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Fundamentola almorta Lathyrus sativus legumbre utilizada en algunas regiones espafiolas en forma de harina para
elaborar algunos platos, es responsable de algunos casos de reaccion alérgica por ingesta o contacto. Hasta ahora no se
habia estudiado su comportamiento como antigeno alimeriiodos:Para el estudio de la composicion alergénica

de la almorta se ha utilizado el suero de 38 pacientes sensibilizados a legumbres. El 77% presentaba una prueba cuta-
nea positiva frente a la harina de almorta; cuatro de estos pacientes habian presentado sintomatologia clinica en rela-
cioén con la almorta y dos de éstos, ademas, con otras leguiRbsedtadosias concentraciones de IgE especifica

frente a almorta, detectadas mediante ELISA, no fueron diferentes cuando se utiliz6 un extracto hervido durante 15
minutos en comparacion con la utilizacion de un extracto crudo. Los sueros estudiados reconocieron unas 20 bandas
proteicas en logmmunoblotrealizados con el extracto crudo de almorta. Las bandas a las que se uni6 con mas fre-
cuencia la IgE de los sueros tenian un peso molecular de 50,9 y 27,7 kDa. Los sueros de individuos clinicamente sen-
sibles s6lo a almorta detectaron Unicamente 2 alergenos, con pesos moleculares de 27,7 yQa@rglkBanesLa

harina de almorta presenta una alergenicidad compleja. La mayoria de los alergenos son termoestables.

PaLaBrAs cLave: Hipersensibilidad a legumbres / ELISA / ELISA-inhibicion / SDS-PAGE-immunoblot /Lathyrus sativus.

Allergenicity of vetchling (Lathyrus sativu$

Background:Vetchling (athyrus sativukis a dried legume used in some regions of Spain in the form of flour for coo-
king and has been responsible for some cases of allergenic reactions by food intake or by contact. The role of this agent
as food antigen has not been previously studitethods:Sera from 38 legume-sensitized patients were used to assess
the allergenic composition of vetchling. Seventy-seven percent of patients showed a positive skin test to vetchling flour;
four of these patients had developed clinical symptoms in relation to vetchling, and two of them, in addition, to other
legumes Results:Serum concentration of specific IgE against vetchling, tested by ELISA, were not different when a
15-min boiled extract was used as compared with a raw extract. Twenty protein bands of immunoblots carried out with
raw extract of vetchling were recognized by the serum samples studied. Bands to which serums IgE binded most fre-
quently showed a molecular weight of 50.9 and 27.7 kDa. Only two allergens of molecular weight 27.7 and 12.9 kDa,
respectively, were detected by sera from the two subjects only sensitive to vetClirgiusions:Vetchling flour

shows a complex allergenicity. Most allergens are thermostable.

Key worbps Hypertensitivity to legumes / ELISA / ELISA-inhibition / SDS-PAGE-immunoblot / Lathyrus sativus.

La almorta [athyrus sativuses una legumbre elaborar algunos platos culinarios. Debido, posi-
perteneciente al génetamthyrusy familia Legu-  blemente, a su bajo consumo, se han comunicado
minosae.Su consumo por el hombre es poco fre-pocos casos de reacciones alérgicas tras la exposi-
cuente en la actualidad, pero en algunas regioneson a esta legumbrey en la bibliografia revisa-
espafolas, como Castilla-La Mancha, se sigue utida no se ha encontrado ningun articulo que estudie
lizando esporadicamente en forma de harina parau comportamiento como antigeno alimentario.

*Este trabajo ha sido sufragado, en parte, con una beca-ayuda del Fondo para el Fomento de la Investigacion de la RargBaich de
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En un estudio realizado con un grupo de nifiosTabla I. Caracteristicas clinicas y resultado de los test cutaneos
alérgicos a legumbres a los que se probabede los pacientes sensibilizados clinicamente a almorta

medianteprick test,una bateria de legumbres, que Caso Sintomas con Alergia a otras Prick-test con
incluia harina de almorta, se observd que un alt almorta legumbres almorta (mm)
porcentaje de estos niflos estaban sens_ibilizadc 16 Urticaria, No 5
frente a esta harihaEsto nos llevd a realizar el disfagia y edema
presente trabajo con los siguientes objetivos: 1 de lengua+
identificar los alergenos de la almorta, y 2) estu- 17 anléirggg‘g‘;gH No 5
diar la termoestabilidad de los mismos. 19  Vomitost garbanzo 10
22 Urticaria de garbanzo 7
contacto lentefay
PACIENTES Y METODOS guisante

