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Alergia a anacardiaceas. Identificacion de alergenos
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FundamentoEl pistacho, el anacardo y el mango son miembros de la fakniieardiaceaeEl creciente consumo de

estos frutos en los Ultimos afios esté llevando a un aumento en la frecuencia de la sensibilizacion fremfiéta-ellos.

dos: Se han estudiado 10 pacientes (5 mujeres y 5 varones), con historia de hipersensibilidad alimentaria a anacardia-
ceas, por medio de técnicas tairtosivo comoin vitro. Se determiné la presencia de IgE especifica frente a anacar-
diaceas por medio deick testy RAST. Se analizé el perfil alergénico frente a pistacho, mango y anacardo por medio

de SDS-PAGE seguido deamunoblottingSe realizé RAST-inhibicion con el objeto de valorar la presencia de reacti-

vidad cruzada entre los miembros de la familia anacardiBesaltadoslas pruebas cutaneas frente a pistacho fue-

ron positivas en 8 pacientes, frente a anacardo en uno, frente a piel de mango en 7, frente a pulpa de mango en 5y
frente a semilla de mango en 3. Mediante SDS-PAGE se detectaron proteinas de estos productos: en pistacho, las pro-
teinas mas abundantes se encontraron en torno a 14, 30, 40 y 55 kDa; en anacardo, en torno a 30 y 50 kDa; en piel de
mango, en torno a 10, 12, 43 y 45 kDa, y en pulpa de mango se detectaron cinco proteinas de 30, 41, 43, 70 y 80 kDa.
Por medio de RAST-inhibicién se encontraron diferentes reactividades cruzadas entre los miembros deAadamilia
cardiaceaeestudiados y se comprob6 que el extracto de semilla de mango inhibia a los otros eZwactosiones:

Se confirma la sensibilizacion mediada por IgE a pistacho, mango y anacardo. Se han identificado distintos alergenos
de esta familia, asi como la reactividad cruzada entre ellos.

PaLABRAS cLAVE: Alergenos anacardiaceas / Anacardo / Mango / Pistacho / Reactividad cruzada.

Allergy to anarcadiaceaeldentification of allergens

Background:Pistachio, cashew nut, and mango belong toAthacardiaceadamily. The increasing consumption of

these fruits in recent years has determined an increase in the frequency of sensitization to thédetfmatisTen

patients (5 women and 5 men) with history of food allergriacardiaceaavere studied by means of vivo andin

vitro techniques. The presence of specific IgE agamsicardiaceaavas determined by prick test and RAST. The
allergic profile to pistachio, mango, and cashew nut was assessed by SDS-PAGE followed by immunoblotting. RAST-
inhibition test was performed in order to evaluate cross-reactivity among members/Aofatterdiaceadamily.
Results:Prick tests against pistachio were positive in 8 patients, against cashew nut in 1, and against mango skin in 7,
mango pulp in 5 and mango seeds in 3. Proteins of these products were detected by SDS-PAGE: in pistachio the most
common proteins were found around 14,30,40, and 55 kDa; in cashew nut around 30 and 50 kDa; in mango skin around
10,12,43, and 45 kDa; and in mango pulp five proteins of 30, 41, 43, 70 and 80 kDa, respectively, were detected. RAST-
inhibition test showed different cross-reactivities among members dintheardiaceadamily and it was observed that

mango seed extract inhibited all other extraGsnclusions:This study confirms the presence IgE-mediated sensibi-

vity to pistachio, mango, and cashew nut. Different allergens in this family were recognized, as well as cross-reactivity
among these allergens.

