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Resumen

RESUMEN

Introduccion

Las profilinas son unas proteinas presentes en la mayoria de las células
eucariotas que han demostrado alergenicidad tanto en pdlenes como en alimentos.
Afecta en torno al 20-30 % de los pacientes con alergia al polen, si bien, el perfil de
sensibilizacion de los pacientes es muy variable, depende fundamentalmente de la

distribucién geografica y de otros alérgenos concomitantes.

La sensibilizaciéon a profilina se ha relacionado con la polisensiblizacion a
polenes, debido a que las proteinas de la familia de las profilinas presentan una
estructura terciaria similar y por lo tanto una alta reactividad cruzada. Esto, unido a su
condicién de panalérgeno, ha contribuido a la percepcidn de la profilina como un factor

de confusion en el abordaje de pacientes con alergia respiratoria.

Sin embargo, la relevancia de la profilina no ha sido completamente estudiada.
Recientemente, han aparecido estudios que cuestionan la falta de relevancia de la

profilina en los pacientes con alergia al polen.
Objetivos

El objetivo de este proyecto es estudiar la relevancia clinica de la profilina e
investigar su capacidad de producir sintomas respiratorios en pacientes con alergia al
polen. Para ello es necesario conocer cudl es la cantidad de aeroalérgeno de profilina
en las distintas estaciones del afo en el aire de nuestro entorno, establecer el grado de
respuesta alérgica especifica a profilina a nivel respiratorio de los pacientes
sensibilizados a dicha proteina y determinar la correlacion entre la cantidad de
aeroalérgeno de profilina en ambiente y los sintomas de los pacientes sensibilizados a

la misma.
Metodologia

Se llevd a cabo un estudio de casos y controles, prospectivo, abierto, con una
muestra de poblacién de mayores de 14 afios con rinoconjuntivitis y/o asma por
alergia a pdlenes. Se incluyeron 85 pacientes, 55 pacientes casos sensibilizados a
profilina y 30 controles no sensibilizados. Los casos presentaban una prueba cutanea
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Resumen

positiva con extracto de profilina de palmera (nPho d 2) purificada y los controles

fueron aquellos pacientes en los que esta prueba era negativa.

Se realizaron varias intervenciones diagndsticas y seguimiento de pacientes que
abarcaron cuatro dimensiones: estudios in vitro, in vivo, estudios aerobioldgicos y

clinicos:

« Estudios /n vitro: se determind IgE especifica a profilina (rPhl p 12 y rBet v 2) y
alérgeno purificado (Pho d 2) marcado con biotina. Zmmunoblot con profilina
purificada para cada uno de los sueros individuales.

« Estudios /in vivo: Se realizd prueba de provocacidon conjuntival con profilina en
15 pacientes (10 casos y 5 controles) y prueba de provocacion bronquial a 30
pacientes (20 casos y 10 controles)

» Estudios aerobioldgicos: se cuantifico la profilina en ambiente a lo largo de un
afo mediante captador de particulas Air Sentinef®, en ensayo de ELISA
inhibicion y se correlaciond con el polen recogido en captador de polen
Burkard®.

« Estudios clinicos: los pacientes realizaron un registro diario de sintomas
alérgicos respiratorios a lo largo del afio en el que se registro la profilina en el

ambiente.
Resultados

La presencia de IgE especifica sérica frente a distintas profilinas mostré una
sensibilidad de la rBet v 2, rPhl p 12 y Pho d 2 de 0,82, 0,74 y 0,69 respectivamente,
con una especificidad de 1 en los tres casos. Con una concordancia en términos
cualitativos en estos resultados. Ademas, también se encontré una relacion
estadisticamente significativa (p<0,001) entre los resultados del inmunoblot con

profilina purificada (Pho d 2) y las tres determinaciones séricas de profilina.

Las pruebas de provocacion conjuntival con profilina fueron positivas en el 90
% de los casos y en ninguno de los controles, siendo la mediana de la concentracion
que alcanzo la positividad de 0,3 pg/mL. Las provocaciones bronquiales con profilina
fueron positivas en el 95 % de los casos y negativas en todos los controles, siendo la
media de la PC20 de 10,55 pg/mL con una DS de 11,87 y rango entre 0,43 pg/mL y
39,36 pg/mL.
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Se detectd profilina en el ambiente en 133 dias, lo que supuso presencia del
panalérgeno durante el 36,5 % del afo. La profilina presentd un indice anual de 7,641
ng/m3 de aire. El periodo principal de profilina en el ambiente fue del 8 de Marzo al 9
de Agosto, siendo el dia pico, en el que se encontré mayor concentracion de profilina,
el 10 de Junio con 133,6 ng de profilina en el filtro equivalente a 0,56 ng de profilina
por m3 de aire. Se observd una relacion de la profilina con el polen de Poaceae
(p=0.24; p<0.001). Si bien hay un decalaje entre el pico de maxima concentracion de

profilina y el pico de maxima concentracion de pdlenes de gramineas de 16 dias.

Se observo que la intensidad de los sintomas, a lo largo del afo, fue de media
0,56 puntos superior en los casos que en los controles, IC del 95% (0,43-0,70) p
<0,001. También fueron superiores en los casos los sintomas nasales (0,26 puntos, IC
0,18-0,34) y los sintomas conjuntivales (0,27 puntos, IC 0,23-0,31) p <0,001. El riesgo
de padecer asma a lo largo del afio fue mayor en los casos que en los controles con
OR 1,32 IC del 95% (1,19-1,46) (p <0,001).

Conclusiones.

Existe profilina en el ambiente a lo largo del afo, que es capaz de producir una
respuesta alérgica dérgano especifica, evidenciada en las pruebas de provocacion
conjuntival y bronquial. Ademas, los pacientes sensibilizados a este panalérgeno
presentaron mas intensidad y frecuencia de sintomas respiratorios. Por lo tanto la
sensibilizacion a profilina puede considerarse un marcador de gravedad en pacientes

con rinoconjuntivitis y asma por alergia al polen.
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Introduction

Profilins are proteins that are present in most eukaryotic cells and have
demonstrated allergenicity in both pollens and foods. They affect some 20% to 30% of
patients with pollen allergy, though the sensitization profile of patients varies widely

based on geography and the presence of other concomitant allergens.

Profilin sensitization has been related to pollen polysensitization owing to the
fact that proteins of the profilin family have a three-dimensional structure resembling
that of pollens, thus conferring high cross-reactivity. Together with the status of
profilin as a panallergen, this cross-reactivity has created a perception of profilin as a
confounding factor when determining the treatment approach in patients with

respiratory allergy.

However, the relevance of profilin has not been fully studied. Recent studies
have called into question the perceived lack of relevance of profilin in pollen-allergic

patients.
Objectives

This project aims to study the clinical relevance of profilin and its ability to
trigger respiratory symptoms in patients with pollen allergy. Doing this requires
knowledge of the amount of profilin aeroallergen across the different seasons of the
year in our surroundings, establishing the degree of specific respiratory allergic
response to profilin in patients sensitized to this protein and determining the
correlation between the concentration of profilin aeroallergen in the atmosphere as

well as the symptoms presented by sensitized patients.
Methods

An open, prospective, case-control study was performed in a population of
patients over 14 years of age with rhinconjunctivitis and/or asthma due to pollen

allergy.

Among the 85 patients included, 55 were sensitized to profilin and 30 were
nonsensitized controls. Cases had positive skin prick tests to an extract of purified palm

profilin (nPho d 2), and controls were those patients with a negative result for this test.
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Several diagnostic interventions and follow-up procedures were performed in

patients across four dimensions: in vitro, in vivo, aerobiological, and clinical.

« In vitro studies: serum-specific IgE to profilin (rPhl p 12 and rBet v 2) and
purified allergen (Pho d 2) marked with biotin. Immunoblotting with purified
profilin for each of individual sera.

» In vivo studies: Conjunctival challenge with profilin was performed in 15
patients (10 cases and 5 controls) and 30 patients underwent a bronchial
challenge (20 cases and 10 controls).

» Aerobiological studies: The concentration of profilin in the atmosphere was
measured over a year with the use of the Air Sentinel® volumetric air sampler,
in ELISA inhibition assay and the data obtained were correlated with pollen
counts recorded by the Burkard® spore collector.

« Clinical studies: patients recorded daily respiratory-allergy symptoms over the

1-year study period during which environmental profilin was measured.
Results

Presence of serum-specific IgE to different profilins showed a sensitivity of
0.82, 0.74, and 0.69 for rBet v 2, rPhl p 12, and Pho d 2, respectively, with a specificity
of 1 in all three cases. Qualitative data for these results were in accordance with
quantitative findings. A statistically significant association (p<0.001) was found
between the results of immunoblotting with purified profilin (Pho d 2) and the three

measurements of profilin in serum.

Conjunctival challenges with profilin were positive in 90% of cases and in none
of the controls; the median positive concentration was 0.3 pg/mL. Bronchial challenge
with profilin was positive in 95% of cases and negative in all controls; mean PC20
concentration was 10.55 pg/mL, with a SD of 11.98 and a range of 0.42 pg/mL to
39.36 pg/mL.

Profilin was detected in the atmosphere on 133 days, indicating presence of the
panallergen 36.5% of the year. The yearly index for airborne profilin was 7.641 ng/m3.
The main period for presence of environmental profilin was from March 8 to August 9,
with peak profilin concentration found on June 10 (133.6 ng in the filter, equivalent to

0.56 ng of profilin per m3 of air). An association was found between profilin and
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Poaceae pollen (p=0.24; p<0.001). However, a 16-day discrepancy was found

between the peak profilin concentration and peak concentration of grass pollens.

Throughout the year, symptom intensity was 0.56 higher on average in cases
compared to controls (95% CI, 0.43-0.70; p<0.001). Individuals included in the case
group had more intense nasal symptoms (0.26 points; 95% CI, 0.18-0.34) and
conjunctival symptoms (0.27 points, 95% CI, 0.23-0.31; p<0.001). Throughout the
period studied, the risk of developing asthma was greater in cases than controls (OR,
1.32; 95% CI: 1.19-1.46; p<0.001).

Conclusions

Profilin is present in the environment throughout the year, and this allergen is
capable of triggering an organ-specific allergic response, as evidenced by the results of
conjunctival and bronchial challenge testing. Furthermore, patients sensitized to this
panallergen had more intense and more frequent respiratory symptoms. Therefore,
profilin sensitization may be considered a marker of severity in patients with

rhinconjunctivitis and asthma due to pollen allergy.
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I- Introduccion

1.2 Alergia

El sistema inmune esta preparado para reconocer e intentar eliminar todos los
agentes nocivos que se introducen en el cuerpo humano. Estos agentes actian como
antigenos frente a los que se desencadena la respuesta inmunitaria. En ocasiones esta
respuesta puede ir dirigida frente a un antigeno inocuo, en estos casos, nuestro propio
sistema inmune puede producir una reaccién inadecuada y desproporcionada que
puede llegar a danar el propio tejido sin proporcionar ningln beneficio ni proteccion

para el paciente, en estos casos se habla de reacciones de hipersensibilidad(1).

Las reacciones de hipersensibilidad son una respuesta inmune excesiva y / o
patdgena frente a antigenos extrafios o propios(2). Gell y Coombs fueron los primeros
en clasificar las reacciones de hipersensibilidad en 4 tipos de acuerdo con la

fisiopatologia(3) que actualmente siguen vigentes(2).

1. Hipersensibilidad tipo I o hipersensibilidad inmediata, estd mediada por
anticuerpos IgE. Es la base de las enfermedades alérgicas

2. Hipersensibilidad tipo II, mediada por anticuerpos IgG o IgM mecanismo
fundamental de muchas de las enfermedades autoinmunes

3. Hipersensibilidad tipo III, mediada por inmunocomplejos, responsable de
enfermedad del suero y fendmeno de Arthus, en funcion de si la afectacion es
sistémica o local.

4. Hipersensibilidad tipo IV o hipersensibilidad retardada, mediada por linfocitos T.
Mecanismo fundamental en la dermatitis de contacto o en el rechazo agudo de

trasplante de 6rganos.

Los tres primeros tipos de hipersensibilidad son mediadas por inmunidad
humoral y el cuarto por inmunidad celular, si bien, existe una diferencia fundamental
entre la hipersensibilidad tipo I y las otras dos reacciones medidas por anticuerpos. Las
reacciones tipo II y III puede ocurrir en todos los individuos, mientras que en el caso
de las reacciones mediadas por IgE se presentan en personas con una susceptibilidad

individual (atdpicos) expuestos a un antigeno especifico(4).

En las reacciones alérgicas medidas por RH tipo I se distinguen dos fases

fundamentales(5)
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+ Fase de sensibilizacion: en esta fase el contacto con el antigeno
desencadena una respuesta inmunoldgica especifica frente al mismo, todavia
sin repercusion clinica.

« Fase efectora: en la que en posteriores contactos con el mismo antigeno al
que el paciente ha sido sensibilizado desencadena la liberacién en mastocitos y
baséfilos de mediadores preformados y otros sintetizados de novo que

producen la sintomatologia alérgica.

Los mecanismos inmunoldgicos que ocurren en la sensibilizacion alérgica se
inician con la presentacidn del antigeno por las células dendriticas a los linfocitos Th2
alérgeno especificos en un proceso parcialmente dependiente de IL-4, en unas
condiciones ambientales determinadas. Se produce la activacion de los linfocitos B
especificos del mismo alérgeno, que con la accién de las IL-4 e IL13 producidas por los
linfocitos Th2 producen el cambio de clase de los linfocitos B para que produzcan
inmunoglobulinas IgE especificas del alérgeno. Estos anticuerpos IgE especificos se
uniran a la superficie de las células efectoras (mastocitos y basofilos) a través de los
receptor de IgE de alta afinidad FceRI, lo que produce la sensibilizacion del paciente(6)
(Figura I-1)

Figura I-1 Fisiopatologia de la sensibilizacion alérgica. Tomada de
Palomares Immunol Rev. 2017 (6)
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La fase efectora de las reacciones alérgicas se produce en pacientes
sensibilizados, que vuelvan a tener contacto con el mismo alérgeno, este se une a las
IgE especifica de ese alérgeno que ya estan presentes en basdfilos y mastocitos de
estos pacientes sensibilizados, provocandose la liberacion de mediadores inflamatorios
como histamina, proteasas, prostaglandinas, leucotrienos y citocinas, responsables de
la inflamacién aguda y los sintomas de la fase inmediata. La acumulacion de estos
mediadores, asi como, la activaciéon de linfocitos Th2 especificos del alérgeno
contribuyen a esta inflamacion, ademds, tal y como se ha comprobado
recientemente(7) las células linfoides innatas tipo 2, activadas por citocinas derivadas
de las células del endotelio, producen IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, por lo tanto tienen un
papel importante en el mantenimiento niveles de IgE alérgenos especificos, eosinofilia
y en el reclutamiento de células inflamatorias que perpetdan la inflamacién, produccion
de moco vy el dafo tisular, lo que lleva a las manifestaciones clinicas mas graves y a la

inflamacion cronica(6,8) (Figura I-2).

Figura 1-2 Mecanismos inmunoldgicos de la fase efectora de las
reacciones alérgicas. Tomada de Palomares Immunol Rev. 2017(6).
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Los alérgenos que pueden desencadenar las reacciones alérgicas pueden ser
inhalados, como ocurre con los aeroalérgenos, ingeridos via oral, como alimentos o
medicamentos, o inoculados como es el caso de algunos farmacos, venenos de

picaduras de insectos, etc.

Las principales enfermedades alérgicas son la rinitis alérgica, el asma alérgica,

la alergia alimentaria, la dermatitis atdpica y la anafilaxia(9)

Las enfermedades alérgicas son un problema de salud importante en todo el
mundo con un deterioro significativo de la calidad de vida de los pacientes(10-12), con

un alto impacto socioeconémico(13,14)

La prevalencia de las enfermedades alérgicas ha aumentado en las Ultimas
décadas, segun se ha reflejado en varios estudios epidemioldgicos, estimandose que

puede llegar a afectar hasta el 30% de la poblacién en todo el mundo(15-20).
I.3 Rinitis, conjuntivitis y asma alérgica.

La rinitis alérgica (RA) se encuentra entre las enfermedades mas frecuentes a
nivel mundial(21). La RA se define como “el conjunto de sintomas mediados

inmunoldgicamente,

de tipo inflamatorio, tras la exposicion al alérgeno, y que incluyen prurito, estornudos,
obstruccién/congestion nasal y rinorrea/descarga posterior, que pueden revertir

espontaneamente o tras medicacion”(22).

La prevalencia de rinitis alérgica es variable a lo largo de todo el mundo
afectando en torno a un 10-30 % de la poblacidn(22,23). Los resultados pueden variar
si estan basados en el diagnostico médico encontrandose prevalencia del 15%(24); sin
embargo, se estima que la prevalencia se eleva hasta el 30% cuando los sintomas son

referidos por los pacientes(25).

La edad en la que se encuentra una mayor prevalencia de rinitis alérgica es de
la segunda a la cuarta década de la vida y luego disminuye gradualmente estando la
media de edad a los 31,3 afos(22,23,26).

En un estudio realizado en Espafia (ALERGOLOGICA 2015) se observé que la
rinoconjuntivitis era el motivo de consulta mas frecuente en las consultas de

Alergologia (52,5 % del total), obteniéndose resultados similares al estudio realizado
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10 afos antes (55,5% de las consultas) y 23 afos antes (57,4% )(27). En este estudio
la edad media fue 29,9 anos.Los factores de riesgo para desarrollar RA incluyen
antecedentes familiares de atopia, sexo masculino, presencia de IgE especifica de
alérgenos, IgE sérica mayor de 100 UI/ml antes de los 6 afios y / o un nivel
socioecondmico mas alto(28). Aunque estudios recientes han evaluado el vinculo entre
la contaminacion y el desarrollo de RA, todavia no existe una correlacion significativa

de manera definitiva.(29)

La clasificacion de la rinitis alérgica se realiza, segun la guia ARIA(21). En base a
la duracién y gravedad de la misma. En funcidon de la duracién, de forma que sera
persistente si los sintomas se presentan durante mas de cuatro dias a la semana y mas
de cuatro semanas al afio, seran una rinitis intermitente si la duracion es menor en uno
de estos dos casos. La clasificacion de la gravedad se realizara segun criterios clinicos,
basados en la presencia o no de alteraciones del suefio, afectacién de las actividades
cotidianas, afectacion de las tareas escolares o laborales y si lo sintomas son molestos
o no. De esta forma se clasifica entre tres estadios de gravedad: leve, moderada y
grave(30) (Figura I-3). Esta clasificacién ha sido validada en poblacién adulta, infantil y

en adultos con y sin tratamiento(31-34).

Figura I-3 Clasificacion de la rinitis alérgica segun la Guia GEMA (30).

Asi se combinan la duracion y severidad de la rinitis alérgica dando lugar a
cuatro categorias con relevancia a la hora de instaurar tratamiento como son: rinitis

intermitente leve, intermitente moderada-grave, persistente leve y persistente
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moderada-grave. De esta forma la mayoria de las intermitentes son leves (82%)
mientras que el 56 % de las persistentes son moderadas/graves(22). En Espafia, en un
estudio reciente, la RA fue leve en el 29.9% de los casos, moderada en el 59.7% y
severa en el 8.7%(27).

La rinitis alérgica intermitente parece ser mas comun en el grupo de edad

pediatrica, mientras que la rinitis persistente es mas frecuente en adultos(35).

La rinitis alérgica presenta una carga econdmicamente importante. Un estudio
realizado en Espana (proyecto FERIN) establecidé que el coste por paciente y aino era
de 2.326,70 € (costes directos 553,80 €; e indirectos 1.772,90 €)(36). La importancia
de los costes esta fundamentalmente ligada a los costes indirectos asociados a la
pérdida de productividad en el trabajo. Una revisidon sistematica de 2018 en la que
evaluaban el impacto de la rinitis en la productividad laboral estimé que el 3.6% de los
adultos habian faltado al trabajo y el 36% tenia un rendimiento laboral deficiente

debido a la rinitis alérgica(37).

La etiologia de la rinitis alérgica son los pdlenes, acaros, hongos y epitelios
fundamentalmente. En el estudio Alergoldgica 2015 realizado en Espana el polen fue el
alérgeno mas relevante (70.8%), seguido de los acaros (43,2%), epitelios de animales
(21,3%) hongos (7,6%) y otros (3,3%). En este estudio la mayoria de los pacientes
estaban sensibilizados a un grupo alergénico (66,6%) siendo el polen en el 42,26%,
los acaros del polvo en el 20,6, los epitelios de animales en el 1,2 % y los hongos en el
0,9%. Sin embargo polisensibilizacion a varios grupos alergénicos fue bastante
relevante de forma que en el 23,3% de los casos afectan a dos grupos alérgenos y el
en 10,1% a tres(27).

Los pacientes con rinitis alérgica generalmente también tienen conjuntivitis
alérgica(38). La mayoria de las personas con asma tienen rinitis. Los factores que
determinan qué enfermedad atdpica se desarrollara en una persona individual y las
razones por las cuales algunas personas tienen solo rinitis y otras tienen rinitis junto

con eczema, conjuntivitis 0 asma aun no estan claras(23).

La presencia de rinitis alérgica (intermitente o persistente) aumenta
significativamente la probabilidad de asma, de forma que, hasta el 40% de las
personas con rinitis alérgica tienen o tendran asma(39,40). La capacidad de controlar el
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asma en personas con asma Y rinitis alérgica se ha relacionado con el control de la

rinitis alérgica(41).

Se estima que los sintomas oculares estan presentes en el 40-60% de los
pacientes alérgicos(42,43) y contribuyen significativamente a la mala calidad de
vida(44,45). En la mayoria de los casos la conjuntivitis alérgica se asocia a rinitis, de
forma que en el estudio Alergoldgica 2015 solo el 2,4% de los pacientes presentaron

conjuntivitis aislada(27), datos similares al estudio realizado 10 afos antes(46).

El Grupo de interés para la alergia ocular de la Academia Europea de Alergia e
Inmunologia Clinica (EAACI) describe dos entidades la conjuntivitis alérgica estacional
y perenne(47). La conjuntivitis alérgica estacional se define como una reaccion alérgica
mediada por IgE, generalmente asociada con rinitis. Es mas frecuente desde la
primavera hasta el otofio, cuando los niveles de polen son altos. El sintoma distintivo
es el prurito intermitente; sin embargo, lagrimeo, enrojecimiento conjuntival, edema
de parpados e hipertrofia papilar de la conjuntiva tarsal son signos comunes pero
inespecificos. Los signos y sintomas surgen y disminuyen dependiendo de la exposicién

del paciente al alérgeno(48).

La conjuntivitis alérgica perenne es una reaccion mediada por IgE a los
alérgenos que estan presentes durante todo el aflo como acaros del polvo, epitelios de
animales y hongos de la humedad, o debido a multiples sensibilizaciones a pdlenes. Se
caracteriza por los mismos signos y sintomas que conjuntivitis alérgica estacional, sin
embargo, la conjuntivitis alérgica perenne es una afeccidn cronica, con sintomas
persistentes, con frecuencia leves, que pueden empeorar con una exposicion a los

alérgenos y exacerbarse en relacién con factores irritantes inespecificos.

En el documento de consenso sobre conjuntivitis alérgica elaborado por el
comité de rinoconjuntivitis de la Sociedad Espafiola de Alergologia e Inmunologia
Clinica (SEAIC)(49), de acuerdo con el documento previo de la Academia Europea de
Alergia e Inmunologia clinica (EAACI)(47) establecen una clasificacion en base a la
duracién e intensidad de los sintomas, de forma paralela a como se establece en la
rinitis en la guia ARIA(21) clasificando la conjuntivitis alérgica en Intermitente/

persistente y en leve, moderada y grave.

La sospecha clinica de conjuntivitis alérgicas segun este grupo de consenso(49)

se establece cuando el paciente presenta dos sintomas como prurito e hiperemia
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conjuntival bilateral junto con al menos 3 de los siguientes criterios: que la clinica
ocular se relacione con la exposicion a alérgeno ambiental sospechoso; que se asocie a
otras patologias alérgicas como rinitis, asma o dermatitis atdpica; que presente
respuesta a tratamiento farmacoldgico topico tales como antihistaminicos,
estabilizadores de membrana, farmacos de multiple accion; ausencia de papilas

gigantes en conjuntiva tarsal superior y ausencia de afectacion corneal(50-52).

Estudios recientes sugieren que la alta prevalencia de las formas graves de
conjuntivitis alérgica, se asociaron significativamente con los niveles de contaminantes
del aire tales como NO, y PM10(53).

La guia GEMA define el asma como “una enfermedad inflamatoria crénica de
las vias respiratorias, en cuya patogenia intervienen diversas células y mediadores de
la inflamacién, condicionada en parte por factores genéticos y que cursa con
hiperrespuesta bronquial (HRB) y una obstrucciéon variable del flujo aéreo, total o

parcialmente reversible, ya sea por la accién medicamentosa o espontaneamente”(30).

Como el resto de las enfermedades alérgicas la prevalencia del asma alérgica
ha aumentado en los Ultimos afos, de forma que algunos estudios muestran un
aumento desde 5% en 1996 a 7.3% en 2016 en la prevalencia del asma alérgica,
mientras que en el mismo periodo el asma no alérgica permanece en niveles
practicamente estables (3.4-3.8%)(54,55).

Segun el ultimo Informe mundial sobre el asma, casi 340 millones de personas
en todo el mundo han sido diagnosticadas de asma(56). La prevalencia del asma varia
sustancialmente en todo el mundo, y se ha demostrado que varia de un pais a otro
hasta un factor de 21(57,58). La prevalencia tiende a ser mayor en los paises
desarrollados, con la mayor prevalencia de asma en Australia (21%), Suecia (20%), el
Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte (18%), los Paises Bajos (15%) y
Brasil (13%); La menor prevalencia de asma se ha observado en Vietnam (0,8%) y
China (0,2%)(58). También se han observado variaciones dentro del pais(59,60). Un
mayor grado de urbanizacién, asociado con una mayor exposicion a factores de riesgo
(por ejemplo, contaminacion o estrés prenatal), se ha relacionado con un mayor riesgo
de asma(61,62). En Espafa también se han encontrado estas diferencias geograficas
posiblemente en funcidn con desarrollo industrial y presencia de contaminantes

ambientales(63-65). Se han observado prevalencias de asma diferentes desde 4,7 %
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en Albacete, 3,5 % en Barcelona, 1,1 % en Galdakano, 1 % en Huelva y 1,7 % en
Oviedo(22,66).

En Alergoldgica 2015 el asma fue la segunda patologia mas valorada en las
consultas de Alergologia de Espafia, suponiendo el 21,2% de las consultas(27), siendo
la duracién media de la enfermedad en el momento que acudieron a consulta en torno

a los 2 afios (£24,7 meses)

Los pacientes con asma presentan fundamentalmente cuatro signos y sintomas
caracteristicos: sibilancias, disnea, tos y opresion toracica. Estos sintomas son
generalmente de predominio vespertino y presentes de forma variable, de forma que
es frecuente encontrar variaciones estacionales, motivados por desencadenantes
alérgenos, asi como, otras exacerbaciones en relacion con desencadenantes como

infecciones viricas, humo del tabaco, ejercicio, emociones, etc.(22).

Las principales guias de manejo del asma GINA(67) y GEMA(30)proporcionan
dos sistemas de clasificacion del asma basados respectivamente en la gravedad
(intermitente, persistente leve, persistente moderada o persistente severa) y en el

nivel de control del asma (controlado, parcialmente controlado o no controlado).

La gravedad del asma segun la guia GEMA 5.0 se realiza cuando el paciente se
encuentra en tratamiento, de forma que en funcién de los escalones de tratamiento
necesarios para conseguir el control se va a encontrar en los distintos niveles de
gravedad(30) (Figura I-4).

Clasificacion de la gravedad del asma cuando esta bien controlada con tratamiento

Persistente
Gravedad Intermitente
Leve Moderada Grave
Necesidades minima de ' .
. , . Escalén3 o Escalén5 o

tratamiento para Escalén 1 Escaldn 2 , .

escalon 4 escalon 6
mantener el control

Figura |-4 Clasificacion de la gravedad del asma en adulto segin guia GEMA
(30).
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El grado de control se evalla en funcién de si las manifestaciones del asma

estan presentes o se ven reducidas al maximo por las intervenciones terapéuticas(30)

(Figura I-5).

Figura I-5 Clasificacion del control del asma segun guia GEMA ( 30)

Segun Alergoldgica 2015 el 38,3% de los pacientes con asma que acudieron a
la consulta de alergologia de Espafia, presentaba asma intermitente y el 57,5%
persistente (28,1% persistente leve, 27,9% persistente moderada y 1,5% persistente
grave)(27). En cuanto al control del asma un 35% de los pacientes presentd buen
control del asma, un 31% control parcial y un 10% referia mal control, un 28% no

completd este apartado.

Varios estudios como el estudio REACT realizado en estados Unidos determina
gue la mayoria de los pacientes con asma moderada severa (54%) presentaba una
falta de control a pesar de un tratamiento adecuado(68), o que supone un grave

problema ya que el asma no controlada puede aumentar la morbilidad y el gasto en
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recursos médicos (69). Por lo que es importante comprender los factores de riesgo para

el asma no controlada.

Algunos estudios recientes sugieren que la edad avanzada (> 55 afios), la
sensibilizacion a dos o mas alérgenos, la comorbilidad de rinitis alérgica, la adherencia
al tratamiento y la duracién del asma son los factores mas importantes que

contribuyen a la probabilidad de falta de control del asma(54).

La atopia es un factor de riesgo importante de asma en adultos(70), de forma
que se ha encontrado una correlacion positiva de la gravedad del asma tanto con el
tamafio de la papula del prick a algunos alérgenos(71) como con el nimero de prick

test positivos (72) aunque otros estudios previos no encontraron esta correlacion(73).

Por otro lado, los alérgenos responsables también son importantes en funcion
del lugar, por ejemplo en un estudio realizado recientemente en Turquia se observo
que los acaros del polvo eran los aeroalérgenos mas frecuentes encontrados en las
pruebas cutaneas en pacientes con rinitis alérgica y asma, mientras que el polen era el
alérgeno mas comun en pacientes que solo tenian rinitis alérgica(74). Ademas, en este
estudio la sensibilizacidn al polen gramineas y olivo fue mayor en asma leve que en el

moderada y severa.

En los pacientes con diagndstico de asma en el estudio de Alergoldgica, el
82,2% era asma alérgica. Los pdlenes fueron el alérgeno mas relevante con 65,6%,
seguidos de los acaros 46,5%, 21,3% epitelios de animales, 10,1% hongos de la
humedad y 0,6% otros(27). Se encontraron diferencias geograficas en cuanto a los
patrones de sensibilizacion, de forma que en las zonas de costa es mas frecuente la
sensibilizacion a los acaros, mientras que en las regiones del interior peninsular
predomina la sensibilizacion a los pdlenes. Algunos alérgenos fueron mas prevalentes
en unas comunidades que en otras, asi los epitelios de animales se observaron con
mas frecuencia en Madrid, Canarias y La Rioja, los hongos en Castilla La Mancha,

Murcia, Valencia y Extremadura.

Varios estudios han encontrado que la contaminacion del aire agrava el asma e
incluso puede desencadenar su aparicion(75,76). Los contaminantes del aire
probablemente causan lesiones oxidativas en las vias respiratorias, lo que provoca

inflamacion, remodelacion y un mayor riesgo de sensibilizacion(77).
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1.4 Alergia al polen

Los pdlenes fueron los primeros antigenos que se describen como implicados en
la patologia alérgica respiratoria, demostrando capacidad de inducir alergia a nivel de
las vias respiratorias(78,79). Actualmente, a nivel mundial, la alergia al polen es
responsable de rinitis, conjuntivitis y asma alérgicas en un gran nimero de pacientes,
con picos de incidencia a lo largo del afio, que suponen un importante problema de
salud publica (80). En Espafia a la alergia a los pdlenes representan la primera causa

de rinitis alérgica y asma extrinseca(27).

Los podlenes de la atmdsfera son cuantitativa y cualitativamente distintos en

funcidn del clima, la geografia y la vegetacion.

Los pdlenes de gramineas son una de las causas mas frecuentes alergia
respiratoria en todo el mundo(81), debido a su amplia distribucién, componen el 20%
de la superficie vegetal del planeta(78). Junto a las gramineas otros podlenes se han
descrito como causa importante de rinitis y asma alérgica en Estados Unidos, Japdn y
Europa, como son el polen de abedul, ambrosia, parietaria, etc. (82). En Europa la
distribucion de taxones de polen de interés alergolégico en el ambiente se ha
relacionado con cinco areas vegetales(83):

«  Artico: abedul

« Central: roble, abedul y gramineas

« Oriental: gramineas, artemisa, y ambrosia

« Montafas: gramineas (con una estacidn de polinizacion retrasada tres o cuatro
semanas en comparacion con las areas al nivel del mar).

« Mediterraneo: parietaria, olivos, gramineas y también cipreses.

La zona mediterranea tiene una vegetacion caracteristica con plantas del
género Urticaceae (Parietaria spp. y Urtica spp.), Oleaceae, Cupressaceae, Poaceae
(Graminaceae), Compositae (Asteraceae) y muchas otras especies alergénicas, con
importantes variaciones en cada region y pais, de forma que en esta zona la
vegetacion, muestra caracteristicas diferentes no solo en comparacion con el norte y
centro de Europa, sino también dentro de su propio territorio norte o sur, y también en

funcidon del ambito sea urbano o rural(84,85).
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Gran parte de Espafa presenta un clima continental con bajos niveles de
humedad lo que ocasiona que el polen de gramineas tenga mayor presencia en la

atmosfera, y por lo tanto mayor relevancia en la patologia alérgica de este pais(78).

Los datos sobre la presencia de pdlenes alergénicos en el aire permiten disefiar
calendarios de polen con el periodo de floracion aproximado de las plantas en
determinadas areas. De esta manera, aunque la produccién y la dispersion de polen de
un afo a otro dependen de los patrones del clima de pretemporada y de las
condiciones que prevalecen en el momento de la polinizacion, generalmente es posible
pronosticar las posibilidades de encontrar altas concentraciones de polen alergénico

atmosférico en diferentes areas(83,86).

Los pdlenes con mayor relevancia clinica en Espafia son los procedentes de las
cupresaceas en enero a marzo, el polen del platano de sombra, en marzo-abril, el
abedul en abril (sobre todo en macizo galaico), las gramineas y el olivo de abril a junio,
la parietaria de abril a julio y salsola de julio a septiembre. En funcién de la regién
geografica dentro de Espafia, también se encuentran diferencias, de forma que las
gramineas son la primera causa de polinosis en el norte y el centro de la peninsula, el

olivo predomina en el sur y la parietaria en las zonas costeras mediterraneas(s2).

La alergia al polen es causante del 70.8% de las rinoconjuntivitis vistas en la
consulta de alergologia, dato que ha aumentado desde el 51.9% en los Ultimos 10
anos. La prevalencia de sensibilizacién a polen entre los pacientes aumentd en un 50%
entre 2005 y 2015, de un 43,8 a un 65,6%,frente a un 10% de aumento entre los
anos 1992 y 2005(27). Entre los podlenes, las gramineas fueron en Alergoldgica 2015 el
taxén mas importante (73,7%), seguido del polen de olivo (52,1%). No obstante, el
porcentaje de pacientes sensibilizados a pdlenes de gramineas, olivo y cupresaceas
aumentd considerablemente en comparacién con las anteriores ediciones de

Alergoldgica.

En la Comunidad de Madrid también se reflejé un aumento en los porcentajes
de sensibilizacion a los podlenes mas frecuentes entre los pacientes con

rinoconjuntivitis, segun se refleja en la tabla I-1 (27).
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Gramineas 87,10% 61,90%
Olea europeae R:RIR 45,60%

Platanus

23,90% 22,10%
acerofila

Cupressus 40,50% 34,40%

Chenopodium

9,20% 11,20%
album

Tabla I-1 Porcentaje de sensibilizacion a pélenes de los pacientes con
rinoconjuntivitis de la comunidad de Madrid (27)

Poaceae (gramineas)

El polen de gramineas es la principal causa de polinosis en Europa y en muchas
otras partes del mundo debido a la gran alergenicidad que presentan y a su extensa
distribucion geografica(83).

