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INTRODUCCION

Las reacciones inmunoldgicas, mediadas por IgE, a vegetales y frutas, en
pacientes con sindromes alérgicos producidos por polen, son relativamente frecuentes.

Recientemente diferentes familias de proteinas de defensa frente a las plantas,
como quitinasas de la clase I, Proteinas de transferencia de lipidos (LPTs), inhibidores
de alfa-amilasas y taumatinas de cereales, han sido identificadas como alérgenos
importantes en alergias por polen y alimentos vegetales.

Es conocido que las reacciones alérgicas severas por alimentos involucran los
sistemas gastrointestinal, cutaneo, ocular, respiratorio y cardiovascular (1). Estas
reacciones anafilacticas a alimentos casi siempre se producen de un modo inmediato al
estimulo (2) y pueden ser diagnosticadas por ensayos cutaneos, determinaciones de IgE
especifica y estimulaciones si es necesario, pero las complicaciones clinicas derivas de
este sindrome estan aun por establecer (3).

En nuestro estudio hemos detectado algunos casos de anafilaxia alimentaria
seguidos de trombosis severa en menos de tres meses. En todos los casos, la anafilaxia
fue producida por ingestion de alérgenos vegetales (semillas y frutas). Hace 4 afios,
estudiamos los casos de 4 pacientes que sufrieron este tipo de anafilaxia, sequido de

trombosis de ambas venas iliacas y cava inferior. Encontramos niveles moderados a



altos de anticuerpos 1gG a cardiolipina y finalmente, los pacientes fueron diagnosticados
de un sindrome antifosfolipidico asociado a anafilaxia.
El sindrome antifosfolipidico es una enfermedad de caracter autoinmune que presenta la
asociacion entre fendmenos de trombosis venosas recurrentes, perdidas fetales,
patologia neuroldgica y la presencia del anticoagulante lupico (4). Las moléculas
reconocidas por los AAF tienen funciones dentro de hemostasia, en la que estan
incluidos los fosofolipidos. Este reconocimiento produciria las manifestaciones
tromboticas que describen el sindrome. Por otra parte los anticuerpos antifosfolipido
pueden reconocer elementos celulares de monocitos, plaquetas y células endoteliales,
favoreciendo la expresion del factor tisular que actia como activador de la coagulacién
(5). La induccién y formacion de estos anticuerpos se postula la homologia molecular
con determinados péptidos bacterianos y viricos, e incluso Ultimamente se ha
encontrado cierta relaciobn con las microparticulas al igual que ocurre en otras
enfermedades autoinmunes como el LES o la esclerosis sistémica (6).

En el presente estudio, relativo a 52 pacientes afectados de anafilaxia a semillas
y frutos el objetivo este estudio es determinar si existe una asociacion entre el desarrollo
de un cuadro anafilactico debido a alergias a alimentos y la aparicién de eventos

tromboticos relacionados con el sindrome antifosfolipidico.

METODOLOGIA

Se disefié un trabajo configurado como un estudio de caracter descriptivo de dos
grupos de pacientes con las patologias a relacionar mediante variables clinicas y
analiticas.

La seleccion de la muestra se realizd a partir de los pacientes que acudiesen al

Servicio de Urgencias del Hospital Rio Hortega de Valladolid o a la consulta de



Alergologia, de los que seleccionamos de forma aleatoria simple pacientes afectados
por cuadros de anafilaxia severa (grado I1I-1VV de Miller) producida por semillas o
frutos.

Por otra parte, se seleccionaron aleatoriamente 30 pacientes que presentaron
criterios de Sindrome Antifosfolipidico (SAF) procedentes del Servicio de Medicina
Interna y de la base de datos del Servicio de Hematologia del Hospital Rio Hortega de
Valladolid.

Todos los pacientes siguieron el mismo protocolo de estudio con obtencion de datos
tanto clinicos como analiticos:

> Realizacién de una detallada historia clinica de alergia y de eventos

tromboembdlicos.

