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RESUM:

L’al-lérgia als vegetals és cada cop més prevalent. Existeixen pocs
estudis sobre els perfils antigénics i al-lergénics de I'enciam i les seves varietats.
Fins al moment s’ha descrit com a al-lergé major i unic una nsLTP: Lac s 1.

Analitzar el perfil de sensibilitzacié a diverses varietats d’enciam en
pacients al-lergics i la reactivitat encreuada entre les mateixes. Estudiar el perfil de
reconeixement molecular a I'extracte d’enciam.

Es van incloure 25 pacients sensibilitzats a enciam. Per estudiar
el perfil de sensibilitzaci6 i la reactivitat creuada es van realitzat proves cutanies a
bateries estandard de pneumoal-lergens / aliments i a una bateria d’extractes crus
de diferents varietats d’enciams i panal-lergens alimentaris , a més d’'un questionari
dirigit. Per a I'estudi de reconeixement molecular es van realitzar immunodeteccions,
ImmunoCAP-ISAC i ISAC-Inhibici6.

Les proves cutanies a enciams van mostrar sensibilitzacions aleatories a
les diferent varietats. L’analisi estadistic no va permetre establir patrons d’associacio.
A les immunodeteccions el 70% dels pacients reconeixien LTP , la resta no
presentaven bandes fixadores d’IgE o les presentaven amb pes molecular superior.
Es va aillar en un dels serums una banda fixadora d’IgE de 14KDa. Mitjancant
técniques d’inhibicié de '|SAC es va demostrar la preséncia de profilina en I'extracte
d’enciam.

Els perfils de sensibilitzacié a diverses varietats d’enciam no mostren
patrons especifics ni suggereixen reactivitat encreuada deguda a [I'expressio
d’al-lergens diferents. A més d’estar sensibilitzats a Lac s 1, alguns pacients estan
sensibilitzats a al-léergens menors. Un d’ells podria tractar-se d’'una profilina.



INTRODUCCIO

L’al-lergia als aliments d’origen vegetal ,a més de ser una de les causes més
frequents d’al-lergia alimentaria, ha estat en els darrers anys la base per a la
realitzaci6 d’estudis que han permés conéixer els al-lergens, les seves
caracteristiques fisico-quimiques i els processos de reactivitat encreuada®.

El fenomen de la reactivitat encreuada® es déna quan un anticos de tipus IgE
generat originariament front a un al-lergen concret reconeix una proteina similar
d’'una altra font al-lergénica. Aixi és com s’explica que pacients afectats d’al-lergia
respiratoria per sensibilitzacié primaria a pol-lens presentin posteriorment simptomes
després de la ingesta de certs aliments, o que, pacients que presenten al-lérgia per
sensibilitzacié a un aliment amb el pas del temps la presentin amb altres aliments.
Per tal que existeixi reactivitat encreuada entre proteines s’ha de donar una identitat
de sequencia entre elles superior al 70%. La probabilitat que existeixi reactivitat
encreuada entre vegetals és tant més alta quan més properes son filogenéeticament
les especies.

La biologia molecular ha permeés identificar les molecules al-lergeniques que hi ha
en els aliments millorant aixi la capacitat diagnostica per part dels facultatius i
generant la possibilitat d’estudiar perfils de sensibilitzacié6 en els pacients. La
importancia de conéixer aquests perfils recau en les diferencies de pronostic clinic i
de maneig dels pacients,i la possibilitat futura de realitzar tractaments especifics.

Els al-lergens més importants implicats en quadres d’al-lergia a vegetals coneguts
fins al moment inclouen les proteines transportadores de lipids (LTP), les profilines,
els homolegs de Bet v 1, les taumatines, les quitinases, les proteines de reserva: les
albumines 2s i les prolamines, entre daltres®*. Les LTP® son unes proteines
altament resistents i amb capacitat de sensibilitzar de forma primaria per via
digestiva. Els pacients sensibilitzats a les LTP solen presentar simptomatologia
sistémica en forma d'urticaria (U), angioedema (AE) o anafilaxi (AF), encara que
també poden presentar-se com a sindrome d’al-lérgia oral (SAO) °. Les profilines’
formen part dels grups proteics labils:sense capacitat de suportar el tractament
térmic, el pH gastric ni les enzimes digestives®. La sensibilitzaci6 a aquestes
proteines es considera secundaria a una sensibilitzacié pol-linica previa o primaria.
La forma clinica de presentacio meés frequent és de tipus oral i/o faringi ja que a la
seva arribada a I'estémac les profilines son desnaturalitzades pels enzims gastrics i
el pH acid. Malgrat tot, s’han descrit reaccions de tipus sistémic®. Tenen com a
caracteristica la gran ubiquitat que presenten en el medi, ja que es troben en la
totalitat de les espécies animals i vegetals '°, i la gran similitud que presenten entre
elles, el que fa que tinguin una elevada reactivitat encreuada. Les profilines
constitueixen una familia de panal-lergens altament conservada i és una de les
principals responsables de la co-sensibilitzacio entre pol-lens i aliments.