Key worDps Anarcardiaceae allergens Cashew nut / Mango / Pistachio / Cross-reactivity.
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INTRODUCCION nicos de reacciones alérgicas al mafgdansen
et al® estudiaron a tres pacientes con reacciones
El pistacho(pistacia vera) el anacardqgana- adversas a pistacho y mango y demostraron la
cardium occidentalisy el mangagmangifera indi-  existencia de positividad en la prueba cutanea e
ca) son miembros de la familiAnacardiaceae IgE especifica en suero frente a estas frutas. En
Ninguno de los tres es autéctono de EspafiaEspafa, Fernandez y Fianfidt describieron dos
Estos alimentos se ingieren en baja proporcién epnasos de anafilaxia a pistacho e investigaron los
relacion con otros frutos secos como almendrasalergenos de éste y su reactividad cruzada con
cacahuetes y nueces, que suman un total del 60%ras anacardidceas. Parra €€ diescribieron en
del consumo. En Esparia el pistacho es probablet993 el caso de tres pacientes con alergia a pista-
mente el miembro de la familia que se consumeho y otros frutos secos; estudiaron la reactividad
con mas frecuencia (10% del totaBu introduc- cruzada entre éstos y algunos pdlenes y trataron
cion en la dieta es relativamente reciente. Se corde identificar los alergenos del pistacho. Malet et
sume tanto de forma natural, tostado o saladaoal.’®, en 1994, detectaron 5 fracciones alergénicas
como formando parte de helados, confiteria ydel pistacho mediante SDS-PAGHEmMunoblot-
otros postres. El consumo de anacardo y mango dmg; las fracciones alergénicas de 57,1y 74,0 kDa
minimo en nuestro pais; no obstante, su crecientiieron las que mas frecuentemente fijaban la IgE
introduccion en el mercado podria determinar urde los sueros estudiados.
aumento en la frecuencia de esta sensibilizacion. EIl anacardo es la pepita de una fruta de hueso
Existen pocos datos sobre la sensibilizaciérproducida por un arbol tropical americano, es
alérgica por via alimentaria a la familia anacardia-comestible y muy consumido como aperitivo. La
cea. Miell et af.en 1988 describieron un cuadro anafilaxia por anacardo fue descrita por Stricker et
de anafilaxia tras la ingesta de pulpa de mango eal.** Samson et af. describieron dos casos de
un frutero. Otros autores han presentado casos clinuerte después de comer anacardo en una serie de

Tabla I. Resultado de las pruebas cutaneas

Caso Neumoalergenos Trofoalergenos
1 Artemisia, Parietaria, Chenopodium Pistacho, almendra, avellana,
cacahuete, nueces

2 Artemisia, Parietaria, Chenopodium Pistacho, pifiones, pipas
gramineas, olivo

3 Artemisia, Parietaria, Chenopodium Pistacho
gramineas, olivo

4 Artemisia, Parietaria, Chenopodium Pistacho, acelga, col, espinacas, pipas,

olivo, Dermatophagoides pteronyssinus judias verdes, platano
5 Artemisia, Parietaria, Chenopodium Pistacho, apio, avellana, cacahuete,
habas, guisantes, nueces
6 Artemisia, Parietaria, Chenopodium Castafia, pipas, uva, platano, almendras,
cacahuete, avellana, nueces
7 Parietaria, gramineas, olivo Almendra, avellana, cacahuete, uva
melocotdn