> Pruebas de puncién cutanea con una bateria de 36 alérgenos, incluyendo el

alergeno vegetal sospechoso de la reaccion alérgica:

0 La técnica se realiz6 segun los procedimientos habituales (7). Se
utilizd un control negativo de solucién salina estéril 0,9 % y un
control positivo de fosfato de histamina 10 mg/mL para evaluar la
reactividad cutanea.

» Cuantificacion de IgE especifica:

0 La IgE total para los mismos alergenos utilizados en las pruebas de
funcion cutanea fue determinada por el sistema CAP-FEIA IgE®,
siguiendo las instrucciones del fabricante y los resultados se
expresaron en KU/L (8).

» Determinacidn de anticuerpos anticardiolipina y anti-p2-GP1:

o0 Los anticuerpos anticardiolipina IgG se determinaron mediante una

técnica de ELISA siguiendo las recomendaciones comerciales



(INOVA Diagnostics. Inc. Anticardiolipina IgG-HRP).

o0 Los anticuerpos anti-B2-GPIl 1gG e IgM también se determinaron
mediante una técnica de ELISA (Dr. Fenning BioMed GmbH
B2glucoproteina 1gG e IgM fr-elisa).

Se analizaron los datos descriptivos de las variables a estudio y de los datos
demograficos de los sujetos. La normalidad se analiz6 mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov.

Para estudiar las diferencias entre las variables cuantitativas se utilizaron los test
no paramétricos (U de Mann-Whitney) mientras que en caso de variables categoéricas
se utilizo la prueba de Chi cuadrado. De igual forma la correlacion entre variables
cuantitativas se establecié mediante la rho de Spearman.

El nivel de significacion se consider6 para una p < 0,05, por representar el valor
de mayor grado de consenso cientifico al respecto.

Los datos fueron analizados utilizando el paquete SPPS para Windows v. 15

(SSPS Inc, Chicago, IL, EEUU).

RESULTADOS

La media de edad de los sujetos con anafilaxia fue de 20,9 afios (DS=9,7 afios y
rango 12-69 afnos). De estos sujetos, 21 (40,4%) eran hombres y 31 (59,6%) mujeres.
Entre los sujetos sensibilizados a nueces, todos los del grupo A (prick e IgE positivos)
fueron mujeres con una media de edad de 20 afios (DS=6,2 afios y rango 20-40 afos),
mientras que todos los del grupo B (prick e IgE negativos) fueron hombres con una
media de edad de 18 afios (DS=2,6 afios y rango 12-42 afios).

Entre los 30 sujetos diagnosticados previamente de SAF y trombosis, 9 fueron

hombres (30%) y 21 mujeres (70%) con media de edad de 45,9 afios (DS=19,9 afios y



rango 20-62 afos).

La media de edad fue significativamente mayor en el grupo de SAF,
obteniéndose una significacion de p<0,0001 para la prueba t de Student. Tanto en el
SAF primario como en el secundario a LES se observa un predominio de mujeres
(60% y 90% respectivamente).

El andlisis estadistico de los resultados de las demas determinaciones analiticas

se presenta en las siguientes tablas.

Descriptivos AAC IgG | B,-GP1IgG | B,-GP1IgM | Media IgE | Media Prick
Z de Kolmogorov-Smirnov 3,4 2,908 2,841 3,193 2,097
p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,036

Tabla 1. Prueba de normalidad de las variables analiticas estudiadas.