Respecte a l'al-lergia a I'enciam pocs son els estudis que s’han realitzat fins al
moment.

L’enciam ( Lactuca sativa) és un vegetal que pertany a la familia de les compostes
(compositae), al igual que altres vegetals com les endivies,el gira-sol o I'artemisia.
Existeixen quatre grups botanics o varietats en funcioé de les seves caracteristiques
morfologiques: lactuca sativa var. Longifolia (romana, baby), L.sativa var capitata
(batavia, trocadero, iceberg), L.sativa var inybacea (Lollo Rossa, Red salad Bowl,
Cracarelle), L sativa var augustana. Filogenéticament molt properes existeixen dos
families que s’han inclos en I'estudi: cichorium (escarola, endivia i fulla de roure),
valerionella (canonge, racula).

L’any 1993 es va publicar la primera evidéncia de que I'enciam podia donar
dermatitis de contacte i un any després es va descriure el primer cas d’anafilaxi
després de la seva ingesta’®. L’any 1998 es va publicar el primer estudi en que es
demostrava que I'enciam contenia al-leérgens. Mitjangant estudi d’'immunodeteccio es
van descriure dos proteines amb potencial al-lergenic: una de 16KDa, figuradament
una profilina,i una altra de 9KDa, presumiblement una LTP. L'any 2003 es va
demostrar que la proteina de 9KDa era efectivament una LTP. Es va catalogar com
a al-lergen principal de I'enciam i se la va denominar Lac s 1. Posteriorment es va
demostrar la implicacié de Lac s 1 en diversos episodis d’anafilaxi en pacients que
havien consumit enciam®. Recentment s’ha demostrat la presencia de reactivitat
encreuada entre Lac s 1 i Pru p 3 (LTP, al-lergen principal del préssec) mitjancant
assajos d’inhibici6*®. En el moment actual I'tnic al-lergen descrit de I'enciam és Lac s
1 i aixi consta a www.allergome.orq (plataforma mundial virtual, d’actualitzacié diaria,
on consten tots els al-lergens descrits).

Les técniques diagnostiques d’al-lérgia amb les que es treballa actualment es basen

en la deteccid d’IgE especifica d’extracte complert d’'una font bioldgica. La
determinacié es pot fer de forma qualitativa usant les proves cutanies (PC) o
quantitativa usant la determinaci6 d’IgE especifica sérica. L'Us de I'extracte complert
no permet coneixer quin és I'al-lergen concret causal de la sensibilitzacio del pacient.
La introduccio de I'us de micromatrius d’al-lérgens en I'estudi d’al-lergia alimentaria
permet diagnosticar sensibilitzacions a una o més molécules d’'una o varies fonts
al-lergéniques. Amb I'Us d’aquesta técnica s’introdueix el concepte de diagnostic per
components i amb aquest es pot obtenir el perfil de sensibilitzacié al-lergénic de
cada pacient'’*®. Estar sensibilitzat a LTP pot comportar risc de reaccions greus
(AF) mentre que el fet d’estar-ho a profilines implicaria reaccions menys greus i la
alta probabilitat de reaccions encreuades amb altres aliments i pol-lens.