La familia de las gramineas comprende mas de 600 géneros y mas de 10.000
especies, de las cuales mas de 400 plantas herbaceas polinizadas por el viento se
encuentran en Europa. Una de las subfamilias mas importantes desde el punto de vista
alergoldgico es la Pooideae cuyos géneros presentan con mas frecuencia polinosis,
como son Phleum, Lolium, Dactylis, Trisetum, Festuca, Poa, Anthoxanthumn, Holcus,
Alopecurus y Agrostis. Otra subfamilia importante es la Chloridoideae, cuyo principal
género es el Cynodon (82,83). La reactividad cruzada entre las gramineas de la familia
pooideae es muy elevada, por lo que la determinacion de IgE especifica frente a
alguna de ellas es suficiente para el diagnostico de alergia a gramineas, en cambio la
reactividad cruzada de estas con el Cynodon es mas reducida por lo que en areas
prevalentes es necesario incluir la determinacion de IgE especifica frente Cynodon

aparte(87).

El periodo principal de polinizacién del polen de gramineas es bastante amplio y
varia en funcién del drea geografica, si bien, el periodo de polinosis es mas corto, ya
que corresponderia a los dias en que los recuentos superan las cifras de umbral de

reactivacion, de forma que, en el norte, centro y este de Europa, comienza a principios
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de mayo y termina a fines de julio. En el area mediterranea, la floracién generalmente
comienza y termina 1 mes antes(86). En Espafia son los meses de mayo a junio los de
mas polinizacion de gramineas en la mayoria de las localizaciones, siendo el mes de
Mayo el de mayor media mensual de polen de gramineas y mayor intensidad de
sintomas de polinosis(82,83).

En cuanto al umbral de reactividad del polen de gramineas, hay varios estudios
que han investigado la concentracion de polen con capacidad para producir sintomas
en pacientes sensibilizados, y puede ir de 10 a 50 granos / m*> como observaron en
este estudio realizado en Londres(83,88). De forma que 10 granos /m’puede producir
sintomas en el 10 % de los pacientes mientras que en otros estudios 37 y 50
granos/m> en el 100% de los pacientes sensibilizados en Bilbao(89) y Londres(90)
respectivamente. En otro estudio 30 granos de pdlenes por m® se correlacionaron
significativamente con los sintomas nasales al comienzo de la temporada de polen de

gramineas(91).
Oleaceae.

El principal representante de esta familia es el polen del olivo (Olea europea)
aunque también tienen otros géneros como los aligustres (/igustrum lucidum), fresnos

(Fraxinus excelsior) o jazmines (Jasminum officinale)(82).

El polen del olivo es una de las causas mas importantes de enfermedad
respiratoria alérgica en la region mediterranea, en paises como Turquia, Grecia, Italia y

Espafia Pero también en América del Sur, Australia y Sudafrica (83,92,93).

En Espafa, es la segunda causa principal de polinosis, precedida por polen de
gramineas. Sin embargo, en las regiones del sur de Espana, el polen de olivo es la
principal causa de sensibilizacion alérgica (84% de las personas sensibilizadas en Jaén
y 87% en Ciudad Real)(94).

La principal temporada de polen de olivo en Espana es de abril a junio. El
umbral de reactivacién ha sido estudiado en varias ocasiones, estimandose en 400
granos/m3 en un estudio en Jaén(95) y en 153 granos/m3 en otro llevado a cabo en
Ciudad Real, aunque este nivel puede variar a lo largo de la estacién polinica

descendiendo hasta los 34 granos/m3 al final de la estacién(82,94).
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Platanaceae

El platano de sombra (Platanus acerifolia) es un arbol caducifolio, plantado en
zonas urbanas de todo el mundo debido a su resistencia a las enfermedades y a la
contaminacién del aire. Aunque es muy comun en las ciudades de América del Norte y
Europa, su potencial como alérgeno se clasifica de manera diferente de un pais a otro.
La polinizacion suele ser explosiva y se produce al inicio de la primavera, es decir,
marzo/abril o abril/mayo, dependiendo de las condiciones climaticas. Los recuentos de
polen varian mucho de unas zonas a otras, de forma que puede suponer entre un 15y

un 46% del recuento total de polen(96,97).

La prevalencia de sensibilizacion en la Europa mediterranea oscila entre el 3% y
el 52% siendo esta ultima el porcentaje de sensibilizados en un estudio realizado en
Madrid(98). El porcentaje de pacientes monosensibilizados a este polen suele ser bajos
siendo mas frecuentes los pacientes polisensibilizados en posible relacion con la
reactividad cruzada entre sus alérgenos y otros pélenes.(99,100).

Cupressaceae

La alergia al polen de ciprés es una polinosis de invierno que puede ser causada
por varias especies de Cupressaceae alrededor de la cuenca mediterranea, en América
del Norte y Asia(101,102).

Los taxones mas importantes de la familia Cupresaceae pertenecen a cinco
géneros diferentes: Cupressus, Hesperocyparis, Junijperus, Cryptomeria y

Chamaecyparis, ademas comparten taxén con el género 7axus ( Taxaceae).

El periodo de polinizacién puede ser prolongado en funcién de las plantas que
haya en la zona, de forma que Juniperus oxycedrus poliniza en octubre, Cupressus
sempervirens en enero y febrero, Hesperocyparis arizonica (Cupressus arizonica) en

febrero y marzo, y Juniperus communis en abril(82).

La prevalencia de sensibilizacidon es variable en funcion del area geografica y la
poblacién estudiada, de forma que puede ir del 9 al 65% de los pacientes polinicos de
la consulta de alergologia. Estudios transversales realizados en diferentes intervalos de
tiempo han demostrado un aumento importante en el porcentaje de alergia al ciprés

en el area mediterranea. La rinitis es el sintoma mas frecuente, mientras que la
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conjuntivitis es la mas molesta en algunos estudios, ademas se ha identificado un

posible fenotipo de pacientes alérgicos a ciprés que asocia tos seca.(103).
Amaranthaceae

La familia Amaranthaceae presenta como principales géneros Chenopodium,
Salsola y Amaranthus implicados en la produccién de polinosis en varias partes del
mundo, como el sur de Europa, la parte oeste de los Estados Unidos y determinadas
zonas de Oriente Medio(104).Estos polenes han demostrado capacidad para producir
sintomas en pacientes sensibilizados incluso a bajas concentraciones de polen, de
forma que en un estudio multicéntrico realizado en Espaia, observaron que si bien las
Amarantaceas representaban solo el 1,6% de todo el polen recogido, la prevalencia
media de sensibilizaciones en pacientes con polinosis fueron mas altas (31%)(105).

En Espafia los pdlenes mas representativos por su frecuencia de sensibilizacion
son la Salsola kaliy el Chenopodium album. El aumento en la prevalencia de alergia a
salsola se ha relacionado con la desertificacion que ha experimentado el sur de la
Peninsula Ibérica en posible relacion con la utilizacién de las aguas para el riego con la
consecuente escasez de las aguas subterraneas a lo que ha podido contribuir el
calentamiento global. El aumento ha sido tan importante hasta el punto de que en un
estudio realizado en Espaiia salsola fue la causa mas frecuente de alergia estacional en
las zonas semiaridas del sureste(106).

El periodo de polinizacion de las amaranthaceas puede ir de marzo a octubre, si
bien, el periodo en el que se encuentran los picos superiores a 40-50 granos/m3 es en
agosto- septiembre. Se estima que el umbral de reactividad frente a polen de salsola

se sitlia en torno a los 10-15 granos/m3(82).

I.5 Alérgenos del polen

El diagndstico molecular ha supuesto un gran avance en Alergologia, ya que
nos permite identificar cual es la proteina responsable de la reaccién alérgica en los
pacientes sensibilizados. De esta forma, la implicacion etioldgica de una determinada
fuente de alérgenos como pueden ser los pdlenes, inicialmente se realizaba con
“extractos de alérgenos”, que representaban la mezcla cruda y no fraccionada de

proteinas, polisacaridos y lipidos alergénicos y no alergénicos que se obtienen de la
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misma (granos de polen). Pero actualmente somos capaces de identificar la molécula
alergénica, componente alergénico o alérgeno, que seria “la molécula (proteina o
glicoproteina) derivada de una fuente de alérgenos determinada que se identifica

mediante anticuerpos IgE”.(107).

Los alérgenos de los podlenes presentan unas caracteristicas comunes, que
tienen que ver con su capacidad de penetrar en las vias respiratorias e inducir una
respuesta alérgica, de esta forma suelen ser moléculas muy solubles en medios
acuosos, que suelen extraerse facilmente de la fuente natural, con un tamafio
relativamente pequefio (5-90 kDa) que presentan diversas funciones bioquimicas,

enzimas, proteinas de defensa, estructurales, trasportadoras, reguladoras, etc.(108).

Son muchos los alérgenos que se han descrito en los distintos pdlenes. Los
alérgenos mayores o principales se definen en funcidon de la prevalencia de
sensibilizacion, de forma que serian aquellos alérgenos que cuya sensibilizacion esta
presente en mas del 50 % de los pacientes con alergia a ese fuente alergénica(107),
por otra parte, los alérgenos cuya prevalencia de sensibilizacion se encuentra por
debajo del 50 % se consideran alérgenos menores. En la Tabla I-2 se pueden observar
los alérgenos del polen de gramineas. En la tabla I-3 los alérgenos del polen de los

arboles y e en la tabla I-4 los de las plantas herbaceas

Frecuencia
de

Alérgeno e
9 sensibiliza

Grupo 1 (p. ej., Lol p B-Expansina; tiene homologia con

>90 30

1 alérgenos de los grupos 2 y 3

Grupo 2 (p. ej., Lol Presenta homologia con la mitad C-

2) P P- € d >60 11 terminal de los alérgenos del grupo 1
y con los alérgenos del grupo 3

Grupo 3 (p. €j., Lol p 70 11 Presenta homologia con los alérgenos

3 de los grupos 1y 2

2““’0 4 (p- €}, Lol p 50-88 57 Enzima del puente de berberina

Grupo 5 (p. ej., Lol p >90 29-  Nucleasa monocatenaria con

5 31 actividad similar a topoisomerasa

. Presenta homologia con los alérgenos

g)rupo 6 (p- €j., Phl p 76 11 del grupo 5; asociada con particulas
P

Grupo 7 (p.-ej., Phl p >10 6 Polcalcina; presenta homologia con

7 Betv4,0lee3,Alng4,Juno?2
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Grupo 10 (p. ej., Lol p )
10)

12 Citocromo ¢

Grupo 11 (p. ej., Lol p
11)

Grupo 12 (p. ej., Phi
p 12
Grupo 13 (p. ej., Phl
p 13
Grupo 15 (p. ej., Phl
p 15)
Grupo 22 (p.ej., Phi
p 22
Grupo 23 (p.ej., Phi
D 23

14-93 14 Profilina

9 Funcion desconocida

9 Funcion desconocida

CyndCP

Cyn d EXY 5 30 Endoxna_masa; pre§enta homologia
con enzimas del maiz y del arroz
Tabla I-2 Alérgenos del polen de gramineas. Tomada de O'Hehir 2017 (108)

Frecuencia
Alérgeno sensibilizacion

Angiospermas
Fagales
Abedul, aliso, carpe, roble, castafio, avellano

Transportador de esteroides
vegetales; presenta homologia
con las proteinas relacionadas
con la patogenia (p. €j., PR-10)

Grupo 3 (p. €j., Bet

v.3) <1 Polcalcina

v 4

Grupo 6 (p. €j., Bet
v 6
Grupo 7 (p. €j., Bet
v 7

Grupo 1 (p. €j. Bet 05 17
vl)
Grupo 2 (p. €j., Bet
V2

Isoflavona reductasa

Pectina metilesterasa
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Bet v GST 13 27

Lamiales
Olivo, lila, aligustre, fresno

Grupo 1 (p. €j., Ole
el)

Grupo 2 (p. €j., Ole 61-91
e 2
Grupo 3 (p. €j., Ole
e3
Grupo 5 (p. €j., Ole
eb

Glutation- S -transferasa

Profilina

Cu/Zn superodxido dismutasa

Grupo 6 (p. €j., Ole
e 6)

Grupo 7 (p. €j., Ole Proteinas de transferencia de
e7) lipidos

Grupo 8 (p. €j., Ole
e8
Grupo 9 (p. €j., Ole
e9

1,3-B-Glucanasa,

Grupo 10 (p. €j.,
Ole e 10)

Grupo 11 (p. €]., PR Pectina metilesterasa
Olee 11

oo 2 G & -—
Olee 12

FEINEINEICEIES
Platano de paseo o Iétano de sombra (Platanus acerifolia

18 Inhibidor de invertasa
___

51 10 Proteina de transferencia de

lipidos inespecifica

% 15  proflina
Cupressaceae
Cedro japonés (Cryptomeria japonica

Cry j2 Poligalacturonasa

Aspartato proteasa

Cr wtmasa ———

Proteina de transferencia de

CryJLPT 37 e lipidos inespecifica
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Isoflavona reductasa; presenta
Cry j IFR

homologia con Bet v 5
Especies de enebro (p. €j., Junjperus ashei, Junijperus rigida, Juniperus virginiana,
Junip erus oxycedrus, Juniperus communis

Grupo (p. €j., Pectato liasa
Junal

Juna?2

Presenta homologia con
Grupo 3 (p. €j., 33 30 taumantina, osmotina y eI
Jun a 3) inhibidor de amilasa/tripsina;

relacionada con PR-5
S
Juno4
Ciprés (p. €j., Cupressus sempervirens, Cupressus arizonica, Chamaecyparis obtusa )
Cupsl)

Grupo 2 (p. €j.,
Chao?2

Poligalacturonasa

Grupo 8 (p. €j., | .
Cup s 8) : 14 Profilina

Tabla I-3 Alérgenos del polen de arboles. Tomada de O'Hehir 2017(108)

Frecuencia de
Alérgeno sensibilizacion PM
g (kDa)

Asteraceae
Ambrosia corta (Ambrosia artemisiifolia, Ambrosia elatior, Ambrosia
psilostachya, Ambrosia trifida

Grupo 1 (p.ej.,
Amba1l)”

Grupo 3 (p. ej., Plastocianina,
Amb a3 contiene cobre

proteina  que

Grupo 4 (p. €j.,
Amb a 4)

Grupo 5 (p. €j., 10-15 Proteina basica secretada
Ambab

Ambaé6

Grupo 7 (p.ej., 15-20 Plastocianina, posible
Amb a 7) isoalérgeno de Amb a 3
___
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___
I Polcalcina, proteina de unién
Amba9 con dos manos EF

Amb all
Cisteina proteasa

Artemisa Artemlsla vulgaris,
Dominio similar a defensina
vegetal y dominio rico en

e e hidroxiprolina/prolina; presenta
homologia con Amb a 4, PR-12
m . Proteinas de transferencia de
lipidos inespecifica

Polcalcina

Escoba amarga (Parthenium hysterophorus

Grupo 1 (p.ej.,
Paro 1)

Grupo 2 (p.e€j.,
Par o 2)

10-14
lipidos inespecifica
Grupo 3 (p.-ej.,

Grupo 4 (p.ej., Polcalcina, proteina de unién a
Parj 4 calcio con dos manos EF

—__
 Euphorbiaceae 0000000

Euphorbiaceae
Mercurialis annua

Proteina de transferencia de

59 14 Profilina

Chenopodiaceae
Chenopodium album

EETERN v

(o, IX- WA 50-60

Chea3 _

Amaranthaceae
Salsola kali

Profilina

Pectina metilesterasa

65
[ (S
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ET<HE ¢/ 45 Metionina sintasa
ELT I 46 144  Profilina
ETE 3464 18,2 Proteina similar a Ole e 1

Tabla I-4 Alérgenos las plantas herbaceas. Tomada de O'Hehir 2017(108)

1.6 Profilina

I.6.1 ;Qué son las profilinas?

Las profilinas son unas proteinas que se describieron por primera vez en 1976,
son relativamente pequenas con un tamaino de entre 12 y 15 kDa, estan presentes en
la mayoria de las células eucariotas. Su funcidon principal es la regulacion de la
dinamica del citoesqueleto de la actina necesaria en varios procesos de motilidad
celular(109). Las profilinas son capaces de unir actina y poly (L-prolina) formando unos
complejos profilamentosos que dan nombre a la molécula de profilina(110,111) . Las
profilinas también cumplen una funcién en la trasmision de sefales intracelulares, ya
que pueden interactuar con fosfolipidos de membrana, como fosfatidilinositol 4-fosfato
y fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato(112,113).

Se pueden encontrar profilinas en mamiferos, plantas, acaros(115) otros
eucariotas, e incluso en virus(114). Dentro de las plantas existen profilinas en pdlenes
de gramineas, arboles y arbustos; también existen profilinas en alimentos, como
frutas, legumbres, nueces, semillas y otros vegetales; y en productos como el
latex(116).

Fue en 1991 cuando se identificd por primera vez a una profilina como causante
de patologia alérgica, se trataba de la profilina del abedul Bet v 2(117). Un afio después
el mismo grupo de investigadores estudiaron la reactividad que habia entre pacientes
sensibilizados a polenes de abedul, gramineas y artemisia, observando que el alérgeno
responsable de la reactividad cruzada era la profilina, definiendo por primera vez el

concepto de panalérgeno (118).

Desde entonces son muchas las proteinas de la familia de las profilinas, que
han demostrado alergenidad, tanto en podlenes como en alimentos, latex, etc.
Actualmente en Allergome Database hay descritas 212 proteinas de la familia de la
profilina diferentes (incluidas las isoformas), lo que supone un 2,81% de todos los
alérgenos descritos en la plataforma (7533). Observandose una alta reactividad

cruzada entre ellas (Figura I-6).
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ALLERG;)ME The Platform for Allergen Knowledge
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Generated on January 25, 2020 at 11:29 +1 GMT

Figura 1-6 Reactividad cruzada de Phl p12 con otras profilinas de pdélenes y alimentos.
Imagen tomada de Allergome: www.allergome.org.
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La familia de las profilinas comparte secuencias de aminoacidos altamente
conservadas que, en la mayoria de los casos, tienen mas del 75% de identidad, incluso
entre fuentes distantes(119), y un porcentaje de similitud del 84% con un rango de 43—
99%(120) (Figura I-7).

Figura |-7 Homologia de identidad y secuencia entre distintas proteinas de la
familia de las profilina. Tomada de Chruszcz y col Plos One 2018(120)

En un estudio realizado por Chruszcz y col, (120) propusieron introducir un
nuevo indice de riesgo de reactividad cruzada, este indice describe la homologia entre
dos alérgenos que pertenecen a la misma familia de proteinas y se utiliza para predecir
la probabilidad de reactividad cruzada entre ellos, lo denominan por su acrénimo en
inglés A-RISC (alérgenos - Identidad relativa, similitud y reactividad cruzada), con lo
que describen cuatro categorias de riesgo de reactividad cruzada: alto, medio-alto,
medio-bajo y bajo. Los valores del indice A-RISC para las profilinas tienen una media
de 0.80 con un rango de 0.73-99, de forma que es el mas elevado dentro de las

familias de proteinas (Figura I-8).
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Figura I-8 indice de identidad de secuencia y similitud para valorar el riesgo de
reactividad cruzada (A-RiSC) de distintas familias de prote inas. Tomada de
Chruszcz y col Plos One 2018(120)
El indice A-RISC fue de la categoria alta entre todas las profilinas vegetales, de

forma que el riesgo de reactividad cruzada de la profilina de las gramineas Phl p 12
presentd un indice de 0,84 con la profilina del Olivo (Ole e 2) de 0,83 con la profilina
de palmera Phoenix dactylifera (Pho d 2) de 0,82 con Salsola kali (Sal k 4), 0,84 con
Chenopodium album (Che a 2), 0,83 con Parietaria judaica (Par j 3) 0,82 con Betula
verrucosa (Bet v 2) y 0,86 con Cynodon dactylon (Cyn d 12) (Figura I-9).

También se encontrd una alta reactividad cruzada del Phl p 12 con la profilina
de distintos alimentos como con la profilina de melén (Cuc m 2) que presentd un indice
A-RISC de 0,80, con la sandia (Cit la 2) 0,81, con la manzana (Mal d 4) 0,80 o con el
melocotén (Pru p 4) 0,82.

Las profilinas de los acaros, Tyr p 36 y Blo t 36, si tienen alta reactividad entre
si (0,97) pero presentan un bajo indice de reactividad con el resto de profilinas (Figura
I-9).

-50-



I- Introduccion

Tyrp 360101
Blot 3
Sl k 40201
Par | 30001
Ama r 20101
Koc s 20001
Sal k4001
Aca 120001
Pro ) 20101
Malganon
Cits 20001
Pru du 40101
Pru av 40001
Pru p 40101
Amavain
Amav202
Par | 30201
Hev b 80000
vitvd
Sola 1 1.0101
Capa 20wt
Soatd

A b S0V0Y
Gy m 3.0101
Lep 2 50101
Sina a0
Cuem 20101
Cir 120001
Phavs
Cora 20101
Manian
Man i 302
Fraado
Malg 40201
Prup 40201
Bant

Ot 0 20000
Mera 10001
Bet v20001
Hela 20100
At v a0
Amb 2 8001
Atvane
Anac 1o
Hor v 12,0101
Tela 120001
Cros 2001
Apl g 40101
Dow ¢ 40101
Che a 20000
Carmi2
Cocns
Mus 2 10100
P p 120101
Aoqa 12
Zeam 120101
Cynd 120101
Ory 8 120100
Sorb 12
Pho d 20001
Mal g 4001
Pyr c 40901
Mev b 80200
Ut e 1.0101

R R R ey |

T,

i
3

oo R R B EEEEEERE SR SRR R ERECEEERERECRERRCRRRERERRR22R2EERREEH

Prup 40w
Hev b 8.0901
Cap » 20000
Ara b 30001
Gy m 30101
Lup 2 50101
Sin & 40001
Cwe m 20001
Cor 1 20001
Cora2owm
Fra s 40901
Mal g 40201
Pru p 40200
Ole @ 20101
Mar 3 1.0101
Bet v 20001
Hel & 20001
At v 40201
Amb » 8.0%01
At v a0
Ana ¢ 1001
Mor v 120101
Tria 120101
Cros 20
Api g 40101
Dau ¢ 40701
Cha & 20000
Mes 3 10101
Phi p 120101
Zea m 120101
Cyn d 120101
Ory & 120101
Pho d 20001
Mal @ 40001
Pyr ¢ 4.0101
Hev b 20201
Lt ¢ 1.0101

Ama v202
Pae | 30201
v

Sola 1 10101
Solats
Maniden
Man 302
Beant
Cocns
Aeq ta 12
Sorb 12

*
Sal k40201
Par | 30101
Ama r 20101
Ko< s 20001
Sl & 40101
Aca 120001
Pro | 20101
Mal @ 40101
Cits 20101
Pre du 40101
Pre av 4.0101

Blot
Amavainm

Figura 1-9 Valores de indice A -RISC enter las distintas proteinas de la familia de las proteinas. Tomada de Chruszcz y col Plos One 2018(116)
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Esta reactividad cruzada es consistente con estudios en los que se han

encontrado varios epitopos utilizando distintos abordajes.

En un estudio realizado por Radauer y col.(121), se compararon modelos
estructurales de Phleurn, abedul, artemisia, apio, pimiento, y latex. Predijeron posibles
epitopos conformacionales que consistian secuencias contiguas de al menos 20% de
residuos expuestos a la superficie. Se identificaron 11 epitopos potenciales
superpuestos de los cuales el epitopo 7 y la parte central del epitopo 1 pueden
clasificarse como conservados (Figs. I-10.d, I-10.e y I-10.f), por lo tanto, proponen
que la IgE especifica para estos epitopos es responsable del alto grado de reactividad

cruzada entre las profilinas (Figura I-10.A).

Figura 1-10 A) Porcentaje de identidad de secuencia de los epitopos 1, 7 y

8 en comparacién con la secuencia de Phl p 12.2. D) E) F) Epitopos
conformacionales de profilinas vegetales Epitopo 1 (d), Epitopo 7 (e) y
Epitopo 8 (f) predichos para Hev b 8, coloreada por frecuencia de
residuos: azul, residuos idénticos en todas las secuencias de profilina
analizadas (variabilidad = 1); residuos verdes conservados (variabilidad
<3); amarillo, residuos variables (variabilidad> 3). Imagen tomada de
Radauer y col. CLin Exp Allergy 2006 (121)
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En otro estudio mas reciente(122), basado en patrones de reconocimiento de
epitopos de células T, en pacientes alérgicos a gramineas en el que estudiaron varias
profilinas: Phl p 12, Ole e 2, Bet v 2 and Mal d 4. Encontraron identidad de secuencia
completa entre Phl p 12 y Ole e 2 en la regién Phl p 12 92-121, y parcial en la region
22-51 en este caso con 5 desajustes ampliamente dispersos entre Phl p 12 y Ole e 2
(Figura I-11). Ademas encontraron que células T de ratones inmunizados con Phl p 12
y Bet v 2 mostraban que la reactividad cruzada a las profilinas estaba influenciada por
determinantes genéticos, muy probablemente el haplotipo MHC II, con lo extrapolan a
humanos y sugieren que algunos pacientes podrian estar genéticamente predispuestos
a desarrollar respuestas de células T con reactividad cruzada a la profilina, mediante
una presentacion preferencial de péptidos conservados por sus moléculas de HLA vy,
por lo tanto, ser mas propensos a convertirse en multisensibilizados a diferentes

especies de profilinas.

(D) 10 20 30 40 50 60
rPhl p 12.0102 MSWQTYVDEHLMCE IEGH--HLABAA I LGHDGTVWAQSADF PQFKPEE I TGIMKDFDE PGHLAPTGM
rOle e 2 PODKGD  +cueveennnnnn D 5 5==Qs Gl 515555 5 R sis e 5 o o if RPTU BB ailon cavom s me st ot
nPho d 2.0101 R Devm=e.TRueunnen... Seuun. ss. .S5....N N...S .L
nBet v 2.0101 .oiiiiiann... D.D.QASNSLAS..V....S..... SS:isaas o FIAPURPAN| PR Bis. 6us 426 au ol
nBet v 2 A4K9IZB  c..iiiaaaniens D.D.QGQQ..AS..V....S. ... SSi.nnnn Queevndnn Eevvnnn ...L
rMald4 B4 vee.BiiDeennnn.. N--..SPp...T....S......T...L....V....N..N...S..[...L
70 80 90 100 110 120 130
rPhl p 12.0102 FVAGAKYMVIQGEPGAVIRGKKGAGG TIKKTGQALVVGIYDEPMT PGQCNMVVER|LGDY LVEQGM
rOle_e 2 PODKGO L, —— AP S e L...L 90.08
nPho d 2.0101 YLGST e e veenesfonnnnnns S VeV Ne e sIF e tEe v e ieeneieennafennnn I.... 80.15
nBet_v_2.0101 HLG.Twuwuvuon. Avovennnn T . ForeEeeVerworovnensornnn ID..L 78.95
nBet_v_2 A4K9Z8 HLG.T.vuuvnn. Avdivenn.. Sedfveniiiit. FoorBeaVieoninennoa]onnnn ID..L 79.70
rMald4_B4 v 8 . ! [ Pro sl Vi ST w0k 5 635 5 55 5055 15 5 81 50 & 1o w3 shionts 18 I...L 77.86

Figura [I-11 Alineacion de las secuencias de las moléculas de profilina
homodlogas en Phl p 12, Ole e 2, Bet v 2 and Mal d 4. Las posiciones de secuencia
se indican para rPhl p 12.0102. Las 3 regiones identificadas como
inmunodominantes estan encuadradas

1.6.2 Profilina y alergia al polen

La sensibilizacién a las profilinas probablemente se induce por la via inhalatoria
a través del polen. Son muchos los pdlenes en los que se ha identificado una profilina

entre sus proteinas. En la Tabla I-5 estan algunas de las mas relevantes.
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Abedul

Ambrosia

Bledo

Chenopodium

Cynodon
Dactylis

Lolium

Parietaria

Denominacion

Betula verrucosa
Acacia farnesiana
Ligustrum vulgare
Ambrosia
artemisiifolia
Oryza sativa
Artemisia vulgaris
Avena sativa
Crocus sativus
Amaranthus
retroflexus
Phragmites australis
Secale cereale
Chenopodium album
Cupressus
sempervirens
Cynodon dactylon
Dactylis glomerata
Fraxinus excelsior
Helianthus annuus
Kochia scoparia
Lolium perenne

Zea mays
Mercurialis annua

Prosopis juliflora
Olea europaea
Parietaria judaica

Phleum pratense

Alérgeno

Betv 2
Acaf 2
Ligv 2

Amba8

Orys12
Artv4
Ave s 12
Cros 2

Amar?2

Phra 12
Seccl12
Chea 2

Cups8

Cynd 12
Dacg 12
Frae2
Hel a 2
Kocs 2
Lolp 12
Zeam12

Meral

Proj2
Olee 2
Parj3
Phlp 12
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Molecular
(SDs-
PAGE)

15 kDa
14.3 kDa

14 kDa
14 kDa
14 kDa
14 kDa

14 kDa

14 kDa

14.5 kDa

14.7 kDa
~14.5 kDa

14 kDa
14.1 kDa;
15.8 kDa
14.3 kDa
15 kDa

14 kDa
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Plantago Plantago lanceolata  Plal 2 15 kDa
Platano de
Platanus acerifolia Plaas8
sombra
Poa pratensis Poap 12
Remolacha Beta vulgaris Betav2 14 kDa
Salsola kali Salk 4 14.4 kDa
Trigo Triticum aestivum Trial2

Tabla [|-5 Profilinas descritas en poélenes. Informaciébn obtenida de
www.allergen.org y www.allergome.org

La prevalencia de sensibilizacion a profilina en los pacientes con alergia al polen
puede variar en funcién de la vegetacién de cada region y en funcion del perfil de
pacientes estudiados e incluso del método diagndstico empleado. En un estudio
realizado en Sevilla (Espana) la prevalencia de sensibilizacién a profilina entre los
alérgicos al polen fue del 23,5% cuando se realizaba por prueba cutanea en prick con
Phod 2y del 17,9% y 15 % cuando se observa la IgE sérica frente a Pho d 2 o Mal d
4 respectivamente en los mismos pacientes.(123). En otro estudio realizado en Madrid
la prevalencia de sensibilizacion fue del 15 %(124). Alcanzandose hasta un 40% de
sensibilizados a profilina en un estudio realizado en Toledo (125). En otro estudio
realizado en Hungria en 826 pacientes alérgicos al polen en los que se realizd un
estudio de con microarrays, encontraron una prevalencia de sensibilizacién a profilina
de 12,4%(126). En otras zonas se ha encontrado una prevalencia de sensibilizacion a
profilina mas baja como por ejemplo en el realizado en Grecia en el que solo el 11 %

de los pacientes presentd una sensibilizacion a profilina(127).

El polen de gramineas podria ser la principal via de sensibilizacion en el sur de
Europa, segun estudios realizados en Espafa (106) e Italia(128), y el polen de abedul

en el centro y norte de Europa(129).

En el caso de la profilina de abedul, Bet v 2 se comporta como un alérgeno
menor con una sensibilizacion a profilina en aproximadamente el 20% de los pacientes
alérgicos al polen de abedul en diferentes estudios que han estudiado tanto la IgE
sérica como en prueba cutanea(118,130,131). Encontrandose en un estudio un
gradiente norte-sur en distintos paises de Europa con una sensibilizacion a profilina de
5-7% de pacientes alérgicos al polen de abedul de la zona de Escandinavia a un 20-
38% de sensibilizacion en paises del centro y sur de Europa(132).
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La relacidn de la sensibilizaciéon a profilina con los pacientes alérgicos al polen
de gramineas se observa en un estudio realizado en el sur de Espafa en el que se
encontrd una prevalencia de sensibilizacién a profilina del 15 % de los 891 pacientes
alérgicos al polen, aunque fue en torno al 10 % en la costa mediterranea y cerca del
50% en la zona mas occidental, tal y como se refleja en la Figura I-12 Encontrandose
una asociacion estadisticamente significativa entre los alérgicos al polen de gramineas
y los sensibilizados a profilina asociandose con la sensibilizacién a los principales
alérgenos de gramineas (Phl p 1: OR = 3.16, IC 95%: 1.71-5.83; Phl p 5: OR = 6.19,
IC 95%: 3.86-9.91)(106).

Prevalence

Low [ Medium [ High [l very high
0-10% 11-20% 21-50%  =251%

Figura 1-12 Prevalencia de sensibilizacion a
profiina (Mal d 4) en la zona sur de Espafia.
Tomada de Barber y col. Allergy 2008 (105).

Este estudio fue completado con otro realizado por el mismo grupo de
investigacion en el norte de Espafa (133) donde encontraron una prevalencia de
sensibilizacion a profilina del 18,8% aumentado el riesgo de sensibilizacién a profilina
en los pacientes alérgicos a gramineas, asociandose en este caso nuevamente con Phl
p 5 con una OR de 5(Figura I-14).
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Figura 1-13 Prevalencia de sensibilizacion a profilina (Mal d 4) en la
zona norte de Espafia. Tomada de Barber y col. Clin Exp Allergy
2009(133)

Estos datos fueron corroborados por otro estudio realizado en Espafa unos
afos mas tarde, en el que la sensibilizacion a profilina se asocidé de forma
estadisticamente significativa con sensibilizacion a Phl p 5 de forma que pacientes
sensibilizados a este alérgeno presentan un riesgo 8 veces mayor de sensibilizacion a
profilina que a otros alérgenos, incluidos algunos de los mas frecuentes, como Phl p 1
u Ole e 1(123).

En cualquier caso, la prevalencia de sensibilizacion a profilina entre los
pacientes alérgicos al polen de gramineas hace que se comporte como un alérgeno
menor, ya que se encuentra entre el 8 y el 30 % segun los estudio, como por ejemplo
en realizado en Alemania en el que la prevalencia de sensibilizacion a profilina en los
alérgicos al polen de gramineas fue del 8,9 %(134), 14,5 % en un estudio realizado en
nifos en Italia (135) 18,5% en un estudio realizado en Guadalajara (Espaha) (136) 24,5

en un estudio realizado en Suecia(137) o el 30% en Austria(118).

El Ole e 2, la profilina del polen del olivo también se ha considerado un
alérgeno menor, segun estudios previos en los que se determind por /nmunoblotting

una prevalencia de sensibilizacién del 24 % en los pacientes alérgicos al polen del
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Olivo(138). Aunque algunos autores sugieren que el método de analisis también puede
variar los resultados, ya que los epitopos conformacionales se pueden alterar con
agentes desnaturalizantes, de forma que cuando se utiliza la técnica de ELISA, la
prevalencia de sensibilizacion al Ole e 2 asciende hasta el 50 %(139). La prevalencia
fue ain mas alta en un estudio realizado en Jaén, zona donde se alcanzan
concentraciones de polen de olivo en primavera, donde de 146 pacientes alérgicos al
polen de olivo el 69,9 % (102 pacientes) presentaron IgE especifica a profilina Ole e 2.
Ademas se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa entre la
sensibilizacion a Ole e 2 y la presencia de asma en los pacientes con una p=0.04 (OR:
2.2, IC: 0.9-5.1)(140).

También se ha descrito la alergenicidad de la profilina de otros pdlenes en la
mayoria de los casos como alérgeno menor, como en el caso del polen del platano
de sombra en el que se observd una prevalencia de sensibilizacion del 45 %(99), en
pacientes alérgicos al polen de artemisia con una prevalencia de sensibilizacion a
profilina del 33%(118) o en alérgicos polen del girasol en los que la prevalencia de

sensibilizacion a profilina Hel a 2 se situ6 en el 30,5%(141).

Por lo tanto, en la mayoria de los alérgicos al polen, la profilina se comporta
como un alérgeno menor, pero hay que tener en cuenta que hay varios estudios en los
que la profilina ha sido el alérgeno menor mas comun en los pacientes con alergia al
polen, presentando una sensibilizacion a profilina por encima del 70% de los pacientes
con sensibilizaciones a alérgenos menores, siendo el alérgeno mas frecuente de los
alérgenos menores (142). El mismo resultado se obtuvo en el estudio realizado en
Alemania en el que de los pacientes que se sensibilizaron a alérgenos menores , el

82% se sensibilizd a profilina(143).

Por otra parte, en algunos casos la prevalencia de sensibilizacion a profilina se
sitla por encima del 50%, comportandose como un alérgeno mayor, como es el
caso de Chenopodium album(144), Mercurialis annua(145). Phoenix dactylifera(146),y

Croccus sativus(147) como se detalla a continuacion.

