LTPs Ole
e 7 and Par j 2 present <35% of sequence identity with Pru
p 3 [41]. From our data, we hypothesize that Arah 9, Cor
a8, and Jugr 3, with corresponding amino acid sequence
identities, are associated, alongside with Pru p 3, with
plant food-pollen sensitization [30].

Most of the profilin-sensitized patients recognized 2 or
more profilins, including those that were not relevant in
our population, reinforcing the concept that this is a pa-
nallergen that cross-reacts with the other members of this
family. In this study, we found that sensitization to Pru p
1, a PR-10 protein, or Phl p 12, a profilin, was negatively
associated with the development of anaphylaxis; howev-
er, it was not statistically significant. Although some stud-
ies found that sensitization to Pru p 1, Pru p 4, or Phl p 12
was associated with a lower probability of anaphylaxis
[11, 42], we could not confirm this finding. However, all
of these studies come from Northern or Central Euro-
pean countries [30, 43], where sensitization to these al-
lergens is much higher than in Southern Europe [44, 45].

One limitation of this study is that the cases were se-
lected based on diagnosis of LTP allergy, which was made
through clinical history and sIgE test to Pru p 3 rather
than on food challenge. Another limitation is that other
common allergenic foods may be also involved in our
population, like apples, oranges, cabbage, and mustard,
which do not have the corresponding LTP representative
in the array. Palacin has shown that LTPs of these aller-
gens, as well as others, are relevant in inducing sensitiza-
tion [46].

We conclude that, in our study group, one-third of the
people sensitized to Pru p 3 developed anaphylaxis. Sen-
sitization to 5 or more LTPs was a predictor (risk factor)
of anaphylaxis. Our data suggest that there is no associa-
tion between LTP sensitization and respiratory symp-
toms.
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LETTER

Advances in the understanding of the cofactor effect in
LTP food allergy: From phenotype description to clinical

management

To the Editor,

Cofactors may explain why in some cases food ingestion leads to ana-
phylaxis while in others elicits a milder reaction/tolerance.'? Cofactors
have also been related to a complex food allergy (FA) phenotype such

TABLE 1 Clinical characteristics

as Lipid Transfer Protein (LTP)-FA,? although limited data regarding

Female n (%)
Age (years)
Age at food allergy onset (years)
Rhinitis (%)
Asthma (%)
Sensitization:
Pollen® (%)
Dust mites (%)
Dog/cat (%)
Fungi (%)
Pru p 3 skin-prick test (%)
PR-10 (Prup 1, %)°
Profilin (Pru p 4, %)°
Total IgE (kU/L)
Peach sIgE (kU/L)
Pru p 3 sIgE (kU/L)
Pru p 3/peach
Pru p 3/tIgE
Local reactions (%)
OAS
Gastrointestinal symptoms
Contact urticaria
Systemic reactions:
Grade 1: mild (%)
Grade 2: moderate (%)
Grade 3: severe (%)

Cofactor group
(194 patients)
129 (66.5)

40.8 + 11.6

27 +17.6

150 (77.3)

50 (25.8)

133 (68.6)
95 (49)

57 (29.4)

11 (5.7)
194 (100)
0(0)
15(7.7)
241.5 + 343.4
7.3+10
10.2 + 16.2
1.3+0.9
0.08 + 0.1

N/A®

194 patients
54 (36.5)
118 (55.1)
22 (75.9)

Note: A p value <.05 was considered statistically significant.
Values are expressed as mean + standard deviation.
Abbreviations: N/A, non-applicable; ns, non-statistically significant.

Non-cofactor group
(302 patients)

174 (57.6)

41.8 + 11.6

16.1 + 11.7

250 (82.8)

110 (36.4)

221 (73.2)
165 (54.6)
101 (33.5)
38(18.9)
302 (100)

0 (0)

16 (5.3)
293.4 + 483.7
7.0+9.7
7.7 +10.9
1.3+1.1
0.05 + 0.7
105 (34.8)
61(20.2)

16 (5.3)
28(9.3)

197 patients
94 (63.5)

96 (44.9)
7(24.1)

the epidemiology and clinical profile of these patients are available.
Five hundred and twenty-eight peach nsLTP (Pru p 3)-sensitized
adult patients (Pru p 3 specific IgE (sIgE) =0.10 kU/L (ImmunoCAP®,

p value

.04
ns
.001

.002

ns
ns
ns
ns
N/A
N/A
ns
ns
ns
ns
ns
<.001

N/A

<.001
<.02
.003

aPollen sensitization includes plane tree, grass, mugwort, olive tree, wall pellitory, and cypress.