Fins ara no s’ha estudiat I'existencia de reactivitat encreuada entre enciams o si
estar sensibilitzat a un grup o subfamilia implica risc d’estar-ho a altres. Hi ha
publicat un estudi similar entre varietats de tomaquets®®. En aquest, es demostra que
existeixen diferéncies en els perfils antigenics i al-lergénics quan s’analitza la
composicid de les diferents varietats de tomaquets que existeixen en l'area


http://www.allergome.org/

mediterrania. Els autors descriuen una LTP i una PG2A com als al-lergens més
importants implicats en la sensibilitzaci6 a tomaquet en la nostra poblacié pero
demostren a meés l'existéncia d’altres proteines amb capacitat de fixar antigen
implicades en les reaccions.

En el cas de I'enciam, observacions cliniques indiquen que no tots el pacients
al-lergics a enciam estan sensibilitzats a LTP i per tant hi deu haver també altres
proteines al-lergéniques responsables de les reaccions.



OBJECTIUS DE L'ESTUDI:

L’objectiu principal de l'estudi és analitzar el perfil de sensibilitzacid6 a diverses
varietats d’enciam en pacients al-lérgics i la reactivitat encreuada entre les mateixes.

L’objectiu secundari és estudiar el perfil de reconeixement molecular a I'extracte
d’enciam dels pacients al-lérgics.



MATERIAL | METODES

Es varen incloure 25 pacients diagnosticats de sensibilitzacié a enciam per prova
cutania positiva ( extracte Laboratoris Leti SL), a les consultes externes d’al-lérgia
entre abril i desembre de 2010.

Tots els pacients varen firmar el consentiment informat.

El protocol de 'estudi amb n°® de registre PR (AG)193/2011 va ser aprovat per el
comite étic de [I'Hospital Vall d'Hebron segons les normes de BPC
(CPMP/ICH/135/95) i el Real Decret 223/2004.

A tots els pacients se’ls va realitzar proves cutanies en prick a tres bateries
d’al.lergens:

Bateria _estandard de pneumoal.lergens de I'Hospital Vall d’Hebron:
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, alternaria, aspergillus,
cladosporium, penicillium, epiteli de gos, epiteli de gat, latex, arbres |, arbres II,
cupressus, olea europea, platanus, graminies, malesa, parietaria, artemisia,
plantatge, mercurialis, cynodon, phragmites, panerola.

Bateria estandard d’aliments de I'Hospital Vall d’'Hebron: ametlla, avellana, cacauet,
nou de nogall, piny6,festuc,castanya,pipa de gira-sol, maduixa, meld, kiwi, poma, pell
de préssec, platan, alvocat, enciam, tomaguet, mongeta verda, pésol, llentia,farina
de tramussos,farina de soja, cereals, gluten, gliadina, ou, llet de vaca, peix blanc,
peix blau, calamar, gamba, musclo, porc, pollastre, mostassa, anisakis, latex.

Bateria d’extractes crus de diferents varietats d’enciams i panal-lergens alimentaris:
romana, baby, meravella, trocadero, iceberg, batavia, escarola, endivia, fulla de
roure, rdcula, canonge com a varietats d’enciam .LTP de préssec (30ug/mi;
Laboratoris ALK-Abellé) i profilina de palmera (50ug/ml;Laboratoris ALK-Abelld)
(Figura 1).

Les proves cutanies a diverses varietats d’enciam es van realitzar per la tecnica de
prick-prick amb homogeneitzat de I'enciam en fresc.

Totes les bateries contenien histamina 10mg/ml i solucié salina com a controls
positius i negatius respectivament. Les proves cutanies es consideraven positives si
apareixia un eritema 3mm superior al control negatiu 15 minuts després de
I'aplicacio intraepidérmica de la solucid.



Test cutani (papul.la/eritema)

Suero fisilogic
Histamina
Lactueg sativa longiflig Romana

Baby

Lactuea sofiva cgpitatg Maravilla
Trocadero
Iceberg

Batavia
Cichariym endivia Escarola
Gicharium intvhus. Endivia

Fulla de roure
Valeranelly lngustn Rucula
Candnigo

LTP purificada de presses
(30pg/ml, ALK-Abelld)

Prafiling purificada de palmer
|S0ug/ml. ALK-Abellg)

Figura 1. Bateria de les diverses varietats d’enciams agrupades per families i panal-lérgens alimentaris.

Tots els participants a l'estudi van respondre un questionari, amb I'ajuda de
I'investigador, per recollir les caracteristiques cliniques de la reaccié al-lérgica
presentada amb la ingesta d’enciams.

[J NO. Pasar a la pregunta 3.