Che a 2 también se comportd como alérgeno mayor en dos estudios, de forma
que en un estudio realizado en Madrid, esta profilina presentd una prevalencia de
sensibilizacion del el 55% en 104 pacientes con rinoconjuntivitis por alergia a
Chenopodium album(144). Posteriormente los datos fueron corroborados en otros

estudio esta vez realizado en Iran, en 32 pacientes alérgicos al polen de Chenopodium,
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en el que se encontrd una prevalencia del 81 % de sensibilizacién a Che a 2, siendo en
este caso el alérgeno mas prevalente por encima del Che a 1 y Che a 3, que
presentaron una prevalencia del 72 y 46 % respectivamente(148). En un estudio
realizado en Espana en 195 pacientes alérgicos a Mercurialis annua, realizaron el
estudio molecular en los pacientes que mas IgE especifica presentaban (RAST mayor o
igual a clase 3) encontrando una prevalencia de sensibilizacion de 59 y 51 % a dos
proteinas con pesos moleculares de 15.8 y 14.1 kD identificadas como profilinas(145).

Poco después el mismo grupo caracteriza el alérgeno de profilina Mer a 1(149).

La profilina del polen de palmera, Pho d 2, también se presentd como alérgeno
mayor en un estudio realizado en el Arabia Saudi en el que 16 de 24 pacientes (66%)

presentaron sensibilizacion a profilina.(146)

La profilina del polen de azafran, Crocus sativus (Cro s 2) se estudidé en
personas involucradas en el procesamiento de estambres de flores de azafran, tanto
trabajadores, como personas que vivian en el entorno de las plantaciones en Ciudad
Real, de forma que 13 pacientes que presentaban patologia nasoocular o bronquial en
relacion con el polen de azafran, todos presentaban IgE especifica a profilina en el
SDS-PAGE Inmunoblot{147).

La cantidad relativa de proteinas de profilina es diferente en cada uno de los
polenes, de forma que el polen de gramineas presenta una proporcion relativamente
alta en comparacion con otras especies de polen, aun asi la cantidad de profilina en el
polen del Lo/ium estaba por debajo del 1% de la cantidad total de proteina (0,92%) y
supuso un 6,15% respecto de la cantidad del alérgeno mayor (Tabla I-6)(150).

Contenido Contenido
relativo de relativo de
Cantida | Cantida | profilina Cantidad profilina con
P d de|d total [ con de respecto a la

| Profilina | de respecto a | Alérgeno | cantidad
polen

Pho d 2 | Proteina | la cantidad | Mayor alérgeno

total de | (Hg) mayor en
proteina en cada

cada extracto
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Lolium
perenne

Phleum 736 ug (Phl
46,1 pyg 6,6

pratense p5)

Olea

europaea

Betula 410 ug (Bet
1,1 g 2,2

verrucosa v1)

Chenopodiu

m album

Salsola kali 4,8 ug No medido

Plantago
lanceolata

Tabla I-6 Determinacion de profilina en extractos de polen. Modificada de Ruiz-
Garcia y col JACI 2011 (150)

1.6.3 Profilina, alergia a alimentos y alergia al latex

La ubicuidad de la profilina en el reino vegetal, hace que esté presente en
muchos alimentos. En la tabla I-7 se recogen algunas de las profilinas de alimentos

mas importantes.

Peso
Molecular
(SDs-
PAGE)

EACETEl P | Proda 14108,
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Lupinus albus Lupa5 15kDa

AveIIana Corylus avellana  Cora2 14 kDa

Beren]ena ---

BrOC0|I Brassica oleracea Bra o 8

o P

Calabacm Cucurbita pepo Cucp2

‘iiiiiii%il\IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIII

Caqm Diospyros kaki Dio k 4

L o e e

Cebolla Allium cepa Allc4

Ciruela Prunus domestica Prud 4

Co ) 1 ]

Asparagaceae Aspa 0 4

Fragaria
Fra a 4 13 kDa
ananassa
F/cus carica Ficc 4
L|ch| Litchi chinensis Litc1 15 kDa

Malus domestica Mald4 N.A.

m Cucumis melo Cucm?2 14kDa
Mostaza
Brassica nigra Bra ni 8

negra
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m Juglans regia Jugr7 13 kDa

Phoenix

Palmera Phod2 14 kDa
dactylifera
Solanum

Patata Solat8
tuberosum

Pepino Cucumis sativus Cucs 2

Pyrus communis  Pyrc4 14 kDa

Petroselinum
) Petc 2
crispum
Capsicum
Capa2 14kDa
annuum

Ananas comosus Anacl 15 kDa
Platano Musa acuminata Musal 15 kDa
Citrullus lanatus Citr 1 2 14 kDa

Glycine max Glym3 14 kDa
Solanum

Tomate Solal1l 14 kDa
lycopersicum

Trigo Triticum aestivum Tria 12 14 kDa

& \EL I EN | Daucus carota Dauc4 14 kDa
Vitis vinifera Vit v 4

Tabla [-7 Profilinas descritas en alimentos. Informacion obtenida de
www.allergen.org y www.allergome.org

La profilina en la alergia a alimentos se comporta como un alérgeno mayor en
algunos casos como es el caso de Cuc m 2, la profilina de melén, se ha caracterizado
como un alérgeno importante que se reconoce en mas del 70% de los
pacientes(151,152). Del mismo modo, los pacientes con alergia a la naranja se
sensibilizan principalmente a Cit s 2, su profilina, de forma que hasta el 87% de los
pacientes con alergia a naranja presentaron IgE especifica frente a profilina(153,154).
También se ha encontrado que otra profilina esta asociada con la alergia a la sandia
que un estudio realizado en Espafia se observod que el 53% de los pacientes alérgicos a
esta fruta reconocia la profilina (155), posteriormente se caracterizd el alérgeno Citr |
2(156).
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Segun la similitud estructural, la profilina del melén (Cuc m 2) puede tener
mayor reactividad cruzada con las profilinas de sandia (Citr | 2), de la fresa (Fra a 4),

melocotdn (Pru p 4), pimiento (Tapa a 2), altramuz (Lup a 5) y tomate (Sola 1)(157).

Recientemente se ha descrito Sola m 1 como alérgeno mayor de la berenjena,
de forma que el 100% de los pacientes con alergia a berenjena presentaban IgE
especifica frente a este alérgeno en un estudio realizado en 36 pacientes alérgicos a
berenjena, presentando un mas del 80% de homologia de secuencia con Bet v 2 asi
como un alta reactividad cruzada con otros alimentos como arroz, trigo, pimiento,

cacahuete y zanahoria(158).

Generalmente la alergia a profilina produce sintomas clinicos como prurito y
edema de la mucosa oral en cuestion de minutos tras la ingestién de alimentos que
contienen profilina. Los alimentos mas frecuentemente implicados son meldn, sandia,
tomate, platano, pifia y naranja(122). Se ha sugerido que las profilinas provocan solo
sintomas, como el sindrome de alergia oral debido al hecho de que la saliva humana
no afecta a la profilina pero si pierde su capacidad de union a IgE cuando entra en

contacto con fluidos gastricos(159).

La relevancia clinica de la profilina en sindrome de alergia oral ha sido
demostrada por pruebas de provocacion(150,160).

Mas recientemente se ha involucrado a la profilina en el término acunado como
sindrome de alergia alimentaria del polen o su acrénimo en inglés PFAS, para
denominar a la reaccion alérgica producida por frutas y otros alimentos vegetales
vinculadas a sensibilizacion alérgica a alérgenos inhalantes, fundamentalmente del
polen. El PFAS a diferencia del sindrome de alergia oral puede producir sintomas fuera
de la cavidad bucal, oido y nariz, para afectar a la piel, tracto gastrointestinal y
respiratorio e incluso producir anafilaxia(161,162).

La sensibilizacion a las profilinas de los alimentos se observa casi
exclusivamente en pacientes con IgE especifica frente a profilinas del polen. La
profilina de polen de gramineas se ha postulado como la principal via de sensibilizacion
de profilina en la mayoria de los pacientes alérgicos a la profilina con sindrome de
alergia oral(106). Sin embargo, otros pdlenes, tales como artemisa(106), ambrosia(163)
0 abedul(164) pueden actuar como polenes sensibilizantes, dependiendo de las

diferencias geograficas en la exposicion al polen.
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Aunque también se han descrito reacciones alérgicas graves mediadas con
profilina, que se han relacionado con zonas en los que los niveles del polen de
gramineas son mas elevados como es la zona de Extremadura, en la zona occidental
de Espafia. Alvarado y col.(165) realizaron pruebas de provocacion oral con profilina
purificada, y encontraron que muchos pacientes mostraban reacciones anafilacticas a
dosis bajas de profilina. Llegaron a la conclusién de que las profilinas son alérgenos
alimentarios completos en poblaciones de pacientes alérgicos a los alimentos
expuestos a altos niveles de polen de gramineas. Por otra parte también se ha
comunicado una reaccidon anafilactica por alergia al lichi, en el que la proteina
responsable era una profilina y observaron que una gran cantidad de profilina podria
exceder la capacidad de la digestion de proteinas gastricas y, por lo tanto, conducir a

una absorcidn significativa del nivel de profilina, provocando la anafilaxia(166).

Si bien en un estudio realizado en Italia la sensibilizacion a la profilina se ha
asociado con reacciones alérgicas a alimentos menos graves que las producidas en
pacientes sensibilizados a LTP y a proteinas de almacenamiento, de forma que en
pacientes con cosensibilizacién a profilina y LTP presentaron una menor prevalencia de
reacciones sistémicas por alergia a alimentos en comparacion con pacientes
sensibilizados a LTP no co-sensibilizados a profilinas (44.3% vs 59.6%; P <.0001). Del
mismo modo, pacientes co-sensibilizados a profilina y proteinas de almacenamiento
mostraron una prevalencia mas baja que los sensibilizados exclusivamente a proteinas
de almacenamiento (39.1% vs 51.5%; P <.0001) siendo los alimentos principalmente
implicados en el caso de las albuminas 2S de cacahuete (Ara h 2 y Ara h 6), nuez de
Brasil (Ber e 1) y sésamo (Ses i 1)(128).

Uno de los alérgenos del latex también es una profilina (Hev b 8) con alta
reactividad cruzada con otras profilinas del polen, de forma que en torno al 10 % de
los pacientes sensibilizados a gramineas pueden presentar sensibilizacion a latex,
siendo en la mayoria de los casos clinicamente irrelevante, por lo que se puede afirmar
que en pacientes con sensibilizacion al polen de gramineas , la mono-sensibilizacion
Hev b 8 tiene poca o ninguna relevancia clinica y es causada por la sensibilizaciéon
cruzada de la profilina de este polen (Phl p 12)(167). En algunos estudios cifran los
falsos positivos en la deteccion de IgE especifica a latex por Znmunocap en el 19 % de
los pacientes con alergia a pdlenes, siendo la profilina y la bromelina los contribuyentes

a esta sensibilizacion clinicamente irrelevante(168).
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1.6.4 Relevancia de la profilina

Aunqgue la polisensibilizacion a pdlenes se ha asociado con sensibilizacion a
profilina, una forma precisa de detectar la sensibilizacion a la profilina seria la
realizacion de la prueba cutdnea con extracto de profilina purificado. Ya que incluso
extractos de pdlenes o alimentos que tienen identificados profilina entre sus proteinas,
finalmente, no contienen profilina en los extractos comerciales para pruebas cutaneas.
Esto se objetivo en un estudio en el que se analizé la presencia de profilina en distintos
extractos comerciales se observd que existia profilina en los extractos, de Phleum,
Parietaria y avellana. También se detectd, pero en menor cantidad en el extracto de
Olea. En cambio no se detectd profilina en ningin extracto de melocotén, aunque la
profilina Pru p 4 es una proteina descrita de melocotdn, no se detectd ni en el extracto
completo ni con el extracto de la pulpa ni con el de la piel, incluso con varios
proveedores(169).

En otro estudio se observé que pacientes sensibilizados a profilina presentan un
mayor numero de pruebas cutaneas positivas a polenes, presentando, por tanto,
mayor polisensibilizacién, aunque en muchos casos esta sensibilizacion no se
correspondia con sensibilizacién a los alérgenos principales de estos pdlenes por lo que
la sensibilizacion a profilina fue considerada con un factor de confusién en este
estudio(123). Esto hace que la profilina pueda actuar como un factor de confusion,
de forma que la correlacion entre las pruebas cutaneas en prick con poélenes y el
diagndstico por componentes a alérgenos mayores de esos podlenes fue mayor en
pacientes que no estaban sensibilizados a profilina(170).

Lund y col(122). plantean la posibilidad de que la cantidad y la velocidad de
liberacion de alérgenos de los pdlenes pueden influir en la alergenicidad, por lo que
realizaron un estudio en el que median las cantidades liberadas de Phlp 1, Phip 5y
Phl p 12 del polen a lo largo del tiempo, observando que las cantidades molares y la
cinética de liberacion de Phl p 1 y Phl p 12 fueron comparables entre ellas, aunque
claramente inferiores a Phl p 5 (Figura I-14), por lo que concluyen que debido a la
diferencia de prevalencia de sensibilizacién entre Phl p 1(alérgeno mayor) y Phl p 12
(alérgeno menor) la cantidad y la liberacion temporal de proteinas de los pdlenes no
predicen completamente la alergenicidad de las proteinas del polen de gramineas(122).
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Figura I-14 Cinética de liberacion de Phl p 1, Phl p 5y Phl p 12 del polen del
Phleum. Tomado de Lund y col.(122).

Ruiz-Garcia y col. (150) estudiaron la capacidad de polen de profilina para
inducir una respuesta a nivel nasal y bronquial, de forma que realizaron una
provocacién con extracto de Pho d 2 (maximo Pho d 2, 100 pg/ml).utilizando una
mascara facial en 23 pacientes sensibilizados a profilina y en 5 controles. Diecisiete
pacientes (77%) tuvieron resultados positivos en la prueba de provocacion
bronquial especifica con Pho d 2, el valor medio de PC20 fue 4,52 + 2,46 ug / ml.
Ocho de estos 17 pacientes también tuvieron un resultado positivo en la provocacién
nasal, siendo la disminucién media de area transversal minima en la rinomanometria
de 41,8% + 10,1%. Dos pacientes (9%) pacientes tuvieron resultados positivos de

solamente en la provocacion nasal.

En otro estudio Nufez y col. (160)realizaron pruebas de provocacion
conjuntival con profilina de palmera (nPho d 2) en 17 pacientes sensibilizados a
profilina y en 14 pacientes alérgicos al polen no sensibilizados, de forma que la prueba
de provocacion conjuntival fue positiva en el 65 % de los sensibilizados a profilina y en
ninguno de los no sensibilizados, encontrando significacion estadistica (x(2) = 10.39, p
< 0.005).

Por otro lado, hay estudios que atribuyen a la profilina un papel menos

relevante, de forma que un estudio trasversal realizado en Italia la sensibilizacion
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profilina se asocid a menor presencia de asma en pacientes sensibilizados a parietaria
y a gramineas(128). Hay autores que sugieren que la sensibilizacion exclusiva profilina
no tiene relevancia clinica en la rinoconjuntivitis alérgica de los pacientes con alergia
al polen y que la sintomatologia clinica es desencadenada casi exclusivamente por

alérgenos mayores(142).

De esta forma, la relevancia de esta sensibilizacion ha sido cuestionada,
atribuyendo a la profilina un factor de confusién en la alergia al polen, de forma que

podria tratarse de un co-reconocimiento, o reactividad cruzada(129,131,171).

Pero son varios los autores que recientemente estan cuestionando la falta de
relevancia de la profilina atribuida hasta el momento(172,173). En este sentido,
estudios recientes han mostrado que una sensibilizacion temprana a profilina podria
ser un marcador precoz de predisposicién a enfermedad alérgica mas severa(174). La
presencia de IgE especifica a profilina se ha asociado a mayor riesgo de sensibilizacion
a multiples polenes y presencia de alergia alimentaria(116). Ademas pacientes
sensibilizados a profilina mostraron mayor riesgo de reacciones alérgicas a
inmunoterapia especifica, sobre todo urticaria tardias(175). También se encontrd una
asociacion estadisticamente significativa entre la sensibilizacion a profilina Ole e 2 y la
presencia de asma en los pacientes con una p=0.04 (OR: 2.2, IC: 0.9-5.1)(140).

Por todo lo expuesto anteriormente es necesario un estudio para evaluar la
relevancia clinica de la profilina en los pacientes con rinoconjuntivitis y asma alérgica

de nuestro medio.
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Para realizar un abordaje integral de la relevancia de la profilina es necesario un

estudio en cuatro dimensiones: /in vitro, in vivo, aerobioldgica, y clinica.

En primer lugar es necesario corroborar que la profilina se comporta como un
aeroalérgeno, es decir, si puede ser reconocida por el sistema inmune de pacientes
alérgicos al polen y presentan anticuerpos IgE especificos frente a la profilina. Para lo
que sera necesario el estudio /n vitro, con determinacién de IgE especifica frente a

distintas profilinas.

Pero, la presencia de IgE especifica frente a una fuente alergénica no siembre
es clinicamente relevante, de hecho la concentracion de IgE especifica de alérgeno no
estd estrechamente relacionada con la respuesta clinica tal y como se observd en un
estudio realizado con pruebas de provocacién nasal y conjuntival con polen de
gramineas en el que no se pudo establecer una relacién dosis-respuesta(176). De esta
forma, tal y como sugieren algunos autores, las determinaciones seroldgicas no son
diagndsticas de alérgica, los anticuerpos IgE son necesarios, pero no suficientes para la
manifestacion de sintomas alérgicos, ya que pueden existir multiples variables
asociadas con el medio ambiente (p. heterogeneidad de alérgenos y niveles de
exposicion) con el paciente (heterogeneidad de respuesta inmune) que puedan influir
en la liberacién de mediadores de mastocitos y basdfilos en un paciente alérgico, por lo
que la determinaciéon de IgE especifica en sangre, por si sola no es suficiente para
predecir enfermedad alérgica sintomatica(177). Por lo que son necesarios estudios /n

vivo.

De esta forma los estudios /in vivo son necesarios para conocer si ese
aeroalérgeno es capaz de producir una respuesta clinica en pacientes sensibilizados.
Para ello se realizaran tanto pruebas cutaneas como provocaciones conjuntivales y

bronquiales con profilina.

Aunque de poco sirve conocer la alergenicidad de una proteina si no se
demuestra que el paciente puede estar expuesto a ella, por lo que el siguiente paso
seria en estudio aerobioldgico, con el que estudia si en el ambiente hay profilina
procedente de los polenes. Los alérgenos de los polenes se pueden detectar en la
atmosfera independientemente de los pdlenes, aunque su procedencia principal son
estos, también pueden desprenderse de fragmentos de plantas, orbiculas o
anteras(82). De esta forma el contenido antigénico de estos alérgenos en la atmosfera

pueden variar mucho y estar influenciadas por las condiciones climaticas, por lo que es

-69-



II- Justificacion.

importante detectar y cuantificacion de aeroalérgenos para poder estudiar su

capacidad de causar polinosis(178).

Por Ultimo, para correlacionar todo lo anterior son los estudios clinicos, para
conocer si en la vida real los pacientes sensibilizados a profilina presentan
peculiaridades clinicas en relacién con su exposicion en el ambiente, para lo que se
realizard un seguimiento de los sintomas de estos pacientes a lo largo de un afo,

cerrando asi el circulo de la relevancia de la profilina.
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I11.2

I11.3

I11.4

I1I- Hipdtesis y objetivos

Hipodtesis de trabajo

Existe una cantidad importante de profilina procedente del polen en el aire de
nuestro entorno.

La profilina es una proteina capaz de producir una respuesta respiratoria
especifica en pacientes sensibilizados a la misma.

La profilina del ambiente tiene una repercusion en los sintomas que desarrolla

el paciente en su habitat natural.

Objetivos principales del estudio.

Conocer cudl es la cantidad de aeroalérgeno de profilina en las distintas
estaciones del afio en el aire de nuestro entorno.

Conocer la capacidad de la profilina para producir una respuesta alérgica
especifica a nivel bronquial y conjuntival.

Estudiar la intensidad de los sintomas respiratorios y gravedad clinica de los

pacientes sensibilizados a profilina.

Objetivos secundarios del estudio.

Estudiar los perfiles de sensibilizacion a pdlenes de los pacientes sensibilizados
a profilina en nuestra area.

Estudiar los perfiles de sensibilizacién a frutas de los pacientes sensibilizados a
profilina en nuestra area.

Establecer la correlacion diagndstica de las pruebas cutaneas con profilina y la
determinacion de IgE especifica seroldgica a profilina.

Realizar un estudio de la aerobiologia de nuestra area.

Correlacionar la cantidad de profilina en ambiente con los pdlenes presentes en
el mismo.

Estudiar la correlacion entre el nivel de sensibilizacion a profilina y la
repercusion clinica.

Determinar la correlacién entre la cantidad de aeroalérgeno de profilina en
ambiente y los sintomas de los pacientes sensibilizados a la misma.

Estudiar la influencia de los parametros meteoroldgicos y contaminantes

atmosféricos en la exposicion ambiental de profilina
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IV.2 Diseiio del estudio.

Se llevo a cabo un estudio de casos y controles, prospectivo, abierto, en el que
se realizaron varias intervenciones diagndsticas y seguimiento de pacientes que
abarcaron cuatro dimensiones: estudios /in vitro, in vivo, estudios aerobioldgicos y

clinicos:

El periodo de reclutamiento se llevo a cabo durante los primeros seis meses del
estudio. El dia de la inclusion en el estudio, se les realizaron a los pacientes la
extraccion sanguinea y las pruebas cutaneas. En las semanas posteriores se le
realizaron las pruebas de provocacion conjuntival y las pruebas de provocacion
bronquiales a un subgrupo de pacientes, siempre fuera del periodo en el que se realizd
el seguimiento clinico, para que las pruebas diagnosticas no interfirieran con los

resultados obtenidos en el diario de sintomas.

El periodo de seguimiento clinico y aerobioldgico fue de un ano. Durante este
tiempo los pacientes hicieron un registro diario de sintomas y consumo de medicacion
(seguimiento clinico). De forma simultanea, se midieron los niveles de profilina y la
cuantificacion de pdlenes en el ambiente (seguimiento aerobioldgico). Durante todo
este periodo cada paciente siguid el tratamiento recomendado por su alergdlogo,

conforme a las guias clinicas existentes y al criterio médico.

En los tres meses siguientes a la finalizacion del periodo de seguimiento clinico
y aerobioldgico se realizaron las pruebas diagndsticas que no se pudieron realizar con
anterioridad, siempre fuera del periodo de seguimiento para que no interfirieran con

los sintomas de los pacientes
Cronograma del estudio.

En la Figura IV-1 recoge el cronograma del estudio.

Registro de Sintomas
Extraccion suero  pyoy pronguial

Pruebas cutaneas Recuento de polenes y profilina en ambiente
Prov coniuntival 1
I 1 NS

S p— Periodo de

eriodo de Reclutamiento Periodo de seguimiento clinico y aerobiolégico extension
y pruebas in vivo de pruebas

12 meses
6 meses 3 meses

_7A_
Figura IV-1 Cronograma del estudio
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e Periodo de reclutamiento y pruebas /in vivo: 6 meses
 Periodo de seguimiento clinico y aerobioldgico: 12 meses.
« Periodo de extension de pruebas: 3 meses:

« Duracidn prevista del estudio:21 meses desde el inicio del estudio
Intervenciones diagnosticas.

» Se extrajo una muestra de sangre para estudio inmunoldgico In vitro.

» Los pacientes cumplimentaron un diario de sintomas y consumo de medicacién

» Se realizd una prueba de provocacion conjuntival con extracto de profilina en
un subgrupo de pacientes

« Se realizé una prueba de provocacion bronquial con extracto de profilina con un

subgrupo de pacientes.
Extracto de Estudio:

El extracto utilizado para el estudio fue la profilina de Phoenix dactylifera (Pho d
2, 50 pg/mL) altamente purificada preparada por Laboratorios LETI Pharma S.L.U.

como se explicara a continuacion.

En la Figura IV-2 se puede ver de forma grafica el resumen de la metodologia

del estudio.

Figura V-2 Resumen grafico de la metodologia del estudio

v
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IV.3 Poblacion del estudio.

El estudio se llevd a cabo con pacientes que acudieron a consulta de
Alergologia del Hospital Universitario Infanta Elena por primera vez con patologia
respiratoria, rinitis, rinoconjuntivitis y/o asma, con una edad comprendida entre 14 y

49 afnos.

IV.3.1 Criterios de inclusion:

« Pacientes que acudieron a consulta de Alergologia del Hospital Universitario
Infanta Elena por primera vez con patologia respiratoria.

» Con edades comprendidas entre 14 y 49 afios.

» Que hubieran sido diagnosticados de rinitis y/o conjuntivitis y/o asma alérgica
por sensibilizacion a pélenes.

« Que se hubiera objetivado sensibilizacion alérgica IgE mediada a algun polen,
bien mediante prueba cuténea o deteccién de IgE sérica especifica.

* Que nunca hubieran recibido Inmunoterapia.

* Que firmaran el consentimiento informado.

IV.3.2 Criterios de exclusion:

« Pacientes que acudieron por primera vez a consulta de Alergia por un motivo
diferente a los especificados previamente.

« Pacientes menores de 14 afos o mayores de 49

« Pacientes con asma bronquial severa, dermatitis atdpica severa, urticaria
cronica, dermografismo cutaneo severo o cualquier otra patologia respiratoria
severa que limitara la realizacién de pruebas diagnosticas y evaluacion de los
resultados de las mismas.

e Mujeres gestantes

» Pacientes en tratamiento con betabloqueantes.

« Pacientes que no eran capaces de otorgar su consentimiento

» Pacientes que no firmaran el consentimiento informado

1V.3.3 Definicion de grupos de estudio.
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Definicion de caso:

» Pacientes que cumplieron los criterios de inclusion y que presentaron una
prueba cutdnea en prick positiva a profilina. Se considerd positiva un didmetro

de la papula >3 mm de didmetro o un area de la papula superior a 7 mm?>.
Definicion de control:

« Pacientes que cumplieron los criterios de inclusién y que tuvieron prueba

cutanea en prick negativa a profilina

Los pacientes elegibles otorgaron su consentimiento informado para participar

en el estudio, previa a la realizacion de cualquier procedimiento especifico del mismo.
Tamaino muestral:

El calculo del tamafio muestral del estudio, se establecié con el objetivo de
buscar diferencias estadisticamente significativas (ES) entre las intensidades medias de
los sintomas respiratorios, para pacientes sensibilizados y pacientes no sensibilizados a
la profilina, que es uno de los objetivos principales del estudio. Por lo que para
conseguir una potencia superior al 80% para detectar una diferencia de 0.25 puntos,
asumiendo una desviacion tipica de 0.35 puntos era necesario reclutar un minimo de

50 casos y 30 controles.

Dia de inclusion en el estudio (dia 0)

Dia 0 Historia Clinica
Extracciéon suero

Pruebas cutaneas A
1 I
| ] |
Periodo de Reclutamiento Periodo de seguimiento
6 meses 12 meses

Figura IV-3 Cronograma: Dia de inclusion en el estudio

Una vez que se comprobd que cumplian los criterios de inclusidon y que no habia

ningun criterio de exclusion se recogieron los datos de la historia clinica realizada en
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consulta, segin cuaderno de recogida de datos (Anexo I) se realiza la extraccion de

suero Yy las pruebas cutaneas (Figura IV-3).

IV.4 Estudio in vitro:

Se realizd extraccion sanguinea de aproximadamente 10 ml de suero para

estudio inmunoldgico /n vitro.

Los estudios /in vitro consistieron en la determinacion de la IgE especifica a

profilina presente en los sueros de los pacientes.

Para ello se utilizaron las dos profilinas disponibles en InmunoCAP® (Thermo
Fisher Scientific, Uppsala, Swedwen) que son la profilina recombinante de polen de
Phleum (rPhl p 12) y de polen de abedul (rBet v 2).

Se incluyd en el estudio la profilina nativa purificada Pho d 2. Dado que no se
dispone de InmunoCAP® comercial de Pho d 2, la profilina purificada se marcd con
biotina y se utilizd en CAP de estreptavidina. El marcaje con biotina se realizd con
Biotin Protein Labeling Kit® (Roche Diagnostics), con modificaciones a las instrucciones
del fabricante al tratarse de una proteina purificada. Se marcaron en total 1,2 mg de
profilina. Se dividieron en 4 alicuotas de 0,3 mg de profilina cada una. A cada una de
estas alicuotas se les anadieron 8,5 pl de biotina. La cantidad de biotina que anadir se
calculd segun el peso molecular de la profilina (14 kDa) y la relacién biotina/proteina
de 1:5. Se completd el volumen con PBS 0.01M hasta 1 ml. La mezcla se incubo
durante 2 horas en agitaciéon a temperatura ambiente. Finalmente, la mezcla se paso6
por la columna de Sephadex G-25®, que forma parte del i, para eliminar la biotina
que no se haya unido a la proteina. La proteina marcada se recogid en alicuotas de 10
gotas cada una, pasando PBS 0,01M por la columna. La presencia de proteina en cada
una de las alicuotas se determind midiendo la absorbancia a 280 nm con un equipo
Nanodrop 2000® (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Las fracciones que

contuvieron una mayor cantidad de proteina se juntaron, el resto se desecharon.

Para el ensayo de ImmunoCAP®, 50 ul de la proteina marcada se afiadieron a
immunocaps de estreptavidina, segun las instrucciones del fabricante, una vez unidas
las proteinas al CAP, se siguid el procedimiento normal de ImmunoCAP®, con
resultados en rango de 0,1 a 100 kUA/I, considerandose positivo a partir de 0,35 kUA/I.
Cada uno de los sueros se analizaron frente a los rPhl p 12 y rBet v 2 por InmunoCAPR

y frente a Pho d 2 marcada con biotina.
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También se realizaron ensayos de /nmunoblot con los sueros de los pacientes

individuales y con profilina purificada (Pho d 2) en fase sdlida(179).

En primer lugar la profilina se sometid a una electroforesis (SDS-PAGE)
mediante el sistema MiniProtean® (Bio-Rad). El gel separador se preparé mezclando
2ml de Tris 1,5 M pH 8,88, 4ml de acrilamida-bisacrilamida al 30%, 80ul de SDS al
10%, 1,88ml de agua destilada, 40pl de persulfato amdnico al 10% y 4ul de Temed,
todos los reactivos utilizados fueron de Bio-Rad. Una vez polimerizado este gel se
prepard el gel concentrador, mezclando 1,525 ml de agua destilada, 0,625 ml de Tris
0,5M pH 6,8, 25ul de SDS al 10%, 0,333ml de acrilamida-bisacrilamida al 30%, 12,5l

de persulfato amonico al 10% y 2,5ul de Temed.

Se cargaron 3 pg de profilina por carril (30 ug en total en peine continuo).
Estas muestras se mezclaron con el tampdn de carga que contiene: agua destilada
50%; Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 12,5%; Glicerol 10%; SDS 2%; 2-B-mercaptoetanol 5% y
azul de bromofenol 0,05%. Las muestras junto con el tampdn de carga se calentaron
durante 5 minutos a 95°C. Posteriormente se cargaron en el gel y se sometieron a una
electroforesis a 180 V hasta que el marcador de azul de bromofenol alcanzo el final del

gel. Como tampon para la electroforesis se utilizdé 10x Tris/Glycine/SDS (Bio-Rad).

Después de realizar la electroforesis de tipo SDS-PAGE, el gel se transfirid a una
membrana de PVDF (Fluoruro de polivinilideno) (Bio-Rad®) con un equipo 7rans-Blot
turbo (Bio-Rad®). Posteriormente se dejdo secar a temperatura ambiente. La
membrana se incubd durante toda la noche con cada uno de los sueros individuales
diluidos 1:1 (vol/vol) en 0,01 M PBS-0,1% Tween. Tras lavar la membrana con 0,01 M
PBS-0,1% T7ween, se incubd durante 2 horas con el anticuerpo monoclonal anti-human
IgE-peroxidasa (Southern Biotech, Birmingham, AL, USA) a una dilucién 1:20.000 en
0,01 M PBS). Finalmente se desarroll6 con el reactivo Immunostar (Bio-Rad) que
consiste en mezclar 10 ml de reactivo /mmuno-Star con 0,5 ml de reactivo potenciador
y afadirlo a la membrana durante 5 minutos. La reaccion se registr6 mediante

quimioluminiscencia con un equipo Chemidoc (Bio-Rad).

IV.5 Estudios in vivo

Para detectar si la sensibilizacion a profilina es clinicamente significativa,
consideramos oportuno la realizacién de pruebas /in vivo, ya que los estudios in vitro

nos ayudan a definir cudl es el alérgeno causante de la sensibilizacion(180), pero para
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saber si este alérgeno puede ser capaz de producir sintomas es necesario realizar una
historia clinica detallada y, en el caso de la alergia respiratoria a pruebas /in vivo para
garantizar el diagndstico correcto. Consideramos que en este caso el riesgo para los
pacientes era controlado si se seguian los protocolos adecuados y se realizaba por
personal capacitado y en las condiciones de seguridad adecuadas(181,182). Por ello, se
realizaron, en un subgrupo de pacientes, pruebas de provocacién conjuntival y pruebas
de provocacion bronquial. Ambas, se realizaron en el periodo de inclusion, en el plazo
de uno a dos meses desde la inclusion del paciente en el estudio. En algunos casos,
por motivo de agenda o de disponibilidad de los pacientes no se pudieron realizar las
pruebas de provocacién antes del inicio del periodo de seguimiento, en estos casos se
realizaron una vez finalizado el mismo, siempre fuera del periodo de seguimiento para
que no interfiera con el registro de sintomas (Figura IV-4). El subgrupo al que se le
realizaron las pruebas de provocacion bronquial y conjuntival se constituyé con los
primeros pacientes que dieron su consentimiento para realizar las mismas y fue factible

la realizacién de la prueba en los periodos previstos.

5 Registro de Sintomas Prov bronauial
Extraccion suero  proy bronquial , . . Prov conjuntival
Pruebas cutaneas o Recuento de polenes y profilina en ambiente
Prov conjuntival 1 l
( |
e X Periodo de
efodo de utamiento Periodo de seguimiento clinico y aerobiol6gico extension
pruebas in vivo de pruebas
|
6 meses 12 meses 3 meses

Figura V-4 Cronograma: estudios in vivo

IV.5.1 Purificacion de la profilina de polen de palmera

En primer lugar se realizd la preparacion del extracto para realizar las pruebas

in vivo.

Se utilizd un extracto de profilina de polen de palmera (Pho d 2) que fue
purificado tal y como se realizd previamente con profilina de plantago(179).

A partir del liofilizado de polen de palmera se llevd a cabo una cromatografia de
afinidad con columnas de poly-L-prolina acoplada en una resina de Sepharosa CNBr-

-80-



IV- Metodologia. Material y métodos

activated. La elucion de la proteina se alcanzé mediante un gradiente escalonado de

tampodn suplementado con urea (Figura IV-5).

Figura IV-5 Urea 6 M gradiente de elucion de profilina  Pho d2

Tras comprobar la presencia de la proteina mediante SDS, fue necesario
renaturalizarla mediante la eliminacidon sucesiva de la urea, asi como estabilizarla con

glicerol (Figura IV-6).

Figura V-6 Proceso de purificacion de
Proteina de palmera Pho d2

Una vez obtenido el extracto, para comprobar el grado de purificacion se
realizaron dos técnicas: en primer lugar se realizd un SDS y posteriormente un

Inmunoblot con el suero policlonal de conejo anti-Betula alba, en ambos casos aparece
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una unica banda y que, por lo tanto, se puede deducir que el grado de purificacién es
muy alto (Figura IV-7).

SDS Blot
97.4 3
66.2 — L
| ¥ 5]
450 —| e—
310 | . ,

21.5

—
11| ——

Figura IV-7 SDS e Inmunoblot

frente a profilina de palmera
Pho d2

Por otro lado se realizd un ensayo de cromatografia liquida con deteccion por
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). Con esta técnica se digiere la
proteina con tripsina y los péptidos que salen se identifican mediante espectrometria
masas Y asi es posible establecer una correlacion con la proteina a la que pertenecen
tras una busqueda de la secuencia en las bases de datos. En este caso, los péptidos
que se identificaron fueron los que estan en rojo en la figura y cubren el 50% de la
secuencia (Figura IV-8). Segun estos resultados, no encontramos ningin péptido que
no sea de profilina, por lo que podemos decir que esta pura.

Figura V-8 Espectrometria de Masas con extracto de profilina de palmera Pho d2

Con estas dos técnicas, podemos decir que el grado de purificacion de esta
proteina esta por encima del 95 %.
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IV.5.2 Pruebas cutaneas.