b Profilin sensitization was analyzed by positive sIgE to Pru p 4. PR-10 sensitization was analyzed by
positive sIgE to Pru p 1. Positive results were considered >0.10 kU/L.
¢ All patients in CG had a systemic reaction.
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TABLE 2 Foods involved in systemic reactions in cofactor and non-cofactor patients

Cofactor group

Non-cofactor group

(194 patients) (197 patients)

N° of patients Mean reactions  NO of patients Mean reactions

(%) N° of reactions  per patient (%) N° of reactions  per patient p value®
Plant-food mix? 147 (75.8) 245 1.7 71 (36.6) 88 1.2 <.0001
Nuts 59 (30.4) 94 1.6 84 (43.3) 131 1.6 .01
Peach 56 (28.9) 63 1.1 68(35.1) 76 1.1 ns
Rosaceae® 53 (27.3) 68 1.3 32 (16.5) 44 1.4 .008
Other fruits 32 (16.5) 36 1.1 41 (21.1) 59 1.4 ns
Other vegetables 29 (14.9) 44 1.5 23 (11.9) 31 1.3 ns
Lettuce 23(11.9) 24 1.0 11(5.7) 13 1.2 .03
Seeds 15(7.7) 16 1.1 17 (8.8) 17 1 ns
Cereals 14(7.2) 16 1.1 12 (6.2) 17 1.4 ns
Other plant-food 4(2.1) 4 1 2(1) 3 1.5 ns

Note: Foods were depicted in order of frequency of involvement: Plant-food mix; Nuts (walnut, hazelnut, peanut, almond, cashew, pistachio,
chestnut, or a combination of nuts); Peach; Rosaceae (apple, pear, plum, cherry, strawberry, nectarine, apricot); Other fruits (kiwi, banana, grape,
melon, pineapple, watermelon, orange); Lettuce; Cereals (wheat, corn, rice, oats); Seeds (sunflower seed, mustard, soy); Other vegetables (tomato,
green bean, lentils, chickpeas, peas, zucchini, mushroom). ‘Other plant food’ included: honey, cocoa, peppers, parsley, lemon verbena, pepper, or

cinnamon.
Abbreviation: ns, non-statistically significant.

aPlant-food mix: reactions where several LTP-containing plant foods were involved, but no a particular food was identified as a single trigger.

PRosaceae: other Rosaceae apart from peach.

*p value has been calculated comparing the number of patients reacting with each food group using the Chi? test. A p value <.05 was considered

statistically significant.

ThermoFisher Scientific) were selected and grouped accordingto
the presence of cofactor (physical exercise, non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs), alcohol, menstruation and/or sleep
deprivation). 194 (37%) patients were included in the cofactor group
(CG) and 302 (57%) in the non-cofactor group (NCG). Thirty-two
(6%) patients were asymptomatic, and therefore, were not included
in any of the groups. All patients had a positive peach LTP skin-prick
test. (Detailed methods-Supplementary Material).

Cofactor group had more women (66.5% vs. 57.6%; p = .04), a
later disease onset (27 vs. 16.1 years; p = .001) and a higher Pru p
3 sIgE/tIgE ratio (0.08 + 0.1 vs. 0.05 + 0.7; p < .001) (Table 1).

In the overall cohort, 391 patients had a history of at least one
systemic reaction (SR). Considering only the most severe reaction
experienced by each patient, 29 (5.5%) suffered grade 3, 214 (40.5%)
grade 2, and 148 (28%) grade 1 reactions.* Considering only patients
with SR, CG showed a higher risk of either a G2 or G3 (OR 1.97;
p < .05) and G3 reactions (OR 3.5; p = .003) compared with NCG
(Table 1). Plant-food mix (55.8%), nuts (36.6%), and peach (31.7%)
were the most frequent culprit foods (Figure S2). Among nuts, wal-
nut (25%), peanut (18%), hazelnut (16%), and almond (8%) were the
most frequent. Indeed, when comparing both groups, plant-food mix
was significantly more involved in CG, as well as lettuce and other
Rosaceae fruits apart from peach (Figure S2 and Table 2).