Osl.

No como Como Urticaria y/o Picor en boca, Anafilaxia
habitualmente habitualmente y lo angioedema oreja ojos.
tolero
ICEBERG
ROMANA
TROCADERO
CANONIGO
ENDIVIA
MARAVILLA




RUCULA

BABY

BATAVIA

ESCAROLA

HOJA ROBLE

[ NO. Pasar a la pregunta 7.

st

No como Como habitualmente | Urticaria y/o Picor en boca, Anafilaxia
habitualmente y tolero angioedema orejas u 0jos

Avellanas

Almendras

Cacahuete

Melocotdn

Manzana

Meldn

Pepino

Tomate

En caso de presentar sintomas con otros alimentos anotar:

ALIMENTO Urticaria Angioedema Picor en boca, ojos u Anafilaxia
orejas

[J NO. Pasar a la pregunta 7.

st

ALIMENTO Antiinflamatorios Ejercicio fisico Alcohol
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O No.

[ Primero presenté alergia ( rinoconjuntivitis o Asma) a pélenes y meses o afios después empecé a presentar alergia tras la ingesta de
alimentos.

[ Primero presenté alergia a alimentos y posteriormente presenté la alergia a pdlenes.
[ Tengo alergia a pdlenes pero no tengo sintomas de alergia con ningun alimento.

GRACIAS POR SU COLABORACION.

L’extraccio es va realitzar usant tubs Vacutainer SST® (BD,SA) amb gelosa. A cada
pacient se li va extreure un tub de 5ml, que es deixava a temperatura ambient durant
una hora i posteriorment es centrifugava a 2000g durant 10 minuts. El sérum
sobrenedant es recollia amb una pipeta Pasteur i es procedia a aliqliotar 100ul en
tubs Eppendorf d’ 1.5ml. Els tubs van ser degudament etiquetats amb el numero
corresponent al pacient i emmagatzemats a -20° C fins a la seva utilitzacio.

L’extracte proteic es va obtenir a partir de mostra d’enciam fresc, amb petites
modificacions dels protocols descrits per Vieths S?° i Bascones'®. Breument, es
varen homogeneitzar 200 grams d’enciam amb 100mL d’acetona. Posteriorment es
va centrifugar a 4500g durant 15 minuts i el pellet es va rentar tres vegades amb
acetona a -80°C. Després del darrer rentat el pellet es va assecar i liofilitzar. Es van
diluir tres grams de pols seca en 110mL de tamp¢ fosfat (pH 7.4), agitant durant 2
hores a 4°C. Posteriorment es va centrifugar a 20000g durant 45 minuts a 5°C i el
sobrenedant es va tornar a liofilitzar. L’extracte liofilitzat es va emmagatzemar a
-20°C fins al seu us.

L’extracte proteic del meld es va obtenir a partir de mostra de polpa de mel6 fresca
seguin el mateix protocol que en I'extracte anterior.
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L’electroforesi es va realitzar en un sistema discontinu d’acord al procediment descrit
per Laemmli(1970). La polimeritzaci6é dels gels i el desenvolupament de
I'electroforesi es van dur a terme en un aparell X-CCell Surelock ( Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Es van utilitzar gels d’acrilamida comercials (NUPAGE ® Novex
® Bis-Tris Mini Gels, Invitrogen, Carlsbad,CA,USA) amb gradient 4 al 12%. Es van
carregar 10 mg d’extracte liofilitzat en tampé de carrega 2x (100mm Tris-HCL pH 6.8,
4% SDS, 0.2% blau de bromofenol, 20% glicerol), desnaturalitzant a 95°C durant 5
minuts. Els marcadors utilitzats van ser d’ampli espectre de 3-200 KDa ( SE Blue
Plus Il, Ivitrogen, Carlsbad, CA, USA ). Les proteines es van separar sotmetent-les a
un corrent de 100 volts durant 90 minuts. Els gels es van tenyir amb Coomassie
Col-loidal G-250 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA).

Per estudiar el perfil de reconeixement al-lergenic es van realitzar immunodeteccions
amb el sérum de 14 pacients sensibilitzats a enciam.