8 Artemisia, Parietaria, Chenopodium Pistacho, almendra, avellana,
gramineas, olivo cacahuete, castafia, pifiones, pipas

9 Artemisia, Gramineas Ajo, almendra, avellana, castafia,

pipas
10 Artemisia, Parietaria Chenopodium Almendra, avellana, cacahuete, datil,

gramineas, olivo

nueces, pipas, pifiones
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trece pacientes con reacciones anafilacticas gravgmcientes referian sindrome de alergia oral (SAO),
inducidas por alimentos. Hernandez €t descri-  consistente en prurito y edema mas o menos
bieron la coincidencia entre polinosis y reaccionesmportante de labios y mucosa bucal, dos pacien-
alérgicas a frutas y verduras. Otros autofés tes SAO con urticaria-angioedema subsiguientes y
estudiaron la asociacién entre polinosis y alergia 4os otros dos urticaria-angioedema aislada, uno de
anacardiaceas. Se han realizado estudios sobre édlos de localizacion glética. Se incluyeron 10
sensibilizacion alérgica a polen de anacérdmsi  controles, 5 individuos atépicos y 5 no atépicos.
como la posible reactividad cruzada de sus antigeEn la Tabla | se muestran Ipsck testpositivos a
nos con otros pélenés neumoalergenos y alimentos que presentaban los
Aunque hay pocos estudios que relacionen lapacientes entre sus antecedentes.
reacciones de tipo anafilactico inducidas por el Pruebas cutdneas.as pruebas cutaneas se rea-
ejercicio dependiente de la ingesta de anacardidizaron por la técnica derick by prickcon extrac-
cead 2 no cabe duda de que con el tiempo se iranos frescos de pulpa y piel de mango. Con pista-
describiendo. cho, anacardo y semilla de mango se realizé una
El mango es una de las frutas tropicales magapilla con la que se realizaron las pruebas cutéa-
antiguas y conocidas. Los frutos verdes se prepareas con la misma técnica. Al mismo tiempo se
ran en conserva y sirven para elaborar mermelarealizaronprick testcon una bateria convencional
das, jalea y almibar. Se utilizan también para arode inhalantes que incluian pélenes (cinco grami-
matizar productos horneados, helados y platos deeasOlea europea, Artemisia vulgaris, Chenopo-
carne. Ademas, a partir de su semilla se obtiendium spp.y Parietaria judaicg, acaros Derma-
aceite. También se utiliza como dentifrico, por sutophagoides pteronyssinysD. farina€), hongos
gran poder enzimatico y para el tratamiento dgAlternaria tenuis, Aspergillus sppy, Cladospo-
diarreas. El mango es una fruta con un gran conrium) y epitelios (conejo, gato y perro), de
tenido proteico que le puede conferir una granDome/Hollister-Stier. Los test cutaneos se realiza-
potencia alergénica. ron en la piel de la zona volar del antebrazo con
Aparte de estas frutas, pertenecen a la mismk lanceta Hollister/Stier (Prick Lancetter). Los
familia botanica una serie de plantas como la hieresultados se leyeron a los quince minutos. Las
dra venenosa, el roble venenoso, el zumaquesacciones cutaneas se compararon con la reac-
venenoso y el zumaque de Japdén o de barniz, y s#on frente a clorhidrato de histamina a dosis de
han descrito reacciones alérgicas mediadas pdt0O mg/ml. Se consideraron positivas las reaccio-
inmunidad celular frente a estas especies. nes frente al alergeno si el didmetro de la papula
El objetivo del presente articulo es confirmar laera igual o superior a 3 mm. En todas las pruebas
sensibilizaciéon mediada por IgE a pistacho, anacutaneas se utilizé solucién de control con suero
cardo y mango, identificar distintos alergenosfisioldgico.
comunes y demostrar la reactividad cruzada entre Preparacion de extracto&e prepararon extrac-
estos frutos. tos de pistacho, anacardo, y semilla, epicardio
(piel) y mesocardio (pulpa) de mango. Previamen-
te a la extraccion, el pistacho, el anacardo y la
PACIENTES Y METODOS semilla de mango se desengrasaron con éter etili-
€O en un aparato Soxhlet. Se utilizé para la extrac-
Pacientes.Se han estudiado 10 pacientes, 5cién el tampdn de Bjorkst&ral que se afiadieron
varones y 5 mujeres, con edades comprendidaishibidores enzimaticos.
entre 16 y 40 afos, cuya historia clinica sugeria Las extracciones se llevaron a cabo por homo-
reacciones de hipersensibilidad al pistacho. Logieneizacion de las materias primas con el tampon
diez pacientes tenian historia de rinitis-asma poli{en una relacidon peso/volumen 1:1 en el caso de
nico, nueve de ellos cqarick testpositivo frente  semiilla, piel y pulpa de mango, y 1:2 para pistacho
a parietaria y otros nueve a artemisia. Nueve dg anacardo), seguida de centrifugaciéon a 20.000 g
ellos presentaban antecedentes de sensibilizaci@urante 30 minutos a temperatura ambiente. Los
a frutas o frutos secos. En cuanto a los cuadrosobrenadantes se filtraron a través de filtros de 0,2
clinicos de hipersensibilidad a pistacho, seisum y se dializaron durante 20 horas a 4°C frente al
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Tabla Il. “Pooles” de sueros segun su especifidad 16 horas a 4°C con agitacién. A continuacion, se
“Pool” Sueros Especifidad (clase RAST) lavaron los discos con el mismo tampoén y se afia-
dieron 40 ml de tampoén Tris-HCI 0,1M, pH 8,0;

se incub6 durante una hora a temperatura ambien-

A 2,3 Pistacho, anacardo
B 4,6,10 Piel de mango, pulpa de mango, pistacho,

anacardo te con agitacion. Finalmente, se lavaron con una
cC 189 Piel de mango solucién de Tween 20 al 0,05% (v/v) en PBS y se
D 4,10 Pulpa de mango, piel de mango, pistacho, conservaron en tampén fosfato, pH 8,0, a 4°C has-
anacardo ta el momento de su uso.