Noteworthy, 185 out of 194 patients in CG presented reac-
tions both with and without cofactors, related to different foods

(Table S3). Interestingly, cofactor-induced reactions were more se-
vere (G2 and G3) than non-cofactor ones (OR 3.2; p < .001). Exercise
(41.7%) and NSAIDs (37.8%) were the most frequent cofactors and
cofactor type did not correlate with reaction severity (Figure S1).

In summary, patients with cofactor-related reactions are mostly
female, with a delayed onset of disease and a higher Pru p 3 sIgE/
tIgE ratio. So far, sIgE levels in LTP allergy have not been correlated
with severity,® and there is no data regarding the relevance of the
ratios. Female predominance in the CG may be related to hormone
factors; estrogen levels have been related to higher risk of anaphy-
laxis.? Indeed, NSAID intake to control menstrual pain is a frequent
practice that may explain the frequent involvement of these drugs in
our series.

We have also shown that the same patient may have a systemic
reaction both with and without a cofactor. Thus, the cofactor effect
may not depend on the intrinsic characteristic of the individuals and
may be considered a potential universal effect, as also shown in the
wheat allergy model.® In our study, cofactor-related reactions were
also more severe, and as far as we know, this is the first description
in LTP-FA.

Plant-food mix was the group most frequently involved in SR,
meaning that a mix of different plant-foods was consumed in the
same meal, most of them containing LTP.3 Thus, it was not possible
to identify whether the trigger was just one of the plant-foods, or the
cumulative dose of LTPs from different sources.
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In conclusion, more than 30% of the LTP-sensitized patients of
this large cohort have cofactor-related reactions, frequently severe,
although the individual culprits cannot usually be identified. Thus,
dietary advice is extremely complicated, leaving the patients at high
risk of developing anaphylaxis. This observation may suggest that,
following the guidelines,* the prescription of adrenaline autoinjec- tors
may be based not only on the history of a previous anaphylaxis,but
also on a previous mild-to-moderate reaction to foods known to

be associated with anaphylaxis in the patient's region, which in ours,
is any LTP-containing food.
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anaphylaxis, cofactor, lipid transfer protein, Pru p 3, risk factors
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Anexo 3.

Anexo 3a. Lista detallada de los 112 alérgenos (y su funcién proteica) incluidos en la

micromatriz InmunoCAP-ISAC 112® (PHADIA, ThermoFisher Scientific, Uppsala, Suecia).

Allergen component  Allergen source PROTEIN GROUP

COMMON NAME LATIN NAME
Food Allergens
nGald 1 Egg white Gallus domesticus Ovomucoid
nGald2 Egg white Gallus domeslicus Ovalbumin
nGald3 Egg white Gallus domesticus ConalbuminOvotransfermin
nGald 5 [Egg yolk/chicken meat _Gallus domesticus LivetivSerum albumin
nBos d4 Cow’s milk Bos domesticus Alpha-lactaibumin
nBosd5 Cow's milk Bos domesticus Beta-lactoglobulin
nBos d 6 Cow’'s milk and meat B0s domesticus Serum albumin
nBos d 8 Cow’s milk Bos domesticus Casein
nBos d lactofemn Cow's milk BoS domesticus Transfesmin
nPenm 1 Shnmp Penaeus monadon Tropomyosin
nPenm2 ____ Shnmp _______ Penaeus monodon Arginine kinase
nPenm4 Shnmp Penaeus monodon i 1 ‘Sarcoplasmic Ca-bending protein
rAna o 2 Cashew nut Anacaraium occidentale Slorage protein, 11S globulin
rBere 1 Brazil nut Berholelia excelsa Slorage proten, 2S albumin
rCor a 1.0401 | | Hazeinut | | —_—— _.%Ea’wm. = ______PR-10protein
Coras | Hazelnut . Corylus avellana ~ Lipid transfer protem (nsLTP)
nCora9 Hazeinut Corylus avellana Storage protem, 11S globulin
njugr 1 Walnut Juglans regia Storage 25
njugr2 Walnut Jugians regia Storage protem, 7S globulin
nJugr3 Wainut Juglans regia Uipid transfer protein (nsLTP)
nsesi1 Sesame seed Sesamum indicum Storage proten, 2S albumin
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ImmunoCAP ISAC 112 Allergen Components, con't