Les proteines de I'extracte d’enciam separades en un SDS-PAGE, es van transferir a
una membrana de nitrocel-lulosa de 0.45 micres (Bio-Rad, Richmond, CA, EUA) a 15
V durant 30 minuts. Després de comprovar que la transferencia havia estat correcta
mitjancant la tincié de la membrana amb una solucié de Vermell Ponceau, 2% acid
acetic), la membrana es va bloquejar amb NET 1x(Tris-HCI 5 mM pH 7.5, NaCl 0.15
M, EDTA 5mm, 0.005% Trit6 X-100) + 0.25% gelatina durant 2 hores a TA i es va
incubar tota la nit a 4°C, tallada en tires, amb els sérums dels pacients diluits d’1:3 a
1:10 (segons la intensitat de la senyal) en NET 1x. Com a controls negatius es va
utilitzar el serum d’un pacient no sensibilitzat i el tampo de rentat NET 1x.

Després d'l hora de rentat en NET 1x a TA, es van incubar durant 1 hora, amb anti-
IgE humana de conill (DakoCytomation, Dinamarca) a una dilucié 1:2000 a TA. Al
cap d'aguest temps, es van repetir els rentats amb NET 1x durant 1 hora amb canvis
cada 10 minuts, i es va incubar amb un tercer anticos de cabra anti-lgG de conill
marcat amb peroxidasa (DakoCytomation, Dinamarca) a una dilucié 1:4000. Després
de rentar amb NET 1x, es va revelar per quimioluminiscéncia (Luminol®, Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, Regne Unit) en plaques d’autoradiografia
(Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Chalfont St Giles, Regne Unit).

A un subgrup de pacients se’ls va realitzar determinacié d’IgE especifica serica a
103 al-lergens individuals mitjabngant la micromatriu comercial Immuno-CAP-ISAC ®
(Phadia, Suécia) segons les instruccions del fabricant. Breument, els llocs de reaccio
del bioxip es van incubar amb 10ul de sérum durant 2 hores a TA, i després realitzar
diversos rentats amb tampd TBS-T (clorur de sodi 150 mM, Tris base 10 mM, i
Tween 20 0,5%, pH 8,0) durant mitja hora, es va incubar amb anticos anti-lgE
humana marcat amb el fluorofor Cy3 durant una altra hora. A continuacié es va
escanejar el bioxip al ScanArray GX Microarray Scanner (Perkin Elmer. Waltham,
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Massachusetts, EUA) i lI'analisi final es va realitzar per ordinador amb un programa
automatitzat. El programari realitza una corba patrd6 mitjancant el calibratge del
sérum analitzat en cada un dels quatre llocs. Amb aquesta corba, les intensitats
fluorescents es transformen en concentracions d'IgE especifica en unitats ISU (ISAC
Standarised Units).

Per tal de caracteritzar els al-léergens principals presents en I'extracte d’enciam, es va
realitzar la determinacié d’'IgE especifica a al-lergens individuals per microarray
ImmunoCAP [ISAC® després d’incubar el sérum dun subgrup de pacients
sensibilitzats a enciam amb l'extracte cru d’enciam.

Es va incubar 100ul de serum amb 1 mg d’extracte d’enciam liofilitzat durant tota la
nit a 40°C. A continuacié es va realitzar la determinacio d’IgE especifica serica amb
la micromatriu ISAC® ( Phadia, Suecia) segons s’ha descrit préviament.

La inhibici6 amb mel6 es va fer seguint la mateixa metodologia: 1 mg d’extracte de
de meld liofilitzat incubat amb 100uml de sérum i detrminacié d’IgE especifica sérica
posterior.

L’analisi de les variables de l'estudi es va realitzar utilitzant el paquet estadistic
SPSS versi6 17.0.
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RESULTATS .

Dels 25 pacients inclosos amb sensibilitzacid a enciam per prova cutania, 16 foren
dones i 9 homes, amb una mitjana d’edat de 34 anys (rang 23-44). Malgrat estar
sensibilitzats, 4/25 (16%) toleraven la ingesta d’enciam. Dels que presentaven clinica
amb la ingesta, 9/21 (43%) referien sindrome d’al-lérgia oral, 7/21 (33% urticaria i/o
angioedema i 5/21 (24%) anafilaxi. La majoria dels pacients no sabien identificar o
no recordaven la classe d’enciam causant de la reaccid, la qual cosa va
impossibilitar establir quina varietat produia simptomes amb més frequencia ni si
s’associaven a una expressio clinica determinada. Dels pacients que havien
presentat simptomes després de la ingesta d’enciam aproximadament la meitat
seguien menjant algunes subclasses mentre que la resta els evitaven tots.