Los “pooles” B y D s6lo difieren en la exclusién del suero n° 6 RAST directo. Para determinar la IgE especifi-
(clase RAST 0 frente a pulpa de mango) en el segundo, que sa frente a pistacho, anacardo y mango (piel, pul-
utilizé exclusivamente para la inmunodeteccion del extracto depa y semilla), se siguid esencialmente el método
pulpa. descrito por De Filippi et # se utilizaron como
referencia discos sensibilizados ¢aium peren-
tampon fosfato 10 mM (pH 7,0) con NaBIimM. ney un suero calibrado frente a esta graminea.
Finalmente, los extractos se filtraron de nuevo d_os resultados se expresaron en clase RAST.
través de filtros de 0,2 pm y se dosificaron y con- SDS-Page e Immunoblottingge analizaron
servaron congelados a -20°C hasta el momento deediante estas técnicas los extractos de pistacho,
su utilizacion. Para algunas técnicas en que la coranacardo, piel y pulpa de mango. El extracto de
centracion de proteina requerida era mayor que laemilla de mango no se incluyé por no disponer de
del extracto, se dializé una parte alicuota de éstaingun suero adecuado (segun los resultados del
frente a agua y se liofiliz6. La cantidad de protei-RAST) para llevar a cabo la inmunodeteccion de
na presente en los extractos se valoré por el métsus proteinas alergénicas. Los sueros de los pacien-
do de Smith et & y se obtuvieron 19,76 mg/ml tes se agruparon segln sus especifidades, definidos
para el pistacho, 13,14 mg/ml para el anacardopor los resultados del RAST. En la Tabla Il se indi-
0,68 mg/ml para la piel de mango, 1,28 mg/mican los sueros contenidos en cada “pool”.
para pulpa y 1,06 mg/ml a semilla. Las proteinas se separaron por electroforesis en
Para sensibilizar los discos de celulosa, logyel de poliacrilamida en presencia de dodecil sul-
extractos se llevaron a una concentracion de fato sédico (SDS-PAGE), siguiendo el método de
mg/ml con tampén fosfato (RB:Na 0,2M, Fling y Gregersoticon un gradiente de acrilami-
POHNa 0,2M, NaCl 0,15 M, pH 8,0), y se incu- da del 8 al 25%. Una vez separadas, las proteinas
baron con discos activados con CREB40 ml de  se transfirieron a membranas de PVDF (Immobi-
solucién de extracto por gramo de discos) durantéon-P, Millipore) segln el método de TowHin

Tabla lll. Pruebas cutaneas y RAST con anacardiaceas

Pistacho Anacardo Mango
Caso Piel Pulpa Semilla
PT RAST PT RAST PT RAST PT RAST PT RAST
1 9 1 0 0 10 2 8 0 0 0
2 6 2 4 2 10 1 10 0 4 0
3 10 2 0 1 0 0 5 0 0 0
4 5 2 0 1 0 3 0 2 0 0
5 0 0 0 0 5 0 5 0 0 0
6 5 2 0 2 0 3 0 0 5 0
7 6 0 0 0 10 0 0 0 0 0
8 7 0 0 0 6 3 0 0 0 0
9 0 1 0 0 6 3 0 0 0 0
10 6 3 0 2 6 3 6 2 8 1

PT = prick test (en mm); RAST, en clase.
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Después de bloquear los sitios activos de lag
membranas con seroalbimina bovina (BSA) al
1% en PBS, las membranas se incubaron con lo
sueros de pacientes, diluidos 1:3 con PBS conte
niendo 1% de BSA y 0,05% de Tween 20, duran-
te toda la noche a temperatura de ambiente] gg's__
Seguidamente, las membranas se lavaron co 45.0— E
PBS-Tween 20 y se incubaron durante toda lg 44y 4 _  _ &
noche a temperatura ambiente con el anticuerp
monoclonal de raton anti-IgE humana BHERar- 14,4 —
cado con®l. Finalmente, las membranas se lava-
ron de nuevo con PBS-Tween, se secaron y s
sometieron a autorradiografia. A B A B c B8 D
RAST inhibicinCon esta técnica se realiz6 el
estudio de regf:tlwdad Cru.zad.a entre pISt.aC.ho 3Fig. 1. Patron electroforético de los extractos. A la izquierda,
otras anacardiaceas. Se sigui6 el proced|m|ent‘3e indican los valores de peso molecular de las proteinas que
descrito por Yman et dlutilizando como fases se incluyeron en el mismo gel como marcadores: lisozima
sélidas discos sensibilizados con extractos de pis(14.4 kDa), inhibidor de tripsina de soja (21,5 kDa), anhidra-
tacho, anacardo, piel y pulpa de mango, y, comcS2 carbonica (31,0 kDa), ovoalblmina (45,0 kDa), seroalbu-

