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Resumen:

La alergia a LTP supone un reto en la practica clinica habitual. Los pacientes que padecen
esta patologia conforman un perfil muy heterogéneo tanto en la sensibilizacion (mono o
polisensibilizacion) a diferentes alimentos de origen vegetal como en la sensibilizacion a
polenes, que estd regida por las diferencias geogréaficas. Por ello, es fundamental
identificar biomarcadores que permitan predecir fenotipos graves. Objetivo: Identificar
biomarcadores (clinicos y proteicos) relacionados con la alergiaa LTP de fenotipo grave,
construyendo un patron que permita predecir la gravedad de la reaccion y el riesgo de
presentarla. Metodologia: Se trata de un estudio transversal, con una muestra de pacientes
diagnosticados de alergia a LTP en el Hospital General Universitario de Alicante,
siguiendo protocolos validados, que incluyen: pruebas cutaneas y determinacion de IgE
especifica (se analizara por microarray), 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. Resultados: De los 431
pacientes con alergia a LTP (56% mujeres, edad promedio: 34 + 11,675 afios), un 30%
presentaban anafilaxia. Conclusiones: Respecto a la gravedad de la reaccion, el sexo
femenino tiene mas probabilidad de presentar SAO, y se asocia a menor probabilidad de
anafilaxia. Los antecedentes familiares de atopia aumentan las probabilidades de SAO y
anafilaxia. La cosensibilizacion a Pru p 1 o Phl p 12 se asocia con menor probabilidad de
anafilaxia. En cambio, dicha probabilidad parece aumentada con la cosensibilizacion a
Arah 8, Arah 2 y/o Arah9.

Palabras clave: Proteina de transferencia de lipidos (LTP); Sindrome LTP; Anafilaxia

por alimentos; Sindrome de alergia oral (SAO); Reactividad cruzada.



Abstract:

Diagnosis of allergy to LTP is challenging. Patients suffering from this pathology present
a heterogeneous clinical picture in terms of sensitization (monosensitization vs.
polysensitisation) to both plant-based foods and pollens, governed by geographical
differences. It is therefore crucial to identify biomarkers that allow the prediction of
patients at risk of serious reactions. Outcome: To identify clinical and protein biomarkers
related to LTP allergy of severe phenotype, building a pattern that allows to predict the
severity of the reaction and the risk of presenting it. Methods: A cross-sectional study
was conducted, with a sample of 431 patients diagnosed with LTP allergy in the General
University Hospital of Alicante, following validated protocols, which include: skin tests
and specific IgE determination (analyzed by microarray), in which will be intended to
estimate the proportion of subjects with severe phenotype of LTP allergy, identifying
biomarkers and building a predictive model of high risk of presenting a reaction. Results:
Over the 431 participants (56% women, average age: 34+ 11,675 years), 30% had
anaphylaxis. Conclusions: Regarding the severity of the reaction, the female sex is more
likely to present OAS, and is associated with a lower probability of anaphylaxis. Family
history of atopy increases the odds of OAS and anaphylaxis. The cosensitization to Pru p
1 or Phl p 12 is associated with a lower probability of anaphylaxis. On the other hand,
this probability seems to be increased with the cosensitization to Arah 8, Arah 2 and / or
Arah9.

Keywords: Lipid-transfer protein (LTP); LTP syndrome; Food anaphylaxis; Oral allergy
syndrome (OAS); Allergen cross-reactivity.
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Introduccion:

La alergia a alimentos (AA) se define como una reaccion adversa mediada
inmunoldgicamente y en la que participan linfocitos Tha especificos en sangre periférica

y mucosa intestinal, mientras que en no alérgicos se produce una respuesta Thy (1).

La prevalencia de AA es alta, hasta un 10% de la poblacion (5% en adultos y 8% en
nifios), aumentando un 50% durante las Gltimas décadas. Se han identificado numerosos
factores de riesgo genéticos y ambientales (2,3). Su incidencia también ha aumentado de
forma importante, siendo los alimentos vegetales los desencadenantes principales en
adultos y adolescentes a nivel mundial (4). Los pertenecientes a la familia de las Roséaceas
son los mas frecuentemente implicados, actuando las proteinas de transferencias de
lipidos no especificas (del inglés lipid transfer proteins (LTPs) como sensibilizantes

primarios (5-7).

Estas LTP son proteinas involucradas en la defensa de plantas contra hongos y bacterias.
Son moléculas altamente conservadas, con estructura estable y compacta (siendo
parcialmente resistentes a la protedlisis gastrointestinal, cambios de pH y procesos
térmicos), considerandose panalérgenos, ya que se asocian con sensibilizacion a multiples

alimentos vegetales, particularmente importantes en el area Mediterranea (8-13).

Las LTP no sélo se han identificado en alimentos vegetales (como melocoton (Pru p 3),
manzana (Mal d 3), cacahuete (Ara h 9) o nuez (Jug r 3)) (8,9,14,15), sino también en
polenes (artemisia (Art v 3) y platano de sombra (Pla a 3)) (8,16), donde existe gran
reactividad cruzada debido a su similitud estructural (8,16-19), aunque existen LTPs de
otros polenes (parietaria (Par j 1 y Par j 2) y olivo (Ole e 7)) donde dicha reactividad no
parece estar relacionada con las de los alimentos (8,11,19). El nivel de LTP depende de
varios factores, entre ellos la madurez, condiciones de almacenamiento y de cultivo de
las frutas. Para la manzana, por ejemplo, la mayor concentracion de LTP se encuentra en

las mas maduras, y los niveles de LTP disminuyen durante el almacenamiento (17).

Los pacientes sensibilizados a LTP forman un grupo muy heterogéneo tanto en su perfil
de sensibilizacién, 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 maltiples LTPs de



fuentes alergénicas que no estan relacionadas taxonémicamente y no siguen un patrén
definido (9,11,14,16,20). Estos dos ultimos grupos, que son los mas frecuentes, se

incluyen bajo la denominacién “Sindrome LTP” (8,20).