El 24% dels pacients referien algun cofactor (alcohol, antiinflamatoris o exercici fisic)
potencialment implicat en les reaccions al-lergiques després de la ingesta d’enciam.

El 80% dels pacients presentava sensibilitzacié a pol-len. EIl més prevalent era el de
Platanus (44%), seguit de Artemisia (40%), graminies (28%), Parietaria (28%) i
olivera (12%).

En quant a les co-sensibilitzacions alimentaries cal destacar que cap dels
participants presentava al-lergia a I'enciam de forma aillada. El 80% presentaven
sensibilitzacio a fruits secs i el 72% a fruites rosacies.

A la taula 1 es mostren els resultats de les proves cutanies especifiques amb les
varietats d’enciams:

Taulal. Resultats de les proves cutanies intraepidérmiques amb les varietats d’enciams

Substancies testades N O M B R E P A C I ENT

1|2 5 6 7 |8 |9 10 11 |12 13 |14 |15 |16 17 |18 19 |20 |21 |22 |23 24 |25
HISTAMINA I I I I I I I I A I A A R I R T A R R R
Lactuca sativa longifolia : Romana (R I ) [ I I I I I R ) I I I I )
Lactuco sativa longifolia ; Baby R ] * # ] I ] IO I A A ]
Lactuca sativa copitato : Maravella R I A I ) [ [ R A I ) ] 1 (]
Lactuca sativa capitata : Trocadero R R R o R R A R R ] o 6 4
Lactuco sativa capitata : leeherg (A R ) [ I A I ] [ (I ) ]
Lactuca sativa capitata : Batavia LR I R R R R A R o 6 b 6 [ R R R R R
Cichorium endivia : Escarola [ R ] ] [ [ [} AR RN ] I N ]
Cichorium intybus ; Endivia 1 [ ] [ ] * [ (A A I A ] ]
Cichorium intybus : Fulla de roure I I I I I ] I I AN [ I I ]
Varianella locusta : Ricula AR ] 4 I I R R R R R R R R B R R A )
Varianella locusta ; Candnonge|canonigo) [ [ [} [ [} [
Proteina purificda de préssesc: [TP [ A R I} [ ) [ A A I ) ] [}
| Proteina purificada de palmera : PROFILINA ® 4 . ® . o b 6 6

& Testcutani positiu.
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Les varietats que induien reactivitat cutania amb més freqiiéncia foren la Batavia i la
Ruculai les que menys I'endivia i I'escarola (Fig. 2)

Endivia

Escarola

Iceberg

Fulla de roure

Trocadero

Maravella
Baby

M Sensibilitzats ! No sensibilitzats

Figura 2. Percentatge de pacients sensibles a cada varietat d’enciam segons prova cutania
intraepidérmica.

La sensibilitzaci6 a panal-lergens es va comprovar en 23 pacients (92%): 13
pacients a LTP, 5 a profilina i 5 a ambdés (Fig. 3).

M Positius  © Negatius

Figura 3. Percentatge de pacients sensibilitzats a panal-lérgens

No es va trobar associacio entre la sensibilitzacid a diferents varietats d’enciam ni de
la mateixa familia ni entre families diferents.
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SDS-PAGE i Immunodeteccio

Les proteines de lI'extracte d’enciam es van separar mitjancant SDS-PAGE. A la
figura 4 s’observen les proteines, compreses en un rang de pesos mol-leculars entre
6-90 KD.

.

Figura 4. SDS-Page d’extracte d’enciam
(a), marcador de pes molecular (b).
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A la Figura 5 es mostra el resultat de 'immunodeteccio realitzada a un subgrup de
14 pacients.

q-‘. ’ ® . ' o "—14kDa

12 3 4 56 7 89 101112 13 14 15 16 17 18 19 PM

Figura 5. Immunodeteccié d’extracte d’enciam. Carrils 1-5,7-9,11,13,15,17-
19: serum de pacients sensibilitzats a enciam. Controls: Carril 6 i 15: control
positiu per profilina; carril 14: control positiu per LTP; carril 10 i 16: control positiu
per LTP i profilina; carril 12: control negatiu. PM: pesos moleculars

La banda proteica de 9 kDa, corresponent al pes molecular de la LTP (fletxa) és la
gue es detecta amb més freqiencia (10/14 pacients) i intensitat. En alguns casos
(pacients 8,13,15), s’observen bandes fixadores d’IgE en rangs de PM de 14 a 64
kDa.