Allergen component  Allergen source PROTEIN GROUP
COMMON NAME LATIN MAME

Food Allergens

rArah 1 Peanut Arachis hypogaea Storage protein .75 globulin

rArah 2 Peanut Arachis h Storage protein. Conglutin

rArah 3 Peanut Arachis hypogaea Storage protein. 115 globulin

nAra h & Peanut Arachis hypogaea Storage profein. Conglutin

rArah B Peanut Arachis hypogaea PR-1D protein

rhrah @ Peanut Arachis hypogaea Lipid ransfer protein (nsLTP)

rGhy m 4 Soybean Glycine max PR-1D0 protein

nGlym 5 Soybean Glycine max Storage protein. Beta-conglycinin

nGhy m & Soybean Glycine max Storage protein, Ghycnin

nFage 2 Buckwheat Fagopyrum escwentum Storage protein. 25 albumin

rima 14 Wheat Trificum aesiivum Lipid fransfer protein (nsLTP)

rim a 18.0101 Wheat Trificum aesfivum Omega-5 ghadn

nTraah_TI Wheat Trificum aesfivum

nActd 1 Kiwi Actinidia deficiosa

nActd 2 i Actinidia delficiosa Thaumatine-like protein

nActd 5 K Agtinidia deficiosa

rdctd B K Actinidia delficiosa PR-10 protein

rApig1 Celery Apium gravealens PR-1D0 protein

rial d 1 Apple Malus domestica PR-10 protein

Pup 1 Peach Prunus persica PR-1D0 protein

Prup3 Feach Frunus persica Lipid transfer protein (nsLTF)

Aercallergens

nCynd 1 Bermuda gracs Cynodon dacfylon Grass group 1

rPhip 1 Timathy Phlzum pratense Grass group 1

Phip2 Timathy Phleum pratense ‘Grass group 2

nPhi p 4 Timathy Phleum pratense

Phiph Timathy Phleum pratense Grass group 5

Phip & Timathy Fhisum pratense

Phip T Timathy Phieum pratense Paolcakzin

Phip 11 Timathy Phieum pratense

Phip 12 Timathy Phleum pratense Profilin

rilng 1 Alder Alnus giutinosa PR-1D protein

rBetv 1 Birch Befuwls vermucosa FR-10 protein

rBetw 2 Birch Befuls werucosa Profilin

rBetv 4 Birch Befula vermucosa Polcakzin

rCora 1.0101 Hazel pollen Coryius avellana PR-10 protein

nCryj1 Japanese ceder Crypiomeria japomica

nCupa i Cypress Cupressus anzonics

nidle e 1 Dlive Qlea seuropaea

nliee 7 Dlive Qlza suropasa Lipid fransfer protein (nsLTP)

rdized Dilive Qlea suropaea

Plaai Flane tree Flafanus acerfolia

nPlaal Flane tree Fiafanus acerfolia

rPlaal Plane tree Plafanus acenfolia Lipid fransfer protein (nsLTP)

nAmb a 1 Ragweead Amibrosia artemisifola

nArtw 1 Mugwort Arfemisia vulgaris

nArtw 3 Mugeort Arfemisia vulgaris Lipid transfer protein (nsLTP)

rChe a1 Goosefoot Ghenopodium album

dera i Annual mencury Mercurialis amnua Prnofilin

Parj2 ‘Wall pellitory Fanefana judaica Lipid transfer protein (nsLTP)

Flal 1 Plantam {English}) Fiantago lanceolata

nSal k 1 Saltwort Salsola kalf
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Allergen component  Allergen source PROTEIM GROUP
COMMON NAME LATIN MAME