I f : mina bovina (66,2 kDa) y fosforilasa b (92,5 kDa). Se carga-
inhibidores, estos mismos extractos y el de semi ron las siguientes cantidades de proteina por carril: (P)

lla de mango. El ensayo se llevd a cabo con € pistacho, 125 ug; (A) anacardo, 125 ug; (ME) epicarpio de
“pool” de sueros B (especifidad clase RAST mango, 350 pg; (MM) mesocarpio de mango, 250 ug. Las

para piel y pulpa de mango, pistacho y anacardo)proteinas se tifieron con Azul de Coomassie.
con el fin de disponer de una representacion Ic
més amplia posible de las distintas especifidade:
de IgE.

Se realizé una primera incubaciéon con 25 pl
del “pool” de sueros y 25 pl de los extractos inhi-dos. Ocho de los pacientes tenfaitk testposi-
bidores a 2 mg/ml (excepto el extracto de semilldivo con pistacho natural; s6lo un paciente pre-
de mango, que se ensayo a 40 mg/ml), durante 38entaba la prueba cutanea positiva al anacardo.
minutos a 37°C. Como control de inhibicién En cuanto al mango, en siete pacientes la piel de
maxima, se utilizé el mismo extracto acoplado almango era positiva, en cinco lo era a pulpa de
disco, a una concentracién de 1mg/ml, y, comamnango y en tres pacientes [ar$ck testeran posi-
control del 0% de inhibicién, BSA al 1%. Segui- tivos a la semilla. Ninguno de los diez sujetos
damente, se afadié a cada pocillo un disco deontrol tenian test cutaneos positivos a anacardia-
celulosa sensibilizado con extracto y se incubéceas. Nueve pacientes presentabapriek test
durante tres horas a 37°C. Después de tres lavadpsgsitivo a artemisia y parietaria, y seis pacientes
con PBS-Tween, los discos se incubaron con 50 & gramineas y olivo. Tan s6lo un paciente tenia
de un anticuerpo monoclonal de ratén anti-lgEpruebas cutaneas positivas a neumoalergenos no
human& marcado co durante toda la noche a polinicos, en este casolermatophagoides pte-
temperatura de ambiente. Tras otros tres lavado®nyssinus
con PBS-Tween, los discos se contaron con un Los resultados (expresados en clase RAST) se
contador gamma. indican en la Tabla Ill. Se observé la presencia de

IgE especifica positiva (RASZ 2) para pistacho
en cinco pacientes, tres para anacardo, seis para

L]
Lie o
[ 7]

RESULTADOS piel de mango y dos para la pulpa; se encontrd tan
so6lo un RAST clase 1 a semilla de anacardo.
Pruebas cutaneas y RASHnN la Tabla Il se SDS-Pagelos resultados se muestran en la

muestran los resultados de las pruebas cutane&sgura 1. Se detectaron proteinas en el rango de
con los miembros de las anacardiaceas estudid-O0 a 100 kDa en todos los extractos. Para el pis-
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Tabla IV. Resultados del RAST inhibicion
P i ME MM Inhibidor Pistacho Anacardo Mango
PM = 107 Piel Pulpa Semilla

g0 5= Fase solida

A2 — = Pistacho 100 51 97 53 85

45 0= ! — Anacardo 56 100 100 100 89

99 .0 — pem— Piel de mango 35 20 100 34 34

. '5 = B Pulpa de mango 32 40 80 100 76

14,-.-1. = — Resultados expresados en tanto por ciento de inhibicion
nas de PM 9, 41, 43, 70 y 80 kDa, aparte de
otras mas débiles, cuando se utilizé el “pool” D.