] N ] aConfirmada por provocaciones orales abiertas.
PacientesSe utilizaron sueros de 38 pacientes+Sintomas tras ingesta del alimento.

sensibilizados a |egumbre5, de edades Comprenc++SI’nt0maS tras ingesta y provocacion oral abierta.
das entre los 3 y 20 afios (mediana 8 afios), de Ic
cuales 29 eran varones y 9 de sexo femenino. El 7
% de los pacientes presentaba una prueba cutanea
positiva frente a la harina de almorta (extracto 10 Determinacion de concentracién de proteinas.
mg/ml, C.B.F. LETI, S.A.). Cuatro de estos pacien-La concentraciéon de proteina en los extractos de
tes referian haber sufrido reacciones alérgicas coalmorta se estimé por el método de Biuret-Lowry
esta legumbre, tres de ellos tras su ingesta y ung@igma Diagnostics, San Luis, EE.UU.) siguiendo
por contacto cutaneo. En uno de ellos se confirmdas instrucciones del fabricante. En el extracto
la sensibilizacion clinica mediante provocacion oralcrudo fue de 4,85 mg/ml, mientras que en el
abierta de forma controlada con la administraciérextracto sometido a ebulliciéon fue de 2,19 mg/ml.
del alimento, en la forma habitual de consumo; se
comenzd con una dosis de aproximadamente la Inmunoensayo para la IgE especifica e inhibi-
mitad de la cantidad con la que el paciente habiaion de la IgE.La unién de IgE especifica se
presentado los sintomas y se aumenté progresivaleterminé usando el extracto crudo y el hervido.
mente hasta alcanzar una reaccion objetivablel.os extractos se inmovilizaron en placas Immulon
Todos ellos tenian una prueba cutanea positiva 4 (Chantilly, EE.UU.) a una concentracién de 10
harina de almorta. Dos de estos nifios referian cligg/ml en tampén bicarbonato sédico (0,2M; pH
nica exclusivamente con almorta y los otros do9,2). Tras el correspondiente bloqueo con HSA,
con almorta y otras legumbres (tabla I). Como conilas placas se incubaron con el suero durante toda
troles se usaron los sueros de dos nifios atdpicda noche. A la mafiana siguiente, se lavaron con
con buena tolerancia a alimentos, incluidas laBS 0,1 % Tween para afiadir anti-lge-PO a 1
legumbres. Se recogié una muestra de 5 ml de sapg/ml en una solucién bloqueante que contenia
gre de cada uno de los nifios. Tras su coagulacioi,BS 0,1 % Tween, 25 % de suero de ternera fetal
se centrifugd a 3500 rpm y el suero resultante sg 1 % de heparina (2 h). Después de los lavados,
distribuy6 en alicuotas y se guardo a -20 °C. la PO se evalud con la incubacion de 0,16M de
tampoén acetato (pH 6; 1 ml), TMB en DMSO (20
Extractos alergénicosSe elaboraron dos extrac- pl) y 1M HO. (2 pl). La reacciéon enzimatica se
tos de harina de almorta, uno crudo y otro hervidoparé con 2N de 4cido sulfarico y la densidad 6pti-
Se extrajo un gramo de harina de almorta en 20 nda (DO) a 450 nm se estimd en un lector de pla-
de una solucién de CINa al 0,85 %. Después deas (Titertek Multiskan, Finlandia).
mantener la solucién en agitacién durante 16 horas Para los experimentos de inhibicién de IgE, se
a una temperatura de 4 °C, se filtrd y centrifugd y séncubaron 125 pl de los extractos alergénicos a
obtuvo una concentracién final de 1:20 (peso:volu-distintas concentraciones, con 125 pul del conjunto
men). Una parte del extracto de almorta se hirvidde sueros a una dilucién 1/16. Se dejo6 inhibir
durante 15 minutos y se proceso6 de la misma formalurante 2 horas a temperatura ambiente y en cons-
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tante agitacion. La IgE especifica se determino RESULTADOS

como se ha indicado anteriormente. En fase sélida

se usaron tanto el extracto crudo como el hervido. La determinacion de IgE especifica, mediante
ELISA directo, usando 1 ug de proteina por poci-