Se recogid el tamaio de la papula de las pruebas cutaneas en prick realizadas
de rutina en el servicio de Alergologia del Hospital Universitario Infanta Elena a los
pacientes con patologia respiratoria. La pruebas cutdneas que se realizaron , son
modificadas a partir de la bateria recomendada por la Guia Espafiola de Manejo de
Asma(30) y el grupo de trabajo de la EACI (183): Pdlenes de arboles (Olea europeay
Platanus acerifolia), pbélenes de gramineas (gramineas mezcla, Phleum pratense y
Cynodon dactylon), pdlenes de malezas (Salsola kali, Parietaria judaica, Artemisia
vulgaris), acaros del polvo (Dermatofagoides pteronyssinus, Dermatofagoides farinae,
Lepidoglyphus destructor) hongos (Aspergillus fumigatus y Alternaria alternata,
Cladosporium herbarum) y epitelios (gato y perro) y de los panalérgeno (LTP, profilina
y polcalcina). Los extractos utilizados fueron los fabricados por laboratorios LETI,

polenes, hongos y epitelios de animales a 30 HEP/ml y acaros a 100 HEP/ml.

También se recogid el resultado de las pruebas cutaneas realizadas con frutas,
utilizando extractos de laboratorios LETI: melocoton (piel 400 pg proteina/ml y pulpa
200ug proteina/ml) manzana (150 pg proteina/ml), ciruela (200 pg proteina/ml),
naranja (15 pg proteina/ml), meldén (275 ug proteina/ml), kiwi (350 pg proteina/ml),
platano (500 pg proteina/ml), aguacate (430 pg proteina/ml), e higo (120 ug
proteina/ml). También se recogid el resultado de la prueba cutdanea con extracto de
latex (90 pg proteina/ml; Laboratorios LETT).

El método y valoracién del tamafio de la papula se efectué mediante la técnica
de papulometria computarizada (PC Draft software®,; Microspot, Maidstone, UK), los
resultados seran expresados en mm?. Se considerd prueba positiva cuando tenian un

area superior a 7 mm?>.

1V.5.3 Prueba de provocacién conjuntival.

Se realizaron las pruebas de provocacion conjuntival con profilina de palmera
Pho d 2 purificada en un subgrupo de pacientes, entre aquellos que tenian diagndstico

de rinoconjuntivitis por alergia al polen y dieron su consentimiento para la misma.

Las provocaciones conjuntivales se realizaron seglin técnica habitual(184); se

realizaron 5 concentraciones de forma creciente desde 0,003 pg/mL a 3 pg/mL
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disueltos en solucion salina (0,85% NaCl, tampodn fosfato 7 mM), (Figura IV-9) en el
fondo de saco conjuntival de un ojo y diluyente en el ojo contralateral. De forma que,
se inicié con la concentracion menor del extracto y se continuo en intervalos de 15
minutos con las siguientes concentraciones. La prueba se detuvo cuando se obtuvo
una respuesta positiva o finalizd cuando se administré la concentracion mayor del

alérgeno.

Figura 1V-9 Concentraciones de profilina de las prueba d e provocacion
conjuntival.

Todas las pruebas fueron realizadas por una misma enfermera con experiencia en
el servicio de Alergologia y en la realizacion de esta técnica, para que hubiera la
minima variacién posible en el procedimiento, siempre supervisada por un médico

especialista en Alergologia.

La evaluacién de los resultados se llevd a cabo segun las recomendaciones para
pruebas de provocacion conjuntival del grupo de alergia ocular de la Academia
Europea de Alergia e Inmunologia Clinica(181). De forma que se evaluaron el picor en
una escala de 1 a 4, enrojecimiento conjuntival en una escala de 1 a 3, lagrimeo en
una escala de 1 a 3 y quemosis en una escala de 1 a 3. Se considerd una respuesta

positiva cuando se obtuvo una puntuacion total mayor o igual a 5 puntos.

IV.5.4 Prueba de provocacion bronquial especifica

La prueba de provocacion bronquial especifica (PPBE) es una técnica
semicuantitativa que consiste en la inhalacion de concentraciones crecientes de un

antigeno en aerosol, controlando la funciéon pulmonar.
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La PPBE permite evaluar la respuesta al alérgeno en el 6rgano diana y asi hacer
un diagnostico etioldgico, estableciendo una relacidon causa efecto entre el alérgeno y
la clinica respiratoria del paciente, aportando una curva dosis respuesta entre la dosis

suministrada del alérgeno y la respuesta bronquial(185,186)

Se realizd la PPBE con profilina de palmera Pho d 2 purificada en un subgrupo
de pacientes que presentaban diagndstico de asma bronquial y que dieron su

consentimiento para ello.

Se siguié un procedimiento normalizado, de forma que se vigilé que los pacientes
no presentaran las contraindicaciones dadas en el manual de procedimientos
SEPAR(182). De forma que las contraindicaciones absolutas de la prueba de

provocacion bronquial con alérgenos son:

» Embarazo.

« Descenso del FEV1 > 10 % del valor basal con la inhalacién del diluyente.
* Asma exacerbada.

« FEV1 basal <70 % del tedrico o <1500 ml.

» Infecciones respiratorias intercurrentes.

« Cardiopatia isquémica u otras enfermedades sistémicas graves.

Se indicd a los pacientes que abandonaran la medicacién que pudiera interferir con

el resultado antes de realizar la prueba segun las recomendaciones SEPAR(182)

» Agonistas B2 de accién corta se suspendieron al menos con 8 horas de
anterioridad

« Agonistas 82 de accion prolongada, se suspendieron al menos con 12 horas de
anterioridad.

« Anticolinérgicos de corta duracidon se suspendieron al menos con 6 horas de
anterioridad.

« Anticolinérgicos de larga duracion, se suspendieron al menos con 48 horas de
anterioridad

» Teofilinas, se suspendieron al menos con 24 horas de anterioridad

» Cromonas: se suspendieron al menos con 12 horas de anterioridad

Existen distintas metodologias publicadas para la realizacién de las PPBE(187-189)
asi como sistemas de nebulizacion por dosimetro o generacidn continua de

aerosol(187,190) . En este caso se decidio realizarlo por generacion continua del aerosol
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por ser la técnica con la que mas experiencia se tenia en la unidad de Alergologia del
HUIE.

Las PPBE por método de respiracién a volumen corriente, el aerosol se genera de
manera continua mediante un nebulizador y se inhala a través de una mascarilla 0 una
pieza bucal durante un tiempo preestablecido. La dosis liberada se calculé en base a
un flujo de 0,13 mL/min (191,192)

El extracto utilizado para la realizacion de la prueba de provocacion bronquial
especifica fue la profilina de palmera purificada (Pho d 2) como se ha descrito

previamente, diluido en tampon fosfato salino estéril, PBS.

Aunque en algunos estudios se realiza determinaciéon de la solucién inicial de la
solucion antigénica, mediante titulacion cutdnea a punto final con pruebas
intraepidérmicas de lectura inmediata con el extracto a estudio, se decidié realizar el
mismo protocolo a todos los pacientes, empezando con la misma concentracion para
evitar variacion en las concentraciones y en los resultados. De forma que se comenzd
con una concentracion de 0,15 pg/mL en concentraciones doblemente crecientes hasta
20 pg/mL segun técnica previamente descrita(190,193) (Figura IV-10).

Figura IV-10 Concentraciones de profilina de las prueba de provocacion
bronquial especifica
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El procedimiento, por tanto, se inicid segun protocolo en diez pasos, con una
espirometria basal, otras tras inhalar diluyente y luego con cada una de las
concentraciones progresivamente crecientes, hasta obtener una caida del FEV1 mayor
del 20% (Figura 9). En cada etapa de la prueba se colocaron 3 ml de la concentracién
correspondiente en el nebulizador, que fue inhalada de forma continua por el paciente
mientras respiraba a volumen corriente durante 2 min. 30-90s después de la inhalacion
se realizd una espirometria (no mas de 3 maniobras durante los 3 min.

siguientes)(182).

Todas las PPBE se realizaron por la misma enfermera para la variacion en la
técnica fuera la minima posible. Esta era una enfermera cualificada y presentaba
experiencia en el servicio de Alergologia y en la realizacién de esta técnica, siempre

con la supervisidon de un médico especialista en Alergologia.

Posteriormente se realizd una monitorizacion del peak flow horaria durante 24

horas (excepto en horas de sueio), para evaluar la respuesta tardia.

Para la medida e interpretacién de los resultados de las PPBE se utilizd la PC20
(concentracién del extracto que induce un deterioro del FEV1 del 20%), para calcularla

se recurrio a la formula:
PC20= (20- R1) x (C2- C1)/(R2-R1)
Donde:

« R1 Es el porcentaje de caida del FEV1 inmediatamente anterior a la
caida =20%, (o lo que es lo mismo porcentaje de deterioro del FEV1
observada en C1)

« R2 es el porcentaje de deterioro de FEV1 >20%, (porcentaje de
deterioro del FEV1 observada en C2)

« C1 la concentracion acumulada de extracto que produce un deterioro
inmediatamente anterior al superior al 20% (es decir la concentracion
acumulada en R1)

« (2 la concentracién acumulada del extracto que induce la caida del

FEV1 mayor o igual al 20%. (es decir concentracion acumulada en R2)
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IV.6 Estudios aerobiologicos.

Durante el periodo de seguimiento clinico y aerobioldgico correspondiente a 12
meses, se realizd simultdneamente un recuento de cantidad de profilina en ambiente,
un recuento de podlenes y un registro de sintomas por parte de los pacientes con el fin
de poder establecer una correlacién entre estas variables en la vida real y en

condiciones de practica clinica habitual (Figura IV-11).

Registro de Sintomas
Recuento de pdlenes y profilina en ambiente

@ @ | | | | | |

Periodo de Reclutamiento Periodo de seguimiento

6 meses 12 meses

Figura IV-11 Cronograma estudios clinicos y aerobioldgicos

IV.6.1 Recuento de profilina en el ambiente.

La forma de establecer la cantidad de profilina que hay en el ambiente a lo
largo de todo el ano fue mediante un captador de particulas de alto volumen (4ir
Sentinel®, Quan-Tec-Air 1Inc, Rochester, Minnesota, USA) adaptado al
exterior(194,195) (Figura IV-12) para la recogida de aeroalérgenos. Este captador fue
cedido por el servicio de Alergologia del Hospital del Hospital General Universitario de
Ciudad Real.

Figura [1V-12 Captador de
particulas de alto volumen
(Air Sentinel®)
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El captador se colocd en el HUIE situado en Valdemoro (Madrid, Espafa) cuyas
coordenadas son 40°11’53”N 3°41’50”0. El captador se situd en la azotea del hospital

a 8.26 metros de altura sobre el nivel de la calle (Figura IV-13).

Figura 1V-13 Ubicacion captador de pa rticulas de alto volumen (Air Sentinel®)

Este captador sigue un método que muestrea el aire por succidn, de forma que
aspira volimenes constantes y conocidos de aire y los hace impactar contra la
superficie receptora. EL flujo de aspiracion de este captador es de 10 m’/h. Esta
funcionando de forma continua 24 horas al dia, por lo que representa una muestra de

240 m? de aire al dia.

Las muestras de aire en filtros formados por un medio bilaminado que contiene
un soporte de poliéster y una membrana de politetrafluoroetileno (Merck, Millipore®).
Su captacion tiene un indice de eficiencia del 99,9% a partir de 0,3 mm(195).

Los filtros fueron recogidos y sustituidos al menos cada 48 6 72 horas (lunes,
miércoles y viernes) en los periodos de menor polinizacién y diariamente en los
periodos de mayor polinizacién. Estos filtros fueron guardados en una bolsa cerrada de
forma hermética en nevera a 4 °C para su posterior analisis y cuantificacion de

profilina. El procedimiento de cambio de filtro se detalla en anexo II.
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Extraccion del filtro y cuantificacion de alérgeno

Una vez finalizado el periodo de seguimiento aerobioldgico, se realizd el analisis
individual de cada una de los filtros. De forma que se obtiene el material soluble
presente en cada uno de los filtros que contiene los alérgenos solubles, y mediante
técnicas inmunoenzimaticas de ELISA inhibicion se realiza la cuantificacion de la

profilina.

El filtro se introdujo en un tubo y los alérgenos se extrajeron en tampon PBS
(2ml de PBS 0,01M) durante toda la noche en agitacion. Posteriormente fueron
analizados individualmente mediante ELISA inhibicion con sueros policlonales de
conejo especificos a profilina tal y como se habia realizado en otros estudios(94). Para
el ensayo de inhibicion se mezclaron 60l de extracto del filtro con 60 pl de anticuerpo
policlonal de conejo. Esta técnica se llevd a cabo en el Departamento de I + D del

Laboratorio Leti para que sus resultados sean uniformes y adecuados para el analisis.

Para el procedimiento para la cuantificacion de profilina, como en estudios
previos(179), se obtuvo un anticuerpo policlonal de conejo inmunizandole con la
profilina purificada. Se realizd una titulacion, estableciendo la dilucion de suero y
seleccion del animal (1/30.000 animal 2). Se realizd el establecimiento de la cantidad
de profilina para tapizar (1ug). Para la puesta a punto del sistema de cuantificacion de
profilina se realizé una Curva de inhibicién: diluciones seriadas de profilina desde 1ug e
inhibicion con los sueros a diluciéon 1/30.000 y ajuste a una curva sigmoidal.
Finalmente se comprobd la validez del sistema midiendo la profilina en otros extractos:
Betula alba, Phleum pratense y Olea europea. La cantidad de profilina se calculd
extrapolando el resultado de densidad optica (D.O.) para cada punto respecto a la

curva patron de concentracion conocida.

Para obtener el resultado de proteinas en ambiente se tuvo en cuenta el flujo
del captador (10 m3/h) por lo que se utilizd la siguiente formula 10 m3/h x 24 h=240

m3.

1V.6.2 Recuento de pdlenes.

Para obtener la cantidad de pdlenes presentes en nuestro medio ambiente se
utilizd un captador de método volumétrico Burkard seven day volumetric sporetrap®

(Burkard Manufacturing Co., Rickmansworth, Herts, UK), que fue cedido por el
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Departamento de Biologia Vegetal II de la Facultad de Farmacia de la Universidad

Complutense de Madrid para la realizacion de este estudio (Figura IV-14).

Figura 1V-14 Captador Burkard® situado en Azotea del Hospital Universitario
Infanta Elena

El captador Burkard® utiliza un método volumétrico con sistema de aspiracion, de
forma que el aire entra por un orificio de 14 milimetros de largo por 2 mm de ancho
que permite la entrada de aire a 10 litros por minuto y que tiene un sistema de veleta
por el que estd siempre orientada en la direccion del viento. El orificio estd muy
proximo a un tambor que tiene una cinta trasparente “MELINEX®"” de 14mm x 28 mm
que previamente ha sido impregnada con vaselina, de forma que impactan sobre ella
los corpusculos atmosféricos > 1 pm. Ademas la cinta se desplaza en él a una
velocidad de 2 mm/hora, por lo que en 24 horas ha recorrido 48 mm, lo que permite

separar los dias que ha estado expuesto(9) (Figura IV-15).

Figura IV-15 Partes del captador Burkard® (9)
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El captador Burkard® se situd en el Hospital Universitario Infanta Elena (HUIE)
situado en Valdemoro (Madrid, Espafia) cuyas coordenadas son 40°11’53”N
3°41'50”0. El captador se situd en la azotea del hospital a 8,26 metros de altura sobre
el nivel de la calle a menos de 1 metro de distancia del captador de particulas Air
Sentinef® (Figura IV-14). En los alrededores del Hospital no hay edificios altos ni

arboles muy cercanos.

Las muestras se cambiaron con una periodicidad maxima de 7 dias (viernes). De
forma que la cinta se pueda dividir en funcién de los dias que haya estado expuesta

(48 mm por dia).

Las muestras fueron preparadas segun técnica habitual, siempre por la misma
persona en el HUIE. Se separaron de forma que en cada porta estaba la muestra
correspondiente a un dia y se montd entre un portaobjetos y un cubreobjetos de
tamafa adecuado. El agente de montaje utilizado fue la glicerogelatina tefiida con

fucsina basica. (Segun anexo 3).

Las preparaciones selladas y debidamente etiquetadas, se almacenaron vy
posteriormente, para garantizar una reproductibilidad de las lecturas, todos los portas
se trasladaron al Departamento de Biologia Vegetal II de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense de Madrid donde fueron evaluados por una bidloga técnico
experimentada en la lectura de pdlenes. Para ello se utilizd un microscopio éptico con

lente de inmersion

La metodologia de lectura fue la habitual de la Red Palinocam y de la Red
Espafola de Aerobiologia. De forma que se realizan 4 barridos del porta horizontales y
equidistantes entre si con el objetivo de 40x10 aumentos, segun se refleja en la Figura
IV-16. De esta forma, dependiendo del diametro del campo microscdpico utilizado, se

valora aproximadamente entre un 12 y un 13% de la superficie total(196).

En este barrido se realizo la identificacién morfoldgica de los granos de polen vy el
contaje de los mismos, obteniendo el resultado con la cuantificacion de los tipos
polinicos reflejados en un valor medio diario de granos de polen por metro cubico de

aire.
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Ademas con el fin de poder establecer una comparativa del polen recogido en
Valdemoro, se solicitd a la Red Palinolégica de la Comunidad de Madrid o Red
Palinocam, los datos correspondientes al recuento de pdlenes de las dos estaciones

mas cercanas a Valdemoro, Getafe por el norte y Aranjuez por el sur (Figura IV-17).

Figura 1V-17 Situacion captadores Getafe, Valdemoro y

Avaninin -

De forma que la distancia entre el HUIE y los captadores se refleja en las Figuras 16 A
y B

» Getafe: distancia al Hospital 11,97 Km (Figura IV-18.A).
» Aranjuez: distancia: al Hospital 19,85 Km (Figura IV-18.B).
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Figura 1V-18 16 A: Distancia HUIE Captador Getafe B: Distancia HUIE
Captador Aranjuez.

1V.6.3 Parametros ambientales y contaminantes atmosféricos

Se recogieron los parametros meteoroldgicos y contaminantes atmosféricos
para intentar evaluar cdmo pueden influir cada uno de ellos en la exposicién ambiental

de profilina

Para ello se recogieron los datos de la Red de Calidad del Aire de la Comunidad
de Madrid que registra los niveles de concentracion de los principales contaminantes

atmosféricos, de forma que se puedan definir los niveles de calidad del aire.

El centro de recogida de datos de Valdemoro se encuentra en el Colegio Publico
Pedro Antonio de Alarcon, que esta situado a una distancia de 1,98 km del HUIE

(Figura IV-19).
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Figura 1V-19 Distancia del centro de
recogida de datos al HUIE

Cada centro de calidad del aire recoge y valida diariamente los parametros

registrados en la estacion.
Los datos recogidos fueron:

e Lluvia expresados en I/m2

» Humedad relativa expresada en %

» Temperatura expresada en °C

» Velocidad del viento expresada en m/s

« Radiacion solar expresada en W/m?2

« 0Ozono (O%) expresada en ug/m3

« Presién barométrica expresada en mbar

« Particulas en suspension de menos de 2,5 micras expresadas en jug/m3
« Didxido de nitrégeno (NO,) expresada en pg/ms3

« Mondxido de nitrogeno (NO) expresada en ug/ms3.

IV.7 Estudios clinicos. Registro de sintomas.

Durante el periodo de seguimiento, durante el cual se recogieron los parametros
medioambientales referidos anteriormente, los pacientes realizaron un registro de

sintomas con el fin de intentar correlacionar estos datos.
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El periodo de seguimiento en el que los pacientes registraron sus sintomas fue de
un ano. Durante todo este periodo los pacientes siguieron el tratamiento recomendado

por su alergdlogo, conforme a las guias clinicas existentes y al criterio médico.

Los pacientes cumplimentaron un registro de sintomas diario. En este registro
se recogid la presencia o no de sintomas segun una escala de severidad de 0 a 3. Tal y

como se habia realizado previamente en otros estudios(94,197).

La intensidad de la escala de sintomas se les explicd a los pacientes de la

siguiente forma:

« 0: ausencia de sintomas evidentes

e 1: un poco (leve, trivial, claramente presente pero no molesto)
0 Obstruccién nasal leve,

Leve hidrorrea acuosa

Estornudos ocasionales

Picor de ojos leve

O O O o

Sensacion disneica
o Tos ocasional

« 2: bastante (moderado, molesto, pero no incapacitante o intolerable)
o Obstruccidon nasal moderada,
o Hidrorrea moderada
o Picor ocular o
o Asma leve

« 3: mucho (grave, incapacitante y/o intolerable)
o Obstruccién nasal completa,

Hidrorrea continua

Estornudos repetidos y frecuentes

Sintomas oculares frecuentes

O O o o

Crisis de asma
Los sintomas que valoraron diariamente se dividieron en tres categorias

» Sintomas oculares
o Picor ocular
0 Lagrimeo

» Sintomas nasales
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Estornudos

Hidrorrea

O O O

Obstruccion nasal
o Picor nasal

« Sintomas bronquiales
o Tos
o Pitos en el pecho

o Ahogo en el pecho.

A lo largo del periodo de seguimiento se programaron tres visitas de cada paciente
con el alergdlogo, con el objetivo de optimizar el seguimiento y recoger los datos
realizados por los pacientes. Las visitas seran segun el siguiente esquema (Figura IV-
20):

« 12 visita de seguimiento: Enero-Marzo coincidiendo con polinizacion de
Cupresaceas

« 23 visita de seguimiento: Mayo-Junio coincidiendo con polinizacion de
Gramineaey Olea europea.

« 33 visita de seguimiento: Septiembre-Octubre

Registro de Sintomas

A
@ @ [ 12 visita 23 yisita 32 visita \
I | |
Periodo de Reclutamiento Periodo de seguimiento
6 meses 12 meses

Figura IV-20 Cronograma: Registro de sintomas

IV.8 Analisis estadistico.

Se han utilizado test de chicuadrado para estudiar la relacion entre las
variables del estudio. El test de Mann-Whitney para comparar los valores obtenidos en
los diferentes grupos. Se han utilizado modelos de regresion lineal y regresion logistica
para evaluar la relaciéon de variables con la intensidad y presencia de sintomas
respectivamente. Se utilizaron graficos de dispersién y se calculd el coeficiente de
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correlacion de Spearman para evaluar la concentracion de IgE y la intensidad de los
sintomas. Se utilizd el software GraphPad Prims 7 (La Jolla, CA, USA) y OpenEpi
(http://www.openepi.com)

Para realizar el andlisis de las correlaciones entre las determinaciones
serdlogicas de IgE especifica a profilina, se transformaron las variables con logaritmos
para corregir la asimetria positiva de la distribucién de los datos. Sobre los datos
transformados con logaritmos se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson, su
intervalo de confianza al 95% y su valor de p. Para comparar las tres variables
correlacionadas en funcién del resultado de Inmublot, se agruparon todos los valores
en la categoria de positivos y se obtuvieron las frecuencias de negativos y positivos en
funcidon del resultado de inmublot, de esta forma se realizd las comparaciones con la

prueba exacta de Fisher.

La mayoria de los analisis estadisticos se llevaron a cabo con la colaboracion del
Instituto de investigacion Fundacién Jiménez Diaz. Ademas en algunos parametros

también colabor6 Departamento de I + D del Laboratorio Leti.

IV.9 Consideraciones éticas.

Este estudio se realizd de acuerdo con los principios establecidos en la
declaracién del Helsinki del 2008 (World Medical Association Declaration of Helsinki.,
2013). El estudio fue evaluado y aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica

del IIS Fundacion Jiménez Diaz. Anexo 3.

Todos los pacientes que participaron en el estudio recibieron informacion
adecuada del mismo y tuvieron tiempo necesario para realizar las preguntas
oportunas. Finalmente dieron su consentimiento por escrito para la realizacion del
mismo. Los documentos de solicitud de consentimiento que se ofrecieron a los
pacientes y representantes, tanto a los casos como a los controles asi como los

asentimientos, se pueden revisar en el anexo 1V.

Toda la informacidon que se obtuvo del estudio fue tratada de forma
confidencial, se llevd a cabo conforme a la Ley Organica 15/1999 del 13 de diciembre
sobre la protecciéon de los datos de caracter personal. De forma que los datos
derivados del estudio de cada paciente fueron identificados mediante un sistema
alfanumérico de codificacion interna, nunca con datos personales. Solo el investigador

podia relacionar estos datos con la historia clinica de los pacientes.
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V. RESULTADOS
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V.2 Caracteristicas basales de la poblacion

V.2.1 Datos epidemiologicos

Se incluyeron 85 pacientes con rinitis y/o conjuntivitis y/o asma alérgica por
sensibilizacion a polenes que cumplian los criterios de inclusion y firmaron el
consentimiento informado. De todos ellos, 55 pacientes presentaron una prueba
cutdnea en prick positiva a profilina, por lo que fueron considerados casos y, 30
pacientes presentaron una prueba cutanea con profilina con resultado negativo, por lo

que fueron considerados controles.

La edad de los pacientes presentd un rango entre 14 y 48 aiios, siendo la media

de edad de 29,9 anos y una mediana de 31 afios, con una DE de 8,7.

La distribucidn de la edad de los pacientes se muestra en la Figura V-1

Figura V-1 Distribucion de la edad en los pacientes del estudio
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La edad media de los casos fue 28,8 con mediana de 31 DE 8,6. La media de
los controles fue de 31,8 con mediana de 33,5 con DE 8,7. Estas diferencia en la edad
media de los grupos de casos y controles no fueron ES (p= 0.132) (Tabla V-1 y Figura
V-2).

Figura V-2 Distribucion de la edad en casos y contro  les.

Desviacion
Mediana .
Estandar

m 28,8 31 8,6
W 31,8 33,5 8,7

Tabla V-1 Edad media en casos y controles

En cuanto al sexo la muestra estaba formada por 49 mujeres (57,6%) y 36
varones (42,3%). En los casos la distribucién fue de 60% de mujeres (33 casos) y 40
% varones (22 casos), mientras que en los controles fueron 53 % mujeres (16) y 47%

varones (14) Sin que estas diferencias fueran ES (P = 0.715) (Tabla V-2 y Figura V-3).

| Sexo  |varones| mujeres |Total
m 22 33 55
m 14 16 30
36 49 85

Tabla V-2 Sexo en casos y controles
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Figura V-3 Sexo en casos y controles

V- Resultados

El 40 % de los pacientes (34) presentaban antecedentes familiares de atopia,

siendo un 47,3 % (26 pacientes) entre los casos y un 26,7% (8 pacientes) en los

controles, diferencias no significativas (p= 0.105) (Tabla V-3).

Antecedentes familiares de
. Total
atopia
Si No

Un 2

padre padres
8 18 29 55
2 6 22 30
Total 10 24 51 85

Tabla V-3 Antecedentes familiares de atopia

V.2.2 Patologia Respiratoria.

El 100 % de los casos y 96,6 % de los controles presentaban rinitis alérgica.

La clasificacion de la rinitis en cuanto a gravedad y duracién segun la guia

ARIA, se refleja en la Tabla V-4.

-102-



V- Resultados

| [Leve [Moderada [ Grave | Intermitente | Persistente |
33 0, 0, 0, 0,
(6o 21(38%)  1(18%) 5(9.1%) 50(90,9%)

7 0 0
(24.1%) 22(75,9%) 0 0 29 (100%)

Tabla V-4 Clasificacion rinitis gravedad y duracion

La gravedad de la rinitis fue algo superior en los controles, de forma que estas

diferencias estadisticamente significativas (p= 0.003) (Figura V-4).

Figura V-4 Distribucion gravedad de rinitis.

La Clasificacion de la rinitis segun la guia ARIA se refleja en la siguiente Tabla
V-5 y Figura V-5
Moderada-

Moderada-Grave
Grave

Intermitente | Persistente . Persistente
Intermitente

2 (3,6%) 32 (58%) 4 (7,3%) 17 (30,9%)

0 7 (24,1%) 0 22 (75,9%)

Tabla V-5 Clasificacion de la rinitis segun la guia ARIA.
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Los pacientes presentaban un tiempo de evolucién de la rinitis que iba de 2 a
20 anos con una evolucion media de 8,81 afios y una mediana de 8 afos sin que se

encontrasen diferencias ES entre los casos y los controles (Tabla V-6).

Desviacion

Mediana estandar

TotaI
muestra

[ Casos XD 8 4,92 2 20
| Controles |1 5 6,15 2 20

Tabla V-6 Tiempo de evolucién de la Rinitis (afios)

8,8 8 5,34 2 20

La distribucion de las frecuencias de duracion de la evolucidon de la rinitis en
todos los pacientes, en los casos y en los controles se puede observar en las Figuras V-
6y V7.

Figura V-6 Distribucion del tiempo de evolucion de la rinitis en los pacientes del
estudio
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Figura V-7 Distribucion del tiempo de evolucion de la rinitis en casos y controles

El 100 % de los casos y el 96% de los controles presentaban conjuntivitis
alérgica.

El 75,3% de los pacientes presentaban sintomas bronquiales, con una

distribucién del 72,7 % de los casos (40 pacientes) y un 80 % de los controles (24

pacientes). Diferencias no ES (p= 0.631)

El tiempo de evolucion de los sintomas bronquiales de los pacientes al inicio del
estudio tenia una media de casi 5 afios, siendo superior en los casos con una media de
5,9 con DE 5,04 que en los controles con media de 3,46 afios de evolucion DE 3,48
siendo esta diferencia ES p<0,05 (Tabla V-7).

e e T o e L
64 4,98 3 4,65 1 20
| casos | 40 5.9 4 5,05 1 20
| controles | 24 3,46 2 3,48 1 15

Tabla V-7 Tiempo de evolucién del asma

La distribucién del tiempo de evolucion desde el inicio de los sintomas
bronquiales en todos los pacientes, en los casos y en los controles se puede observar

en las Figuras V-8 y V-9.
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Figura V-8 Distribucion del tiempo de evolucion del asma

Figura V-9 Distribucién del tiempo de evolucion del asma en casos y controles.
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La mayoria de los pacientes (28) presentaba un asma intermitente (43,7% de
los pacientes con asma), 22 pacientes (34,4%) presentaba un asma persistente
leve y 14 pacientes (21,9%) presentaba asma persistente moderado. Ningun paciente

presentaba asma persistente grave.

La clasificacion de la gravedad del asma se distribuyé entre los casos y
controles segun la siguiente tabla y grafica, sin que se encontraran diferencias ES (P =
0.377) (Tabla V-8 y Figura V-10).

Persistente | Persistente | Persistente
Intermitente Total
Leve Moderada Grave
15(37,5%) 16(40%) 9(22,5%)

m 13(54,2%) 6(25%) 5(20,8%) 0 24

Tabla V-8 Clasificacion de la gravedad del asma.

Figura V-10 Distribucion de la clasificacion de gravedad del asma de
casos y controles.
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Por otra parte 30 pacientes (46,9% de los pacientes con asma) presentaban un
asma controlada, 32 pacientes (50%) presentaba un asma parcialmente controlada y 2

pacientes (3,1%) presentaba un asma no controlado al inicio del estudio.

La distribucién de los pacientes en cuanto al control del asma se distribuyd

entre los casos y controles segun la siguiente tabla y grafica. Las diferencias no fueron
ES (P = 0.651) (Tabla V-9 y Figura V-11).

Parcialmente
Controlada Total
controlada | controlada

19 (47,5%) 19 (47,5%) 2 (5%)

m 11 (45,8%) 13 (54,2%) 24

Tabla V-9 Clasificacion control del asma

Figura V-11 Distribucién ¢ lasificiacion control del asma
V.2.3 Alergia a alimentos.

La alergia a alimentos fue estadisticamente mas significativa en los casos que en
los controles, de forma que 45 de los casos (81,82%) presentaba alergia a alimentos y
solo 3 de los controles (10 %) (p<0.001)

La clinica mas frecuente que presentaban los casos fue el sindrome de alergia
oral, que la presentaban 42 pacientes (93,3% de los alérgicos a alimentos) 3 pacientes
(6,6%) presentaban urticaria y dos pacientes (4,4%) presentaban anafilaxia. Tabla V-
10
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De los 3 controles que presentaban alergia a alimentos uno presentaba sindrome

de alergia oral, otro paciente presentaba urticaria y otro anafilaxia.

N Alergia a SAO | Anafilaxia
Alimentos
55 45 42 2

Casos

30 3 1 1
43

Tabla V-10 Alergia a alimentos. Clinica casos y controles

Por lo tanto, en nuestro estudio, la presencia de sindrome de alergia oral se
asocio de forma ES con pacientes sensibilizados a profilina. De los 43 pacientes que
presentaban sindrome de alergia oral 42 (97,7 %) pertenecian al grupo de los casos y

solo uno al de los controles (p<0.001).

En el caso de las anafilaxias dos de los casos (3,6%) la presentaba y uno de los

controles (3,3%) sin que esta diferencia sea ES.

El alimento mas frecuentemente implicado en la alergia a alimentos fue el melén,
41 de los casos (74,5 %) seguido de la sandia con 20 de los casos (36,4 %) 11 casos
(20%) referian sintomas con kiwi, 10 con melocotdn (18,2%), 10 con platano (18,2%),
8 de los casos con pifia (14,5%), 8 de los casos con tomate (14,5%), 6 con manzana
(10,9%) al igual que con pera y naranja, 3 casos con cereza, 3 casos con frutos secos,
2 con fresa, y solo en un caso referian sintomas con aguacate, uva, mandarina.

chirimoya, granada (Tabla V-11).

41
42

1 (3,3%)
(74,5%)
20
20
(36,4%)
m 12 11 (20%) 1 (3,3%)
10
Melocoton 10
(18,2%)
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(18,2%)
8
8
(14,5%)
8
Tomate 8
(14,5%)
6
6
(10,9%)
6
6
(10,9%)
6
6
(10,9%)

3 3 (5,4%)

5 3(54%) 2 (6,6%)

2 2 (3,6%)

1 1(1,8%)
Mandarina 1 1(1,8%)
Granada 1 1(1,8%)
Chirimoya 1 1(1,8%)
Aguacate 2 1(1,8%) 1(3,3%)

Tabla V-11 Alimentos implicados en alergia a alimentos

Los dos casos que presentaron anafilaxia, el alimento referido por los pacientes
en un caso fue el mango y en otro caso la avellana. El paciente control que habia

referido una anafilaxia el alimento implicado fueron los frutos secos

V.3 Estudio in vitro

Se realizaron los estudios in vitro en 51 casos y en 28 controles, ya que hubo 6
pacientes (4 casos y dos controles) que fueron excluidos de este analisis porque no se

llegaron a realizar extracciéon sanguinea.

Los resultados de los valores de rPhl p 12 y rBet v 2 de los casos se presentan en
la Tabla V-12.

-110-



V- Resultados

Suero de | rPhpp 12 | rBetv?2
los casos (kUA/L) (kUA/L)
N I

Caso-2

--

Caso-4

--

Caso-6

--

Caso-8

--

Caso-10

--

03

--

--

5

--

--

--

Caso-22

--

i

--

s

--

Caso-28

--

7
o[RS
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8,99 10,3

Caso-34 4,94 5,31

Caso-36 3,76 5,13

Caso-38 0,66 1,24

Caso-40 n n

Caso-42 65,3 55,
Caso-44 n n

Caso-45
Caso-46
Caso-47
Caso-48
Caso-49
Caso-50
Caso-51

—

Tabla V-12 Valores de rPhl p 12 y rBet v 2 de los casos (n: no detectado)

En este caso se encontrd una correlacién ES (p<0,001)) entre los valores rPhl p
12 y rBet v 2 de los casos con un coeficiente de correlacion de Pearson de 0,97 con un
IC 95 % (0,95-0,99) Segun se refleja en la Figura V-12.
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Figura V-12 Correlacion entre rPhl p 12 y rBet v2 medido
por InmunoCAP ® en los casos.

Segun este estudio realizado por InmunoCAP®, rPhl p 12 fue positivo en 39
pacientes, el 74,5 % de los casos. De igual forma rBet v 2 fue positivo en 42 pacientes,
el 82,3% de los casos. Obteniéndose un 96 % de concordancia entre las dos profilinas
en términos cualitativos, es decir presencia o no de IgE especifica a profilina en cada
uno de los andlisis. En todos los controles el resultado fue negativo para ambas

profilinas.

La Media de deteccion de rPhp p 12 fue de 4,8 kUA/L, con una mediana de 1,7
(DE 10,04) y un rango de 65,30 (Figura V-13).