Es relevante sefialar que estas reacciones pueden ser graves como la anafilaxia
(6,7,12,15,21-24) (la causa maés frecuente de la cual es la AA (25)), pero incluso en sus
formas leves y moderadas dichas reacciones tienen un alto impacto en la calidad de vida
de los pacientes, debido fundamentalmente al nimero de vegetales implicados, que obliga
a dietas muy restrictivas (25).

Aspectos relevantes y sin resolver de la alergiaa LTP.

La alergia a LTP tiene peculiaridades que afectan a su diagndstico y manejo, como son:
(1) una marcada distribucion geografica, concentrdndose especialmente en la zona
mediterranea; (2) una expresion clinica extremadamente variable: desde sensibilizacion
asintomatica a anafilaxia grave; y (3) se ha asociado la presencia de alergias a polenes,

como profilinas, con una disminucion de la gravedad de los sintomas.

Ademas, existen aspectos relevantes sin resolver como: (1) la relacion entre las LTP de
polenes y alimentos vegetales y la influencia de la via de sensibilizacion; (2) la relacion
entre los diferentes patrones de sensibilizacién a una o varias LTPs y la gravedad de los
sintomas; y (3) el valor diagnostico relativo de los niveles de IgE especifica (IgEe) frente
a diferentes LTPs.

Un aspecto interesante del sindrome de LTP es su distribucion geografica, ya que parece
virtualmente ausente en el norte de Europa, debido a que la mayoria de los estudios
realizados provienen de Esparia, Italia, Portugal o Grecia (22,26,27). Esto ha hecho
hipotetizar que factores ambientales locales, como la dieta y la exposicion a determinados
polenes, influyan en la via de sensibilizacién, sugiriéndose dos posibilidades (17,27): (1)
sensibilizacion por la ingesta, a través de los alimentos, donde Pru p 3 se ha considerado
tradicionalmente como el principal responsable y (2) sensibilizacion via respiratoria por
polenes, donde Pla a 3 y Art v 3, que comparten un 40% de homologia con Pru p 3, se

han considerado los principalmente implicados (12,18,19,28,29).

Este tema ha generado controversia, ya que mientras algunos autores sugieren que la

reactividad a Art v 3 en pacientes alérgicos a melocoton es un epifendmeno sin



implicaciones clinicas (8,27), otros han demostrado mediante test de provocacion nasal
especifica (TPNE) que Art v 3 puede inducir sintomas respiratorios en pacientes con
sensibilizacion primaria a Pru p 3 (18). Ademas, no toda la reactividad clinica puede
explicarse por la reactividad cruzada inmunoldgica debida a una homologia estructural
entre diferentes LTP. De hecho, se ha demostrado que Ole e 7, alérgeno con una
homologia con Pru p 3 menor del 30% (8,19,28), puede estar involucrado hasta en un
80% de los pacientes alérgicos a vegetales por sensibilizacion a LTP, principalmente
melocotdn y cacahuete (8), aunque esta relacion no ha sido observada en otros estudios
(11,19,27,28).

Estudios realizados en diferentes areas geograficas han demostrado diferencias en los
patrones de sensibilizacién a LTP de p6lenes de Olivo, Platano de sombra y Artemisia
(Ole e 7; Plaa 3y Art v 3) (28,29). 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 patron diferencial de reconocimiento, siendo Ole e 7 relevante en Malaga,
hasta en un 24% de pacientes con rinitis (28) y Art v 3 en Barcelona, hasta en un 50% de
pacientes con alergia a vegetales por LTP (29,30).

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

alergia a LTP en las diferentes zonas geogréficas.

En la actualidad se desconocen los factores que influyen en la gravedad de la reaccion en
los pacientes alérgicos a LTP. De hecho, no se puede prever cudl es la ingesta minima
capaz de inducir una reaccién, ni la respuesta a otros alimentos vegetales, ademas del

melocotdn, en estos pacientes (7,15,19,31,32).

Los dos factores que se han analizado han sido la cosensibilizacién a poélenes y la
polisensibilizacion a diferentes alimentos vegetales. Analizando el papel de la
cosensibilizacion a polenes, existe consenso de que los polenes de la familia PR-10 o
profilinas ejercen un efecto protector de la gravedad de la reaccién alimentaria a LTP
(8,15,27). En cuanto a la polisensibilizacion, diferentes estudios han relacionado la

sensibilizacion a diferentes LTP de alimentos (mas de 5) con reacciones graves (8,33).



Otro factor que se ha analizado en relacion a una posible asociacion con la gravedad de
los sintomas han sido los niveles de IgEe a LTP, no habiéndose podido, por el momento,

demostrar una relacion clara (8,20,34,35).

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 pdlenes y alimentos
vegetales y el de la IgEe mediante el uso de herramientas in vitro adecuadas.



Hipétesis:

La evidencia preliminar parece indicar que los pacientes alérgicos a LTP con reactividad
amas de 5 LTPs y/o no sensibilizacién a PR10/profilina o Par j 2 se asocian a un mayor
namero de reacciones sistémicas a alimentos. El andlisis de variables clinicas y de
laboratorio, entre las que se incluyen los perfiles de sensibilizacion a diferentes alérgenos
alimentarios y polenes, en una poblacion de pacientes alérgicos a LTP de la provincia de
Alicante nos va a permitir identificar biomarcadores relacionados con fenotipos graves,

que puedan ser aplicados al diagnostico y manejo de estos pacientes.



Objetivos:

1. Identificar biomarcadores de utilidad diagndstica en pacientes alérgicos a LTP de

fenotipo grave.

1.1. Identificar biomarcadores (clinicos y proteicos) relacionados con la alergia a
LTP de fenotipo grave, construyendo un patron que permita predecir la gravedad
de lareaccion y el riesgo de presentarla, mediante el establecimiento de un registro

con variables clinicas y de laboratorio de pacientes con alergiaa LTP.
2. Conocer las caracteristicas clinicas de nuestros pacientes con sindrome de LTP.

3. Conocer los alérgenos implicados en nuestros pacientes.
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METODOLOGIA

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).

Tiempo de ejecucion:

Diciembre de 2017 a junio de 2018.

Sujetos:

Pacientes diagnosticados de alergia a LTP, siguiendo protocolos validados, que incluyen:

pruebas cutaneas (PC) y determinacion de IgEe.