: L . - Para este extracto, no se disponia de sueros espe-
Fig. 2. Inmunodeteccion de las proteinas alergénicas de los

. o ificos solo frente a él.
extractos de pistacho (P), anacardo (A), epicarpio de mang& .., T
(ME) y mesocarpio de mango (MM). A la izquierda, se indi- ~ RAST inhibicionEn la Tabla IV se indican los

can los valores de peso molecular de las proteinas incluidavalores de inhibicion alcanzados con cada uno de
como marcadores en el mismo gel. Las letras que aparecen dos extractos utilizados como inhibidores, para cada
la parte inferior indican el “pool” de sueros utilizados. una de las fases sélidas utilizadas. Conviene men-
cionar que, en algunos casos, estos valores pueden
estar afectados por una imprecision importante, ya
que, al ser muy bajo el nivel de IgE especifica en el
tacho y el anacardo, las proteinas mas abundantpool’ de sueros utilizados, la diferencia en cuen-
se encuentran en torno a 15, 35 y 50 kDa; en eptas por minuto entre los valores correspondientes al
carpio de mango, existe una proteina mas abur@% y al 100% de inhibicién es muy pequefia.
dante de peso molecular de unos 24 kDa y en
mesocarpio de mango, tres proteinas de peso
molecular de unos 10, 18 y 26 kDa. DISCUSION
Immunoblotting.Los resultados se muestran
en la Figura 2. En general, se observo que la A pesar de la baja proporcién en la ingesta de
inmunodeteccion con “pooles” de suero de espelos miembros de la familia Anacardiaceas en
cifidad mas restringida producian un namerorelacién con otros frutos seépsu creciente con-
menor de bandas. Asi, el extracto de pistacho (PJumo esta llevando a un aumento en la frecuencia
incubado con el “pool” A sélo daba dos bandasde esta sensibilizacién. A veces causan cuadros
de pesos moleculares 30 kDa (muy intensa) y 14le gravedad (anafilaxia, edema de glotis), por lo
kDa (débil), mientras que la incubacion con elque diversos autores recomiendan que estos ali-
“pool” B producia, ademés de estas bandasmentos deberian ser incluidos en la lista de ali-
otras de intensidad media entre 40 y 55 kDa. Lanentos a tener en cuenta en el estudio de la reac-
mismo se observaba con el extracto de anacardgiones anafilacticas idiopaticas. Ademas, no hay
(A): dos bandas de PM 29 y 50 kDa con elque olvidar las reacciones alérgicas mediadas por
“pool” A y bandas adicionales con el “pool” B. inmunidad celular frente a especies de la familia
En el caso del extracto de piel de mango (ME)anacardiaceae, como, por ejemplo, dermatitis de
la incubacién con el “pool” C (especifico de estecontacto por hiedra venenosa, roble venenoso,
extracto) solo daba lugar a dos bandas de bajanacardo o mango.
PM (= 10 y 12 kDa). En cambio con el “pool” B El presente estudio demuestra, como ya lo
se detectaba un gran niumero de bandas, algunhgieran otros autores, la existencia de reaccio-
de ellas muy intensas de 43 y 45 kDa. En ehes de hipersensibilidad tipo | frente a los
extracto de pulpa de mango se detectaban cincmiembros de la familianacardiaceagtanto por
bandas muy intensas, correspondientes a proteles prick testcomo por la presencia de IgE espe-
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cifica a pistacho, anacardo y mango en el suergon otros frutos, creemos conveniente advertir que

de los pacientes. La concordancia entre las prueestos frutos pueden provocar sensibilizacién alér-

bas cutdneas con los miembros de las anacardigica mediada por IgE. Los cuadros desencadena-

ceas y el RAST en este estudio es moderadalos pueden ser graves. En caso de sensibilizacion

como ya resaltan otros estudios con este tipo da unos de estos productos es conveniente evitar la

frutost®. ingesta de todos los miembros de la familia ana-
Por medio demmunoblottingse demostré que cardiaceae, por la posibilidad de reactividad cru-

diferentes “pooles” de sueros de los pacientegada entre ellos.

reconocian varias proteinas de pistacho, anacardo

y mango. En general, se observaba que la inmu- .
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