Coef. Coef.
Rho de Spearman - Grupo -
P correlacion P correlacion

Anafilaxia 0,179 0,203
o <
AAC IgG vs B,-GP1 IgG 0565  <0,0001 G\ -
AAC 1gG vs B,-GP1 IgM 0,587  <0,0001 HMBMEME 0078 0,582
SAF 0,364 0,048
AAC IgG vs Media IgE 0,485 <0,0p01 HMBMSEE -0210 0,134
SAF 0,064 0,736
AAC IgG vs Media Prick 0267 0,015 MMEMENS 0017 0,902
SAF 0,120 0,526
B2-GP1IgGvs B2-GP1IgM 0795  <0,0001 Anafilaxia 0,639  <0,0001
SAF 0679  <0,0001
B2-GP1IgG vs Media IgE = -0,247 0,025 [Anafilaxia| 0157 0267
SAF 0,165 0,385
B2-GP1 IgG vs Media Prick  -0,140 0,27 MMMMEEEN 0082 0,563
SAF 0,148 0,434
B2-GP1IgMvs Media IgE = -0278 0,011 ‘Anaflaxia 0,087 0,538
SAF 0,323 0,081
B2-GP1IgMvs Media Prick  -0,152 0,73  Anafilaxia 0,066 0,640
SAF 0,297 0,111

Tabla 2. Correlacion de Spearman entre pruebas de alergia y autoinmunidad y tras
estratificar por grupos.



2
X p Grupo Xz p

AAC IgG vs B2-GP1 IgG 19527  <0,001 g;f"ax'a 05'?598 8:822
AAC 1gG vs B2-GP1 IgM 20,292 <0,001 :2‘?"”'& zjggg 8:133
AAC IgG vs Media IgE 8,040 0,007 g;f“aﬂa gjﬁgg 1
AAC IgG vs Media Prick 9,232 0,003 g;f”ax'a gjﬁzg 1
B2-GP1IgGvsB2-GP1IgM 38904  <0,001 g;f"ax'a 187,'656160 8:883
B2-GP1 IgG vs Media IgE St 0,031 g;fllaﬂa 8:133 0,&89
B2-GP1 IgG vs Media Prick 7,160 0,015 g;iﬂlaxm 8(1)?13 1
B2-GP1 IgM vs Media IgE 3,122 0,094 g;f”ax'a %ggg 0,%16
B2-GP1IgM vs Media Prick 4,940 0,043 :2‘?"%& 8:232 0,7113

Tabla 3. y° entre pruebas de alergia y autoinmunidad y tras estratificar por grupos.

DISCUSION
La prevalencia de fendmenos tromboembdlicos depende de la edad del paciente,
siendo méas frecuentes a medida que aumenta la edad de estos (9). En el caso de
nuestros sujetos la edad de inclusion en el estudio es mucho menor que la del grupo
control formado por pacientes con SAF 1° o 2° con una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,0001) entre las medias de 20 afios. En los dos grupos, la edad de
inclusién en el estudio es la propia de la patologia que presentan segun la literatura,
aproximadamente 20 afios para anafilaxia y 50 afios para SAF.
En cuanto a la distribucion de sexos también existen diferencias entre los
grupos, 59,6% mujeres en el grupo de anafilaxia y 70% en el de SAF, siendo este
ualtimo ligeramente menor de lo esperado segun la literatura.

En los estudios de alergia se obtuvo una diferencia de medianas superior para el




grupo de anafilaxia, siendo de 8,84 mm?y con una significacién de p < 0,001 para
la prueba estadistica U de Mann-Whitney.

El porcentaje de resultados positivos para el test de puncién cutanea fue muy
superior (44,7% mayor) en el grupo de anafilaxia 98,08% (41 sujetos) frente al
53,34% (16 sujetos) del grupo de SAF, aun asi estos Gltimos muestran una mayor tasa
de positivos que la descrita para la poblacion general, 10,68 % (10).

Segun la determinacion de IgE especifica para los distintos alérgenos estudiados
se obtuvo una tasa de positivos de 98,08% (41 sujetos) en el grupo de anafilaxia y
56,67% (17 sujetos) en el grupo de SAF, por lo que la diferencia es ligeramente
menor que en el caso del test de puncion cutanea (54,74%) ya que hay 1 sujeto mas
con resultado positivo en el grupo de SAF. La tasa de positivos en poblacién general,
al igual que para el test de puncién cutanea, es mucho menor (8,75%) que lo obtenido
en el grupo de SAF, lo cual no es condicidn suficiente para establecer una relacion
directa entre el SAF y las alergias a alimentos pero representa un incremento de riesgo
4,06 veces superior de obtener un resultado positivo para la prueba de puncién
cutanea y 6,48 veces superior para la determinacion de IgE especifica.