Aeroallergens

rCanf1 Do Canis familians Lipocalin

rCanf2 Do Canis familiaris Lipocalin

nCanf3 Drog Canis familians Serum albumin

rCanfh Diag Canis famiiians Arginine esterase

rEquec 1 Haorse: Equus cabalius Lipocalin

nEquc3 Haorse: Equus caballus Serurmn albumin

rFeld 1 Cat Felis domesticus Lteroglobin

nFeld2 Cat Felis domesticus Serum albwmin

rFeld4 Cat Felis domesbous Lipocalin

nMus m 1 Mouse Mus muscwlus Lipocalin

rAltal Alternaria Alternaria affemata

rAlta Alternaria Alternania alfemata Enolase

rAspfi Aszpergillus Aspengiiius fumigafus

rhspfad Aspergillus Aspergiiius fumigafus

rAsp f 6 Aspergillus Aspergiiius fumigafus Mn superoxide dismutase

rClah 8 Cladosponum Cladosponum

rBlot 5 House dust mite Blomia tropicalis

nDerf1 Howse dust mite Dematophagoides farinae

rDerf2 House dust mite Dematophagoides faninae

nDerp 1 House dust mite Dermatophagoides pleronyssinus

rOerp2 House dust mite Dematophagoides pleronyssinus

rDerp 10 House dust mite Dermatophagoides pleronyssinus  Tropomyosin

epd2 Storage mite Lepidoglyphus destructor

rBlag1 Cockroach Biattella germanica

rBlag2 Ciockroach Bliatfells germanica

Blagh Cockroach Biatfella germanica

nBlag? Caockroach Blattells germanica Tropomyosin

Other

rApim 1 Honey bee venom Apiz meiifera Phospholipase A2

nApi m4 Honey bee venom Apis meiifers Milittin

rPold 5 Paper wasp venom Puoisfes domimulus Venom, Antigen 5

resw i Common wasp venasm Vespuwla vulgans Venom, Anfigen 5

rAnis 1 Anisakis Anizakis simplex

rAnis 3 Anisakis Anizakis simplex Tropomyosin

rHew b 1 Latex Heves brasilensis

rHev b 3 Latex Hevea brasilensis

rHewb 5 Latex Hevea brasiblensis

rHew b &.01 Latex Hevea brasilensis

rHew b B Latex Hevea brasilensis Profilin

nMIUXF3 Sugar epitope from Bromelain CCO-marker

Notas: la técnica de ImmunoCAP™ ISAC (Thermo Fisher Scientific, Suecia) estd disponible

desde 2001. Usa una matriz fija que desde su ultima version en 2009 determina 112 alérgenos

nativos o recombinantes, purificados, colocados por triplicado, cuya determinacion es

semicuantitativa (fluorescencia). Equivalen a 51 fuentes de alérgenos distintas. De los cuales, si

aislamos Unicamente los alérgenos alimentarios, encontramos 44 alérgenos de 18 fuentes

alimentarias distintas (ver Anexo 3b).
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Alérgeno vegetal
Actd 1
Actd?2
Actdb
Actd8
Anao 2
Apigl
Arahl
Arah?2
Arah3
Arah6
Arah8
Arah?9
Berel

Cor a 1.0401
Cora8
Cora9

Fage?2
Glym4

Glym5
Glym®é6

Jugril

Jugr?2
Jugr3
Mal d 1
Prup1l

segun su origen vegetal oanimal.

Fuente vegetal
nActd 1
nActd 2
nAct d 5
rActd 8
rAnao 2
rApigl
rArah 1
rArah 2
rArah 3
nAra h 6
rArah 8
rArah9
rBerel

rCor a 1.0401
rCora8
rCora9

nFage 2

rGly m4
nGly m5
nGly m6

nJugrl(rugrlen
ImmunoCAP)

nJugr 2
rjugr3
rMal d 1
rPrup 1

Familia de proteinas
Cisteina proteasa
Taumatina (TLP)

Kiwellin
PR-10
Globulina 11S
PR-10
Globulina 7/8S
Conglutina
Globulina 11S
Conglutina
PR-10
nsLTP
Alblmina 2S
PR-10
nsLTP
Globulina 11S

Alblmina 2S
PR-10
B-conglicinina
Glicinina
Alblmina 2S
Globulina 7/8S (CCD)
nsLTP

PR-10
PR-10

Nombre cientifico
Actinidia deliciosa
Actinidia deliciosa
Actinidia deliciosa
Actinidia deliciosa

Anacardium occidentale

Apium graveolens
Arachis hypogaea
Arachis hypogaea
Arachis hypogaea
Arachis hypogaea
Arachis hypogaea
Arachis hypogaea
Bertholletia excelsa
Corylus avellana
Corylus avellana
Corylus avellana

Fagopyrum esculentum

Glycine max
Glycine max
Glycine max

Juglans regia

Juglans regia
Juglans regia
Malus domestica
Prunus persica

Anexo 3b. Desglose detallado de unicamente los alérgenos alimentarios que incluye la micromatriz InmunoCAP ISAC, clasificados