SDS-PAGE e IgE-inmunodeteccidrm separa- llo no mostré diferencias estadisticamente signifi-
cion electroforética se realizé con geles de acrilacativas entre el extracto crudo (media aritmética
mida segun el método de LaemiiBe usaron de DO:1,51) y el hervido (media aritmética de
tanto el extracto crudo como el hervido en condi-D0O:1,50) (p< 0,6 ). La IgE especifica resultd
ciones reductoras y no reductoras. En el caso deositiva (DO > 0,2) en el 74 % del total de los
hacerse en condiciones no reductoras se omitié glacientes. El 96 % de los pacientes con IgE espe-
uso def-mercaptoetanol. cifica positiva tenia pruebas cutaneas positivas a

Se utilizé el 14 % de gel separador y el 4 % deharina de almorta. No se pudo demostrar una
gel empaquetador. Las muestras se disolvieron emayor concentracion de IgE especifica frente a
tampon Tris-HCI (pH 6,8) que contenia el 10 % dealmorta en los nifios que referian alguna manifes-
glicerol, el 2 % de SDS y el 5 % @emercapto- tacién clinica tras su ingesta o contacto con res-
etanol. Antes de inyectar en el gel, las muestrapecto a los que no tenian historia de reacciones
se calentaron a 95 °C durante 10 minutos. El gedlérgicas con esta legumbre.
se corrié en un tampoén Tris-HCI 62.5 mM con En los estudios de ELISA-Inhibicién, emplean-
0,1 % SDS. Como marcadores moleculares séo el extracto crudo (4 °C) en fase sélida, se obtu-
utilizaron los estandares comerciales de bajo ranvieron dos rectas estadisticamente paralelas (t de
go de tamafio molecular de Bio-Rad (Richmond,Student; p=0,005) (fig. 1). Cuando se utilizo el
VA, EE.UU.). Las condiciones del campo eléctri- extracto hervido en fase sélida también se obser-
co fueron 250V, 35mA y 8W y se establecieronvaron dos rectas paralelas (p=0,01); se obtuvo una
en un equipo de Bio-Rad conectado a un bafonayor inhibicién con el extracto sometido a ebu-
refrigerante. Posteriormente, el gel se tifid corllicion, lo que sugeria una mayor afinidad de la
0,1 % azul de Coomassie (R-250) en agua:metagE especifica por el extracto hervido (fig. 2).
nol:acido acético (50:40:10) y destefiido en la
misma solucion.

La inmunodeteccion de IgE especifica se reali- LLISA AR gl
z0O Unicamente con el extracto crudo. Las proteif *'™ FATEAA DA Cabmu iz 1
nas del gel se transfirieron a membranas d¢ ..
Immobilon (Millipore, Bedford, EE.UU.) en un
tanque Trans Blot (Bio-Rad) en medio basico.
Tras la transferencia, las membranas se dejarg
secar completamente y se incubaron con el suel
de cada paciente diluido 1/3 en una solucion d¢
PBS 0,1 %, Tween 20 y 1 % de albumina huma
na (HSA) durante 2 h a temperatura ambiente. 4 ]
continuacion, las tiras se lavaron con PBS Tweel
0,1 % y se incubaron durante 2 h a temperatur
ambiente con una anti-lgE humana monoclona|
marcada con peroxidasa (anti-lgE-PO; Ingenasg
Madrid) a una concentracion de 2 mg/ml. Despué
de los correspondientes lavados, la reaccion enz . .
matica se desarrollé en una solucién compuest ' : a i
por 0,1 M tampon citrato (pH 5,0) que contiene vl
10 mM ED.TA yl% d?Xtran Sl.'”fato (1 mi), te.tra- Fig. 1. Resultados del ELISA-inhibicién usando el extracto
metilbenzidina (TMB' Boehrmger Mannheim, crudo (4 °C) de almorta en fase sélida. Al analisis de parale-

Alemania) en DMSO (Merk, Alemania (20 pl) Y lismo mediante la prueba t de Student muestra que las rectas
IM H:0: (2 pl). son paralelas ( p=0,005).
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Fig. 3.SDS-
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do (100 °C)
s de almorta.
-— ) Las dos lineas
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representan
los extractos
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! | tanol; kDa =
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i — de pesos

k moleculares.