- Criterios de inclusién: Consentimiento informado firmado, hombres o mujeres entre

0-85 afios con alergia a LTP, positividad en PC y en IgEe a LTP.

- Criterios de exclusion: Embarazo o lactancia, enfermedades inmunoldgicas,
tratamientos con inmunomoduladores y/o beta-bloqueantes, enfermedad mental,
dermatitis atopica grave, FEV1 < 70%.

Calculo del tamafio muestral:

Se calcula el tamafio muestral para estimar una prevalencia de enfermedad (anafilaxia).
Para ello se asumen 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

11



del peor de los escenarios en la literatura (6,7,12,13,15,21-23,25). Con estos datos se

obtuvo un tamafio muestral de 399 pacientes.

Variables a estudio:

Principal: a) PC positiva a LTP (que nos indica si existe o no sensibilizacion);
Secundarias: a) Cuantitativas: Edad (afios), IgE total (KU/L), IgE especificas (KUA/L).
b) Cualitativas: género, antecedentes familiares de atopia, sensibilizacion a polenes
(LTP, Profilinas, PR-10), rinitis/conjuntivitis/asma, clinica (sindrome de alergia

oral/urticaria/angioedema/gastrointestinal/anafilaxia/shock).

Recogida de variables:

- Pruebas cutaneas. Se realizaran con neumoalérgenos (Olivo, Gramineas, Salsola,
Parietaria, Artemisia, Platano de sombra, Abedul, Plantago, Ciprés y Chenopodium) y
alimentos (LTP de melocot6n, castafia, nuez, avellana, almendra, cacahuete, pipas de
girasol, pistacho y pifién) (ALK-Abelld, SA).

- Determinacion de IgE especifica. Se analizaran por microarray (29), realizado en el
Area de Alergia del laboratorio de Analisis clinicos cuyo responsable es el Dr. Angel
Esteban, con un panel que incluye, entre otros, Prup 3, Arah 9, Arah 2, Artv 1, Artv 3,
Cora8,Jugr3,0lee7,Oleel, Parj2,Plaa3yTrial4.

Andlisis de datos:

Se realizara un analisis descriptivo y bivariante intermedio para variables cuantitativas
mediante T de Student o U de Mann-Whitney en funcion de los criterios de normalidad
(test de Shapiro-Wilk). En condiciones de no normalidad se aplicara el test de Kruskal
Wallis 0 la U de Mann Whitney (correccion de Bonferroni). El andlisis de asociacion
entre variables cualitativas se realizard mediante Chi-cuadrado o prueba exacta de Fisher.
Se trabajard con un nivel de confianza del 95% considerandose valores de p<0.05
estadisticamente significativos. Se usara el software estadistico SPSS version 19.
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Dificultades y limitaciones:

Una posible limitacion del estudio podria ser que la evaluacion estaba limitada a las
isoformas moleculares representadas en el biochip de ISAC y no por IgEe mediante

InmunoCAP, que pueden tener pequefias diferencias.
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PLAN DE TRABAJO:

1) Inicio del proyecto: diciembre 2017, elaboracién de protocolo de investigacion.

2) Meses 1° al 3°: Recoger los datos y meterlos en la base de datos. Se implementard el
registro con los respectivos datos retrospectivos. Ademas, se realizara la seleccién de
pacientes.

3) Meses 4° al 6°: Realizacion del analisis estadistico, interpretacion de los resultados y
preparacion del manuscrito para su publicacion y/o presentacion delante de un
Tribunal.

Distribucién de las tareas:

Investigador/a principal: Dra. M. Ruano (médico residente de Alergologia del Hospital
General Universitario de Alicante). Se encargard del muestreo de los pacientes, la
recogida de los datos y su posterior analisis, contando con el asesoramiento de la Dra.
Purificacion Gonzalez, y del prof. J. Fernandez Sanchez, que se encargara de dirigir el
proyecto de investigacion, supervisara la correcta cumplimentacion de las tablas

expuestas, asi como el analisis de los resultados.

Los estudios mediante Microarrays se realizan en el laboratorio de alergia del HGUA,
supervisados por el Dr. Angel Esteban, con experiencia demostrada en estudios

inmunoldgicos y de reacciones de hipersensibilidad a alérgenos.
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Cronograma de las actividades:

ACTIVIDAD/TAREA PERSONA/S MESES
INVOLUCRADA/S

Seleccion de pacientes | M. Ruano, T. Jiménez, M| J
para estudio descriptivo | M. Lindo, A. Esteban, | 2017

J.  Fernandez, P.[5p18

Gonzalez y V. Soriano
Implementar registro y | M. Ruano, T. Jiménez, M| J
base de datos J. Ferndndez y A.|2017

Esteban 2018
Anadlisis de resultados y | M. Ruano, P. M| J
publicaciones: Estudio | Gonzalez y J. | 2017
descriptivo Fernandez 2018 v
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ASPECTOS ETICOS:

Se ha obtenido la aprobacion del proyecto por parte del Comité de Etica e Investigacion
Clinica del Hospital General Universitario de Alicante (HGUA). Este trabajo es una parte
a realizar en el HGUA del proyecto (Nimero de FIS del proyecto: Pl 17/01318 del
Instituto Carlos I11) cuya investigadora principal es la Dra. Francisca Lopez del IBIMA

del Hospital Regional Carlos Haya de Malaga.
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APLICABILIDAD Y UTILIDAD DE RESULTADOS:

Capacidad del proyecto de abordar los objetivos y prioridades enmarcadas en el
reto Salud, Cambio Demografico y Bienestar de la Estrategia Espafiola de Ciencia,

Tecnologia e Innovacion.