La diferencia de las medianas de la determinacion de IgE especifica entre los
grupos es de 2,51 kU/L, con una significacion de p<0,001 para la prueba estadistica U
de Mann- Whitney.

El analisis de correlacion no paramétrica de Spearman entre los resultados
obtenidos en la prueba de puncién cutanea y las determinacion de IgE especifica
resultd significativo (p<0,0001), con un coeficiente de correlacion de 0,841, lo cual
parece adecuado teniendo en cuenta que son dos herramientas de diagndstico y
monitorizacion diferentes. Al analizar las variables de forma categdrica se obtuvo un

v’ de 75,408 con una significacion de p<0,001, lo que confirma los resultados



anteriores. Tras realizar la estratificacion por grupos los analisis estadisticos contindian
siendo significativos.

Por tanto, podemos establecer que la prevalencia de sujetos con alergia en el
grupo de anafilaxia es la esperada (98,08%, tomando el valor de la cuantificacién de
IgE que es més especifica) teniendo en cuenta que la seleccion de estos pacientes se
realiz6 en base a la clinica que mostraron, mientras que en el grupo de SAF (56,67%)
es mayor de la esperada si lo comparamos con las tasas observadas en poblacion no
seleccionada espafiola, 14% en adultos y 20,8% en nifios (10).

En el estudio de AAC llevado a cabo entre los 52 sujetos afectados de
anafilaxia, 15 (28%) presentaron AAC en niveles positivos, de ellos 8 (15%) con
niveles moderados o elevados (7 y 1 respectivamente). De los 30 sujetos
diagnosticados de SAF 28 (93,3%) presentaron AAC positivos, todos ellos con titulos
moderados o elevados (11 y 17 respectivamente).

Las medianas obtenidas son 6,5 UGPL/mL para el grupo de anafilaxia y 71
UGPL/mL para el grupo de SAF. La diferencia entre las medianas de los grupos es
64,5 UGPL/mL, siendo significativa segin la prueba de comparacion no paramétrica
U de Mann-Whitney con una p<0,001. Cabe destacar que la tasa de positivos en el
grupo de anafilaxia es superior a lo esperado que seria del 1-7% en pacientes jovenes
sanos segun los datos actuales. Este 28% se encuentra mas cerca de las prevalencias
tipicas de pacientes con LES vy otras patologias de caracter crénico, lo que parece
significativo puesto que un 50-70% de los pacientes con LES desarrolla el SAF tras
20 afios y por tanto cabria la posibilidad de tener que monitorizar a los pacientes con
anafilaxia y AAC positivos a lo largo del tiempo. Ademas en otras patologias como la
trombosis venosa profunda o embolia pulmonar se demostr6 un 24% de positivos para

AAC, sugiriendo la necesidad de evaluar los AAC en este tipo de pacientes de manera



sistematica (11).

Se realizé un analisis de correlacion entre la determinacién de AAC vy el resto
de pruebas realizadas. Existe correlacion significativa entre las diferentes
determinaciones aunque los coeficientes obtenidos no son buenos.

En el grupo de sujetos con anafilaxia se obtuvieron 7 (16,7%) resultados
positivos para anti- p2-GP1 IgG y 3 (7,1%) para anti- B2-GP1 IgM, mientras que en el
grupo de sujetos con SAF se obtuvieron 21 (70%) y 17 (56,7%) respectivamente. Las
medianas obtenidas fueron inferiores al punto de corte para ambos isotipos en el total
de sujetos, pero si tenemos en cuenta los grupos se incrementa este valor en los
sujetos con SAF hasta 38 UGPL/mL y 14,3 UMPL/mL, mientras que en el grupo de
anafilaxia permanecen por debajo del punto de corte. La diferencia entre las medianas
de los dos grupos fue 34,53 UGPL/mL para el isotipo IgG, siendo significativa segin
la prueba de comparacién no paramétrica de Mann-Whitney U = 269,0 con una
p<0,001, y 12,87 UMPL/mL para el isotipo IgM, con una prueba de comparacién no
paramétrica de Mann-Whitney U = 216,0 con una p<0,001.