En el caso de IgE especifica para rBet v 2 la media fue de 6,2 kUA/L, la
mediana de 1,8 con una DE (10,81) y el rango de 55,10 (Figura V-13).
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Figura V-13 IgE especifica a Phlp 12y Betv 2

De entre los casos en los que no se detectd IgE especifica a profilina, en nueve
de los pacientes estos resultados negativos fueron concordantes, siendo negativos
ambos alérgenos (casos, 20, 28, 29, 35, 40, 41, 44, 47 y 48), solo en dos casos fue
positivo para rBet v 2 y negativo para rPhl p 12 (caso 4 y caso 46) siendo en estos

casos los valores de rBet v 2 muy limitrofes 0,36 y 0,37 kUA/L respectivamente.

Adicionalmente se realizd un estudio de deteccion de IgE especifica al alérgeno
purificado (Pho d 2) marcado con biotina, cuyos resultados se muestran en la Tabla V-

Pho d 2
Biot (kUA/L)

0,36
0,52
0,51
n
n
0,63
3,15

-114-



Caso 8

Caso 9

Caso 10
Caso 11
Caso 12
Caso 13
Caso 14
Caso 15
Caso 16
Caso 17
Caso 18
Caso 19
Caso 20
Caso 21
Caso 22
Caso 23
Caso 24
Caso 25
Caso 26
Caso 27
Caso 28
Caso 29
Caso 30
Caso 31
Caso 32
Caso 33
Caso 34
Caso 35
Caso 36
Caso 37
Caso 38
Caso 39
Caso 40

1,15

1,81

n
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Casod1 |
Imﬁl 0,84
Caso 44 n
Caso 46 n
=

n
n
Caso 50 I
Caso51 |

Tabla V-13 IgE especifica frente a profilina Pho d 2 marcada con Biotina (n: no
detectado)

En este caso se detectd IgE especifica frente a profilina Pho d 2 marcada con
Biotina en 35 de los casos 68,6 % de los casos. Con un rango de 0 a 38,20 kUA/L. Una
Media de 2,5 y una mediana de 0,51 kUA/L (DE: 6,02).

Se observd una correlacion ES (p<0,001) de los valores de la IgE especifica
frente a profilina Pho d 2 marcada con Biotina tanto con respecto a los valores de rPhl
p 12 como a los de la rBet con una correlacion de 0,83 (IC95% 0,67-0,91) y R=0,82
(IC 95% 0,66-0,91) respectivamente tal y como se muestra en las Figuras V-14 y V-15.
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Figura V-14 Correlacion IgE especifica frente a profilina
Pho d 2 marcada con Biotina con rPhl p 12 medido por
InmunoCAP ® en los casos.

Figura V-15 Correlacion IgE especifica frente a profilina
Pho d 2 marcada con Biotina con rBet v2 medido por
InmunoCAP ® en los casos.
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Se obtuvo una concordancia en términos cualitativos (presencia o no de IgE
especifica a profilina) con las pruebas realizadas en InmunoCAP® del 86,3% para rPhl
p 12 y del 82,3% para rBet v 2. Si bien, no se detectd IgE especifica a profilina Pho d 2
en ninguno de los pacientes en los que no se detectd IgE especifica, para rPhl p 12 y/o
rBet v 2 (los once casos comentados en la Tabla V-12). Ademas hubo otros 7 pacientes
que resultaron positivos en la deteccidn de IgE especifica a rPhl p 12 y rBet v 2 que no
se detectd IgE especifica frente a Pho d 2 (Casos 5, 12, 15, 16, 24, 26 y 50)

Se realizd /inmunoblot con los sueros de todos los pacientes, observandose en
42 de los casos (82,4%) una banda en torno a 14 kDa tal y como esta descrito para

Pho d 2(118). Los resultados se muestran en las siguientes Figuras V-16 a V-19.

Figura V-16 Inmunoblot con profilina puri  ficada (Pho d 2) 3ug/carri | en fase sdlida
de casos 1-13.
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Figura V-17 Inmunoblot con profilina puri  ficada (Pho d 2) 3ug/carri | en fase sélida de
casos 14-26.

Figura V-18 Inmunoblot con profilina  purificada (Pho d 2) 3ug/carril en fase sélida  de
casos 27-39.
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Figura V-19 Inmunoblot con profilina purificada (Pho d 2) 3ug/carril en fase sélida de
casos 40-51.

En nuestro estudio también se encontrd una relacion estadisticamente
significativa (p<0,001) entre los resultados del inmunoblot con profilina purificada (Pho
d 2) y las tres determinacién séricas de profilina (rPhl p 12, rBet v 2 medidos por
InmunoCAP® e IgE especifica frente a profilina Pho d 2 marcada con Biotina) tal y

como se refleja en la Tabla V-14.

Variable | Negativo | Positivo |
<0.001
8(100.0%) 3 (7.1%)
DONTEETT | 0(0.0%) | 39(92.9%)

<0.001
7(87.5%)  1(2.4%)
PONIETTE  1(12.5%)  41(97.6%)

<0.001
8(100.0%) 10 (23.8%)

|- Positivo

0 (0.0%) 32 (76.2%)

Tabla V-14 Correlacion inmunoblot con rPhlp 12 ,rBet v2yPhod 2,
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En términos cualitativos esta técnica fue concordante con las anteriores. De
forma que coincidio en 94,1 % tanto con rPhl p 12 como con rBet v 2 y en un 78,4 %

con la profilina Pho d 2 marcada con biotina.

Hubo 7 de los casos (13,7%) en los que no se detectd IgE especifica a profilina
por ninguna de las 4 técnicas /n vitro que se realizaron (casos: 28, 29, 40, 41, 44, 47 y
48).

Solo en los casos 20 y 35 que fueron negativos por ImmunoCAP se reconocio
una banda en el inmunoblot aunque débil. Al contrario en el caso 46 fue negativo por
inmunoblot y positivo a rBet v 2 pero con valores cercanos al limite de la positividad
(0,37 kUA/L).

En las tablas V-15 y V-16 se muestra la concordancia entre los casos por las

cuatro técnicas in vitro realizadas.

N° de casos

Pho d 2
(% de .

Biot
casos)

W 51 (100%) 49 (96,1%) 44 (86,3%) 48 (94,1%)

42,
49 (96,1%) 51 (100%) 48 (94,1%)
(82,3%)

44 (86,3%) 42 (82,3%) 51(100%) 40 (78,4%)
48 (94,1%) 48 (94,1%) 40 (78,4%) 51(100%)

Tabla V-15 Correlacion cualitativa entre las técnicas de deteccion de IgE
especifica a profilina.

rPhp p

rBetv 2 Phod 2 | Inmublot
kU A /L (kUA/L) Biot Phod 2

[ Caso-1 |G 0.75 036  POSITIVO
Xl 102 0.72 052  POSITIVO

0.76 0.8 0,51 POSITIVO

| Caso-3 |
m Negativo 0.36 _ POSITIVO
| Caso-5 | 0.71  [Negativo | POSITIVO
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Caso-6 1.83 POSITIVO
____

1,15 POSITIVO

____
81 POSITIVO
____
POSITIVO
____
29 POSITIVO
____
5.11 POSITIVO
____
26 POSITIVO
____
(Negativo " [Negative " [Negativo | PosiTIvVO
____
Negativo

Caso-22 POSITIVO

____
Negativo

Caso-24 POSITIVO

____
Caso-26 1.9 POSITIVO

____
Negativo  Negativo  Negativo  Negativo
____

Caso-30 7. POSITIVO

____

Caso-32 8.9 POSITIVO

____

Caso-34 4.9 1,92 POSITIVO

____

Caso-36 3.7 POSITIVO

____
Caso-38 0.6 POSITIVO

____
Negativo  Negativo  Negativo  Negativo
____
Caso-42 65.3 8,2 POSITIVO

Caso-43 ____
Caso-4 ‘Negativo  Negativo  Negativo

T 138 e poso
037  [egatval INegeEa
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| Negatio  Negativo  Negativo  Negatvo
Negativo  Negativo  Negativo  Negativo
10.6 17.1 035  POSITIVO
| Caso-50 [IPIS 1.64  [Negatwel PosiTivO
252 5.97  |Negativo  POSITIVO

Tabla V-16 Resultados de técnicas in vitro.

Por otra parte, en ninguno de los sueros de los pacientes controles se detectd
ninguna banda en el inmunoblot. Tampoco se detectd IgE especifica a rPhl p 12, rBet v
2 ni a Pho d 2 marcada con biotina en ninguno de los controles.

Por ultimo, la mediana de IgE total de los casos en la inclusion fue de 264

KU/L, siendo significativamente superior a los controles (91 KU/L) p = 0.002.

V.4 Estudios in vivo

V.4.1 Pruebas cutaneas

El valor medio del tamafio de las papulas del prick a profilina de los pacientes

sensibilizados a profilina fue de 32.9+23.1 mm2.

El 100 % de los casos y el 100% de los controles estaban sensibilizados a algun
polen. Los epitelios de animales fueron los siguientes alérgenos con mayor frecuencia
de sensibilizacion en las pruebas cutaneas, 56,47%, (58,18% de los casos y 53,33%
de los controles, diferencias no ES (p=1) En el caso de los acaros fueron 28,23 % los
pacientes sensibilizados, 27,27% de los casos y 20% de los controles sin que estas
diferencias fueran ES (p=1). El 21,18 % de los pacientes estaban sensibilizados a
hongos, sin que hubiera una diferencia entre los casos y controles (21,81% y 20%
respectivamente (p=0,98). El 58% de los casos y el 53 % de los controles estaba

sensibilizado a epitelios, sin que esta diferencia fuera ES (p=0,84)(Tabla V-17).

| casos |  Controles | Toal |
Ne % Ne % Ne %

55 100 30 100 85 100

12 21,81 6 20 18 21,18

15 27,27 9 30 24 28,23

32 58,18 16 53,33 48 56,47
Tabla V-17 Resultados pruebas cutaneas a grupos de inhalantes.
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Las pruebas cutaneas que fueron positivas en mayor porcentaje de pacientes
fueron Secale (95,29%) Lolium (94,12%) mezcla de gramineas 92,94% seguidos del
Olea (83,53%), Cynodon (78,82%), Platanus (56,47%) Cupressus (55,29 %)
(Tabla V-18).

La sensibilizacién a algunos podlenes demostrada por prueba cutanea en prick
fue significativamente superior en los casos que en los controles, como fue el caso de
Cynodon, (p<0.001). Platanus (p<0.001) y Parietaria (p<0.03).

El epitelio mas frecuentemente encontrado fue el epitelio de perro (51%)
seguido del gato (36,47%) sin que hubiera diferencias ES entre los casos y los
controles. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en casos y
controles (Tabla V-18).

La Alternaria fue el hongo que fue mas veces positivo en las pruebas cutaneas
(20% seguidos de Aspergillus (5,88%) y Cladosporium, solo en 3 pacientes, sin que

hubiera diferencias ES entre los casos y los controles (Tabla V-18).

El caso de los acaros fue el D. farinae el que presento mas positividades en las
pruebas cutaneas seguidas del L. destructor y el D. pteronnysinus (20%, 17,65% vy
12,94% respectivamente) Sin que se encontrasen diferencias ES ente casos y controles
(Tabla V-18).

| cass | Controles | __Total | p |
NO NO NO

[ ] % % %

i':z“c‘l':eas 51 92,73 2800 9333 7900 92,94  1.000
52 94,55 2800 93,33 80,00 9412  1.000
53 96,36 2800 9333 81,00 9529  0.611
50 90,91 17,00 56,67 67,00 78,82  0.001
47 85,45 24,00 80,00 71,00 8353  0.551
32 58,18 1500 50,00 47,00 5529  0.555
43 78,18 5,00 16,67 4800 56,47  0.000
12 21,82 1,00 3,33 13,00 1529  0.028
28 50,91 9,00 30,00 37,00 4353  0.103
11 20,00 6,00 20,00 17,00 20,00  1.000
4 7,27 1,00 3,33 5,00 588  0.652
2 3,64 1,00 3,33 3,00 353  1.000
6 10,91 5,00 16,67 11,00 12,94  0.508
10 18,18 7,00 2333 17,00 20,00 0.777
8 14,55 7,00 2333 1500 17,65 0.473
(Perro | 52,73 1500 50,00 44,00 51,76  0.989
(Gato  [PA 38,18 1000 33,33 31,00 3647 0835
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Tabla V-18 Resultados pruebas cutaneas a alérgenos.

En nuestra muestra, el 88,2 % de los pacientes (75) presentaban sensibilizacion
a 3 o mas inhalantes, Esta polisensibilizacion era del 94,5 % en los casos y del 76,7%
de los controles, siendo esta diferencia ES (p = 0.029) (Tabla V-19).

Polisensibilizados Inhalantes

Si No Total

Tabla V-19 Polisensibilizados a Inhalantes.

El nUmero de sensibilizaciones a inhalantes fue mayor en los casos que en los
controles de forma ES (p = 0.029). La mediana de nimero de sensibilizaciones en los
casos fue de 5 y en los casos de 4 (Tabla V-20 y Figura V-20).

30 4,47 4 2,389

Tabla V-20 Media y mediana de sensibilizaciones a inhalantes en casos y
controles.

En la siguiente tabla podemos encontrar las frecuencias de sensibilizaciones de

los casos y controles, encontrandose de nuevo diferencias ES (p = 0.039)

NO
sensib 1 2 3 4 5 7 10 | 11
pélenes
Frecuenc 2 1 8 10 7 7 10 4 4 1 1

ia
Porcentaj 3,6

Casos

145 181 12,7 12, 181 72 7,2 18 18

e S Tl el 2l ol sl 7 7| gl e
Frecuenc
Controle a 3 4 2 9 3 4 2 1 1
S Porcentaj 13,3 13, 33 33 3,3
o 10 3 6,67 30 10 3 6,67 3 3 0 3

Tabla V-21 Numero de sensibilizaciones a inhalantes en casos y controles.
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Figura V-20 Histograma de sensibilizaciones a inhalantes de
casos y controles.

Cuando analizamos exclusivamente las sensibilizaciones a pélenes, encontramos
que el 74,12% de los pacientes presentaba polisensiblizacion a 3 o mas pdlenes. En
este caso si encontramos diferencias ES (p < 0.001) ya que en los casos la
polisensibilizacion fue del 87,3 % mientras que en los controles se encontrd un 50% de
pacientes sensibilizados a 3 0 mas pdlenes (Tabla V-22).

Polisensibilizados Pélenes

Si  No Total
Casos 48 7 55
Controles 15 15 30
Total 63 22 85

Tabla V-22 Polisensibilizacién a pélenes en casos y controles.
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El nimero de sensibilizaciones también fue mayor en los casos de forma ES (p
< 0.001) segun se refleja en la Tabla V-23 y Figura V-21. La mediana de

sensibilizaciones a pdlenes fue de 4 en los casos y de 2,5 en los controles.

o .
- leenSIb I
pélenes

<
)
o
)
S
)

Porcentaje 9,1 20,0 30,9 255 10,9 100

Casos

Porcentaje 40 16,7 26,7 3,3

Controles

Tabla V-23 Numero de sensibilizaciones a pélenes en casos y controles.
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Figura V-21 Histogramas de
sensibilizaciones a poélenes de casos y controles

En el caso de las pruebas cutaneas con extractos de alimentos el 42, 35 % de
los pacientes presentaron positividad para algun alimento (58,18% de los casos y
13,33 % de los controles) siendo esta diferencia ES. Las frutas fueron los alimentos
que fueron positivos de forma mas frecuente, siendo el 52,72% de los casos y el 13,33

% de los controles. (p < 0.01). Segun se refleja en la Tabla V-24.

. Frutos Otros Otros
Alimentos Frutas :
Secos vegetales alimentos
29 5 4 1

Frecuencia 32

Casos

Porcentaje 58,18 52,72 51 7,27 1,82
Frecuencia 4 4 1 0 0
Controles
Porcentaje 13,33 13,33 3,33
Frecuencia 36 33 6 4 1
Total
Porcentaje 42,35 38,82 7,06 4,7 1,18

Tabla V-24 Frecuencia de alergia a alimentos.

El alimento que resultd positivo en mayor frecuencia en los casos fue el meldn
(50,91% de los casos) seguido de la piel de melocotén 10,91% y el aguacate 9,09 %.
En el caso de los controles el alimento que demostré mas positividades fue la piel de
melocotén (10%) seguido del kiwi (6,67 %). El resto de frecuencias de sensibilizacion
cutanea se pueden ver en la Tabla V-25. La diferencias en las sensibilizaciones en

casos y controles solo fueron ES en el caso del melon.
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| casos | Controles | __Tota | p |
_ -—-—-——

Melocoton Piel 10,91 10,00 10,59 1.000
oae

Pulpa

Manzana P|eI 0.654

-—-—-——

7L 1.000

-—-—-——

50,91 212 0000

-—-—-——

6,67 588 1.000

-—-—-——

333 235 1.000

-—-—-——

235 05421

-—-—-——

333 235 1000

-—-—-——

333 235 1.000

-—-—-——

235 0542

-—-—-——

Plpa de girasol 1,18 1.000

-—-—-——
B 0sa
-—-—-——
118 1000
ambs ——ETEY S S S Sy o

Tabla V-25 Sensibilizacién a alimentos en casos y controles.

La prueba cutanea con extracto de latex fue positiva en 5 pacientes (5,88 %) 4
casos y 1 control (7,27% y 3,33 % respectivamente) Diferencias no ES (0.654).

Las pruebas cutaneas con panalérgenos fueron positivas en el 8,24 % para LTP
y en 22, 35 % para la polcalcina. Encontrandose diferencias en la distribucion de casos
y controles tal y como se reflejan en la Tabla V-26 que fueron significativas para el
caso de la polcalcina (p=0.005) pero no para la LTP (p=0.413).
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1 | LTP__|Polcalcina

Porcentaje 10,91 32,73

Casos

Controles

Porcentaje

Porcentaje 8,24 22,35
Tabla V-26 Sensibilizacion a panalérgenos en casos y controles.

Total

Relacionamos la clinica de sindrome de alergia oral con frutas de los casos con
las pruebas cutdneas realizadas en esos pacientes, observando que la prueba cutanea
con extracto de meldn tenia una baja sensibilidad y especificidad para SAO por meldn
(56% y 54 % respectivamente), El resto de valores de sensibilidad y especificidad para
las frutas que con mas frecuencia produjeron Sindrome de alergia oral se reflejan en la
Tabla V-27.

---——--

PC -

-————-_

Sensibilidad  Especificidad VPP

_____-_

PC +

_____-_
Total

I _____-_
SAOSi SAOno  Total
-————-_

PC-

-------

Sensibilidad  Especificidad VPP

-------
Meloc
PC +
-————-_
] -————-_

Al SAOSi SAOno  Total 0.1 0,97 0,33 0,95
Meloc.

____—__
(PC- |
____—__

Sensibilidad  Especificidad VPP

_______

_______
10
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Tabla V-27 Medidas de validez de alergia a frutasy  sindrome de alergia oral.

V.4.2 Prueba de provocacion conjuntival.

Se realizd la prueba de provocacién conjuntival con profilina Pho d 2 purificada

en un subgrupo de pacientes, en 10 casos y en 5 controles.

La prueba fue positiva en 9 de los 10 casos y negativa en los 5 controles Los

resultados se muestran en la Tabla V-28.

Resultado

Concentracion | Puntuacion | Efectos

Pacientes de
Adversos
Prueba

I Pt 3 2 o

————

————

Positiva POC, E

____

————

Caso-46 Positiva

Control-7 Negativa

————

Control-13 B\ CeE)!

Tabla V-28 Prueba de provocacién conjuntival con Profilina Pho d 2 purificada.
(*» No produjo una respuesta positiva; E: estornudos, R: rinorrea, PP prurito
palatino, POC: prurito en ojo contralateral)

Las concentraciones de Profilina Pho d 2 a las que se produjo el resultado

positivo en los 9 pacientes positivos se reflejan en la Figura V-22.
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Figura V-22 Concentracién de Profilina Pho d2 a la que se produjo el
resultado positivo en los 9 casos positivos.

La puntuacién de los pacientes en cada una de las valoraciones se refleja en la Tabla
V-29.

Enrojecimiento | Lagrimeo Puntuacién
J 9 total

| Caso-13 PRERREREER el e
| Caso-15 | 2 3 0 9
-————

7

-————
Caso-33
m-____

4

-————

-————

Control-7

-————

Control-13

-————

Tabla V-29 Puntuacién en prueba de provocacion conjuntival con Pho d 2
purificada.
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La media de puntuacién de sintomas en la provocacion conjuntival con Pho d 2

purificada en casos y en controles fue ES (p<0.01) se refleja en Figura V-23.

Figura V-23 Media de puntuacion de sintomas en provocacion
conjuntival con Pho d2 purificada.

Ademas, en algunos pacientes, 5 controles (50%) y en 1 caso (20%) se
produjeron efectos adversos tales como sintomas nasooculares, prurito ocular bilateral
y prurito palatino, tras la prueba de provocaciéon conjuntival con Pho d 2 purificada.

Ninguno de los pacientes presentd sintomas respiratorios con la prueba (Figura V-24).

M Casos M Controles
4
4 -
3
3 -
2 -
1 1
1 -
0 0 O 0
0 A I I I 1
Prurito ojo  Sint Nasales Sint. Prurito
contral. Respiratorios Palatino

Figura V-24 Efectos adversos con prueba de provocacion
conjuntival con Pho d 2 purificada.
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V.4.3 Prueba de provocacion bronquial especifica.

Se realizd prueba de provocacidon bronquial especifica (PPBE) con profilina de
palmera Pho d 2 purificada en un subgrupo de pacientes, de forma que se realizo la

PPBE en 20 casos y en 10 controles.

Los resultados de la PPBE con extracto de profilina Pho d 2 purificada se

muestran en la Tabla V-30 para controles y Tabla V-31 para casos.

Descens

o del| Ultima Sintoma
FEV1 concentrac] PC20 | Resultad]| s
(%) con| ion o de la] adicional

respecto| profilina prueba | es
a basal | (mcg/ml)

338 351 262 254 5 7,48  Positivo Dol
ED, T

1,87 1,78 127 28,7 5 6,33  Positivo n

3 301 235 21 10 18,67 Positivo D, PB, T

314 3,02 217 281 5 7,32  Positivo n

262 259 244 58 20 Negativo n

264 231 167 277 2,5 3,24  Positivo EN’ o

235 234 184 214 0,31 0,43  Positvo T,N

286 29 2,09 28 10 12,86 Positivo ON

294 299 226 244 1,21 1,46  Positivo E, SO

314 319 255 201 20 39,36 Positivo n

425 433 346 20 10 19,77 Positivo E, D, PB

302 307 216 297 20 26,96 Positivo PB

415 407 313 231 2,5 2,98  Positivo n

335 336 244 274 2,5 3,45  Positivo n

317 3,02 19 358 1,25 1,27  Positivo O B
E, SO

238 227 175 265 2,5 3,96  Positivo PB, C
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[ ) E FE F E) —

Caso efesl 2,61 2,55 Positivo n
Caso s 3,96 3,93 2,9 Positivo n

Media
(DE)

Tabla V-30 PPBE con Profilina de palmera Pho d 2 purificada en casos. Ninguno
(n), obstruccion nasal (ON), Rinorrea acuosa (RA), Estornudo (E), Tos (T), Disnea
(D), nauseas (N), mareo (M), sintomas oculares (SO), prurito en boca, labios y/o
faringe (PB).

Descenso| ,
Ultima .
del FEV1 .
FEV1 concentraci Sintomas
_ (%) con Resultad -
Controles Basal . on de adicional
respecto - 0
(L) profilina es
a basa
(mcg/ml)

AUt A S S N [ m—

ohlplie]SeVI 3,66 3,7 3,4 39,83 Negativo AM

COnoro8 --------

269 279 28 39,83 Negativo n

Coniorz --------

ohnlie Bkl 4,07 4,11 39,83 Negativo n

ConoHS --------

3,78 39,83 Negativo n

Contior2s --------

Control i 4,25 4,1 39,83 Negativo n

Tabla V-31 PPBE con Profilina de palmera Pho d 2 purificada en controles.
Ninguno (n), Aumento de la Mucosidad (AM)
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En las Tablas V-32 y V-33 se describen y se comparan los valores que tomaron
las variables espirométricas en los grupos de casos y controles. Las variables se
describieron mediante la media y la desviacién estandar. Los valores FEV1 se
compararon mediante la prueba de la t de Student, mientras que los porcentajes de
descenso se compararon mediante la prueba de Mann-Whitney debido a la falta de

normalidad de los datos.

No existieron diferencias ES entre la FEV1 Basal y tras diluyente de los

pacientes sensibilizados a profilina y los controles (Tabla V-32).

Media DE  Media DE Valor p
FEV1 basal 3,428 0,599 3,111 0,640 0.203

FEV1

3,368 0,616 3,078 0,676  0.264

diluyente

Tabla V-32 FEV1 basal y tras diluyente.

Tras la realizacion de la PBBE con profilina en el grupo de casos, el FEV1 final
presentd una media de 2,337 litros (DE 0.55) lo que supone un descenso de 24,28 %
(DE 5,85). Mientras que en el grupo de los controles el FEV1 final fue de 3,199 (DE
0.552) con un descenso de 5,06 % (DE 3,93)Por tanto, esta comparacion mostrd una
diferencia ES (p< 0.001) tanto en la FEV1 final como en el % de descenso en los dos
grupos (Tabla V-33).

Media Media Valor p
FEV1 final (L) 3,199 0,552 2,337 0,55 <0.001

% de
5,06 3,93 24,28 5,85 <0.001

descenso

Tabla V-33 FEV1 finales y porcentaje de descenso tras PPBE.
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En la Figura V-25 se muestran los porcentajes de caida del FEV1 tras la
realizacion de la PPBE con profilina, de cada uno de los casos tras la PPBE ordenados

de menor a mayor concentracion.

Figura V-25 Porcentaje de descenso del FEVI de los casos tras
la PPBE con profilina

Las concentraciones finales de profilina que produjeron un descenso del FEV1
mayor del 20% presentaron una mediana de 5 mcg/ml. La distribucién de estas

concentraciones se puede ver en las Figuras V-25 y V26.

Figura V-26 N° de casos positivos en cada una de las concentraciones
finales de profilina.
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Figura V-27 Concentraciones de profilina que produje  ron un resultado positivo
por cada paciente.

La PC20 de las PPBE con Profilina en los casos tuvo una Mediana de 6,33
Mg/mL, una media de 10,55 pg/mL con una DE de 11,87. Con un rango entre 0,43

Mg/mL y 39,36 pg/mL. Los resultados de la PC20 por paciente se pueden ver en la
Tabla V-34 y Figura V-28.

PC20
L
==
=T

7,48
6,33

m 18,67
m 12,86
m 39,36
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w 19,77
26,96
w 34,99
m 10,55
m 11,87

Tabla V-34 PC20 tras PPBE con profilina.

Figura V-28 PC20 en cada uno de los casos en orden creciente.

Por lo tanto el resultado de la PPBE con profilina fue positiva en 19 de los casos
(95 %) y negativa en el 100% de los controles (Tabla V-35 y Figura V-29).
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Iy L=
m 19 1 20
m 0 10 10
19 11 30

Tabla V-35 Resultado de la PPBE con Profilina.

Figura V-29 Resultado de la PPBE con Profilina en casos y
controles.

Para comparar las frecuencias de resultados negativos y positivos en casos y
controles se aplicé la prueba de Chi-cuadrado que nos dio un valor p muy inferior a
0.001, por lo que se puede decir que el resultado positivo de la prueba se asocia con

los casos y el negativo con los controles.

Ademas el 60 % de los casos (12 casos) presentaron sintomas adicionales
durante la PPBE con profilina (Figura V-30). Uno de los controles (10%) presentd

aumento de la mucosidad nasal.
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Figura V-30 Sintomas adicionales
entre los casos tras la PPBE con
profilina.

Los sintomas adicionales que presentd cada uno de los pacientes se pueden ver
en la Tabla V-36.

Obstruccion nasal, Rinorrea acuosa,

Caso-2 .
Estornudos, Disnea y Tos

Caso-12 Disnea, tos, prurito bucal y palatino

Caso -15 Ninguno
Caso-17 Tos en accesos y nauseas
Caso-22 Estornudos y sintomas oculares

Caso-26 Estornudos, Disnea y Prurito bucal y palatino

Caso-31 Ninguno

Obstruccion nasal, estornudos, rinorrea
Caso-33 ,
acuosa y sintomas oculares
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Prurito bucal y palatino, Tos
Estornudos en salva
Caso-38 Ninguno

Obstruccion nasal, Rinorrea acuosa Yy

Caso-48

estornudos

Ninguno

Tabla V-36 Sintomas adicionales tras la PPBE en cada uno de los pacientes.

Los sintomas adicionales mas frecuentes tras la PPBE con profilina fueron los
estornudos que estuvieron presentes en 7 de los casos (35 % de todas las PPBE en los
casos) seguidas de la obstruccion nasal en 5 (25 %) y rinorrea acuosa y prurito en
boca, labios y/o faringe y tos en 4 casos cada una (20%). Otros sintomas menos
frecuentes fueron disnea (3 casos), sintomas oculares (2 casos) y nduseas y mareo en

un caso cada una (Figura V-31).

Figura V-31 Frecuencia de sintomas adicionales en los casos tras la
PPBE con profilina.
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V.5 Estudios aerobiolégicos.
V.5.1 Recuento de profilina en el ambiente

Tras la cuantificacion de profilina en el ambiente, se detectd profilina en el
ambiente en 133 dias, lo que supuso presencia del panalérgeno durante el 36,5 % del

ano.

Los niveles de profilina detectados en ambiente se te pueden ver en las Figuras
V-32 y V-33.

El dia pico de profilina en ambiente, en el que se encontré mayor concentracién
de profilina, fue el 10 de Junio con 133,6 ng de profilina en el filtro equivalente a 0,56

ng de profilina por m* de aire

Consideramos niveles bajos medios y altos de profilina en funcién de la
cantidad de profilina en el filtro fuera mayor de 5 ng, entre 5 y 10 ng y mayor de 10
ng. Lo que equivaldria a menor de 0,02 ng / m* de aire, entre 0,02 y 0,04 ng / m® de
aire y mayor de 0,04 ng / m* de aire respectivamente. De esta forma encontramos 58
dias (15,9% del afio) con niveles altos de profilina, 46 dias (12,6% del afio) niveles

medios y 33 dias (9 % del afio) niveles bajos de profilina en ambiente
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ng de profilina/filtro

140,0

120,0

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

Figura V-32 Niveles de profilina por filtro a lo largo de un afio (ng/filtro).
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ng de profilina/m3

0,6

0,5

o
~

e
w

o
)

0,1

Figura V-33 Niveles de profilina en ambiente a lo largo de un afio (ng/m

’)
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Se encontraron niveles de profilina en el ambiente durante 8 de los 12 meses

del afio, siendo el mes donde mas profilina se recogié el mes de Junio, seguido de

Mayo y Abril (Figura V-34 y Tabla V-37).

Figura V-34 cantidad de profilina en ambiente por mes a lo largo de

un afo.

s
(ng/m3)
EECE 0,043
0,043
|Marzo |
(Abril  JROVRTE
0,179
Junio  [NVELY,
Julio | 0,1
0,032
0
| Octubre | 0
0,037
0

Tabla V-37 Cantidad de profilina en ambiente por mes a lo largo de un afio.
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Otros datos aerobioldgicos de la profilina que obtuvimos extrapolando conceptos de la

aerobiologia del polen fueron:

» Indice de profilina anual, (suma de las concentraciones de profilina diarias a lo

largo del afio): 7,641 ng/m3 de aire

» El periodo principal de profilina en ambiente: se calculé como el periodo en el

que se recoge el 90% de la profilina anual, eliminando el 5% inicial y final. Fue
del 8 de Marzo al 9 de Agosto
« Inicio del Periodo principal de profilina en ambiente: dia en el que se alcanzoé el

5 % del total de la profilina anual fue el 8 de Marzo.

« Dia Pico: dia en el que se registré la maxima concentracién diaria de profilina
fue el 10 de Junio

« Final del Periodo principal de profilina en ambiente: dia en el que se alcanzé el

95 % del total de profilina anual fue el 9 de Agosto

« Pre-Pico: numero de dias comprendidos entre el inicio del periodo principal y el
dia pico fueron 95 dias.

« Post-Pico: nimero de dias comprendidos entre el dia pico y el final del periodo
principal fueron 60 dias

« Duracidn: nimero de dias comprendidos entre el dia de inicio y el dia final del
periodo principal de profilina en ambiente fue de 155 dias.

V.5.2 Recuento de pélenes.

En el captador de Valdemoro se identificaron 54 tipos morfoldgicos de polen en

total.

Los tipos polinicos con un % de representacion superior a 1% fueron 14:
Quercus, Olea, Poaceae(=Gramineae), Cupressaceae/Taxaceae, Pinaceae, Platanus,
Chenopodiaceae/Amaranthaceae, Plantago, Fraxinus, Ulmus, Urticaceae, Populus,
Rumex, Castanea De ellos 9 son arboreos Quercus, Olea, Cupressaceae/Taxaceae,
Pinaceae, Platanus, Fraxinus, Ulmus, Populus, Castaneay 5 tipos polinicos procedentes
de plantas herbaceas son: Poaceae(=Gramineae), Chenopodiaceae/Amaranthaceae,
Plantago, Urticaceae y Rumex. El resto de tipos polinicos identificados, 40 tipos
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polinicos + pdlenes no identificados (PNI) solo representaron el 6,16% de todo el

polen anual. Su incidencia atmosférica se considerd baja.

La cantidad de polen total identificado en la estacion de Valdemoro fue de
29.662 granos.

En la Tabla V38 se detalla la diversidad de tipos polinicos identificados, sus
niveles atmosféricos, con los tipos polinicos que fueron identificados ordenados de
mayor a menor en funcion de su Indice polinico anual (IPA) o suma de las
concentraciones medias diarias a lo largo del afo, expresado como nimero de granos
de polen/afo. También se incluyé el indice polinico mensual (IPM) suma de las

concentraciones medias diarias a lo largo de un mes, se expresé como nimero de

granos de polen/mes y el porcentaje de representacion sobre el polen total anual (%
PT).

1d %

- EHEHHEHEHEHH
<
5 8 14 16 7.8 24 10 46 12.

Quercus . 4 476 159 109 62
14 07 35 745

Olea 1 0 0 1 1.2 15 76 31 16 1 0 0 29
89 02 17

el 41 8 075 57 11 746 247 39 36 41 9 29 25
00 05

oAl 462 671 591 15 79 93 14 23 13 106 73 53 2.1
axac. 93
Pinaceae 3 5 124 252 963 521 80 26 14 5 0 2 1.9
95

Platanus 2 1 557 294 77 126 13 1 1 1 0 0 1.0
73

Chenopod. 2 5 6 2 47 116 103 230 392 77 12 2 994

/Amaranth
Plantago 0 2 10 97 460 160 52 11 5 1 1 0 799

Fraxinus 291 148 150 9 6 0 1 0 0 14 1 16 636

N

Ulmus 278 163 1 2 0 0 0 0 0 0 0 451

Urticaceae | %) 13 53 61 108 59 39 4 5 26 29 51 451

N

3 367 11 2 1 0 1 1 0 0 0 390

Populus

o

Rumex 1 8 28 173 117 19 4 1 0 0 0 351

()] .
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Castanea 75 229 22 E
lllllllllllll
Compo.s'lta 31 212 0 7

lllllllllllllﬁ
Ericaceae 21 1 118

Illllllllllllﬁ
Echium 104

Acer

e ............. E

Salix 4

lllllllllllllm

Artemisia

e 3L L L

Eucalyptus

Cannabis

lllllllllllllﬂ

Tamarix

Robinia

ceae

Phlladelph

-149-



V- Resultados

Ephedra

lllllllllllllﬂ

Typha

Cariophyll
aceae

lllllllllllllﬂ

Ailanthus

Cytisus

Rubiaceae
IIIIIIIIIIIIIE
m 14 77 34 10 256

6

e IEﬁEI | EEE E
(=)

Tabla V-38 Recuentos de pdélenes en estacién de Valdemoro.

Se comparo la cantidad total de polen de Valdemoro con la de las estaciones de
Aranjuez y Getafe. Se encontré que los niveles de Valdemoro eran un 76,9%
superiores a los de Getafe y un 48,8% superiores a los de la estacion de Aranjuez:

» Valdemoro: 29.662 granos de polen
» Aranjuez: 19.972 granos de polen
» Getafe: 16.761 granos de polen

También se encontraron diferencias en otros parametros aerobioldgicos entre las tres
estaciones (Tabla V-39).
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Polen total anual

% PT

Inicio PPP

Dia Pico

Final PPP

Dias pre-pico

Dias post-pico

Duracion total PPP

N° dias sin datos

N° de dias con valor = 0
N2 de dias con valor >= 1
entre 1y 30

entre 51y 100
entre 101y 200
entre 201 y 500
entre 751y 1000
mayor que 1000

Tabla V-39 Principales parametros aerobiolégicos

Getafe.