Alimento
Kiwi
Kiwi
Kiwi
Kiwi

Anacardo
Apio

Cacahuete

Cacahuete

Cacahuete

Cacahuete

Cacahuete

Cacahuete

Nuez de Brasil

Avellana
Avellana
Avellana

Trigo sarraceno /

alforfén
Soja
Soja
Soja
Nuez
Nuez
Nuez

Manzana
Melocotén



Prup3
Sesil

Trial4d
Tria19.0101
TriaaA_TI

Alérgeno animal
Anisl
Bosd 4
Bosd 5
Bos d 6
Bosd 8

Bosd LF

rPrup 3
nSesil

rTrial4
rTria 19.0101
nTriaaA_TI

Fuente animal

rAnis 1
nBos d 4
nBos d 5
nBos d 6
nBos d 8

nBosd LF

nsLTP
Alblmina 2S

nsLTP
Omega-5 gliadina (cruda)
Omega-5 gliadina

Familia de proteinas
Inhibidora de proteasa serina Kunitz
a-Lactoalbumina
B-Lactoglobulina
Albimina Sérica Bovina
Caseina
Lactoferrina

Prunus persica
Sesamum indicum

Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum

Nombre cientifico
Anisakis simplex
Bos domesticus
Bos domesticus
Bos domesticus
Bos domesticus
Bos domesticus

Melocotén
Semilla de sésamo /
ajonjoli
Trigo
Trigo
Trigo

Alimento
Anisakis
Leche de vaca
Leche de vaca
Leche de vaca
Leche de vaca
Leche de vaca
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Gad m1/Gadc 1

Gald1
Gald?2
Gald3
Galdb5
Penm1
Pen m 2

Penm4

rGad m 1/rGad c 1

nGald 1
nGal d 2
nGald 3
nGal d 5
nPenm1
nPen m 2

nPen m4

B-Parvalbimina

Ovomucoide
Ovalbdmina
Ovotransferrina/Conalbimina
Albumina sérica / a-livetina
Tropomiosina
Arginina-quinasa

Proteina de unién a calcio
sarcoplasmica

Gadus
morhua/callarias

Gallus domesticus
Gallus domesticus
Gallus domesticus
Gallus domesticus
Penaeus monodon
Penaeus monodon

Penaeus monodon

Bacalao

Huevo de gallina
Huevo de gallina
Huevo de gallina
Huevo de gallina

Langostino (crustaceo)
Langostino (crustaceo)

Langostino (crustaceo)
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Anexo 4. Aprobacion del Comité de Etica e Investigacion Clinica del Hospital General

Universitario de Alicante.

S oA o

UERLeTZNENT DE ALY

COMITE DE ETICA PARA LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS DEL

DEPARTAMENTC DE SALUD DE ALICANTE - HOSPITAL GENERAL
C/. Pintur Basza, 12 - 03010 Al cantz

Nt dfwmw.Cepl 3.san.gvs . es

Telétono: 965-913-952

Currso elecmnico: cem_neuaidgya.es

Rt CEIm: PI2020 005 - Ref, [SABIAL: 190419

INFORME DEL COMITE DE ETICA PARA LA INVESTIGACION CON
MEDICAMENTOS

Reunidos los miembros del Comité de Etica para la Investigacion con
medicamentos del Departamente de Salud de Alicante - Hospital General, en su
sesion del dia 29 de Encrc de 2020 {Acta 2020-1), y una vez estudiada |a
documentacién presentada por Dra. Maria Ruano Zaragoza del Servicla de
Alergolegla del Hospilal General Universitano de Allcante, tiene bien a informar
que el proyecta de investigacion titulado “Blomarcadores de wtilidad
diagndstica en pacientes con alergia a las proteinas de transferencia de
lipidos (LTP) de fenotipo grave™, se ajusla a las normas deontoldgicas
establecidas para tzles casos,

Y para que conste a los efec}gmppqmmoq firma la presente en Alicante con
fecha 18 de Mayo de 2020. 3r&391~
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Fdo. Dr. Luis Manuel Hernandez Blasco
Secretaro Técnico CEIm Departamento de
Salud de Alicante - Haspital General
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Anexo 5. Aprobacion del Comité de Etica e Investigacion Clinica del Hospital Clinic de
Barcelona.