El proyecto se encuadra en el apartado de enfermedades inflamatorias y cronicas. La AA
es una entidad clinica que se produce por una reaccion de hipersensibilidad. La
importancia del proyecto se manifiesta cuando se reconoce que la AA esta actualmente
considerada como una epidemia, siendo los vegetales el grupo de alimentos
principalmente implicados tanto en la poblacion adolescente como en la adulta. Ademas,
hay que considerar que la alergia a vegetales por sensibilizacion a LTP se asocia de forma
frecuente con polisensibilizacion, como consecuencia de la gran reactividad cruzada que
presenta. Esto conlleva problemas de sobrediagndéstico y de manejo, ya que los pacientes
evitan la ingesta de mdaltiples alimentos de origen vegetal, lo que produce una gran
disminucion de su calidad de vida. Ademas, la alergia a LTP, fundamentalmente en el
area mediterranea, esta asociada a reacciones graves que pueden poner en riesgo al
paciente, tanto en su vida diaria como durante su diagnostico, debido a la necesidad de
llevar a cabo pruebas de provocacion con multiples alimentos. Los resultados obtenidos
en este proyecto nos permitiran identificar biomarcadores relacionados con fenotipos

graves, que puedan ser aplicados a mejorar la precision del diagndstico.

El objetivo planteado en este proyecto tiene gran relevancia desde el punto de vista clinico
y traslacional. Dicho objetivo, aborda la necesidad de identificar biomarcadores tanto
clinicos como proteicos, que nos permitan identificar pacientes con fenotipo grave. De
esta forma, los resultados tendrén una traslacion en la préctica clinica para la mejora en
la evaluacidn de los pacientes, estableciéndose un diagnostico preciso. Por otro lado,
como se ha descrito a lo largo del proyecto, existen maltiples controversias relacionadas
con esta patologia, debido a la heterogeneidad de los estudios y a diferencias geogréaficas,
por lo que resulta importante plantear proyectos en diferentes areas geograficas a las ya

descritas o estudiadas en la literatura hasta el dia de hoy.

Los resultados obtenidos ayudaran a establecer pautas de actuacion comunes que se

podran plasmar en guias de practica clinica consensuadas, lo que repercutiria
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directamente en la mejora de la calidad de vida del paciente y un mejor

aprovechamiento de los recursos sanitarios.

También resulta relevante el estudio, puesto que se ha descrito que los alérgenos labiles
(como PR-10y profilinas) rara vez causan clinica sistémica pero, en cambio, si la suelen
producir los considerados “estables” (como las LTPs) (3,8,15). Por ello, es interesante

estudiar estos perfiles para poder prever dichas reacciones.

Es interesante estudiar dichos perfiles en nuestra poblacién, dada la mayor prevalencia de
sensibilizacion a LTPs en los paises mediterraneos (sabiendo que, por otro lado, también
se ha observado y descrito menor prevalencia de sintomas sistémicos en los paises del
Norte y Centro de Europa, dada la menor sensibilizacion a LTPs, y mayor sensibilizacion

a alérgenos labiles en estos paises) (15).

Medios disponibles para la realizacion del proyecto.

- Seccion de Alergologia del HGUA. Dicho servicio cuenta con una Unidad de
Alimentos que cuenta con personal médico y de enfermeria para el estudio de la
hipersensibilidad a alimentos. La unidad cuenta con areas especificas para realizar el resto
de pruebas alérgicas y test especificos necesarios para este estudio.

- Laboratorio de Investigacién del HGUA esta totalmente equipado y también consta
de diferentes areas: biologia molecular, citometria de flujo, cultivos celulares,

inmunohistoquimica, inmunoanalisis y bioguimica.
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PRESUPUESTO:

El proyecto que se presenta abarca diferentes areas de trabajo desde la monitorizacion
clinica de los pacientes, pasando por estudios inmunol6gicos tanto in vivo como in vitro
en células de pacientes alérgicos a LTP, que se realiza en la consulta de Alergia en forma
de diagnostico clinico habitual y con el proyecto FIS antes mencionado, por lo que no es
necesario ningun aparataje adicional. Sin embargo, si se necesitan presupuestos

especificos para completar este TFM en otros apartados:

Material: En este apartado se prevé la adquisicion de equipamiento informatico para uso
de los investigadores que participan en el proyecto. Equipo portatil de 625€.

Viajes y dietas: Teniendo en cuenta la necesidad de difusion de resultados que se
obtengan de forma parcial o total, sera necesaria una partida en el presupuesto para

inscripciones y asistencia a congresos. Inscripcion 400€ y viaje 800€.
Otros gastos: Presupuesto para la realizacion de articulos en Open Access. 900€.

TOTAL: 2.725€.
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RESULTADOS PRELIMINARES

Sobre un total de 431 pacientes sensibilizados a LTP estudiados, que supera en numero

los 399 del tamafio muestral:

- EI'56% eran mujeres y el 44% hombres. La media de edad fue de 34 afios, con un
rango de 5-77 afios (= 11,675).

- El 71% referian antecedentes familiares de atopia.

- Un 76% presentaban rinitis, un 47% sintomas oculares, un 35% asma bronquial y

un 23% el conjunto de ambas tres.

- El 11% presentaban dermatitis atdpica.

- Un 53% de los pacientes referian SAQ, el 59% urticaria, un 43% angioedema, un

30% anafilaxia y un 6% habia presentado, al menos, un episodio de shock

anafilactico.

Tabla 1. Variables medidas que presentan asociacion positiva (estadisticamente

significativa, con una p<0,05) con LTP (medida en mm en prueba cuténea).

Variable

PC Cacahuete
Pistacho
Melocotén

Alérgenos Arah9
moleculares

Artv 3

Cora8
Jugr3
Plaa 3

Prup 3

Coeficiente de
correlaciéon

+0,15
+0,16

+0,6
+0,19

+0,18

+0,21
+0,29
+0,20

+0,32

20

P

valor

0,021
0,010
0,000
0,000

0,000

0,000
0,000
0,000

0,000

Funcion
biol6gica

LTP

LTP

LTP
LTP
LTP

LTP

Origen

Arachis
hypogaea

Artemisia
vulgaris

Corylus avellana
Juglans regia

Platanus
acerifolia

Prunus persica



Tabla 2. Variables medidas que presentan asociacion negativa (estadisticamente

significativa, con una p<0,05) con LTP (medida en mm en prueba cutanea). CCD:

determinante carbohidratado; Prot: proteina; ASB: albumina sérica bovina.