A la figura 6 es mostra les inmunodeteccions amb sérum de dos pacients al-lérgics a
enciam, un amb sensibilitzacié demostrada a LTP i I'altre exclusivament sensibilitzat
a profilines (per prova cutania i ISAC). Amb el sérum del pacient sensibilitzat a
profilines destacava la fixaciéo d'IgE a una banda de pes molecular aproximat de 14
kDa, mentre que aquesta no apareixia amb el serum del pacient al-lergic a LTP, que
fixava una banda de 9 kDa (probablement corresponent a Lac s 1) i una banda
proteica d’uns 22-24 kDa.
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97 KDa

64 KDa

51KDa

39KDa

25KDa
19KDa
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PM

Figura 6. Immunodetecci6 en I'extracte d’enciam. Carril 1: control
negatiu; carril 2: sérum de pacient sensibilitzat a LTP (pacient 11); carril 3:
serum de pacient sensibilitzat a profilina (pacient 23). PM: pesos moleculars.

No es va trobar cap associacié entre les manifestacions clinigues (SAO,
urticaria/angioedema, anafilaxi o tolerancia) i els diferents patrons de reconeixement
en les immunodeteccions.

Amb I'objectiu de comprovar la preséncia de LTP (Lac s1) en I'extracte d’enciam, es
varen realitzar inhibicions d’'ISAC®.

En el cas dun pacient que presentava IgE especifica enfront LTP (per
immunodeteccio i per ISAC), es veia que la preincubacié del sérum del pacient amb
I'extracte d’enciam inhibia el reconeixement de les LTPs presents a I'|SAC (Pru p 3,
Cor a 8 i Art v 3). Aixi, després de la incubacié del serum amb extracte d’enciam,
desapareixia de la deteccié d’IgE especifica per Cor a 8 i Art v3 i es produia una
inhibicié del 80% dels nivells d’'IgE especifica per de Pru p 3 (Fig. 7).
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Figura 7. Resultats de 'ISAC post-inhibici6 amb extracte d’enciam (pacient n°® 11).

Per confirmar la preséncia de profilines a I'extracte d’enciam es va realitzar una
inhibicié de I'ISAC amb sérum del pacient 23, que només reconeixia profilina i no
altres al-lergens per prova cutania, ISAC i immunodeteccié i ISAC (Figura 8) .
Després de la incubaci6 amb extracte d’enciam (Figura 9) s’observava la inhibicio
complerta de la deteccié d’IgE especifica per quatre de les cinc profilines incloses a
'ISAC® (Betv 2, Ole e 2, Hev b 8 i Phl p 12). Com a control positiu d’inhibicié es va
utilitzar extracte de meld, que té un alt contingut en profilina ( Figura 10).

Marcadores Especie-Especificos

Animales

Gato rFel d 1 Uteroglobina 251sU [
Marcadores de reactividad cruzada

Profilina

Abedul rBetv 2 Profilina 0,9 ISU

Qlivo nOle e 2 Profilina 0,8 ISU

Latex rHev b 8 Profilina 0,9 ISU

Mercurial rMer a 1 Profilina 1,1 ISU

Hierba Timotea rPhlp 12 Profilina 0.4 ISU

Figura 8. Resultats de ISAC del pacient n°® 23 pre-incubacié.



Marcadores Especie-Especificos

Animales
Gato rFel d 1 Uteroglobina 56 IsU [

Marcadores de reactividad cruzada

Profilina
Mercurial rMer a 1 Profilina 0,3 I1SU

Figura 9. Resultats de 'ISAC del pacient n°23 post- incubacié amb extracte d’enciam.

Marcadores Especie-Especificos

Animales
Gato rFeld 1 Uteroglobina 241U [0

Figura 10. Resultats de 'ISAC del pacienyt n°23 post-incubacié amb mel6.