[ 1 Max: concentracion maxima

29662
100,00
1200
23-feb
17-may
41150
84
102
186
7
4
355
190
49
41
39
24
11
1

diaria/afio

19972
100,00
833
20-feb
29-may
41149
99
89
188
54
27
285
155
52
38
17
13
10
0

 Valdemoro | Aranjuez | Getafe |

16761
100,00
666
10-feb
28-mar
41094
48
96
144

29
330
229

27

25

27

20

2
0

V- Resultados

en Valdemoro, Aranjuez y

PPP Periodo de Polinizacion Principal: se calcul6 como el periodo en el que se

recoge el 90% del polen total anual del tipo polinico, eliminando el 5% inicial y final.

Inicio PPP: dia en el que se alcanzd el 5 % del total de polen anual

Dia Pico: dia en el que se registrd la maxima concentracion diaria

Final PPP: dia en el que se alcanzé el 95 % del total de polen anual

Pre-Pico: numero de dias comprendidos entre el inicio de PPP y el dia pico

Post-Pico: nimero de dias comprendidos entre el dia pico y el final del PPP

Duracion: numero de dias comprendidos entre el dia de inicio y el dia final del PPP

La concentracion maxima fue mayor en Valdemoro que en las estaciones de

Aranjuez y Getafe. La duracion de la polinizacion fue similar a Aranjuez y superior a
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Getafe. El dia pico fue un poco anterior en Valdemoro a las otras dos estaciones, y el
numero de dias sin nada de polen fue inferior en Valdemoro a las otras dos estaciones.

En las siguientes tablas se presentan los datos obtenidos en los recuentos de

polenes de las estaciones de Aranjuez (Tabla V-40) y Getafe (Tabla V-41)

respectivamente

Rl 5 o e e P PR B T
97

Cupress. i) 1 4 683 29 100 2 4 12

/Taxac.

Gramine 10
22

Acer 477 6 0 E

Olea 843 626 41 1 5 7 6

Chenop 187 183 306 268 16

od./Am

Moracea i 420 201 E
Brassica

ceae

Rumex 164 86 E
Populus 52 E

Fraxinus B3 107 4 15 212 ERY
6
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Castane g 120 0

Sambuc H)

Carex

Artemisi

Typha 0

Ericacea 0

Echium

EUcaMpt 0

Juncace Ji

e ............. E

Betula

Robinia
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Cistus

Juglans

61 168 174 137 36 81 20 819

— ﬂﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁiﬁ

Tabla V-40 Recuentos de pdélenes en estacion de Aranjuez.

Q
<

394 912 954 22 49 23 2 0 1 7 11 65 2.44

0 0 27 244 1'22 112 0o 0o o0 o o o 167

6

0 4 84 94 357 212 27 13 8 4 2 1 806
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Ulmus 0 300 150 2 0 0 0 0 0 0 0 0 452

Plantag

-.

Urticace
ae

11 5 32 45 128 35 21 5 2 5 13 11 313

Populus 0 0 172 7 0 2 0 0 0 0 0 0 181

0 0 0 1 33 3 1 2 0 0 0 1 41

Fraxinus

Moracea

Chenopo
d./Amar
anth.

Castane

Sophora

. m

Gleditch

I1a

Aesculus

Composi
tae

Alnus

Mercuria
lis
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Echium 0 0 0 1 18 11 2 0 0 0 0 0 32

Cyperac
eae

Sambuc

Ericacea

Eucalypt
us

Robinia

Apiacea
e

|H%%HH!II
Ligustru
m

Artemisi
a

Brassica
ceae
Rosacea
e
Cannabi
s
Juncace
ae
IHHHHHHHI 0 0 0 0 1 2 0 1 0 0 0 0 4
IHHHHHHI\IIIIlIIIlIIIIlIIIlIIIII|III|IIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

-156-




V- Resultados

Ailanthu
s

Eleagnu
s

PTOTAL

Tabla V-41 Recuentos de pélenes en estacion de Getaf e.

Al comparar los tipos polinicos con mayor incidencia atmosférica, el Indice
polinico anual (IPA): y los porcentajes de representacion sobre el polen total de las
tres estaciones, también se encontraron diferencias (Tabla V-42).

|__Valdemoro | Aranjuez__| _ Getafe
TIPO POLINICO

I 12745 4297 2791 1397 2277 1359
_-_---

2.193 7,39 2473 1238 2440 14,56
2505 845 2041 1022 1058 631

-157-



V- Resultados

2.917 983 1531 7,67 623 3,72
91 031 2000 10,01 1.676 10,00
1.995 6,73 849 425 806 4,81
451 152 1749 876 452 270
994 3,35 969 485 136 081
799 2,69 237 1,19 342 2,04
636 2,14 212 1,06 272 162
150 0,51 650 325 260 155
451 1,52 186 093 313 1,87
351 1,18 305 1,53 182 1,09
390 1,31 230 1,15 181 1,08
93 0,31 568 2,84 11 0,07
335 1,13 170 085 131 0,78
221 0,75 87 0,44 78 0,47
212 0,71 61 0,31 81 0,48
(otros = | 2,71 539 2,70 567 3,38
[PNI LT 0,86 819 410 164 0,98
29.662 100,00 19.972 100,00 16.761 100,00

Tabla V-42 Tipos polinicos con mayor incidencia atmosférica en Valdemoro,
Aranjuez, Getafe. IPA y porcentaje de representacion sobre el polen total.

Mientras en Valdemoro el polen mas frecuentemente encontrado fue el Quercus
(42,97% Seguido de la Olea 9,83% y Gramineae 8,45%, En Getafe el polen mas
frecuente fue el Platanus (28,11%) Cupresaceas (14,11%) y Quercus (13, 59%). En
Aranjuez se encontrd Quercus (13,97%), Cupresacea (12,38%), Gramineae (10, 22%)
(Figura V-35).

Figura V-35 Porcentajes de representacion de los pdlenes mas relevantes en las
estaciones de Valdemoro, Aranjuez y Getafe.
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Se realizd el analisis comparativo de la aerobiologia de cada uno de los pdlenes
mas relevantes en las tres estaciones, Con especial relevancia el polen de gramineas,
que en Valdemoro presentd IPA mas del doble del que se obtuvo en la estacion de
Getafe (2505 y 1058 respectivamente) y un 22, 7 % mas que la estacion de Aranjuez.
Con una duracién también ostensiblemente mayor 167 dias en Valdemoro, 130 en
Aranjuez y 122 dias en Getafe (Tabla V-43 y Figura V-36).

| Gramineae | Valdemoro | Aranjuez | Getafe |

(fPA PR 2041 1058
%o 8,45 10,22 6,31

[imax P 172 79

29-feb 22-abr 24-mar

25-may ~ 26-may  18-may

17ago  2sep  264ul

85 34 54

82 9 68

167 130 122

7 54 7

102 128 177

257 184 182

235 168 174

14 7 4

5 3 4

3 6 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

Tabla V-43 Tipo polinico Gramineae. Parametros aerobiolégicos en Valdemoro,
Aranjuez y Getafe.
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Figura V-36 Comparacion del IPA y duracion rotal del PPP de
gramineas en las estaciones de Valdemoro, Aranjuez y Getafe.

De igual forma se estudiaron los parametros aerobioldgicos de cada uno de los
polenes mas relevantes, comparandolos en las tres estaciones, como se detallan a
continuacioén (Tablas V-44 a V-50).

[ Olea | valdemoro | Aranjuez | Getafe |

2917 1531 623
% PT 9,83 767 372
[[IMax  BwE 214 101
17-may  25-may 17-may
1-un 31-may  2-un

Final PPP 25-jun 24-jun 29-jun
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Tabla V-44 Tipo polinico Olea. Principales parametros aerobiolégicos en
Valdemoro, Aranjuez y Getafe.

| Quercus | Valdemoro | Aranjuez | Getafe |8

42,97 13,97 13,59

Inicio PPP 21-abr 15-may

23-abr

 8may  25may 18-may
Final PPP 7-jul 2-sep 25-jun
__-

Dias post pico

__-
__-
___
entre 31y 50

__-
__-
__-

V- Resultados

Tabla V-45 Tipo polinico Quercus. Principales pardmetros aerobiol6gicos en

Valdemoro, Aranjuez y Getafe.

| Platanus | Valdemoro | Aranjuez | Getafe_
(PA_ | __-
754 2811
[imax __-
25-mar  29-mar 25-mar
~ 28mar  labr 28-mar

FinaI PPP 13-jun 16-abr  21-abr
__-

Dias post-pico
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Tabla V-46 Tipo polinico Platanus. Principales parametros aerobioldgicos en

Valdemoro, Aranjuez y Getafe.

Cupressaceae/Taxaceae | Valdemoro mm

tPA_ | __-
1238 1456

[imax __-
14-ene 3-feb 20-ene

~ 27feb  20feb  27-feb
l4nov  15-sep  26-may
__-
Dias post pico

__-
——-
__-
entre 31y 50

___
__-
__-

Tabla V-47 Tipo polinico Cupressaceae/Taxaceae. Principales parametros

aerobioldgicos en Valdemoro, Aranjuez y Getafe.

[Acer | Valdemoro | Aranjuez | Getafe |
(PA | __-

% 000000000 1001 10,00
[amMax | __-
1-abr  20-abr
- 29may 17-may
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Tabla V-48 Tipo polinico Acer. Principales pardmetros aerobiolégicos en

Valdemoro, Aranjuez y Getafe.

Pinaceae Valdemoro mm

_ __-
IIII_ __-
29-mar  2-may  28-mar
 15-may  5jun  29-may

FinaI PPP 8-jul 1-ago 16-jul
__-
Dias post pico

__-
__-
__-
__-
___
__-

Tabla V-49 Tipo polinico Pinaceae. Principales parametros aerobiolégicos en

Valdemoro, Aranjuez y Getafe.
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jutMu____ | valdemoro | Aranjuez | Getafe |
7 (ast 1749 452
152 876 270
[[IMAx P 223 69
19-feb 19-feb  20-feb
1-mar 26-feb  27-feb
11-mar 8-mar 15-mar
12 7 7
10 12 18
22 19 25

7 54 7
312 258 312
a7 54 a7
42 39 42

3 3 3

2 6 2

0 5 0

0 1 0

0 0 0

0 0 0

Tabla V-50 Tipo polinico Ulmus. Principales parametros aerobiologicos en
Valdemoro, Aranjuez y Getafe.

1.1.1.1 Relacién pdlenes con profilina en ambiente

Una vez obtenidos los dados de profilina en el ambiente de Valdemoro y el
recuento de los distintos polenes en la estacion localizada en el mismo sitio, se
procedid a estudiar la relacién entre la profilina y los granos de polen mas relevante

que la contienen.

En primer lugar se observd una relacion de la profilina con el polen de
gramineas (p=0.24; p<0.001), Si bien hay un decalaje entre el pico de maxima
concentracion de profilina y el pico de maxima concentracién de pdlenes de gramineas
de 16 dias (Figura V-37).
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Figura V-37 Relacién entre la concentracion de profilina en ambiente y los
granos de polen de gramineas.

También se observd una correlacion similar con la concentracién de polen de
olivo (p=0.24; p<0.001). En este caso hubo una diferencia de 9 dias entre el dia pico

del polen de oleay la concentracién maxima de profilina en ambiente (Figura V-38).
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Figura V-38 Relacién entre la concentracion de profilina en ambiente y los
granos de polen del Olivo.

La relaciéon que se encontrd con el polen del arbol del platano fue superior a los
anteriores (p=0.41; p<0.001), en cambio el periodo que va del pico del polen del
platanus a. al pico de maxima concentracion de profilina fue superior, (74 dias), Si
bien, hubo otro pico de profilina inferior a los 23 dias del pico de polen de platanus a.
(Figura V-39).
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Figura V-39 Relacion entre la concentracion de profilina en ambiente y los
granos de polen de arbol del platano.

En el caso del polen tipo Quercus se encontrd una correlacion positiva con la
concentracion de profilina en ambiente (p=0.36; p<0.001) El pico de polen de guercus
fue 31 dias antes del pico maximo de concentracion de profilina en ambiente (Figura
V-40).
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Figura V-40 Relacion entre la concentracion de profilina en ambient ey los
granos de polen de Quercus

También se encontrd una correlacion entre el polen de plantago y la
concentracion de profilina en ambiente (p=0.39; p<0.001). En este caso, hubo 24 dias
de diferencia entre el pico maximo de concentracidn de profilina y el pico de plantago,

si bien en este caso el nivel de pdlenes fue mas reducido (Figura V-41).
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Figura V-41 Relacién entre la concentracion de profilina en ambiente y los gran 0s
de polen de Plantago.

En el caso de las cupresaceas no se observd una correlacion con la

concentracion de profilina en ambiente (Figura V-42).
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Figura V-42 Relacién entre la concentracion de  profilina en ambiente y los granos
de polen de cupreséaceas.

La correlacion de la suma del total de polenes con la concentracién de profilina
en ambiente se observa en la Figura V-43 se observd que los picos principales de
profilina correspondian a los picos de gramineas y olivo y su relacion con el pico de la

profilina fue la que se comentd anteriormente.
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Figura V-43 Relacién entre la concentracion de profilina en ambiente y la suma
de granos de polen.
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V.5.3 Parametros ambientales y contaminantes atmosféricos

Se recogieron los parametros meteoroldgicos y contaminantes atmosféricos
para intentar evaluar cdmo pueden influir cada uno de ellos en la exposicién ambiental

de profilina

En primer lugar, no se encontro relacion de la concentracion de aire en profilina
y la cantidad de lluvia ya que presentd un coeficiente de correlacion de Spearman de

0,083 (p=0,115). Segun se representa en la Figura V-44.

Figura V-44 Pluviosidad anual en comparaciéon con la concentracion de
profilina en ambiente en Valdemoro.

En el caso de la Humedad si se encontré una correlacién negativa entre la
humedad relativa en ambiente (HR%) y la profilina detectada, si bien, ésta fue muy
reducida con un coeficiente de correlacién de Spearman de -0,22 (p<0,001) (Figura V-
45).
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Figura V-45 Humedad Relativa anual en comparacion con la concentracion de
profilina en ambiente en Valdemoro.

También se observé una cierta correlacion positiva entre la temperatura (Tmp)
y la velocidad del viento (VV) con la concentracion de profilina en ambiente, con un
coeficiente de correlacién de 0,22 y 0,20 respectivamente (p>0,001) (Figuras V-46 y
V-47).

Figura V-46 Temperatura anual en comparacion con la concentracion de
profilina en ambiente en Valdemoro.
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Figura V-47 Velocidad del viento anual en comparacion con la
concentracion de profilina en ambiente en Valdemoro.

La relacion de la concentracién de profilina en ambiente con las radiaciones
solares (RS) y el ozono (0O3) fue mas importante, de forma que el coeficiente de

correlacion de Spearman fue de 0,40 en ambos casos (p>0,001) (Figuras V-48 y V-49).

Figura V-48 Radiaciones solares a lo largo del afio en comparacion con la
concentracion de profilina en ambiente en Valdemoro.
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Figura V-49 Concentracion de ozono anual en comparacion con la
concentracion de profilina en ambiente en Valdemoro.

En el caso de las particulas en suspension de menos de 2,5 micras (PM2,5) y la
presidn barométrica (Pre) se encontrd una cierta correlacion negativa con un
coeficiente de correlacion de -0,31 y -0,24 respectivamente (p<0,001) (Figuras V-50 y
V-51)

Figura V-50 Particulas en suspension de menos de 2,5 micras anuales en
comparacion con la concentracion de profilina en ambiente en Valdemoro.
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Figura V-51 Presion barométrica anual en comparacion con la
concentracién de profilina en ambiente en Valdemoro.

También se encontrd una cierta correlacion negativa entre la concentracion de
profilina en ambiente con el diéxido de nitrégeno (NO,) y el mondxido de nitrégeno
con un coeficiente de correlacién de -0,3 y -0,31 respectivamente (Figuras V-52 y V-
53).

Figura V-52 Concentracion de dioxido de carbono anual en comparacion
con la concentracion de profilina en ambiente en Valdemoro.
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Figura V-53 Concentracion de monoéxido de nitrégeno anual en

comparacion con

Valdemoro.

la concentracion de profilina en ambiente en

En la Tabla V-51 se encuentra el resumen de los resultados de correlacion entre

los distintos parametros medioambientales y la concentracion de profilina con los

coeficientes de correlacion de Spearman'y sus respectivos valores de p.

Variable Coef. P

Llu - 1/m? 0.083 0.115
HR - % -0.216 <0.001
Tmp - 2C 0.225 <0.001
VV -m/s 0.205 <0.001
RS - W/m? 0.397 <0.001
03 - pg/m3 0.401 <0.001
PM2,5 - ug/m?3 -0.310 <0.001
Pre - mbar -0.238 <0.001
NO, - ug/m?3 -0.307 <0.001
NO - pg/m3 -0.312 <0.001

Tabla V-51 Coeficientes de correlacion de Spearman entre parametros

medioambientales y concentracion de profilina en ambiente.
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V.6 Estudios clinicos. Registro de sintomas.

Segun metodologia descrita anteriormente, durante el periodo de seguimiento,
durante el cual se recogieron los parametros medioambientales, los pacientes

realizaron un registro de sintomas con el fin de intentar correlacionar estos datos.

El registro de los sintomas se agrupd en sintomas oculares, sintomas nasales,
sintomas bronquiales y sintomas totales. El analisis de los datos se realizé de dos

formas:

« Mediante la media de la suma de las intensidades (Figura V-54).
« Mediante el porcentaje de pacientes que presentan alguno de los sintomas
(Figura V-55).

Las siguientes graficas muestran el analisis descriptivo de los resultados encontrados:
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Figura V-54 Intensidad total media de todos los sintomas en casos y controles comparados con la
profilina en ambiente

concentracion de
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Figura V-55 Porcentaje de pacientes con algin sintoma en casos y controles comparados con la concentracion
de profilina en ambiente.
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Sintomas nasales (Figuras V-56 y V-57):

Figura V-56 Intensidad total media de los sintomas nasales en casos y controles
comparados con la concentracién de profilina en ambiente.

Figura V-57 Porcentaje de pacientes con sintomas nasales en casos Yy
controles comparados con la concentracién de profilina en ambiente.
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Sintomas Oculares (Figuras V-58 y V-59):

Figura V-58 Intensidad total media de los sintomas oculares en casos y
controles comparados con la concentracion de profilina en ambiente.

Figura V-59 Porcentaje d e pacientes con sintomas oculares en casos y controles
comparados con la concentracién de profilina en ambiente.
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Sintomas bronquiales (Figuras V-60 y V-61).

Figura V-60 Intensidad total media de los sintomas bronquial €s en casos Yy
controles comparados con la concentracion de profilina en ambiente.

Figura V-61 Porcentaje de pacientes con sintomas bronquiales en casos y
controles comparados con la concentracion de profilina en ambiente.
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Las comparaciones entre casos y controles se realizaron mediante modelos que
tuvieran en cuenta el factor mes. De esta forma obtuvimos una comparacion entre los
casos y los controles independientemente del mes, y ademas obtuvimos una media de

la evolucion temporal.

Para la variable en la que se evaluaron media de la suma de las intensidades
utilizamos modelos de regresidn lineal, ya que esta variable se asemejaba a una

variable cuantitativa.

En el caso intensidad total media de sintomas se observé un coeficiente de 0,56
con un IC95% 0.43-0.70. Lo que significa que independientemente del mes del afio, la
intensidad media de los sintomas en los casos fue en promedio 0.56 puntos superior al

de los controles, siendo esta diferencia ES (p <0.001).

La media de la intensidad de los sintomas nasales en los casos fue 0,26 puntos

superior, independientemente del mes del afio con IC95% 0.18-0.34 (p <0.001).

Los sintomas oculares, también presentaron de media de intensidad 0,27
puntos mas en los casos que en los controles independientemente del mes con IC95%
0.23-0.31 (p<0.001)

Los sintomas bronquiales no presentaron una intensidad media

estadisticamente superior en los casos que en los controles

Estos datos se resumen en la Tabla V52.

| Coef. | (1€95%) | P
Total de sintomas 0.56 (0.43,0.70) <0.001

0.26 (0.18,0.34)  <0.001

0.27 (0.23,0.31)  <0.001

Smtom_as 0.03 (-0.02, 0.07) 0.229
bronquiales

Tabla V-52 Coeficientes de regresion lineal de la media de intensidad de
sintomas de los casos con respecto a los controles.

Se realizd un analisis para estudiar si los pacientes presentaban o no cada uno
de los sintomas en cada uno de los dias del ano, por lo que se expresd en una variable
mediante el porcentaje de pacientes que presentan alguno de los sintomas. En este
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caso se utilizaron modelos de regresion logistica, ya que la variable era una binomial.

Los datos aparecen resumidos en la Tabla V-53

En este sentido se observd que el riesgo de que un paciente presentara alguno
de los sintomas independientemente del mes fue un 20% superior en los casos que en
los controles OR 1,20 IC 95%: 1.12- 1.28 (p<0.001) (Tabla V-53).

Los casos presentaron 15% mas dias sintomas nasales que los controles, OR
1,15 1.08- 1.23 (p<0.001)

Los casos presentaron un 62% mas de riesgo de presentar sintomas oculares
que los controles, independientemente del mes del afio con OR 1,62 IC95% 1.47, 1.79
(p<0.001)

Por ultimo, los casos tuvieron un riesgo de presentar sintomas bronquiales
superior al de los casos con una OR 1.32 IC95% 1.19-1.46 (p<0.001).

-l or | (@c9%) | P
1.20 (1.12, 1.28) <0.001
1.15 (1.08, 1.23) <0.001
1.62 (1.47, 1.79) <0.001
1.32 (1.19, 1.46) <0.001

Tabla V-53 Coeficientes de correlacion logistica en la comparacion de presencia
de sintomas en casos y controles.

V.6.1 Relacion sintomas con profilina en ambiente.

Con la intencién de valorar si la profilina en el ambiente era la responsable de
este aumento en la intensidad o en riesgo de presentar sintomas, se introdujo la
profilina como variable explicativa en los modelos de regresion. La idea era ver si
independientemente de los otros dos factores (tipo de paciente y mes) la
concentracion de profilina se asociaba con la intensidad de los sintomas o con la

probabilidad de presentar alguno de los sintomas.

En el caso de la profilina como variable cuantitativa se observd que no existe
una relacion ES entre la concentracion de profilina y las respuestas (intensidad total

media y proporcion de pacientes con sintomas) (Tabla V-54)
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| 1ntensidad total media
| coef. (Ic95%) P OR (IC 95%) P

Total de sintomas 0.00 (-0.00,0.01) 0.270 1.00 (1.00,1.00) 0.566
Sintomas nasales 0.00 (-0.00,0.00) 0.140 1.00 (1.001.00) 0.535
Sintomas oculares 0.00 (-0.00,0.00) 0.297 1.00 (1.00,1.01) 0.355

Sintomas bronquiales § ) (-0.00,0.00) 0.838 1.00 (1.00,1.00) 0.559

Tabla V-54 Estadistica de correlacién entre la concentracion de profilina en
ambiente con la intensidad media de los sintomas y la presencia de sintomas.

En este sentido, se estudid una posible correlacién de los sintomas de los
pacientes con la profilina como variable cualitativa, para evaluar si la presencia de
profilina en el ambiente puede explicar el aumento de sintomas de los pacientes. No se
encontrd una correlacion estadisticamente significativa. Tampoco cuando los estudios
se hicieron con niveles medios o altos de profilina, es decir, mayor de 5 ng y 10 ng de

profilina en el filtro respectivamente (0,02 y 0,04 ng / m® de aire).

Presencia de Profilina (si/no)
Intensidad total media Presencia de sintomas

o e 017 (036, 0.01) 0.065 0.95 (10'338)' 0.193
T RN .08 (-0.19,0.03) 0.141 0.96 (10'(?39)' 0.261
T T ISNMmWaN 0.01 (-0.06,0.04) 0.662 0.97 (10'5377)' 0.523
Sintomas ) (-0.14, - (0.81,
bronquiales WU gy US| BEN ] ey | BT
Profilina (>5 ng /filtro)
Intensidad total media Presencia de sintomas
T e 017 (035 001) 0059 0.97 (10'0951)' 0.477
Ty Ty 120,00 |/ (-0.19, 0.02) 0.103 " 0.97 (fg’f)' 0.371
TP rIIVa 001 (-0.06,0.03) 0.558 0.98 (10'&9’)' 0.741
Sintomas : (-0.12, - (0.85,
e 007 Coon” oot oss QB 0.326
Profilina (>10 ng /filtro)
Intensidad total media Presencia de sintomas
R T e 008 (0.16,0.32) 0516 1.02 (10'1913)' 0.709
T 0.06 (-0.08,0.20) 0.404 1.02 (f'f;)' 0.651
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ST EOGEHEE  0.01 (-0.06, 0.07) 0.872  0.98 (10 1807)’

Sintomas ) (0.86,
bronquiales 0.01 (-0.06, 0.09) 0.746 1.00 1.14)

0.727

0.944

Tabla V-55 Estadistica de correlacion entre la profilina como variable cualitativa

con la intensidad media de los sintomas y la presencia de sintomas.

Teniendo en cuenta que los casos presentan mayor media de sintomas que los

controles, se realizd un estudio estadistico para evaluar el efecto de la profilina y el

mes en la diferencia entre los sintomas totales medios de casos y controles, Para lo

que se tom6 como variable la media diaria de los casos menos la media diaria de los

controles, y como variables explicativas la profilina y el mes. En este caso, nuevamente

se hicieron varios modelos tomando la profilina en modo cuantitativo y en modo

cualitativo, en modo cualitativo se tomd la presencia/ausencia de profilina, por encima

o debajo de 5 y profilina por encima o debajo de 10 (Tabla V-56).

Profilina cuantitativo/ sintomas

Intensidad total media

Coef. (IC 95%) P
Total de sintomas 0.00 (-0.01, 0.01) 0.759
Sintomas nasales 0.00 (-0.01, 0.00) 0.838
Sintomas oculares 0.00 (0.00, 0.00) 0.275
Sintomas bronquiales 0.00 (0.00, 0.00) 0.711

Presencia de Profilina (si/no

R Intensidad total media

0.07 (-0.17, 0.3) 0.589
0.01 (-0.13, 0.15) 0.858
-0.05 (-0.12, 0.02) 0.128
0.10 (0.02, 0.19) 0.020

Profilina (>5 ng /filtro

Intensidad total media

004 (026019 0752

0.04  (-0.18,009) 0549
0.09  (-0.16,-0.03)  0.007
Sintomas bronquiales 0.10 (0.01, 0.18) 0.023

Profilina (>10 ng /filtro)
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V- Resultados

Intensidad total media

Total de sintomas -0.16 (-0.47, 0.14) 0.298
Sintomas nasales -0.02 (-0.20, 0.16) 0.846
Sintomas oculares -0.10 (-0.19, -0.01) 0.026

Sintomas bronquiales -0.04 (-0.15, 0.07) 0.476

Tabla V-56 Estadistica de correlacion entre la profiina como variable
cuantitativa/cualitativa con la diferencia en la intensidad media de los sintomas
de casos y controles.

En este caso solo se obtuvieron resultados estadisticamente significativos en los
sintomas respiratorios, de forma que en presencia de profilina en ambiente la
diferencia en la intensidad de los sintomas respiratorios entre casos y controles fue
mayor que en su ausencia una media de 0,10 puntos 1C95%:0.02-0.19 p=0.020. Estos
resultados se corroboraron cuando la profilina en ambiente era superior a 0,02 ng / m®
de aire, de forma que, en este caso, los sintomas bronquiales de los casos tuvieron

una intensidad media 0,10 superior a los de los casos con IC: 0.01-0.18 (p=0.023)

También se obtuvo una diferencia ES en los sintomas oculares, en este caso la
presencia de profilina en ambiente mayor de 0,02 y mayor de 0,04 se asocié con una
mayor intensidad de los sintomas oculares en los controles que en los casos una media

de 0,9 y 0,10 puntos respetivamente (Tabla V-56).

Se estudid el efecto de las variables medioambientales en la diferencia entre los
sintomas nasales totales medios de casos y controles. Se tomd como variable
respuesta la media diaria de los casos menos la media diaria de los controles, y como
variables explicativas el mes y cada una de las variables medioambientales. El objetivo
de estos analisis fue estudiar si alguna de las variables medioambientales se asociaba
con una mayor o menor diferencia entre casos y controles, en relacion con la
intensidad de los sintomas. En la Tabla V-57 se presentan los resultados, de forma que

no se encontraron resultados estadisticamente significativos

| Coef. | (1.C.95%) | P |

Llu-1/m2 0.001 (-0.002, 0.005) 0.427
HR - % 0.000 (-0.001, 0.001) 0.438
Tmp - °C 0.004 (0.000, 0.008) 0.057
VV -m/s 0.008 (-0.001, 0.017) 0.079
RS - W/m?2 0.000 (0.000, 0.000) 0.367
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0.000 (-0.001, 0.001) 0.857
-0.002 (-0.004, 0.001) 0.218
0.001 (-0.002, 0.005) 0.410
0.000 (-0.002, 0.001) 0.559

NO - pg/m3 0.000 (-0.001, 0.001) 0.856

Tabla V-57 Correlacion de las variables medioambientales en la diferencia entre
los sintomas nasales totales medios de casos y controles.

Por Ultimo, se intentd correlacionar la intensidad de los sintomas con los
niveles de rPhl p 12 y rBet v 2 de cada uno de los casos sin que se detectara relacion
ES.

-189-



VII. DISCUSION

-190-



VII- Discusion

En este estudio se realizd un abordaje integral de la relevancia de la profilina en
pacientes con alergia respiratoria producida por polen, abarcando cuatro dimensiones:
estudios /in vitro, in vivo, estudios aerobioldgicos y clinicos obteniendo resultados en

estos cuatro aspectos que aportan luz al respecto.

El estudio se desarrolla en pacientes con rinoconjuntivitis con o sin asma por
alergia a pdlenes con sensibilizacion a profilina comparado con un grupo control no

sensibilizado a este panalérgeno, mediante una prueba cutanea en prick, en los que:

« Se ha confirmado /in vitro la presencia de IgE especifica sérica frente a
distintas profilinas.

« Se ha confirmado, in vivo, que en estos pacientes sensibilizados, las profilinas
son capaces de producir una respuesta alérgeno especifica en drganos diana
como son los bronquios y la conjuntiva.

« Se evidencia que la respuesta alérgeno especifica se puede producir en la vida
diaria de los pacientes, ya que se detect6 la presencia de profilina en el
ambiente a lo largo del afo en el estudio aerobiolégico de la zona
estudiada.

« Por Ultimo, de acuerdo a las caracteristicas clinicas que se detectaron en los
pacientes del estudio, se puede decir que los pacientes sensibilizados a
profilina presentaron una mayor intensidad de los sintomas
respiratorios, conjuntivales, nasales y bronquiales, con una mayor
frecuencia de los mismos, pudiendo ser la sensibilizacion cutanea en prick a
profilina un marcador de gravedad clinica en pacientes con rinoconjuntivitis y/o

asma alérgica.

Todo ello nos permite afirmar que se ha completado un estudio que abarca de
forma integral la relevancia clinica de la profilina en pacientes con rinoconjuntivitis y/o
asma por alergia a polenes. Partiendo de una prueba que demuestra sensibilizacion a
profilina de una forma sencilla, accesible y facilmente reproducible como es el prick, se
obtiene un marcador de gravedad de enfermedad que puede ser muy relevante en el

manejo clinico de estos pacientes (Figura VI-1).

Segun la bibliografia revisada, es la primera vez que la capacidad de profilina
para inducir sintomas alérgicos se ha demostrado en pacientes con alergia al polen en
la vida real. Esto se consigui6 cuantificado los niveles de profilina en el medio ambiente

y correlacionandolos con los sintomas clinicos de los pacientes alérgicos al polen. En
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este estudio se demuestra que la profilina ambiental es capaz de inducir una respuesta
alérgica especifica a nivel respiratorio evidenciada por las provocaciones bronquiales y
conjuntivales. Ademas, los pacientes sensibilizados a este alérgeno mostraron mas
sintomas y eran mas propensos a tener sintomas. Por lo tanto, la sensibilizacion a la
profilina puede considerarse un marcador de gravedad en pacientes con

rinoconjuntivitis y asma por alergia al polen(198).

Figura VII-1 Secuencia metodolégica del estudio de relevancia clinica de la profilina
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VIL.1Importancia de la secuencia metodoldgica del estudio

La secuencia metodoldgica es coherente con los objetivos del estudio y sigue la
trayectoria necesaria para asegurar que una proteina es capaz de producir una

respuesta alérgica IgE especifica con relevancia clinica en los pacientes con polinosis.

En primer lugar es necesario corroborar que la profilina se comporta como un
aeroalérgeno, es decir, si puede ser reconocida por el sistema inmune de pacientes
alérgicos al polen y presentan anticuerpos IgE especificos frente a la profilina. Para lo
que sera necesario el estudio in vitro, con determinacion de IgE especifica frente a

distintas profilinas.

Pero, la presencia de IgE especifica frente a una fuente alergénica no siempre
es clinicamente relevante, de hecho la concentracion de IgE especifica de alérgeno no
estd estrechamente relacionada con la respuesta clinica tal y como se observd en un
estudio realizado con pruebas de provocacién nasal y conjuntival con polen de
gramineas en el que no se pudo establecer una relacién dosis-respuesta (176). De esta
forma tal y como sugieren algunos autores, las determinaciones seroldgicas no son
diagndsticas de alérgica, los anticuerpos IgE son necesarios, pero no suficientes para la
manifestacion de sintomas alérgicos, ya que, pueden existir multiples variables
asociadas con el medio ambiente (heterogeneidad de alérgenos y niveles de
exposicion) o con el paciente (heterogeneidad de respuesta inmune) que puedan influir
en la liberacién de mediadores de mastocitos y basdfilos en un paciente alérgico, por lo
que la determinaciéon de IgE especifica en sangre, por si sola no es suficiente para
predecir enfermedad alérgica sintomatica(177). Teniendo esto en cuenta, son

necesarios estudios /n vivo.

De esta forma los estudios /in vivo son necesarios para conocer si ese
aeroalérgeno es capaz de producir una respuesta clinica en pacientes sensibilizados.
Para ello se realizaron tanto las provocaciones conjuntivales como las bronquiales con

extracto de profilina.

Una vez conocida la alergenicidad de una proteina es necesario demostrar el
grado de exposicion que los pacientes tienen a la misma, por lo que el siguiente paso
seria el estudio aerobioldgico, con el que se estudia si en el ambiente hay profilina
procedente de los polenes. Los alérgenos de los polenes se pueden detectar en la
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atmosfera independientemente de los pdlenes, aunque su procedencia principal son
estos. También pueden desprenderse de fragmentos de plantas, orbiculas o
anteras(82). De esta forma, el contenido antigénico de estos alérgenos en la atmdsfera
puede variar mucho y estar influenciado por las condiciones climaticas, por lo que es
importante detectar y cuantificar los aeroalérgenos para poder estudiar su capacidad
de causar polinosis(178).

Una vez conocido que en el ambiente existe una proteina que tiene capacidad
de producir una respuesta alérgica en pacientes alérgicos al polen, es necesario
conocer qué papel presenta en estos pacientes. En este sentido, al realizar los
estudios clinicos, se tiene el objetivo de conocer si en la vida real los pacientes
sensibilizados a profilina presentan peculiaridades clinicas en relacion con su exposicion
en el ambiente y qué importancia relativa tiene en la clinica real de los pacientes. Por
lo que se realizd un seguimiento de los sintomas de estos pacientes a lo largo de un

ano, cerrando asi el circulo de la relevancia de la profilina(198) (Figura VI-1).

VII.2Relevancia de los resultados in vitro.

El estudio /n vitro demostrd sensibilizacion a profilina (presencia de IgE
especifica) en el grupo de los casos y ausencia de la misma en todos los controles, de
forma que, diferentes técnicas para medir IgE especifica a diferentes profilinas dieron
resultados muy similares, lo que implica una buena seleccion de los pacientes

sensibilizados a profilina.