PC

Alérgenos
moleculares

Variable

Uso ITE
Gramineas
Salsola
Parietaria
Plantago
Olee7
Par j 2
Actd 1
Altal
Bosd 4
Bosd 5
Bosd 6
Bosd 8
Canf2
Canf5
Cheal

Cora9
Cryj1l

Cupal

Cynd1
Feld 1
Glym®é6

Jugrl

Coeficiente de
correlaciéon

-0,21
-0,13
-0,13
-0,20
-0,18
-0,18
-0,30
-0,16
-0, 1
-0,14
-0,11
-0,11
01
-0,12
-0,11
-0,11

-0,11
-0,12

-0,14

-0,16
-0,13
-0,10

-0,10

21

P valor

0,000
0,009
0,010
0,000
0,000
0,000
0,000
0,001
0,026
0,004
0,028
0,028
0,011
0,016
0,020
0,030

0,011
0,015

0,003

0,001
0,007
0,035

0,045

Funcion
biol6gica

LTP

LTP

Cisteina proteasa
Desconocida
a-lactalbimina
R-lactalbimina
ASB

Caseina
Lipocalina
Calicreina

Prot. “Ole e 1-

like”
Globulina 11S

Pectato
CCD

liasa vy

Pectato
CCD

liasa vy

Expansinay CCD
Uteroglobina

Prot. de
leguminico

tipo

AlblUmina 2S

Origen

Olea europea

Parietaria judaica

Actinidia deliciosa (kiwi)

Alternaria alternata
Bos domesticus
Bos domesticus
Bos domesticus
Bos domesticus
Canis familiaris
Canis familiaris

Chenopodium album

Corylus avellana

Cryptomeria japonica

Cupressus arizonica

Cynodon dactylon
Felis domesticus

Glycine max (soja)

Juglans regia



Jugr?2
MUXF3
Oleel

Phlp1l
Phl p 11

Sal k 1

-0,10
-0,10
-0,20

-0,12
-0,12

-0,25

0,018 Vicilinay CCD
0,031 CCD

0,000 Prot. inhibidora
triptasay CCD

0,010 Expansinay CCD

0,012 Prot. “Ole e 1-
like”

0,000 Pectin-esterasa

Juglans regia
Ananas comosus

Olea europea

Phleum pratense

Phleum pratense

Salsola kali

Tablas 3y 4. Diferencias estadisticamente no significativas (p >0,05) y significativas (p <0,05)
entre grupos con LTP mayor o menor (medida en mm en PC) y las variables estudiadas. Test de
Kruskal-Wallis o U de Mann-Whitney, segun el tipo de variable analizada.

Variable P>0,05 Variable P <0,05

Sexo 0,844 | Rinitis 0,000
AF 0,844  Conjuntivitis 0,004
SAO 0,055 | Urticaria 0,000
Asma 0,231 | Anafilaxia 0,001
Shock 0,164 | Angioedema 0,010
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Tablas 5 y 6. Grado de asociacion de cada variable con la presencia de SAO. Los modelos
estadisticos utilizados, el test de Hosmer y Lemeshow y el area bajo la curva ROC, se consideran
adecuados globalmente si la p>0,05 y p<0,05, respectivamente, como ha ocurrido en nuestros
resultados. AF: Antecedentes familiares de atopia. Nota: las variables de alimentos hacen
referencia al grado de positividad en la prueba cutanea.

Error OR 959% C.I. para

estandar OR

Inferior = Superior
AF 0.382 1.307 0.619 2.762
Rinitis 0.428 1.033  0.447 2.390
Asma 0.410 0.793  0.355 1.770
Sexo femenino 0359 1.665 0.823 3.367
Edad 0.017 1.019 0.986 1.053
Nuez 0.072 0.953 0.827 1.097
Avellana 0.067 1.015 0.891 1.157
Cacahuete 0.080 1.154  0.987 1.349
Almendra 0.065 0.895 0.788 1.016
Pipas girasol 0.060 1.088 0.967 1.224

Error OR 959% C.I. para OR

estandar Inferior ~ Superior
Arah?9 0.062 0.972 0.861 1.097
Artv 3 0.054 1.096 0.986 1.218
Olee?7 0.013 0.987 0.962 1.013
Plaa3 0.058 1.055 0.941 1.182
Prup3 0.037 0.985 0.917 1.059
Trial4 0.141 1121 0.850 1.478
Arah?2 0.260 0.823 0.494 1.369
Phlp 12 0.129 1.095 0.850 1.411
Prupl 0.151 0.897 0.668 1.205
Arah8 0.325 0.758 0.401 1.432
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Tablas 7 y 8. Grado de asociacion de cada variable con la presencia de anafilaxia. Los modelos
estadisticos utilizados, el test de Hosmer y Lemeshow y el area bajo la curva ROC, se consideran
adecuados globalmente si la p>0,05 y p<0,05, respectivamente, como ha ocurrido en nuestros
resultados. AF: Antecedentes familiares de atopia. Nota: las variables de alimentos hacen
referencia al grado de positividad en la prueba cutanea.

Error estandar OR 95% C.I. para OR
Inferior =~ Superior

AF 0.361 1.085 0.535 2.200
Rinitis 0.395 1.320 0.609 2.865
Asma 0.382 1.372 0.649 2.899
Asma infancia 1.128 2.764 0.303 25.211
Sexo femenino 0.338 0.968 0.498 1.878
Edad 0.015 1.014 0.984 1.045
Nuez 0.065 1.089 0.958 1.238
Avellana 0.060  0.989 0.878 1.113
Cacahuete 0.062 1.108 0.982 1.250
Almendra 0.060 0.981 0.872 1.104
Pipas girasol 0.052 1.023 0.924 1.133

Error estandar OR 95% C.I. para OR
Inferior ~ Superior

Arah?9 0.077 1.255 1.078 1.460
Artv3 0.061 0.919 0.816 1.035
Olee7 0.043  0.930 0.855 1.011
Plaa3 0.054 1.150 1.034 1.279
Prup3 0.041 0.913 0.842 0.990
Trial4 0.150 1.136 0.846 1.526
Arah 2 0323 1.273 0.676 2.399
Phlp 12 0.230 0.873 0.556 1.372
Prup1l 1.457  0.105 0.006 1.821
Arah8 0.475 1.906 0.751 4.838

Estos son los resultados que hemos obtenido hasta ahora y seguimos, en la actualidad,

con el analisis de los datos.