Fig. 2. Resultados del ELISA-inhibicion usando el extracto
hervido (100 °C) de almorta en fase sélida. Al analisis de
paralelismo mediante la prueba t de Student muestra que las
rectas son paralelas ( p=0,01).

DISCUSION

La almorta es una legumbre que sirve de ali-
mento para animales y, esporadicamente, es utili-
zada en forma de harina para la elaboracion de las

En la figura 3 se muestran las proteinas/péptidenominadasgachas,cuyo consumo es casi
dos identificados por electroforesis en geles deexclusivo en la regidon castellano-manchega. La
poliacrilamida (SDS-PAGE) usando el extractoingestion cronica de semillas de almorta produce
crudo y el hervido de almorta. En condicioneslatirismo, un sindrome neurologico que se carac-
reductoras, no se apreciaron cambios relevantetgriza por una rigidez muscular severa y una para-
en la identificacion de bandas proteicas tanto en disis de los miembros inferiores
extracto crudo como en el sometido a ebullicion, Los nifios aqui estudiados, aunque estaban sensi-
en comparacion con los extractos sin reducir. Si sbkilizados mayoritariamente a la lenteja y al garban-
observaron diferencias entre los SDS-PAGE deko, presentaban también una sensibilizacion muy
extracto crudo y del hervido, con la pérdida dealta a almorta, demostrada por una prueba cutanea
bandas de bajo peso molecular (inferior a 31 kDapositiva y la IgE especifica. La mayoria de estos
en el hervido, aunque se mantenia una con u
peso molecular de 12,9 kDa.

En losimmunoblotdel extracto crudo realiza- =—
dos con los sueros de los 38 nifios sensibilizadg
a legumbres se detectaron unas 20 bandas ¢
pesos moleculares comprendidos entre 99,5
12,9 kDa (fig. 4). Los sueros de los nifios que F el . 4
presentaban clinica exclusivamente con almorta ! [
representados en las lineas 16 y 17 de la figura 4 «
reconocieron solo dos bandas alergénicas muj =~ |
tenues de 27,7 y 12,9 kDa. Mas del 50 % de lo
sueros detectaron bandas proteicas con pes y
m0|ec_UIareS de 50,9 y 27,7 kDa. L(_)S Sueros d'Fig. 4. SDS-PAGEimmunoblotingdel extracto crudo de
los sujetos controles no detectaron ninguna bandaimorta. Lineas 1 a 38: sueros de los pacientes; C: sueros de
proteica. sujetos control; kDa: marcadores de pesos moleculares.
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pacientes no habia consumido nunca esta leguntes cuales un alto porcentaje estaba sensibilizado a
bre, lo que parece confirmar la existencia de reactialmorta, para identificar los alergenos que son
vidad antigénica cruzada con las legumbres de usdetectados por la mayoria de ellos. Mas del 50 %
mas frecuente y que en nuestro medio inducen ude estos sueros detectaron bandas proteicas de
ndamero importante de reacciones alérgicas, princi50,9 y 27,7 kDa. La relevancia clinica de estas
palmente en la edad pediatrica. Fraj. edamos- proteinas no se puede establecer debido al desco-
traron reactividad cruzada entre la almorta y la lennocimiento de la tolerancia a esta legumbre, por la
teja, y en menor medida, con el guisante, mediantenayoria de los pacientes. Se ha observado que los
técnica de RAST-inhibicién, utilizando el suero desueros de los nifios con sensibilizacién clinica
un paciente con alergia a almértslediante técni- exclusiva a almorta detectaron sélo dos bandas
cas de ELISA-inhibicion e inhibicion delots, proteicas en el extracto de almorta, de 27,7 y 12,9
hemos observado reactividad cruzada entre almokDa. Estas proteinas podrian representar alguno de
ta, lenteja y garbanzo (datos no publicados, articulos alergenos principales de la almorta. Creemos
lo en preparacion). Otros autorésambién han que seria necesario ampliar estos estudios con un
encontrado una amplia reactividad cruzadsitro mayor nimero de pacientes clinicamente sensibles
entre la familia de las leguminosas utilizando losa esta leguminosa, confirmado por provocaciones
sueros de nifios sensibilizados clinicamente @rales, para extraer conclusiones definitivas.
cacahuete y/o soja. Bernhisel et, @n sus estudios
de SDS-PAGE, hallaron una banda prominente de
20 kDa en todas las especies de legumbres utiliza- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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