Tras el andlisis de correlacion entre las determinaciones de anti- 2-GP1 y los
test de alergia en el total de individuos se obtuvo un resultado significativo
perteneciente a la correlacion entre los dos isotipos de anti- B2-GP1, con un
coeficiente de 0,795 y una significacion p<0,0001 y entre la determinacion de anti-
B2-GP1 1gG e IgM con los resultados de IgE, pero con peores coeficientes. Al
estratificar por grupos sélo se mantiene la correlacion entre los isotipos de anti- p2-
GP1 con unos coeficientes ligeramente menores, 0,639 y 0,679 para anafilaxia y SAF
respectivamente, ambos con significacién de p<0,0001. Por otra parte, los analisis de
las variables categorizadas, tanto para el total de individuos como tras la

estratificacion, no coinciden con estos resultados de correlacion a excepcion de la



comparacion entre isotipos de anti- B2-GP1. Un estudio realizado con pacientes con
trombosis venosa profunda y con infarto cerebrovascular demostré que la mediana de
los AAC era superior en los casos en los que los anti- p2-GP1 también eran positivos,
67 UGPL/mL frente a 21 UGPL/mL, p<0,0001(11).

Existe una similitud estructural existente entre las membranas animales y
vegetales, pues todas las células eucariotas tienen fosfolipidos de membrana similares.
Los fosfolipidos desempefian un papel fundamental en el desarrollo de la cascada de
la coagulacion, actuando como cofactor en varias reacciones ya que suministran la
bicapa lipidica necesaria para que tenga lugar algunas reacciones imprescindibles. A
este respecto y a nivel especulativo, es posible sugerir que las glicoproteinas y
lipoproteinas a la que nuestros pacientes presentan respuesta inmune, poseen un
comportamiento similar a la p2-GP1, el cofactor imprescindible para la interaccion
entre los AAC y el antigeno. De esta forma, los sintomas podrian ser explicados por la
existencia de autoanticuerpos frente a lipoproteinas de membrana con estructura
similar a las de los alérgenos lipoprotéicos de membranas vegetales (12). La razon
seria la sensibilizacién frente a la bicapa fosfolipidica de membrana de todas las
células eucarioticas (sean células endoteliales vasculares y células vegetales). En el
SAP ha sido descrito un fendmeno de remodelado de la bicapa fosfolipidica en
respuesta a la activacion o apoptosis, definida como pequefias vesiculas liberadas de la
membrana plasmatica por exocitosis (13). La trombosis puede ser debida a la
alteracion de la cinética del equilibrio entre las reacciones procoagulantes y
anticoagulantes (14). Este mecanismo se ha postulado también para la asociacion
entre SAF y céncer, en el que se encuentra incrementado el riesgo de padecer
episodios trombéticos.

Existe un papel de las plaquetas en la anafilaxia y algunos datos sugieren que la



activacion de las plaquetas en pacientes con SAF esta relacionado con los anticuerpos
anti 2-GP1 y mediada a través de los receptores tipo Toll (TLR4), que resulta en un
fenotipo protrombético y proinflamatorio con sintesis y secrecién de adhesinas y
citoquinas proinflamatorias muy similares a las liberadas durante la respuesta
anafilactica a los alimentos vegetales (15).

El incremento de la prevalencia de las alergias a alimentos puede deberse a
modificaciones de los habitos alimenticios y a la evolucion de la tecnologia
alimentaria. De hecho, las nuevas técnicas de procesado pueden aumentar la
alergenicidad o crear neoalérgenos (16).

Por otra parte, la combinacion de hidrolisis enzimatica, calentamiento o el desarrollo
de plantas modificadas genéticamente pueden ofrecer nuevas alternativas para
desarrollar alimentos hipoalergénicos (17) que eviten en mayor medida el desarrollo

de episodios de anafilaxia debida a componentes tanto proteicos como lipoproteicos.
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