24



Consideraciones finales

Se consideré SAO como prurito de labios y/o mucosa oral, con o sin angioedema (AE),

inmediatamente después de comer el alimento.

Se consider6 un valor positivo en ImmunoCAP ISAC >0,3 ISU.
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CONCLUSIONES PRELIMINARES

1. Encontramos que nuestra muestra es de pacientes jovenes (media de edad de 34
afios), sin encontrar diferencias estadisticamente significativas entre sexos.

2. Asi como algunos alimentos (como el melocoton, cacahuete o pistacho) se
correlacionan de forma positiva con la sensibilizacién a LTP, encontramos que no
se observa asociacion entre pélenes y sensibilizacién a LTP (excepto Artv 3y Pla
a3).

3. En nuestros resultados observamos que no hay diferencias significativas entre el
grupo con LTP mayor o menor y el sexo o la presencia de antecedentes familiares
de atopia. Pero si las hay en la aparicion de clinica como rinitis, conjuntivitis,
urticaria, angioedema o anafilaxia.

4. LaLTP mas reconocida fue Pru p 3, seguida de Jug r 3. La menos reconocida fue
Tri a 14 (de las 7 testadas).

5. Respecto a la gravedad de la reaccion, el sexo femenino tiene mas probabilidad
de presentar SAO, y se asocia a menor probabilidad de anafilaxia que el sexo
masculino.

6. La existencia de antecedentes familiares de atopia aumenta las probabilidades de
SAOQ vy anafilaxia.

7. La cosensibilizacion a Pru p 1 (proteina PR-10) o a Phl p 12 (profilina) se asocia
con menor probabilidad de anafilaxia. En cambio, dicha probabilidad parece
aumentada con la cosensibilizacion a Ara h 8 (PR-10), Ara h 2 (proteina
inhibidora de tripsina “legumine-like”) y/o Arah 9 (LTP).

En conclusidn, parece que existen importantes asociaciones entre la presentacion clinica
y la sensibilizacién especifica con LTP, asi como nuevos patrones de agrupamiento que

indican reactividades cruzadas probables.

Seré necesario terminar de valorar todos los datos obtenidos y complementar con estudios
que utilicen tambien otros enfoques de laboratorio no semicuantitativos, para confirmar
estas observaciones y evaluar la eficacia potencial de dicho enfoque, tanto para futuras

investigaciones, como para lo que es la practica clinica habitual.
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ANEXOS:

Hoja de consentimiento informado:

Consentimiento informado

Biomarcadores de utilidad diagnéstica

en pacientes con alergia a LTP de
fenotipo grave

Le estamos pidiendo que participe en un
estudio.

Usted no tiene que participar en el estudio.

Si dice que si, puede dejar de participar en el

estudio en cualquier momento.

Por favor tome todo el tiempo que necesite
para decidir.

Su atencion médica no cambiara de manera

alguna si dice que no.

Para qué se firma este documento?
Lo firma para poder participar en el estudio.

sPor qué se esta haciendo este estudio
de investigacion?

Queremos saber mas sobre cémo ayudar a las
personas que tienen alergia a LTP. Este estudio
nos ayudarda a aprender mas sobre las
caracteristicas clinicas de nuestros pacientes con
sindrome de LTP, construyendo un patron que
permita predecir la gravedad de la reaccion vy el
riesgo de presentarla. Les estamos pidiendo a
personas como usted, que tienen alergia a LTP,
gue nos ayuden.
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¢/ Qué pasa si_digo “si, quiero participar

en el estudio”?

Sidice gue si:

*» le preguntaremos sobre  antecedentes
familiares, sintomas de rinoconjuntivitis, asma
bronquial y alergia a alimentos vegetales.

» |Le daremos un formulario con preguntas para
que usted las conteste.

s 5 quiere, podemos leerle las preguntas en voz
alta vy escribir sus respuestas en el formulario.

Estas preguntas no tienen respuestas correctas o
incorrectas. Puede saltar cualquier pregunta si no
quiere contestarla.

;. Qué pasa si digo “no quiero participar
en el estudio”?

Nadie le fratara en manera diferente. A usted no
se le penalizara. No perdera ningan beneficio. La
atencion que recibe de su médico no cambiara.

;/Qué pasa si digo que si, pero cambio
de opinién mas tarde?

Usted puede dejar de participar en el estudio en
cualguier momento. Tambien puede pedimos que
dejemos de usar y compartir informacion meédica
que pueda identificarlo. Dejaremos de usar y
compartir informacion, excepto en situaciones
muy especiales, como cuando sea necesario para
cumplir con la ley, para proteger su seguridad o
para comprobar que la investigacidon se haya
hecho en forma correcta.

A usted no se le penalizara. No perdera ningun
beneficio. La atencién que recibe de su médico no
cambiara.
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/Quién vera mis respuestas?

Las unicas personas autorizadas para ver sus
respuestas son las que trabajan en el estudio y las
gue se aseguran de que éste se realice de
manera correcta.

Sus respuestas a la encuesta, su informacion
medica, y una copia firmada de este documento
se mantendran bajo llave en nuestros archivos.
No incluiremos sus respuestas en su expediente
medico.

Cuando compartamos los resultados del estudio,
por ejemplo, en revistas medicas, no incluiremos
su nombre. Haremos todo lo posible para que
nadie fuera del estudio sepa que usted participo
en &l.

;Me costara algo participar en el
estudio?
MNo.

Participar en el estudio, ; me ayudara de

alguna manera?

Participar en este estudio no le ayudara, pero
podria ayudar a personas con alergia a LTP en el
futuro.

s Tengo que firmar este documento?
No. Firmelo solamente si desea participar en &l
estudio.

/Qué debo hacer si quiero participar en
el estudio?

Tiene que firmar este documento. Le
entregaremos una copia.

Al firmar este documento esta diciendo que:

34




Esta de acuerdo con participar en el estudio.
Le hemos explicado la informacién que
contiene este documento y hemos contestado
todas sus preguntas.