DISCUSSIO

Els estudis sobre l'al-lérgia a I'enciam s’han dut a terme en la darrera década.
Inicialment es varen descriure casos de dermatitis de contacte™ i després s’han
publicat estudis de pacients amb simptomatologia sistémica®*2. L’unic al-lergen
d’enciam registrat a les bases de dades és Lac s 13, una proteina de la familia de
les nsLTP. Aquesta LTP te una identitat de sequencia molt alta amb altres proteines
de tipus LTP com la de préssec, la poma , el pol-len de plataner o el pol-len
d’artemisia i per tant una alta capacitat de presentar reactivitat encreuada®.

Fins a data d’avui no s’ha publicat cap estudi que compari la sensibilitzacio als
diferents tipus d’enciams ni si existeix alta o baixa probabilitat de presentar
simptomatologia amb la ingesta d’una varietat quan s’ha presentat simptomatologia
amb una altra. Aquesta informacié seria rellevant a I'hora de plantejar estudis
al-lergologics amb l'objectiu d’indicar la dieta que han de seguir aquesta pacients.

Encara que en el present estudi s’observa que tots els pacients presenten
sensibilitzacié a més d’un tipus d’enciam, no es poden establir patrons d’associacio
entre la sensibilitzacié a diverses varietats: ni quan I'analisi es realitza dins families
ni quan es realitza entre families. Aixi doncs, malgrat que els pacients no estan
sensibilitzats a totes les classes, no sembla que es degui a que intrinsecament
continguin al-lergens diferents. Aquesta aparent sensibilitzacio aleatoria a les
diferents varietats es podria explicar per caracteristiques propies del subjecte
al-lérgic com per exemple, I'afinitat de la IgE especifica enfront 'enciam o I'epitop
especific contra el que va dirigit la IgE.

En aquest estudi es constata que Lac s 1 és l'al-lergen majoritari en la nostra
poblacié de pacients al-lérgics a I'enciam, malgrat aix0, fins a una quarta part dels
pacients estudiats no presenten sensibilitzacio a LTP. Aquest fet ja va ser descrit
per M San Miguel-Moncin i cols ** en un treball on es realitzaven immunodeteccions
a 14 pacients que presentaven sensibilitzacié a I'enciam demostrada per proves
cutanies amb extracte comercial del mateix. Dels 14 pacients, 10 presentaven una
banda de 9KDa compatible amb la LTP perd n’hi havia 4 , tots ells amb
simptomatologia clinica després de la ingesta d’enciam, que presentaven altres
bandes proteiques fixadores d’IgE amb un pes molecular superior al de la LTP, o
simplement no presenten bandes. Els autors d’aquest treball van justificar la no
troballa de LTP en aquests pacients per causa d’errors en la técnica i van considerar
la preséncia de les altres bandes fixadores d’IgE com a marcadors inespecifics.

Encara que només s’ha pogut observar amb el serum d’un pacient, el present estudi
demostra que I'extracte d’enciam conté una proteina de pes molecular aproximat de
14 kDa amb capacitat al-lergenica, doncs el pacient sensibilitzat havia patit una
reaccio anafilactica després de la ingesta d’enciam. Donada la extrema ubiquitat de
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les profilines en el regne vegetal es molt probable que la proteina de 14 kDa
correspongui a una profilina, no descrita fins ara com al-lergé de I'enciam.

L’assaig d’inhibicié de 'lmmunoCAP ISAC® amb extracte d’enciam corrobora que,
efectivament, I'extracte conté profilina, doncs s’inhibeix completament la IgE
especifica a quatre de les cinc profilines presents a 'lmmunoCAP ISAC®.

Per tal de confirmar que la proteina al-lergénica de 14 kDa present a I'extracte
d’enciam es una profilina sera necessari realitzar més estudis per aillar i caracteritzar
la sequiencia peptidica de la proteina.
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CONCLUSIONS

Els perfils de sensibilitzaci6 a diverses varietats d’enciam no mostren patrons
especifics ni suggereixen reactivitat encreuada deguda a I'expressidé d’al-lérgens
diferents.

A més d’estar sensibilitzats a I'al-lergen principal de I'enciam : Lac s 1, alguns
pacients estan sensibilitzats a al-lérgens menors. Un d’aquests al-lergens menors
podria tractar-se molt probablement d’'una profilina.
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