La deteccion de IgE especifica frente a profilina se llevd a cabo por cuatro
técnicas de laboratorio, en tres casos por ensayo de ImmunoCAP® frente a tres
profilinas distintas, profilina de abedul, profilina de Phleumy profilina de palmera (rBet
v 2, rPhl p 12 y Pho d 2 marcada con biotina respectivamente). Ademas, se realizd

inmunoblot frente a profilina.

Se encontrd gran concordancia tanto a nivel cualitativo como cuantitativo en las
4 pruebas realizadas, encontrandose una correlacion dos a dos en cada una de las
pruebas de entre el 78 y el 94%. Ademas en el Immunoblot todos los pacientes Bet v

2 positivos reconocieron una banda en torno a 14 kD correspondiente a Pho d 2.
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Hubo 7 de los casos (13,7%) en los que no se detectd IgE especifica a profilina
por ninguna de las 4 técnicas /in vitro que se realizaron. Asi como algunas discrepancias
entre los diagndsticos, probablemente explicados por las limitaciones de las técnicas /in

vitro.

Por otra parte, en ninguno de los sueros de los controles se detectd IgE
especifica a rPhl p 12, rBet v 2 ni a Pho d 2 y tampoco se observd ninguna banda en el

inmunoblot de estos pacientes.

La relevancia del estudio /in vitro de esta investigacion no radica en la
innovacion de la misma, ya que se ha descrito previamente presencia de IgE especifica
a multiples profilinas(119-122). La importancia de la inclusién de este apartado de la
investigacion en el proyecto se encuentra en la corroboracion del diagndstico de los
pacientes de la muestra. Ya que en el estudio, la seleccion de la muestra se realizd
Unicamente mediante una prueba cutanea en prick con extracto de profilina. Era
necesario corroborar que este método se correlacionaba cuando era positivo con los
pacientes sensibilizados a profilina /7 vitro y cuando era negativo con pacientes no
sensibilizados. Ademas, debido a la alta reactividad cruzada entre las distintas
profilinas, solo seria necesario testar una de ellas para comprobar sensibilizacién a
profilinas en un paciente(172,199). En este caso, diferentes profilinas dieron resultados
muy similares, lo que implica una buena selecciéon de los pacientes sensibilizados a

profilina

Por lo tanto, tras este estudio /n vitro, se puede inferir, que las pruebas
cutaneas con profilina purificada puede ser una buena herramienta para seleccionar a

los pacientes sensibilizados a estos alérgenos.

VIIL.3 Relevancia de los resultados in vivo.

Las provocaciones conjuntivales y bronquiales han demostrado que la profilina

tiene capacidad para producir una respuesta alérgeno especifica a nivel local

La capacidad de la profilina como alérgeno respiratorio de producir sintomas a
nivel de la mucosa conjuntival y respiratoria, ha sido escasamente estudiada. Este

estudio es consistente con estudios previos.
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Previamente solo existe un estudio en el que se realizaron provocaciones
conjuntivales con profilina, el estudio fue llevado a cabo en Lugo (Espafa) por Nufez y
col.(160) y obtuvieron provocaciones conjuntivales positivas con nPho d 2 en el 65%
(11/17) de los pacientes sensibilizados a profilina. Este estudio tiene semejanzas y
diferencias con el nuestro. Realizaron la prueba de provocacion conjuntival con nPho d
2 con una metodologia similar a este estudio en 17 casos (sensibilizados a profilina) y
en 14 controles (no sensibilizados a profilina). En este caso la seleccién de los
pacientes se hizo por prueba cutanea o determinacion de IgE sérica a profilina. En el
nuestro la seleccidn es exclusivamente por prueba cutanea, aunque luego se realizd el
estudio in vitro, pero el criterio de inclusidn fue la prueba cutanea. Las concentraciones
utilizadas fueron de desde 0,5 pg/mL a 50 pg/mL, siendo positivos 3 pacientes a 5
Mg/mL y 8 pacientes a 50 pug/mL. Hubo 6 pacientes sensibilizados a profilina cuya
provocacion conjuntival se considerd negativa, aunque 4 de ellos tuvieron sintomas
con la dltima dosis, no llegaron a alcanzar puntuacion para considerar la prueba
positiva. En cambio, en nuestro estudio las concentraciones utilizadas fueron de desde
0,003 pg/mL a 3 pg/mL. Fue positiva en 9 de los 10 casos sensibilizados a profilina
siendo la mediana de la concentracién que alcanzé la positividad de 0,3 pg/mL. Las
provocaciones conjuntivales con profilina fueron negativas tanto en los controles no

sensibilizados del estudio de Nufez y col. como en el nuestro.

No existe en la literatura cientifica otros articulos que hayan demostrado la
capacidad de la profilina de producir sintomas a nivel ocular mediante pruebas de
provocacién conjuntival. Por lo que nuestro estudio corrobora los datos en pacientes
de areas poblacionales distintas y con extracto distinto, lo que da una importante
robustez a este hallazgo. En nuestro estudio se obtienen mayor porcentaje de
positividades con menor concentracién de profilina, lo que puede indicar una mejor
preparacion y purificacion del extracto o, menos probable, una mayor gravedad de los

pacientes incluidos en nuestra muestra.

En cuanto a las pruebas de provocacion bronquial especifica (PPBE) con
profilina, también existe un estudio previo, el realizado por Ruiz-Garcia y col.(150) en
Madrid (Espana) en el que observaron provocaciones bronquiales con nPho d 2
positivas en el 77% de los pacientes sensibilizados. Nuevamente se encuentran
diferencias y semejanzas con nuestro estudio. En este caso el extracto utilizado
también fue distinto, tratandose en este caso de Pho d 2 fabricado por ALK-Abellé®, a

una concentracion 50 mg/mL(200). La metodologia empleada también fue distinta, las
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provocaciones bronquiales se realizaron mediante nebulizacion por dosimetro a una
concentracion maxima de profilina Pho d 2 de 100 mg/mL y por mascarilla facial por lo
que registraron tanto la respuesta nasal como bronquial, por rinomanometria y
espirometria respectivamente. En nuestra investigacion, la PPBE se realizd por el
método de respiracion a volumen corriente con generacién continua de aerosol
mediante un nebulizador a través de una pieza bucal. Siendo la concentracion maxima

de profilina Pho d 2 utilizada en nuestro caso de 20 mg/mL.

En el estudio de Ruiz-Garcia y col.(150). realizaron la PPBE con profilina en 23
pacientes sensibilizados a profilina y en 5 controles no sensibilizados. Encontraron
resultados positivos en 17 casos (77%) con un valor medio de PC20 de 4,52 + 2,56
mg/ml. Ademas 8 de estos 17 pacientes también tuvieron un resultado positivo a nivel
nasal con la rinomanometria. Por Ultimo 2 pacientes (9%) tuvieron solo resultados
positivos en la provocacién nasal. En nuestro estudio la PPBE con profilina fue positiva
en el 95% de los casos, la media de la PC20 fue de 10,55 pg/mL con una DE de 11,87.
Aungue la nebulizacién se produjo a través de una pipeta bucal hubo 8 pacientes (40%
de los casos) que tuvieron sintomas nasales en la prueba de provocacion. En este
caso, las diferencias encontradas en la concentracion de profilina que es capaz de
producir broncoespasmo pueden deberse a las diferentes técnicas empleadas, aunque

también pudo influir el extracto y la gravedad de los pacientes.

En ambos estudios las PPBE con profilina en pacientes no sensibilizados fue

negativa en todos los pacientes.

Nuevamente, previa a la publicacion de nuestro estudio(198) no existian mas
datos de PPBE con profilina que el estudio de Ruiz-Garcia(150). Por lo que nuestro
estudio obtiene resultados similares con extractos distintos y en poblaciones distintas,
corroborando la hipdtesis de que la profilina es capaz de producir una respuesta

alérgeno especifica a nivel de la mucosa respiratoria.

Por lo tanto, la relevancia de las provocaciones /in vivo de nuestro estudio radica
en corroborar los resultados obtenidos en respectivos estudios de provocacion
conjuntival(160) y bronquial(150) demostrando la capacidad de la profilina de producir

una respuesta alérgica especifica a nivel local en pacientes sensibilizados.
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VIL.4Relevancia de los resultados aerobiologicos.

Una vez que se demostrd, primero, la capacidad de la profilina para sensibilizar
a los pacientes vy, luego, su capacidad de producir una respuesta alérgica especifica,
era necesario conocer si esa profilina se encontraba en el ambiente. En este estudio se
demostrd la presencia de profilina en el ambiente a lo largo del ano. Ademas es
importante relacionar esta cantidad de profilina con los pdlenes que habia en el
ambiente en ese momento asi como las condiciones ambientales, meteoroldgicas y de
contaminacién. Una de las grandes fortalezas de este estudio es que se objetivo, por
primera vez, la presencia de profilina en el ambiente mediante un captador de
particulas. Ademas, se detectd cierta cantidad de profilina en el ambiente en mas de la
tercera parte de los dias del afo, sin que se limitara a los meses de primavera ya que
existia profilina en ambiente a lo largo de 8 de los meses del afo. Junio fue el mes con
la concentracion mas alta de profilina, seguido de mayo y abril. Aunque el periodo
principal de profilina en ambiente (periodo que recoge el 90% de la profilina anual) se
extendid a lo largo de 155 dias, desde el 8 de marzo al 9 de agosto. El dia en el que se
encontrd mayor concentracion de profilina en ambiente, fue el 10 de junio con 133,6

ng de profilina en el filtro equivalente a 0,56 ng de profilina por m* de aire.

Aunque se dividieron los dias en funcién de las concentraciones bajas, medias y
altas de profilina, esta separacidon es arbitraria, ya que, por el momento, no se ha
establecido la cantidad de profilina en el ambiente a la que los pacientes sensibilizados
comienzan a presentar sintomatologia. Unicamente tenemos los datos de provocacion
conjuntival y bronquial. De forma que en nuestro estudio la mediana de profilina con
capacidad de producir sintomatologia ocular fue de 0,3 pg/mL, en el estudio de
NUfez(160) a concentraciones de 0,5 yg/mL a 50 pg/m. A nivel bronquial la PD20 fue
desde 4,52 ug/mL en el estudio de Ruiz-Garcia(150) a 10,55 pg/mL en nuestro estudio.
Por lo que se puede decir que las concentraciones que produjeron sintomas /in vivo
fueron muy superiores a las concentraciones encontradas en el ambiente. Quedaria por
dilucidar, por tanto, si esta diferencia es consecuencia de la técnica utilizada para la
extraccion de profilina del ambiente, o si realmente la profilina no alcanza niveles
suficientes en ambiente como para producir sintomas alérgicos en pacientes

sensibilizados.

El siguiente paso coherente en la investigacion era intentar averiguar de donde

provenia la profilina que se detectd en el ambiente, ya que, son varios los polenes que
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contienen profilina entre sus proteinas. Existen estudios previos que habian
correlacionado la presencia de alérgenos principales con sus respectivos polenes(201-

204) .

En el disefo del estudio, inicialmente, se barajé la posibilidad de utilizar los
resultados de las estaciones de la Red Palinoldgica de la Comunidad de Madrid mas
cercanas, que en este caso eran Aranjuez y Getafe, que se encontraban a una
distancia de 12 y 19 km respectivamente. Finalmente se decidid poner un captador de
polenes en el propio hospital, al lado del captador de particulas, obteniéndose
resultados mucho mas fiables. Pensamos que fue una decision acertada, ya que, se
encontraron grandes diferencias tanto cuantitativas como cualitativas en los pdlenes de
las 3 estaciones. Como ocurrié en el estudio realizado en Detroit, Michigan en el que
encontraron gran variabilidad de los tipos polinicos en las muestras recogidas en

distintos puntos de la ciudad(205).

La cantidad total de polen en Valdemoro fue casi el doble que en la estacion de
Getafe y excedia en mas de la tercera parte al polen de la estacion de Aranjuez. La
concentracion maxima y la duracidon de la polinizacién también fueron superiores en
Valdemoro. El dia pico fue un poco anterior en Valdemoro que en las otras dos
estaciones y el numero de dias sin nada de polen fue inferior en Valdemoro.
Cualitativamente también fueron distintos ya que en Valdemoro el polen mas
frecuentemente encontrado fue el Quercus seguido de la Oleay Gramineae. En Getafe
los pdlenes mas frecuentes por orden de concentracion fueron Platanus, Cupresaceasy
Quercus. Mientras que en Aranjuez se encontrd Quercus por encima de Cupresaceay
Gramineae. Pero incluso si nos centramos sélo en la cuantificacion del polen de
gramineas (polen con mayor concentracién de profilina(150)) Valdemoro presentd un
indice de polinizacidon anual mas del doble del que se obtuvo en la estacion de Getafe y
un 22, 7 % mas que la estacion de Aranjuez. La duracion del periodo principal de
polinizacién de las gramineas también fue mayor en Valdemoro (167 dias), que en
Aranjuez (130 dias) y Getafe (122 dias).

Por lo tanto, es importante tener en cuenta los pdlenes presentes en el
ambiente tanto de forma cuantitativa como cualitativa a la hora de interpretar los
resultados de profilina en el aire y su influencia en la clinica de los pacientes. Estudios
futuros en los que se analice la presencia de profilina en el ambiente deberian aportar

también la composicion aerobioldgica de su zona de forma simultanea.
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Al correlacionar los pdlenes y la concentracion de profilina detectados en el
ambiente se observd que los picos principales de profilina correspondian a los picos de
Gramineaey Olea aunque con un decalaje de 16 y 9 dias respectivamente. También se
encontrd cierta correlacion de la profilina con Platanus, y Quercus, Plantago y
Cupresus, aunque puede que estos fueran responsables de picos menores de profilina

a lo largo del afio.

La presencia variable de profilina en ambiente a lo largo del afio puede deberse
a que son varios los pdlenes que contienen profilina entre sus proteinas. Pero la
concentracion de profilina y su porcentaje relativo con respecto al total de proteinas es
muy diferente en cada uno de los podlenes segun el estudio realizado por Ruiz-
Garcia(150), en este estudio, los extractos de polen en los que se encontrd mas
profilina fueron las gramineas, con Lo/iumy Phleum con 75 y 41,6 ug respectivamente,
seguidos del Olea 4,9 ug, Salsola 4,8 ug Chenopodium 2,5 ug Plantago 1,8 ug 'y Bétula
1,1 pg. Si comparamos estos resultados con la cantidad total de proteinas del extracto
se observo que la cantidad relativa de proteinas era muy baja. Por ejemplo, en el
extracto de Lo/ium la cantidad total de proteina era de 8, 17 mg, por lo que la profilina
representaba solo el 0,9% del total de proteina. De forma similar ocurria con el Phleum
(0,7%) y en un rango todavia mas bajo con el resto de pdlenes: Olea (0,1%) Bétula
(0,05%) Chenopodium y Salsola (0,04%) y Plantago (0,01%). Hay que tener en
cuenta que estos resultados se refieren a la cantidad de profilina en extractos
comerciales y que pueden no correlacionarse con las proteinas de la fuente natural al
igual que ocurria con el estudio en el que no encontraron Pru p 4 en varios extractos

de melocotdn(169).

Otra posible explicacion de la presencia de profilinas a lo largo de todo el afio,
seria la que sugieren en el estudio realizado por Feo Brito y col.(206) en el que
detectaron aeroalérgenos de gramineas, fuera de la estacion polinica en otofio e
invierno que ademas correlacionaron con la clinica de los pacientes. Ellos hipotetizan
que los aeroalérgenos una vez liberados de los granos de polen pueden estar
presentes en el ambiente en periodos en los que los propios granos no estan, incluso
plantean que otras estructuras vegetales diferentes de los granos de polen podrian ser
el origen de estos aeroalérgenos como las flores, hojas, tallos o semillas. Ha habido
otros autores que han detectado presencia de alérgenos fuera de la estacion polinica
respectiva en el caso de gramineas, encina, abedul (83) o del polen del olivo(207). De
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forma similar, la profilina podria permanecer en el ambiente fuera de la estacién

polinica de las gramineas o provenir de otras estructuras de las plantas.

Por lo expuesto anteriormente, se puede inferir que los pdlenes de gramineas
pueden ser los mayores contribuidores a la presencia de profilina en el ambiente.
Puede que en la zona donde se realizd el estudio se obtuvieran estos resultados por la
cantidad de polen de gramineas presente en el ambiente. Estos resultados pueden
explicar el por qué la sensibilizacion a profilina se ha asociado al polen de gramineas
en varios estudios(172,208) con una correlacion de la sensibilizacion a profilina con la
presencia de IgE especifica a Phl p 1 y Phl p 5. Ademas, se ha detectado una variacion
geografica de sensibilizacion a profilina que se relaciona con la cantidad de polen de
gramineas en el ambiente(106,133). También se encuentra una variacién geografica
norte sur en Europa en la sensibilizacién a profilina en los pacientes con alergia a
alimentos(209,210), en posible relacion con la mayor frecuencia de sensibilizacion a

gramineas.

En este sentido seria interesante realizar el estudio de cantidad de profilina en
zonas con diferente concentracion de profilina. Como, por ejemplo, en Extremadura,
donde la presencia de clinica alérgica grave tras la ingesta de alimentos con profilina
se ha correlacionado con la mayor concentracion de gramineas en el ambiente(165), o
en Arabia Saudi donde encontraron que la profilina de palmera, Pho d 2 se comportaba

como alérgeno mayor(146).

En cuanto al decalaje que trascurre desde el pico de gramineas hasta el pico de
profilina requiere una explicacion, ya que, en el estudio realizado por Lund y col.(122)
de la cinética de liberacion a lo largo del tiempo de la profilina del polen de Phleun
(Phl p 12) junto con los alérgenos mayores observaron que la cinética de liberacion y
las cantidades molares de Phl p 1 y Phl p 12 fueron comparables entre ellas, aunque
claramente inferiores a Phl p 5. Si bien, en otros estudios se han encontrado
diferencias en los picos de polen de gramineas y aeroalérgenos(206) o del polen del

olivo y sus alérgenos(94).

También podria darse la hipdtesis de que la profilina requiera de ciertas
condiciones meteoroldgicas para que esta sea liberada de los granos de polen y
detectada en el ambiente como ocurrié en los estudios llevados a cabo por Feo Brito
con los alérgenos de gramineas en los que la mayor temperatura y en alto grado de
humedad se ha correlacionado con niveles mas altos de alérgenos en el ambiente(206).
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Para intentar buscar una correlacion con la liberacion de profilina en el
ambiente se estudiaron los parametros ambientales y meteoroldgicos en la zona de
Valdemoro durante el periodo de observacion ambiental. En este sentido se encontrd
una leve relacion con algunos parametros, de forma que la presencia de profilina en el
ambiente se correlacionaba con menor humedad y presién barométrica, asi como
mayor temperatura, velocidad del viento y radiaciones solares. Previamente se ha
descrito que los granos de polen tienden a liberarse cuando desciende la humedad
relativa, se mantienen en el aire durante mas tiempo, con baja humedad a bajas
velocidades de viento y alta presidon atmosférica(211-213). La lluvia puede eliminar
temporalmente las particulas y los aeroalérgenos del aire, aunque algunos granos de
polen pueden volver a suspenderse después(214,215). En el caso de los aeroalérgenos
se ha observado una correlacion de la temperatura y la humedad con la presencia de
Ole e 1 en ambiente y con la sintomatologia de los pacientes(94). En el caso de la
profilina son necesarios mas estudios que puedan mostrar resultados en zonas
geograficas distintas para intentar valorar la influencia de las variables meteorolégicas

en su presencia en el ambiente.

En nuestro estudio, también se obtuvieron correlaciones con algunos
contaminantes ambientales, encontrandose una correlacion positiva entre la
concentracion de profilina en ambiente con el ozono y negativa con el didxido de
nitrégeno (NO,), el mondxido de nitrégeno (NO) y las particulas en suspension de
menos de 2,5 micras (PM2,5). La contaminacion del aire puede aumentar la capacidad
alergénica del polen(216-219). En un estudio reciente en el que compararon las
proteinas expresadas por el polen de Lolium en dos poblaciones con niveles de
contaminacién distintos (Madrid y Ciudad Real) durante dos afios consecutivos en el
que observaron que niveles altos de NO, y SO, se relacionaron con la expresion de
genes en Madrid que aumentan la capacidad alergénica del Lolium(220). De forma
paralela, la expresion y posterior liberaciéon de profilina en los pdlenes podria
relacionarse con la contaminacion atmosférica, si bien, parecen necesarios nuevos
estudios para valorar la influencia real de cada uno de los contaminantes atmosféricos

en la presencia de profilina en el ambiente.

VILI.5Relevancia de los resultados de los estudios clinicos.

Los pacientes sensibilizados a profilina presentaron una intensidad de sintomas

totales, nasales y oculares estadisticamente superior a los pacientes no sensibilizados.
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Ademas el riesgo de presentar sintomas medido por el porcentaje de pacientes que
presentaban alguno de los sintomas cada dia también fue superior en los pacientes
sensibilizados a profilina. Este es uno de los mayores hallazgos de este estudio. Hasta
ahora no habia sido comunicado con anterioridad. De forma que es la primera vez que
se ha demostrado la capacidad de la profilina de producir sintomas alérgicos en la vida

real.

Aunque es frecuente que la exposicion a alérgenos desarrolle sintomas
alérgicos, no siempre ocurre. De forma que la deteccion de IgE especifica a
determinados alérgenos, no siempre equivale a relevancia clinica. Por lo que,
actualmente se recomienda que la evaluacidn diagndstica debe guiarse principalmente
por los sintomas clinicos(221). En este sentido, es importante intentar correlacionar la

clinica de los pacientes con la exposicion al alérgeno en el ambiente.

Sin embargo, no hemos encontrado publicaciones que hayan estudiado la
capacidad de la profilina de producir sintomas clinicos en la vida real de los pacientes,
solo hay publicados casos puntuales de pacientes sensibilizados(222,223). Por lo tanto
es necesario que se pueda correlacionar la cantidad de alérgeno del ambiente con los
sintomas que presentan nuestros pacientes en la vida real, tal y como se ha hecho con

otros alérgenos(206,224).

En nuestro estudio se observé que los pacientes con rinoconjuntivitis y/o asma
por alergia al polen que estaban sensibilizados a profilina presentaban una mayor
intensidad de sintomas alérgicos tanto en su conjunto como de forma individual con
cada uno de ellos, sobre todo, en el caso de los sintomas nasales y oculares. En el
caso de los sintomas bronquiales las diferencias solo fueron estadisticamente
significativas en presencia de profilina en el ambiente. Ademas estos pacientes también
tuvieron mayor riesgo de padecer sintomas bronquiales, nasales y conjuntivales con un
OR de 1,15 IC del 95% (1,08, 1,23) (P <0,001) y OR de 1,62 IC del 95% (1,47; 1,79)
(p <0,001), respectivamente. Por lo que queda demostrado que estos pacientes
presentan una mayor gravedad de la enfermedad alérgica respiratoria y una mayor

multimorbilidad.

Estudios previos han intentado dar un umbral de reactivacion, concentracion de
aeroalérgeno en ambiente, a partir del cual los pacientes sensibilizados a ese alérgeno
presentan sintomas, de forma similar a los granos de polen. De esta forma, puede

existir un rango para gramineas de entre 10-50 granos/m3 de aire y de Olea entre
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153-400 granos/m’ en el umbral en el que la mayoria de los pacientes sensibilizados
desarrollan sintomas alérgicos(94,95,206,225). En caso de los aeroalérgenos, en el
estudio realizado por Feo Brito y col. la presencia en ambiente de 1,84 ug / m3 de
alérgenos de gramineas fueron suficientes para inducir sintomas(206). Los mismos
autores, también estudiaron el umbral de reactivacion con los alérgenos del olivo
encontrando que 0,9 ng/m3 era suficiente para desencadenar sintomas en pacientes
monosensibilizados(94). Otros autores en un estudio simultdneo en Cérdoba y Evora

(Portugal) encontraron 3,9 pg de Ole e1(226).

No se conocen pacientes con rinoconjuntivitis y/o asma alérgica
monosensibilizados a profilina, por lo que es dificil conocer la carga clinica que se le
puede atribuir a este alérgeno con respecto a otros alérgenos del mismo polen que se
van a liberar de forma simultanea. Ademas la cantidad relativa de la profilina parece
ser inferior a la de los alérgenos mayores. En el estudio realizado en extractos
alergénicos(150) la cantidad profilina (75 pg) representaba solo el 6,15% de la
cantidad de Lol p 5 (1220 pg), por lo que puede que su contribucién a la clinica del
paciente también sea menor. En el caso del Plantago la profilina (1.8 pg) fue del 5,5%
del Pla | 1 (33 pg). En la Olea la profilina (4.9 ug) solo es un 0,2% del Ole e 1(2473

Mg)(150). Por lo que puede ser dificil dar un umbral de reactivaciéon de profilina.

Las implicaciones clinicas de pequefias cantidades de profilina siguen siendo
desconocidas, aunque diferentes estudios han sugerido que la profilina puede
aumentar la inflamacién alérgica(227). Por lo que la profilina si podria contribuir con un
efecto potenciador de la respuesta alérgica que resultaria sumatoria a la de otros
alérgenos principales de los pdlenes, de forma similar a la disminucion del umbral de
reactivacion que presentan los pacientes a lo largo de la estacion polinica (efecto
priming)(228). También la profilina podria contribuir a la clinica de los pacientes
alérgicos a pdlenes aumentando la frecuencia y/o la intensidad de la sintomatologia en

los pacientes sensibilizados.

VIL.6 Relevancia clinica de la profilina.

La contribucidon de este estudio al conocimiento de la relevancia clinica de la
profilina es uno de sus mayores logros, ya que se ha demostrado no solo que existe

profilina en el ambiente, capaz de producir una respuesta especifica a nivel
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respiratoria, sino también que los pacientes sensibilizados a la misma presentan una

mayor gravedad de enfermedad respiratoria en la vida real.

A la profilina, inicialmente se le atribuyd un papel poco relevante en la patologia
alérgica respiratoria, siendo un alérgeno menor en la mayoria de los pdlenes, se le ha
identificado como un alérgeno responsable de la reactividad cruzada entre podlenes,
alertando que su sensibilizacion podria significar un factor de confusién a la hora de
interpretar los causantes reales de la clinica de los pacientes(129,131,171). En la guia
de uso de diagndstico molecular que realiza la EAACI(221) se clasifica a las distintas
moléculas en 4 tipos: moléculas de baja abundancia y / o estabilidad débil, moléculas
asociadas al riesgo o la gravedad, indicador de reactividad cruzada y marcador de
sensibilizacion genuina (especifica de la especie), encuadrando a las profilinas como
indicadores de reactividad cruzada. Tal y como se ha visto en este estudio ademas de
reactividad cruzada podrian ser un marcador de gravedad de enfermedad respiratoria

alérgica.

En los Ultimos afios han surgido autores que se plantean la posible relevancia
de la profilina. Fue Domingo Barber uno de los primeros que plantea la posibilidad de
que en funcién de la prevalencia de sensibilizacion alérgica en un area determinada se
pueda predecir el potencial de inflamacion alérgica asociado a la polinosis de
gramineas, hipotetizando que la profilina podria ser el responsable del aumento de
prevalencia y gravedad de enfermedad alérgica en los Ultimos afios, o cuanto menos,
ser “el canario en las minas de carbon” que predice la posible evolucién de los
pacientes con enfermedades alérgicas(173). Rodriguez del Rio, ahonda en este
mensaje de cambio de concepto o paradigma que atribuye a la profilina escasa
relevancia y propone nuevos estudios que ayuden a una correcto abordaje de la
estrategia terapéutica de estos pacientes(172). Estas percepciones se basan en
publicaciones, como los estudios epidemioldgicos realizados en Espafia en los que se
ha observado que la profilina podria ser un marcador tanto de gravedad como de
polisensibilizacion en pacientes con alergia al polen de gramineas(106,124,133).
También ha demostrado importancia en los pacientes con alergia al polen del olivo, de
forma que la sensibilizacion a Ole e 2 se asocié de forma estadisticamente significativa
con la presencia de asma en estos pacientes(140). En otro estudio trasversal realizado
en Italia en nifos polinicos, hasta el 23 % ya estaban sensibilizados a profilina y se

relaciond con un aumento de la duracién de la enfermedad, asi como una mayor
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prevalencia de asma.(174). Otra muestra de la relevancia de la profilina es que se ha

asociado a mayor riesgo de reacciones alérgicas tras la inmunoterapia(175).

En la alergia alimentaria, la profilina también puede presentar relevancia, tanto
en la frecuencia de sensibilizaciéon como en la posible gravedad de los sintomas, tal y
como demostrd Alvarado con la posibilidad de producir reacciones alérgicas
graves(165). La sensibilizacion a profilina se ha demostrado como un factor de riesgo
de alergia alimentaria en varios estudios(116,221). En otro estudio multicéntrico
realizado en varios paises de Europa en pacientes con rinoconjuntivitis por alergia al
polen observo que la mayoria de los pacientes estaban sensibilizados a profilina(229).
En otro estudio realizado en Madrid(150) el 45,8% de los pacientes sensibilizados a

profilina presentaban sindrome de alergia oral por frutas.

Sin embargo, hay otros estudios que siguen atribuyendo a la profilina un papel
menos relevante, como el estudio trasversal realizado en Italia en el que la
sensibilizacion profilina se asoci® a menor presencia de asma en pacientes
sensibilizados a parietaria y a gramineas(128) o el realizado en Baviera, Alemania, en el
que sugieren que la sensibilizacion a profilina no presente relevancia clinica, ya que en
86 pacientes sensibilizados a profilina y polcalcina todos presentaban una
cosensibilizacion a un alérgeno mayor al que atribuyen la relevancia clinica(142).
Aunque el que presente una cosensibilizacion no quiere decir que la profilina no pueda

contribuir aunque sea de una forma relativa a la clinica del paciente.

Las discrepancias encontradas en los distintos estudios podrian explicarse por
las diferentes concentraciones de profilina en el ambiente en las distintas zonas, ya
que es conocido que en funcidon del grado de exposicion de cada una de las zonas la

sensibilizacion y la gravedad de los sintomas pueden variar(106,165).

En nuestro estudio, realizado en de forma prospectiva y longitudinal, se
encontrd que pacientes sensibilizados a profilina presentaban una intensidad
significativamente mayor de sintomas que los pacientes no sensibilizados, aunque
ambos grupos presentaban polisensibilizacion frecuente. También se observd un mayor
riesgo de desarrollar sintomas oculares, nasales y bronquiales en pacientes con prueba
cutanea positiva a profilina. Por lo tanto en nuestro estudio, intensidad y riesgo de
multimorbilidad corroboran la idea de que la profilina puede ser un marcador de

gravedad.
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Por otro lado, también se podria pensar que la mayor gravedad de la
enfermedad alérgica que presentaron los pacientes sensibilizados a profilina no se
atribuya directamente a la accién de la profilina, sino que ésta actuase con un
marcador indirecto de evolucidon de la enfermedad alérgica. En nuestro estudio los
pacientes sensibilizados a profilina mostraron el doble de tiempo de evoluciéon de los
sintomas de asma que los controles. Estos resultados podrian ser coherentes con
observaciones anteriores que sugieren la importancia de la profilina como un marcador

de evolucion(106).

También se ha sugerido que la sensibilizacion a profilina pueda ser secundaria
en pacientes que experimentan una sensibilizacidon sucesiva a varios alérgenos dentro
de un mismo polen, lo que se conoce como “propagacion molecular” o “molecular
spreading’, término que se refiere a la evolucién de la sensibilizacién de un paciente
desde la monosensibilizacidon, en la mayoria de los casos desde el alérgeno principal
hacia la oligo o polisensibilizacion en la que se incluyen otros alérgenos minoritarios y

panalérgenos con el paso de los afios(230).

Aunque si la profilina fuera simplemente un marcador de evolucién, la
frecuencia de sensibilizacion en nifios seria muy baja o inexistente. En cambio en el
estudio realizado por Asero(174), se encontré que afectaba al 23 % de los ninos,
siendo un 16% en edad prescolar, de forma que estos autores sugieren que la
sensibilizacion temprana a profilina podria ser un marcador de predisposicion atdpica e

historia clinica de alergia al polen mas grave.

De esta forma, esta evolucidn, también se puede dar de forma muy precoz en
los nifios, como muestra el estudio realizado en Alemania por Hatzler et al.(231). Se
trata de un estudio longitudinal en el que siguieron a nifios desde su nacimiento hasta
los 13 afios de edad. Observaron que en los 177 nifios que desarrollaron rinitis alérgica
estacional presentaban en su mayoria una progresion desde una monosensibilizacion
hacia una oligo o polisensibilizacién. Plh p 1 fue el primer alérgeno en el 75% de los
casos, estando presente en la mayoria de los casos en una fase preclinica de la
enfermedad. En cambio, la presencia de IgE especifica en suero frente a la profilina Plh
p 12 aparecid en la fase postclinica y frecuentemente en las Ultimas etapas de la
evolucion. La secuencia general fue primero Phl p 1, seguido de Phl p 4 y Phl p 5,
luego Phl p 2 y Phl p 6, finalmente Phl p 11, Phip 12y Phlp 7.
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Otros estudios seran necesarios para aclarar el papel real de la profilina en los
pacientes con enfermedad alérgica, si puede ser un marcador precoz de gravedad; si
pudiera ser responsable directo o indirecto de la intensidad de los sintomas; o si es un
marcador de evolucidn de la enfermedad. Aunque con los datos disponibles hasta
ahora se deberia hacer un seguimiento estrecho de los pacientes que presenten una
prueba cutanea positiva a profilina por el mayor riesgo de intensidad de sintomas y

presencia de multimorbilidad.

VIL.7Impacto clinico y aplicabilidad de la investigacion

Los resultados obtenidos en este estudio pueden cambiar el enfoque y abordaje
clinico de los pacientes con rinoconjuntivitis y/o asma alérgico en la practica diaria de
las consultas de alergologia, ya que, se da un marcador bioldgico de gravedad de estos
pacientes de muy facil acceso para todos los alergdlogos, con una metodologia
estandarizada, facilmente reproducible y en un periodo muy corto de tiempo. Con una
prueba cutdnea en prick con extracto de profilina se puede valorar la posibilidad de
que el paciente presente una mayor intensidad de los sintomas nasales, conjuntivales y
bronquiales con un mayor riesgo de presencia de los mismos. Por lo tanto, el
tratamiento propuesto para estos pacientes debe tener en cuenta estos aspectos. El

seguimiento posiblemente debera ser mas estrecho.

Hasta ahora la positividad a profilina en una prueba cutdnea, se planteaba
Unicamente como un posible factor de confusion, al ser responsable de la reactividad
cruzada entre pdlenes, con lo que llevaba a la necesidad de buscar la sensibilizacién
relevante de cada uno de los pdlenes a los que esta sensibilizado el paciente, buscar
otros alérgenos principales mediante el diagndstico molecular e intentar correlacionarlo

con la clinica(221,232).

Con la realizacion de este estudio, ademas de mejorar el conocimiento del
alérgeno de la profilina; corroborar su capacidad de inducir una respuesta alérgica
organo especifica a nivel local conjuntival y bronquial; demostrar que existe en el
ambiente en periodos a lo largo de todo el afio, incluso fuera de la estacion polinica de
las gramineas, se ofrece una herramienta Gtil como identificador de pacientes con una

mayor gravedad de enfermedad alérgica respiratoria, se presenta, por tanto, como un
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marcador bioldgico de facil aplicacion en la practica clinica de la alergologia en un

porcentaje alto de pacientes.

VIL.8Limitaciones del estudio

Son varios los puntos de mejora del actual proyecto, que podrian abarcar los
cuatro puntos cardinales de la investigacion: los estudios /in vitro, in vivo, estudio

medioambiental y estudios clinicos.

En primer lugar en el estudio /in vitro se podria haber profundizado en los
perfiles de sensibilizacion molecular de los pacientes sensibilizados a profilina para
conocer los alérgenos de cada polen a los que estaba sensibilizado y la comparacion
con los pacientes no sensibilizados a profilina en nuestra area. Si bien, este no era uno

de los objetivos del estudio.

Las pruebas de provocacion in vivo demostraron la capacidad de la profilina
para producir una respuesta especifica a nivel local, pero las concentraciones de
profilina que produjeron sintomas /n vivo fueron muy superiores a las concentraciones
encontradas en el ambiente. Por lo que con estos resultados no se podria aseverar la

relevancia clinica de la profilina en el ambiente.