Usted sabe que:

Mo tiene gque contestar preguntas que no quiera
contestar.

En cualquier momento, puede dejar de
contestar nuestras preguntas y no le pasara
nada a usted.

Su nombre

Su firma Fecha

Nombre del representante legal

Firma de la persona que provee el Fecha
consentimiento en representacion del sujeto

Relacion o parentesco:

Nombre de la persona que explica el
consentimiento

Firma de la persona que explica el Fecha
consentimiento
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I11.  Cuaderno de recogida de datos:

CUESTIONARIO
Codigo del centro........... Pacierte M"........ Iniciales:..................
Edad:.......... Sexol...... Fecha: ....................
RINCCONJUNTIVITIS
1. Afo de comienzo:
2. Sirtomas:
O Cculares: O leves O moderado-severos

O Massles:

O leves

3. Meses de sintornas:

O mioderado-severos

Ensre

Frbirara

Marza

Abril

[ ]

Junio

Juliey

Amasio | Sepl,

| Chesub.

4. Frecuencia de los sintomas:

O Menos de 4 dizs a la semana duranie mas de cusfro semansas.

O Mas de 4 dias a la semana durante mas de cuatro semanas.

ASMA

1. Afo de comienzo:

2. Sirtomas: O leves O moderados O intensos

3. Meses de sintomnas.

Enersy | Febirers | Mares | Abil | Mayes | Junio | Julio ] Aposto | Sepl. | Gesul. |

I
ALERGIA A ALIMENTOS YEGETALES:

1. O 5A0 O Ansfilaxia

2. O 5A0 O Ansfilazia

3. O 5A0 O Ansfilaxia

4. O 540 O Ansfilazia

5. O 540 O Ansfilaxia

6. O 540 O Ansfilazia

T O 540 O Ansfilaxia
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(AVA

Hoja de pruebas cuténeas:

gmlmﬂ VALENCIANA
COXTEVEETIA B fAXITAT

AGENCIA FECHA: /|

VALENCIANA
DE SALUT o
HONGOS POLENES
1 | ALTERNARIA 1 GRAMINEAS
2 | ASPERGILLUS MEZCLA 2 | ARTEMISA
: 3 PARIETARIA
EPITELIOS 4 CPRES
1 | CONEIO. 5 ouvo
2 | GATO 6 | PLATANO
3 | PERRO 7 CHENOPODIUM
4 | CABLIO 8 SALSOLA
5 | PLUMAS 9 | CYNODON DACTYLON
5 10 | ABEDUL
ACAROS
1 | D. PTERONYSSINUS 1 | GAMBA
2 | D. FARINAE 2 LTP
3 | PROEIUNA
LATEX 4 | GLUTEN
ANISAKIS 5 | GUADINA .
dna 6 | POLCALGINA
HISTAMINA 7 | BROMELINA
G. ACAROS FRUTOS SECOS.
1 | ACARUS SIRO 1 | ALMENDRA
2 | GLYCYPHAGUS DOMESTICUS 2 | AVELLANA
3 | COHIERIA FUSCA 3 | CACAHUETE
4 | TYROPHAGUS PUTRESCENTIAE 4 | CASTANA
| 5 | LEPIDOGLYPHUS DESTRUCTOR 5 | NuEz_
6 | BLOMIA KULAGINI 6 | PIN
7 | BLOMIA TROPICALIS 7 | PIPA GIRASOL
8 | PISTACHO
G. ASPERGILLUS |
1 | A FUMIGATUS | VERDURAS
: 1 | Anc
POLENES NO HABITUALES i 2 | LECHUGA
1| MIMOSsA 3 | ZANAHORIA
2 | QUERCUS
3 | ACAOA FRUTAS
4 | FALSA PIMIENTA 21 ANANA (PINA)
5 | MERCURIALIS 2 Kkwi
3 | MANZANA
INSECTOS 3 | MELON
1 | BLATELLA GERMANICA s | PLATANO
2 | PERIPLANETA AMERICANA 7 UVA BLANCA
3 | BLATTA ORIENTALIS
4 | PROCESIONARIA ESPECIAS
5 | Mosquimo 1 | PIMENTON
2 | caNElA
OTROS EPITELIOS 3 OREGANO
1 | HAMSTER 4 PIMIENTA
2 | cosava s | a0
3 | RATA  ~ 6 | mMosTAZA B
4 | RATON 7 | comino
8 | AzAFRAN
| EnziMas — | s | aavo =
[ 1 | Ara-amitasa == | 10 .| PERENL




V. Alérgenos de InmunoCAP-ISAC® (PHADIA):

ImmunoCAP ISAC 112 Allergen Components

Allergen component Allergen source PROTEIN GROUP
COMMON NAME LATIN NAME

Food Allergens

nGald1 Egg white Gallus domesticus Ovomucoid

nGald 2 Egg white Gallus domesticus Ovalbumin

nGald3 Egg white Gallus domesticus Conalbumin/Ovotransferrin

nGald5 Egg yolk/chicken meat Gallus domesticus Livetin/Serum albumin

nBos d 4 Cow’s milk Bos domesticus Alpha-lactalbumin

nBos d 5 Cow's milk Bos domesticus Beta-lacteglobulin

nBos d 6 Cow’s milk and meat Bos domesticus Serum albumin

nBosd 8 Cow's milk Bos domesticus Casein

nBos d lactoferrin Cow’s milk Bos domesticus Transferrin

rGadc 1 Cod Gadus callarias Parvalbumin

nPenm 1 Shrimp Penaeus monodon Tropomyasin

nPenm 2 Shrimp Penaeus monodon Arginine kinase

nPenm 4 Shrimp Penaeus monodon Sarcoplasmic Ca-binding protein

rAna o2 Cashew nut Anacardium occidentale Storage protein, 118 globulin

rBere1 Brazil nut Berthoiletia exceisa Storage protein, 25 albumin

rCor a 1.0401 Hazelnut Corylus avellana PR-10 protein

rCoras Hazelnut Corylus avellana Lipid transfer protein (nsLTP)

ncora?9g Hazelnut Corylus avellana Storage protein, 11S globulin

nJugri Walnut Juglans regia Storage protein, 25 albumin

nJugr2 Walnut Juglans regia Storage protein, 7S globulin

nJugr3 Walnut Juglans regia Lipid transfer protein (nsLTP)

nsesi1 Sesame seed Sesamum indicum Storage protein, 2S albumin

ImmunoCAP ISAC 112 Allergen Components, con't
Allergen component  Allergen source