CLINIC

BARCELONA

Hospital Universitari

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS

ANA LUCIA ARELLANO ANDRINO, Secretario del Comité de Etica de la Investigacion con
medicamentos del Hospital Clinic de Barcelona

Certifica:

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor, para que se realice el estudio:

- CODIGO:

= DOCUMENTOS CON VERSIONES:

2

3 Tipo Subtipo Version

J Protocolo Revisio histories cliniques versioé 1 - 18/02/2022
o

TITULO: Sensibilizacidn a las proteinas de transferencia de lipidos: riesgo de anafilaxia y perfil
molecular

PROMOTOR:

INVESTIGADOR PRINCIPAL: ROSA MARIA MUNOZ CANO

y considera que, teniendo en cuenta la respuesta a las aclaraciones solicitadas (si las hubiera), vy
que:

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles.

- La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo
el estudio.

- Que se han evaluado la compensaciones econdmicas previstas (cuando las haya) y su
posible interferencia con el respeto a los postulados éticos y se consideran adecuadas.

- Que dicho estudio se ajusta a las normas éticas esenciales y criterios deontoldgicos que
rigen en este centro.

- Que dicho estudio cumple con las obligaciones establecidas por la normativa de
investigacion y confidencialidad que le son aplicables.

- Que dicho estudio se incluye en una de las lineas de investigacidn biomédica acreditadas
en este centro, cumpliendo los requisitos necesarios, y que es viable en todos sus
términos.

Este CEIm acepta que dicho estudio sea realizado, debiendo ser comunicado a dicho Comité Etico
todo cambio en el protocolo o acontecimiento adverso grave.

y hace constar que:
12 En la reunidn celebrada el dia 10/03/2022, acta 5/2022 se decidid emitir el informe
correspondiente al estudio de referencia.
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CLINIC

BARCELONA

Hospital Universitari

22 El CEIm del Hospital Clinic i Provincial, tanto en su composicion como en sus PNTs, cumple con

las normas de EMA/CHMP/ICH/135/1995
3¢ Listado de miembros:

Presidente:

- JOSEP MARIA MIRO MEDA (Médico Enfermedades Infecciosas, HCB)

Vicepresidente:
- JULIO DELGADO GONZALEZ (Médico Hematdlogo, HCB)

Secretario:

Vocales:

- ANA LUCIA ARELLANO ANDRINO (Médico Farmacélogo Clinico, HCB)

CIF - G-08431173

JOSE RIOS GUILLERMO (Estadistico. Plataforma de Estadistica Médica. IDIBAPS)
OCTAVI SANCHEZ LOPEZ (Representante de los pacientes)

MARIA JESUS BERTRAN LUENGO (Médico Epidemidlogo, HCB)

JOAQUIN SAEZ PENATARO (Médico Farmacdlogo Clinico, HCB)

- SERGI AMARO DELGADO (Médico Neurdlogo, HCB)
- EDUARD GUASCH CASANY (Médico Cardidlogo, HCB)

- MARINA ROVIRA ILLAMOLA (Farmacéutico Atencién Primaria, CAP Eixample)

- PAU ALCUBILLA PRATS (Médico Farmacélogo Clinico, HCB)

- JOSE TOMAS ORTIZ PEREZ (Médico Cardidlogo, HCB)

- ELENA CALVO CIDONCHA (Farmacéutica Hospitalaria, HCB)

- CECILIA CUZCO CABELLOS (Enfermera, HCB)
- PAULA MARTIN FARGAS (Abogada, HCB)

- SALVATORE BRUGALETTA (Médico Cardidlogo, HCB. Miembro del CEA, HCB)

- XAVIER CANALS-RIERA (Ingeniero Telecomunicaciones)
- FRANCESC XAVIER CORBELLE (Informatico, HCB)

- JOSEP DIAZ CORT (Licenciado en Ciencias Fisicas. Catedratico en Informética)
- GASPAR MESTRES ALOMAR (Médico, Angiologia, Cirugia Vascular, HCB)

- MARTA FRANCH SAGUER (Abogada)

- PATRICIA AMOROS REBOREDO (Farmacéutica Hospitalaria, HCB)

- ANNA MARIA GUIJARRO PEREZ (Servicio de Atencién a la Ciudadania, HCB)

En el caso de que se evalue algun proyecto del que un miembro sea investigador/colaborador, este

se ausentara de la reunion durante la discusion del proyecto.

Para que conste donde proceda, y a peticion del promotor,
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Anexo 6. Incidencia de anafilaxia segln la sensibilizacién a cada LTP en los 421
pacientes analizados (primer estudio).

Anafilaxia (%)

37.3
* 314 28.5 28.5