El método de cuantificacion de profilina en ambiente mediante el captador de
particulas Sentinef® y el anélisis de los filtros con el método de ELISA inhibicién con
sueros policlonales de conejo especificos a profilina presentd buenos resultados, si
bien, el método utilizado puede influir en los niveles de alérgeno detectado(233,234).
No existe un método Unico y estandarizado para detectar particulas en ambiente, la
utilizacion de diferentes técnicas de muestreo y técnicas de inmunoensayo complica la
comparacion de resultados(235). Seria necesario un protocolo de consenso
estandarizado y validado que pudiera ser Util en la estimacion de la interaccion dosis-
respuesta frente a la exposicion a este alérgeno. La sintomatologia de los pacientes
sensibilizados a profilina en vida real podria correlacionarse con la presencia de
profilina en el ambiente, pero no se conocen pacientes monosensibilizados a profilina,
por lo que es dificil cuantificar el porcentaje relativo de los sintomas que pudiera ser
achacable a la profilina, teniendo en cuenta ademds que la cantidad relativa de
profilina con respecto a los alérgenos mayores es baja. En este sentido, en base a al

presente estudio se puede decir que la sensibilizacion a profilina puede ser un
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marcador de gravedad de enfermedad alérgica pero no es posible cuantificar la

relevancia intrinseca de la profilina en esta gravedad.

VIL.9Programa de desarrollo de investigacion

Son varios los puntos en los que se puede progresar la investigacion en la

relevancia clinica de la profilina y su aplicabilidad de la clinica.

Seria interesante profundizar en los endotipos de los pacientes sensibilizados a
profilina, de forma que se podria estudiar el patron de sensibilizacion molecular de los
pacientes sensibilizados a profilina, asi como estudiar el papel de la profilina en la
cronologia de sensibilizacion a alérgenos o propagacién molecular. Por lo que serian
necesarios nuevos estudios longitudinales similares al realizado Hatzler et al.(231) en
los que se realice un seguimiento de pacientes desde estadios preclinicos con
determinaciones seroldgicas periddicas que permitan establecer el papel de la profilina

en los patrones cronoldgicos de sensibilizacion en pacientes polinicos.

Un estudio pendiente seria la cuantificacién de profilina en distintas zonas para
poder establecer relacion con los distintos pdlenes presentes en cada una de ellas asi
como con la influencia de las condiciones aerobioldgicas. De forma similar al estudio
realizado por Jato y col. (236) que analizaron Par j 1 y Par j 2 en dos areas geograficas
diferentes de Espafia, en Ourense y Cartagena, observando menor cantidad de polen
en Cartagena pero mayor de aeroalérgeno. Ademas, si se pudiera correlacionar la
profilina en el ambiente con la sintomatologia de los pacientes en diferentes zonas y en
diferentes tiempos se podria llegar a establecer los niveles de profilina a partir de los
cuales los pacientes sensibilizados podrian comentar a presentar sintomatologia

alérgica.

Para conocer la evolucién de los pacientes sensibilizaciéon a profilina seria
necesario estudios de cohortes longitudinales que evaluasen la sintomatologia de los

pacientes con el paso de los afios.

También seria importante conocer la relevancia de la profilina en poblacién
infantil. En el estudio realizado por Asero(174), se observd que hasta el 23 % de los
nifios estaban sensibilizados a profilina, por lo que seria interesante conocer la
relevancia de la profilina en estos nifios y la evolucién que presentan en comparacion

con los nifos no sensibilizados a profilina.
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Otra linea de desarrollo de la investigacion seria la posibilidad de tratamiento
de Inmunoterapia con extracto de profilina al igual que se ha realizado con
el panalérgeno de LTP(237,238). En caso de la profilina la experiencia es mucho mas
limitada. En el estudio de Nucera y col.(239) realizaron tratamiento con Inmunoterapia
sublingual de profilina en 7 pacientes con alergia alimentaria a profilina (en su
mayoria sindrome de alergia oral) de forma que obtuvieron un aumento de los
alimentos tolerados en todos ellos. Quedaria por corroborar en estudios
doble ciego controlados con placebo la eficacia de la Inmunoterapia con profilina en
alergia a alimentos y valorar la posibilidad de su eficacia en pacientes con

patologia alérgica respiratoria.
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11.

IX- Conclusiones

Se detectd profilina en el ambiente en 133 dias (36,5% del afio) siendo
el periodo de principal del 8 de Marzo al 9 de Agosto, el dia pico el 10
de Junio con 0,56 ng de profilina por m3 de aire.

La profilina es capaz de desarrollar una respuesta alérgeno especifica a
nivel bronquial y conjuntival en pacientes sensibilizados a dicha
proteina, comprobada mediante provocacion bronquial y conjuntival
respectivamente.

Los pacientes sensibilizados a profilina presentaron una mayor
intensidad de los sintomas totales, respiratorios, nasales y oculares y
mayor riesgo de presentarlos.

Los pacientes sensibilizados a profilina presentan mayor frecuencia de
polisensibilizacion y mayor frecuencia de sensibilizacion a Cynodon,
Pldtanusy Parietaria

La presencia de sindrome de alergia oral por frutas se asocid con los
pacientes sensibilizados a profilina, siendo el meldn la fruta que con mas
frecuencia la producia.

Se obtuvo una concordancia elevada entre las pruebas cutaneas y
seroldgicas con profilina, asi como ente las pruebas in vitro entre si.

En Valdemoro el polen mas frecuentemente encontrado fue del género
Quercus seguido de los polenes de Oleay Poaceae. Tanto el polen total
encontrado, como el indice polinico anual de gramineas fueron
superiores en Valdemoro que en las estaciones de Getafe y Aranjuez.

Se observé una relacién entre la cantidad de profilina en ambiente y los
polenes de Olea y Poaceae. Sin embargo, el pico de profilina aparecio
unos dias después del pico de polen de estas especies.

No se observd una relacion entre los niveles séricos de anticuerpos
frente a la profilina y el grado de respuesta bronquial, conjuntival ni con
la intensidad de los sintomas de los pacientes sensibilizados a profilina
No se encontrd una relacidon significativa entre la concentracion de
profilina y la intensidad de los sintomas de los pacientes. Sin embargo,
en presencia de profilina en el ambiente la diferencia de sintomas
conjuntivales y bronquiales entre pacientes sensibilizados y no
sensibilizados a profilina fue mayor.

La presencia de profilina en el ambiente se correlacion6 con menor

humedad y presion barométrica, asi como, mayor temperatura,
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velocidad del viento y radiaciones solares. Los contaminantes
ambientales presentaron una correlacion positiva con la concentracion
de profilina en ambiente en el caso del ozono y negativa con el didxido
de nitrogeno, el mondxido de nitrégeno y las particulas en suspension

de menos de 2,5 micras.
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XI. ABREVIATURAS

IgG:

DE:

Inmunoglobulina G

Desviacion estandar

EAACI: Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica

ES:

FceRI:

Estadisticamente significativo

Receptor IgE de alta afinidad

FEV1: Volumen espirado forzado en el primer segundo

GEMA:

GINA:
HR%o:
HRB:
HUIE:
IC:
IgE:
IgM:
IL:
IPA:
IPM:
Llu:
LTP:
NO:

NO2:

Guia Espafiola de Manejo del Asma
Iniciativa Global para el Asma
Humedad relativa

Hiperrespuesta bronquial

Hospital Universitario Infanta Elena
Intervalo de confianza
Inmunoglobulina E
Inmunoglobulina M

Interleucina

fndice polinico anual

indice polinico mensual

Lluvia

Proteinas de trasferencia de lipidos
Monoxido de nitrégeno

Didxido de nitrogeno
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XI- ABREVIATURAS

03: Ozono

OR: Odds ratio

PC: Prueba cutanea

PC20: Concentracion del extracto que induce un deterioro del FEV1 del 20%
PFAS: Sindrome de alergia alimentaria del polen

PM10: Material con tamafio de particula superior a 10 micras
PM2,5: Material con tamafio de particula inferior a 2,5 micras
PNI: Podlenes no identificados

PPBE: Prueba de provocacion bronquial especifica

PPP: Periodo de polinizacién principal

Pre: Presion barométrica

PT: Polen total

RA: Rinitis alérgica

RS: Radiacion solar

SAO: Sindrome de alergia oral

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con duodecilsulfato sédico
SEAIC: Sociedad Espaiiola de Alergologia e Inmunologia Clinica
SEPAR: Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica.
S02: Dioxido de azufre

Th1: Linfocitos T helper tipo 1

Th2: Linfocitos T helper tipo 2

Tmp: Temperatura

VV: Velocidad del viento
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XII. ANEXOS

XII.1Anexo I Cuaderno de recogida de datos.

« DATOS EPIDEMIOLOGICOS
o Fecha de Nacimiento:

o Edad:
o Sexo: Hombre Mujer
o Antecedentes Personales

= Otros
o Antecedentes Familiares Atopia (1ler grado)
« Alergia Respiratoria
o Diagnostico y clasificacion de Rinitis.
= Tiempo de evolucion (afios)
» (Clasificacion: (segun criterios Guia ARIA(240))
* Intermitente Leve
» Intermitente Moderada- Grave
» Persistente Leve
» Persistente Moderada-Grave
o Diagnostico Conjuntivitis
o Diagnostico y severidad del Asma.
= Tiempo de evolucion (afios)
= (Clasificacion de la gravedad Asma Adulto segun guia GEMA(30)
* Intermitente
» Persistente Leve
» Persistente Moderada
» Persistente Severa
= (Clasificacion del control seguin guia GEMA(30):
» Bien controlada
» Parcialmente controlada
» Mal Controlada
« Comorbilidades alérgicas:
o Alergia a Alimentos:
= Alimento implicado
+ Clinica
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(0]

SAO

Urticaria

AE

Sintomas Digestivos
Sintomas Respiratorios

Anafilaxia

Alergia a Medicamentos

Urticaria aguda
Urticaria cronica

Dermatitis Atopica.
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XII.2 Anexo II Procedimiento cambio de filtro captador Air Sentinel®

1. Quitar tapa

2. Sujetar filtro y tirar hacia arriba de la segunda tapa

3. Doblar filtro dos veces y guardar en bolsa de plastico

4. Coger filtro con capa rugosa hacia arriba

5. Colocarlo debajo de segunda tapa y encajar

6. Colocar tapa.
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XII.3 Anexo III Aprobacion del estudio por el CEIC del IIS-F]D.
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XI1.4 Anexo IV Consentimientos informados

Anexo IVA Consentimiento informado de paciente caso

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO: Relevancia clinica de la profilina en los pacientes con rinoconjuntivitis
y/o asma por alergia a polenes.

Este formulario forma parte del proceso del consentimiento informado. Esta
disefiado para darle a usted una idea de lo que trata este estudio de investigacion y de lo
que le ocurrira si usted elige participar en el mismo, esto es: el objetivo de este estudio,
gué sucedera durante el estudio y cuales son sus responsabilidades, el riesgo de padecer
efectos secundarios por su participacion en el estudio, la atencion médica y los posibles
beneficios de su participacion en este estudio de investigacion y las respuestas a las
preguntas que pueda tener. Es necesario que usted conozca esta informacion para que
pueda tomar la decision correcta de participar o no en el estudio y le rogamos lea
detenidamente este documento y que se tome todo el tiempo que necesite para
reflexionar sobre el estudio.

Este formulario puede contener palabras, conceptos y procedimientos que quizas
usted no comprenda. Por favor pida a su médico o al personal del estudio que le
expliqgue la informacion que usted no entienda claramente. También se le dara la
oportunidad de hacer cualquier otra pregunta que tenga sobre el estudio.

Objetivos del estudio y antecedentes:

Se le ha propuesto participar voluntariamente en un estudio de investigacion.
Usted ha sido diagnosticado por su médico de rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a
pblenes y presenta una prueba cutanea positiva a Profilina.

Las Profilinas Son proteinas que estan presentes en el polen de muchas plantas
(gramineas, olivo, etc.), en algunos alimentos vegetales, y latex. Entre el 10-30% de los
pacientes con alergia al polen tienen una prueba cutanea positiva a la Profilina.

Las pruebas cutaneas solo demuestran la presencia de IgE especifica (anticuerpo
responsable de las reacciones alérgicas) pero no establecen la relevancia clinica, es decir
si esta proteina es la causante de los sintomas del paciente.

Para saber si sera capaz de producir sintomas respiratorios debemos recurrir a
una historia clinica detallada que correlacione los sintomas con la presencia de esta
proteina en el ambiente y, en el caso de la alergia respiratoria a pruebas de Provocacion
Bronquial para garantizar el diagnostico correcto.

El objetivo del estudio es conocer la relevancia clinica de la profilina en los
pacientes con rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a polenes para establecer si estas
proteinas son capaces de reproducir los sintomas que el paciente presenta y por lo tanto
establecerlas como causa de los mismos.

Procedimientos del Estudio:

-240-



XII- ANEXOS

Los procedimientos que se le van a realizar a lo largo del estudio son
procedimientos habituales que se hacen a otros pacientes con rinoconjuntivitis y/o asma
y probablemente se le practicarian también aunque no entren en el estudio.

Si decidiera participar en el estudio su participacién consistiria en cuatro puntos
fundamentales:

* Se extraera unauestra de sangrepara estudio en laboratorio. Las muestras de
sangre se utilizan Unicamente para los fines de este estudio clinico. Las muestras
de sangre seran conservadas por el laboratorio durante 5 afos, luego seran
destruidas

» Prueba de provocacion conjuntival con extracto de profilina: la prueba
consiste en la aplicacion de unas gotas en el 0jo, con concentraciones crecientes
de profilina, cada 15 minutos hasta que se obtiene una respuesta positiva o se
administra la dosis de mayor concentracion del alérgeno.

* Prueba de Provocacion Bronquial Especifica con extracto de profilies una
técnica que consiste en la inhalacion de concentraciones crecientes de profilina
en aerosol, controlando la funcién pulmonar mediante espirometrias.

e Rellenar undiario de sintomas y consumo de medicaciénEl paciente
rellenara en un registro de sintomas a lo largo de un afo, que sera semanal a lo
largo del periodo se seguimiento excepto durante los meses de mayor
polinizacion (Enero a Junio) que serd diario. En este registro se recogeréa la
presencia o0 no de sintomas segun una escala de severidad de 0 a 3. Con el fin de
poderlo correlacionar con la cantidad de polen y profilina que haya en el
ambiente en ese momento.

Riesgos y Beneficios:

Estas pruebas no suponen ningun riesgo adicional al que supone el estudio
habitual de su patologia, aunque no estan exentas de riesgo. Las pruebas de provocacion
pueden ser positivas, produciendo los sintomas de menor, igual o mayor intensidad que
la que motivo la consulta (tos, dificultad para respirar, congestion nasal, enrojecimiento
ocular, picor, urticaria, vomitos, fiebre, mareo, anafilaxia). Estas complicaciones
habitualmente se resuelven con tratamiento meédico pero excepcionalmente pueden
llegar a requerir otros procedimientos de urgencia.

Las pruebas seran realizadas por personal sanitario especializado en las mismas
y durante su realizacion usted recibira continuamente la asistencia médica necesaria.

La participacion en este estudio no supondra un beneficio inmediato en su
patologia, pero las investigaciones que se realicen ayudaran en un futuro a mejorar el
conocimiento de las herramientas de diagnostico y tratamiento de las patologias
alérgicas.

Confidencialidad

Toda la informacién que obtengamos de sus pruebas seran tratados de forma
confidencial, se llevaran a cabo conforme a la Ley Organica 15/1999 del 13 de
diciembre sobre la proteccion de los datos de caracter personal. De acuerdo con la ley
mencionada, puede ejercer sus derechos de acceso, modificacion, oposicion y
cancelacion de los datos. Para ello, debera dirigirse al médico del estudio.
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Los datos derivados de su participacion en el estudio estaran identificados
mediante un sistema alfanumeérico de codificacion interna, nunca con datos personales,
solo su médico podra relacionar estos datos con su historia clinica.

Participacion Voluntaria.
Su participacion en este estudio es voluntaria. En caso de que decidiera no participar, no
perderia ninguno de los beneficios de atencidn sanitaria a los que tiene derecho.

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

PARA EL PARTICIPANTE

Titulo del estudio: Relevancia clinica de la profilina en los pacientes con rinoconjuntivitis y/o

asma por alergia a podlenes.

Yo, (nombre y apellidos)

- He leido la hoja de informacién que se me ha entregado

- He podido hacer preguntas sobre el estudio

- He recibido suficiente informacidn sobre el estudio y la he comprendido
- He hablado con: (nombre del investigador)

s Comprendo que mi participacion es voluntaria y que mi decision de participacion en

este estudio no repercutira en mis cuidados meédicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio

En Madrid, a de de

Fdo: Fdo:

El paciente El investigador
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Anexo IVB Consentimiento Informado para paciente control.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE (Grupo Control)

TITULO: Relevancia clinica de la profilina en los pacientes con rinoconjuntivitis
y/o asma por alergia a polenes.

Este formulario forma parte del proceso del consentimiento informado. Esta
disefiado para darle a usted una idea de lo que trata este estudio de investigacion y de lo
que le ocurrira si usted elige participar en el mismo, esto es: el objetivo de este estudio,
gué sucedera durante el estudio y cuales son sus responsabilidades, el riesgo de padecer
efectos secundarios por su participacion en el estudio, la atencion médica y los posibles
beneficios de su participacion en este estudio de investigacion y las respuestas a las
preguntas que pueda tener. Es necesario que usted conozca esta informacion para que
pueda tomar la decision correcta de participar o no en el estudio y le rogamos lea
detenidamente este documento y que se tome todo el tiempo que necesite para
reflexionar sobre el estudio.

Este formulario puede contener palabras, conceptos y procedimientos que quizas
usted no comprenda. Por favor pida a su médico o al personal del estudio que le
expliqgue la informacion que usted no entienda claramente. También se le dara la
oportunidad de hacer cualquier otra pregunta que tenga sobre el estudio.

Objetivos del estudio y antecedentes:

Se le ha propuesto participar voluntariamente en un estudio de investigacion.
Usted ha sido diagnosticado por su médico de rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a
pblenes y presenta una prueba cutanea Negativa a Profilina.

Las Profilinas Son proteinas que estan presentes en el polen de muchas plantas
(gramineas, olivo, etc.), en algunos alimentos vegetales, y latex. Entre el 10-30% de los
pacientes con alergia al polen tienen una prueba cutanea positiva a la Profilina.

Las pruebas cutaneas solo demuestran la presencia de IgE especifica (anticuerpo
responsable de las reacciones alérgicas) pero no establecen la relevancia clinica, es decir
si esta proteina es la causante de los sintomas del paciente.

Para saber si sera capaz de producir sintomas respiratorios debemos recurrir a
una historia clinica detallada que correlacione los sintomas con la presencia de esta
proteina en el ambiente y, en el caso de la alergia respiratoria a pruebas de Provocacion
Bronquial para garantizar el diagnostico correcto.

El objetivo del estudio es conocer la relevancia clinica de la profilina en los
pacientes con rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a polenes para establecer si estas
proteinas son capaces de reproducir los sintomas que el paciente presenta y por lo tanto
establecerlas como causa de los mismos.

Procedimientos del Estudio:

Los procedimientos que se le van a realizar a lo largo del estudio son
procedimientos habituales que se hacen a otros pacientes con rinoconjuntivitis y/o asma
y probablemente se le practicarian también aunque no entren en el estudio.
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Si decidiera participar en el estudio su participacion consistiria en cuatro puntos
fundamentales:

* Se extraera unauestra de sangrepara estudio en laboratorio. Las muestras de
sangre se utilizan anicamente para los fines de este estudio clinico. Las muestras
de sangre seran conservadas por el laboratorio durante 5 afos, luego seran
destruidas

» Prueba de provocacion conjuntival con extracto de profilina: la prueba
consiste en la aplicaciéon de unas gotas en el 0jo, con concentraciones crecientes
de profilina, cada 15 minutos hasta que se obtiene una respuesta positiva 0 se
administra la dosis de mayor concentraciéon del alérgeno.

* Prueba de Provocacion Bronquial Especifica con extracto de profilies una
técnica que consiste en la inhalacion de concentraciones crecientes de profilina
en aerosol, controlando la funcién pulmonar mediante espirometrias.

* Rellenar undiario de sintomas y consumo de medicacionEl paciente
rellenara en un registro de sintomas a lo largo de un afo, que sera semanal a lo
largo del periodo se seguimiento excepto durante los meses de mayor
polinizacion (Enero a Junio) que sera diario. En este registro se recogera la
presencia 0 no de sintomas segun una escala de severidad de 0 a 3. Con el fin de
poderlo correlacionar con la cantidad de polen y profilina que haya en el
ambiente en ese momento.

Riesgos y Beneficios:

Estas pruebas no suponen ningun riesgo adicional al que supone el estudio
habitual de su patologia, aunque no estan exentas de riesgo. Las pruebas de provocacion
pueden ser positivas, produciendo los sintomas de menor, igual 0 mayor intensidad que
la que motivé la consulta (tos, dificultad para respirar, congestion nasal, enrojecimiento
ocular, picor, urticaria, vomitos, fiebre, mareo, anafilaxia). Estas complicaciones
habitualmente se resuelven con tratamiento médico pero excepcionalmente pueden
llegar a requerir otros procedimientos de urgencia.

Las pruebas seran realizadas por personal sanitario especializado en las mismas
y durante su realizacién usted recibira continuamente la asistencia médica necesaria.

La participacién en este estudio no supondrd un beneficio inmediato en su
patologia, pero las investigaciones que se realicen ayudaran en un futuro a mejorar el
conocimiento de las herramientas de diagndstico y tratamiento de las patologias
alérgicas.

Confidencialidad

Toda la informacién que obtengamos de sus pruebas seran tratados de forma
confidencial, se llevaran a cabo conforme a la Ley Organica 15/1999 del 13 de
diciembre sobre la proteccion de los datos de caracter personal. De acuerdo con la ley
mencionada, puede ejercer sus derechos de acceso, modificacion, oposicion y
cancelacion de los datos. Para ello, debera dirigirse al médico del estudio.

Los datos derivados de su participacion en el estudio estaran identificados
mediante un sistema alfanumeérico de codificacion interna, nunca con datos personales,
solo su médico podra relacionar estos datos con su historia clinica.
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Participacion Voluntaria.
Su participacion en este estudio es voluntaria. En caso de que decidiera no participar, no
perderia ninguno de los beneficios de atencidn sanitaria a los que tiene derecho.

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

PARA EL PARTICIPANTE

Titulo del estudio: Relevancia clinica de la profilina en los pacientes con rinoconjuntivitis y/o

asma por alergia a podlenes.

Yo, (nombre y apellidos)

- He leido la hoja de informacién que se me ha entregado
- He podido hacer preguntas sobre el estudio
- He recibido suficiente informacion sobre el estudio y la he comprendido

- He hablado con: (nombre del investigador)

% Comprendo que mi participacion es voluntaria y que mi decision de participacion en

este estudio no repercutira en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio

En Madrid, a de de

Fdo: Fdo:

El paciente El investigador
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Anexo IVC Consentimiento Informado para el Representante del paciente
Caso

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

DEL REPRESENTANTE

Titulo del estudio: Relevancia clinica de la profilina en los pacientes con
rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a polenes.

YO0ttt it it e e e ... CON DNI/Pasaporte... ... ... ...
(Nombre y apellidos)
encalidad de ...
(relacion con el participante, padre madre o tutor)
o = PP
(Nombre del participante)
- He leido la hoja de informacién que se me ha entregado
- He podido hacer preguntas sobre el estudio
- He recibido suficiente informacion sobre el estudio y la he comprendido

- He hablado con: (nombre del investigador)

- Comprendo que la participacion de mi hijo/hija es voluntaria y que mi decision de
participacion en este estudio no repercutird en sus cuidados médicos

- En mi presencia se le ha dado a mi hijo/hija toda la informacién pertinente adaptada a su
nivel de entendimiento. estd de acuerdo en participar y presto mi conformidad con que

participe en el estudio

En Madrid, a de de
Fdo: Fdo:
El Representante (Padre, Madre o Tutor) El investigador
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Anexo IVD Consentimiento Informado del Representante del paciente
control

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

DEL REPRESENTANTE

Titulo del estudio: Relevancia clinica de la profilina en los pacientes con
rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a pdlenes.

YO0ttt i i e it et e e CON DNI/Pasaporte. ..
(Nombre y apellidos)
€N CAlIdAad A ...ttt
(relacion con el participante, padre madre o tutor)
0 P
(Nombre del participante)
- He leido la hoja de informacién que se me ha entregado
- He podido hacer preguntas sobre el estudio
- He recibido suficiente informacion sobre el estudio y la he comprendido
- He hablado con: (nombre del investigador)

- Comprendo que la participacion de mi hijo/hija es voluntaria y que mi decisién de
participacion en este estudio no repercutira en sus cuidados meédicos

- En mi presencia se le ha dado a mi hijo/hija toda la informacion pertinente adaptada a su
nivel de entendimiento. estd de acuerdo en participar y presto mi conformidad con que

participe en el estudio

En Madrid, a de de
Fdo.: Fdo.:
El Representante (Padre, Madre o Tutor) El investigador
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Anexo IVF Hoja de Asentimiento paciente caso.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE (15-18 afios)

TITULO: Relevancia clinica de la profilina en los pacientes con rinoconjuntivitis
y/o asma por alergia a polenes.

Este formulario forma parte del proceso del consentimiento informado. Su
funcidn es que sepa por qué, para qué y cOmo puede participar en este estudio y que le
puede conllevar.

Este texto puede contener palabras, que quizas no comprenda. Por favor, pida a
su médico o al personal del estudio que le explique la informacion que no entienda
claramente.

Objetivos del estudio y antecedentes:

Se le ha propuesto participar voluntariamente en un estudio de investigacion. Ha
sido diagnosticado por su médico de rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a pélenes y
presenta una prueba cutanea positiva a Profilina.

Las Profilinas son proteinas que estan presentes en el polen de muchas plantas
(gramineas, olivo, etc.), en algunos alimentos. Muchos de los pacientes con alergia al
polen tienen una prueba cutanea positiva a la Profilina.

Las pruebas cutaneas no establecen si esta proteina es la causante de los
sintomas del paciente. Para saber si serd capaz de producir sintomas respiratorios
debemos recurrir a una historia clinica detallada que correlacione los sintomas con la
presencia de esta proteina en el ambiente y, en el caso de la alergia respiratoria a
pruebas de Provocacion Bronquial.

El objetivo del estudio es conocer la importancia de la profilina en los pacientes
con rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a polenes para saber si estas proteinas son
capaces de producir los sintomas que el paciente presenta.

Procedimientos del Estudio:

Los procedimientos que se le van a realizar a lo largo del estudio son
procedimientos habituales que se hacen a otros pacientes con rinoconjuntivitis y/o asma
y probablemente se le practicarian también aunque no entren en el estudio.

Si decidiera participar en el estudio su participacion consistiria en cuatro puntos
fundamentales:

* Se extraera unauestra de sangrepara estudio en laboratorio.

* Prueba de provocacion conjuntival con extracto de profilina: la prueba
consiste en la aplicacion de unas gotas en el ojo, para ver si te da alergia

* Prueba de Provocacion Bronquial Especifica con extracto de profilies una
técnica que consiste en la respirar concentraciones crecientes de profilina en
aerosol, controlando la funcién pulmonar mediante espirometrias.

e Rellenar undiario de sintomas y consumo de medicaciénEl paciente
rellenara en un registro de sintomas a lo largo de un afo, que sera semanal a lo
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largo del periodo se seguimiento excepto durante los meses de mayor

polinizacién (Enero a Junio) que sera diario.
Riesgos y Beneficios:

Estas pruebas no suponen ningun riesgo adicional al que supone el estudio
habitual de su patologia, aunque no estan exentas de riesgo. Las pruebas de provocacion
pueden ser positivas, produciendo los sintomas de menor, igual 0 mayor intensidad que
la que motivé la consulta (tos, dificultad para respirar, congestion nasal, enrojecimiento
ocular, picor, urticaria, vomitos, fiebre, mareo, anafilaxia). Estas complicaciones
habitualmente se resuelven con tratamiento médico pero excepcionalmente pueden
llegar a requerir otros procedimientos de urgencia.

La participacién en este estudio no supondrd un beneficio inmediato en su
patologia, pero las investigaciones que se realicen ayudaran en un futuro a mejorar el
conocimiento de las patologias alérgicas.

Participacion Voluntaria.
Su participacion en este estudio es voluntaria. En caso de que decidiera no participar, no
perderia ninguno de los beneficios de atencidn sanitaria a los que tiene derecho.

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

PARA EL PARTICIPANTE

Titulo del estudio: Relevancia clinica de la profilina en los pacientes con

rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a pdlenes.

Yo, (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado

He podido hacer preguntas sobre el estudio

He recibido suficiente informacion sobre el estudio y la he comprendido

He hablado con: (nombre del investigador)

% Comprendo que mi participacion es voluntaria y que mi decision de participacion en
este estudio no repercutira en mis cuidados meédicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio

En Madrid, a de de

Fdo.: Fdo.:

El paciente El investigador
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Anexo IVF Hoja de Asentimiento paciente control

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE (Grupo Control) (15-18 afios)

TITULO: Relevancia clinica de la profilina en los pacientes con rinoconjuntivitis
y/o asma por alergia a polenes.

Este formulario forma parte del proceso del consentimiento informado. Su
funcidn es que sepa por qué, para qué y cOmo puede participar en este estudio y que le
puede conllevar.

Este texto puede contener palabras, que quizas no comprenda. Por favor, pida a
su médico o al personal del estudio que le explique la informacion que no entienda
claramente.

Objetivos del estudio y antecedentes:

Se le ha propuesto participar voluntariamente en un estudio de investigacion. Ha
sido diagnosticado por su médico de rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a pélenes y
presenta una prueba cutanea Negativa a Profilina.

Las Profilinas son proteinas que estan presentes en el polen de muchas plantas
(gramineas, olivo, etc.), en algunos alimentos. Muchos de los pacientes con alergia al
polen tienen una prueba cutanea positiva a la Profilina.

Las pruebas cutaneas no establecen si esta proteina es la causante de los
sintomas del paciente. Para saber si serd capaz de producir sintomas respiratorios
debemos recurrir a una historia clinica detallada que correlacione los sintomas con la
presencia de esta proteina en el ambiente y, en el caso de la alergia respiratoria a
pruebas de Provocacion Bronquial.

El objetivo del estudio es conocer la importancia de la profilina en los pacientes
con rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a polenes para saber si estas proteinas son
capaces de producir los sintomas que el paciente presenta.

Procedimientos del Estudio:

Los procedimientos que se le van a realizar a lo largo del estudio son
procedimientos habituales que se hacen a otros pacientes con rinoconjuntivitis y/o asma
y probablemente se le practicarian también aunque no entren en el estudio.

Si decidiera participar en el estudio su participacion consistiria en cuatro puntos
fundamentales:

* Se extraera unauestra de sangrepara estudio en laboratorio.

* Prueba de provocacion conjuntival con extracto de profilina: la prueba
consiste en la aplicacion de unas gotas en el ojo, para ver si te da alergia

* Prueba de Provocacion Bronquial Especifica con extracto de profilies una
técnica que consiste en la respirar concentraciones crecientes de profilina en
aerosol, controlando la funcién pulmonar mediante espirometrias.

e Rellenar undiario de sintomas y consumo de medicaciénEl paciente
rellenara en un registro de sintomas a lo largo de un afo, que sera semanal a lo
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largo del periodo se seguimiento excepto durante los meses de mayor

polinizacién (Enero a Junio) que sera diario.
Riesgos y Beneficios:

Estas pruebas no suponen ningun riesgo adicional al que supone el estudio
habitual de su patologia, aunque no estan exentas de riesgo. Las pruebas de provocacion
pueden ser positivas, produciendo los sintomas de menor, igual 0 mayor intensidad que
la que motivé la consulta (tos, dificultad para respirar, congestion nasal, enrojecimiento
ocular, picor, urticaria, vomitos, fiebre, mareo, anafilaxia). Estas complicaciones
habitualmente se resuelven con tratamiento médico pero excepcionalmente pueden
llegar a requerir otros procedimientos de urgencia.

La participacién en este estudio no supondrd un beneficio inmediato en su
patologia, pero las investigaciones que se realicen ayudaran en un futuro a mejorar el
conocimiento de las patologias alérgicas.

Participacion Voluntaria.
Su participacion en este estudio es voluntaria. En caso de que decidiera no participar, no
perderia ninguno de los beneficios de atencidn sanitaria a los que tiene derecho.

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

PARA EL PARTICIPANTE

Titulo del estudio: Relevancia clinica de la profilina en los pacientes con

rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a pdlenes.

Yo, (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado

He podido hacer preguntas sobre el estudio

He recibido suficiente informacion sobre el estudio y la he comprendido

He hablado con: (nombre del investigador)

% Comprendo que mi participacion es voluntaria y que mi decision de participacion en
este estudio no repercutira en mis cuidados meédicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio

En Madrid, a de de

Fdo.: Fdo.:

El paciente El investigador
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XIL.5Anexo V: Indice de similitud (Antiplagio)

Esta tesis ha sido sometida a un Software antiplagio Turnitin ® iThenticate obteniendo
un indice de 2%. Después de haber excluido bibliografia, citas y consentimientos, tal y

como se refleja en la Figura X-1

Figura XII-1 Sofware antiplagio: 2% similitud

Se detectaron similitudes. en la mayoria de los casos accidentales o citadas como se

reflejan en las siguientes Figuras X-2, X3 y X3 a modo de ejemplos.

El informe completo se colgara en Zenodo®:
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Figura XlI-2 Sofware antiplagio. Ejemplo 1

Flgura XlI-3 Sofware antipagio. Ejemplo 2

Figura XlI-4 Sofware antipagio. Ejemplo 3
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XI1.6 Anexo VI: Concesion de beca investigacion Fundacion SEAIC.
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XII.7 Anexo VII: Premios y comunicacion de resultados.

« Concesion de beca para ayuda a la investigacion de la Fundacion SEAIC
(Sociedad Espanola de Alergologia e Inmunologia Clinica al proyecto de
investigacion “Relevancia clinica de la profilina en los pacientes con
rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a pdlenes”. Javier Ruiz Hornillos
(Anexo V).

« Premio a la mejor comunicacion poster del XXVIII Congreso Nacional de la
SEAIC: “Perfil Clinico de los Pacientes con Rinoconjuntivitis y/o Asma por
Alergia a Pdlenes con Sensibilizacion a Profilina.” Javier Ruiz Hornillos,
Aythamy Henriquez Santana, Sandra Blanco Bermejo, Antonio Moreno

Fernandez, Pilar Berges Gimeno M2 Angeles Lopez Matas.

« Comunicacidn Poster en European Academy of Allergy and Clinical Immunology
Congress, Copenhagen, Denmark. Ruiz-Hornillos, J; Moya, R; Lépez-Matas,
MA; Henriquez, A; Blanco, S; Moreno, A; Carnes, J. “Purified profilin for in vivo
diagnosis of the sensitization to this panallergen”. Allergy. 2014 Sep;69 Suppl
99(Suppl 99):138. doi: 10.1111/all.12491.

« Comunicacion Oral en Simposio Internacional Aerobiologia y Cambio Climatico.
Javier Ruiz Hornillos, Aythamy Henriquez Santana, Sandra Blanco Bermejo,
Eva Martin Sopefia, Maria Angeles Lopez Matas, Pilar Berges Gimeno. “La
profilina, un alérgeno ambiental responsable de sintomatologia alérgica. Estudio
en 3D".

» Ponencia en I Jornada Polinosis. Tratamiento de las alergias al polen en la zona
centro. Toledo. “Relevancia clinica de la profilina en los pacientes

sensibilizados”. Toledo Junio 2018. Javier Ruiz Hornillos.

« Ponencia en Curso de Alergia Molecular. Diagndstico y tratamiento molecular.
Segovia “Es realmente inocente la profilina”. Segovia, Septiembre 2017. Javier

Ruiz Hornillos.
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Ponencia en ciclo de sesiones Hospital La Paz. “Relevancia clinica de la profilina
en los pacientes con rinoconjuntivitis y/o asma por alergia a pdlenes.” Madrid

2015. Javier Ruiz Hornillos.

Publicacién en revista Q1/D1 en alergologia (2/28) e inmunologia (14/159).
Factor de impacto: 8.706 segun 2019 Journal Citation Reports: Ruiz-Hornillos
J, Lopez-Matas MA, Berges Jimeno P, Henriquez A, Blanco S, Seoane-Rodriguez
M, Mahillo I, Carnés J. Profilin is a marker of severity in allergic respiratory
diseases. Allergy. 2020 Apr;75(4):853-861. doi: 10.1111/all.14140. (Anexo
VIII)
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XI1.8 Anexo VIII Articulo
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