PROTEIN GROUP

COMMON NAME LATIN NAME
Food Allergens
rérah 1 Feanut Arachis hypogsea Sterage prodein 75 globulin
rArah 2 Peanut Arachis hypogaea Storage protein, Conglutin
rrah 3 Feanut Arachis hypogsea Storage protein, 115 globulin
nAra h & Peanut Arachis hypogaea Storage protein, Conglutin
rhrah B Peanut Arachis hypogaea PR-10 protein
rérah @ Peanut Arachis k) Lipid transfer protein {nsLTF)
Glym 4 Soybean Glycine max PR-10 prot=in
nizhym 5 Soybean Glycine max Storage protein, Beta-conglycinn
niGly m 6 Soybean Glycine max Storage protein, Ghycnin
nFage 2 Buckwheat Fagopyrum esculentum Storage prodein, 25 albumin
rfna 14 Wheat Trificum aesfivum Lipid transfer protein {nsLTP)
rTna 18.0101 Wheat Trificum aestvum DOmega-b ghiadin
nTriaah_TI Wheat Trificum aesfivum
nActd 1 Kiwei Actinidia
nActd 2 Kiwei Actinidia Thaumatine-like protein
nhctd § Kiwei Actnidia deficiosa
rActd B Kiwsi Actinidia deficioss PR-10 protein
rApig 1 Celery Apium graveolens PR-10 protein
rial d 1 Apple Malus domestica PR-10 protein
Prup 1 Peach Prunus persica PR-10 protein
Prup3 Peach Prunus persica Lipid transfer protein (nsLTP)
Aeroallergens
nCynd1 Bermuda grass Cynodon dacfiyion Grass group 1
Phip 1 Timathy Fhilsum pratense Grass group 1
Phip2 Timeothy Fhleum pratense Grass group 2
nPhi p 4 Timathy Fhilsum pratense
Phlp 5 Timethy Fhleum pratense Grass group 5
Phip B Timothy Phieum pratense
Phip7 Timethy Fhleum pratense Polcalcin
PRl p 11 Timothy Phizum prafense
Phi p 12 Timethy Fhleum pratense Profilin
rAing 1 Alder Alnus giutinosa FR-10 protein
rBetv 1 Birch Befwla vemucoss PR-10 protein
rBetv 2 Birch Befula vermucoss Profilin
rBstv 4 Birch Befula vemucoss Paoleaksin
rCora 1.0101 Hazel pollen [« avelians PR-10 protein
nCryj1 Japanese ceder Cryplomeria japonica
nCupal Cypress Cupressus anzonica
ndie e Dlive Qiez suropaca
nidie e 7 Dlive Qlea europaea Lipid transfer protein {nsLTP)
rieed Clive Olea europaea
Plaa1 Plane tree FPlatanus acenfolia
nPlaal Plane tree Platanus acenfolia
laad Flane tree Platanus acenfolia Lipid transfer protein {nsLTP)
nAmb a 1 Ragweed Ambrosia arfemisiifolia
nArv 1 Mugwort Arfemisia vuigaris
nAmv3 Mugwort Arfemisia vuigaris Lipid fransfer protein (nsLTF)
rChe a1 Goosefoot GChenopodium album
rMera 1 Annual mercury Mercunialis annua Prorilin
Parj2 ‘Wall pellitory Paneiana judaica Lipid transfer protein (nsLTF)
Plali Plantain (English) Flantago lanceciata
nSal k1 Saltwort Salsola kall
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Allergen component  Allergen source PROTEIN GROUP
COMMON NAME LATIN MAME

Aeroallergens

rCanf1 Dog GCani: Lipocalin

rCanf2 Dog Cani: Lipocalin

nCanf3 Dog Cani: Serum albumin

TCanf6 Dog Cani: “Argining

Equet Horse Equus caballus Lipocalin

nEquc3 Horse Equus caballus Serum albumin

rreld 1 Cat Feii: it Uteroglobin

nFeld2 Cat Feli: Serum albumin

Feld4 Cat Felis domesticus Lipocalin

nMus m 1 Mouse Mus musculus Lipocalin

rAltal Alternaria Alternania alfernata

[ EL] Alternaria Altemania alfemafa Enolase

Asp 1 ilus Aspergilus fumigaius

rAspf3 Aspergillus Aspergiiius fumigafus

rAsp f 6 illus Aspergiilus fumigafus Mn superoode dismutase

Clah B um Clad: ium herbamam

Mlots House dust mite Blomia

nDerf1 House dust mite Dematophagoides fannse

Derf2 House dustmis Dematophagoides farinee

nDerp 1 House dust mie [ ides p

Derp2 House dust mie [} P

rDerp 10 House dust mite [« P Tropomyasin

repd2 Storage mite Lepidoglyphus destrucior

rBlag1 Cockroach Blatrella germanica

rBlag2 Cockroach Brattella germanica

rBlagh Cockroach Biatrella germanica

nBlag? Cockroach Blatfella germanica Tropormyosin

Other

rApim 1 Honey bee venom Apis meilifers Phospholi AZ

nApim 4 Honey bee venom is medifers Melittn

rPold & Paper wasp venom Poiisfes dominulus ‘Venom. Anfigen 5

Mesvi Common wasp venom Vespuls vulgans Venom, Antigen 5§

rAnis 1 Anisakis Anizakis simplex

rAnis 3 Anisakis Anizakis simplax Tropaormyasin

rHew b 1 Latex Hewvea brasil

rHev b 3 Latex Hevea brasilensis

rHev b 5 Latex Hevea brasiliensis

rHev b 6.01 Latex Hevea it

rHev b B Latex Heveas brasil: Profilin

nMUXF3 Sugar epitope from CCD-marker
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