Asma ocupacional causado
por Papaver somniferum
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Objetivo

Demostrar que Papaver somniferum, planta de
donde se obtienen morfina y codeina, es capaz de
producir asma ocupacional por un mecanismo IgE
mediado en trabajadores de una industria farma-
céutica. Esta accién es independiente de la capaci-
dad que estos farmacos tienen de liberar histamina
por degranulaciéon directa de mastocitos.

Material y métodos

Se estudiaron 28 trabajadores empleados en las
fabricas seleccionadas para el estudio, a los que se
les realiz6 extracciéon de sangre.

Las capsulas prensadas de Papaver somniferum fue-
ron extraidas en PBS al 10% p/v, durante la noche,
en camara fria. Posteriormente, el extracto fue cen-

Director

Vol. 2, n° 1, 2008

Papaver somniferum.

trifugado a 1.500 g durante 10 minutos y filtrado a
través de una membrana de 22 pym.

Las pruebas cutaneas se realizaron mediante méto-
do estandar, empleando como control positivo hista-
mina acido fosfato (1:1.000 p/v).

Las pruebas de provocacién bronquial especifica se
llevaron a cabo siguiendo la descripciéon de Alday y
cols'?, considerando positiva una caida del FEV, supe-
rior al 20%. Dos de los pacientes sintomaticos se
negaron a que se les realizara la provocacién bron-
quial.

Se emplearon 10 individuos atépicos no expuestos
como control en la realizaciéon de las pruebas cuta-
neas y provocacion bronquial especifica.

El ensayo de liberacion de histamina se realizo
mediante método Siraganian®. Se elaboraron 4 dilu-
ciones del extracto antigénico para ser probadas
posteriormente sobre cada muestra de sangre y
obtener asi una curva dosis-respuesta.
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Se empleé anti-IgE para medir la capacidad de libe-
racién de mediadores no dependiente de IgE por los
basofilos.

La IgE total fue medida por IgE-EIA (Pharmacia), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Posteriormente se llevé a cabo la deteccién de IgG e
IgE especificas por método ELISA indirecto, siendo
considerado positivo cualquier resultado por encima
de 0,2 OD de la media (obtenida de 10 controles no
relacionados).

Finalmente se realizé6 SDS-PAGE mediante método
discontinuo (Laemmli)*y deteccion de IgE especifica
por Immunoblotting.

Resultados

Seis pacientes de los 28 trabajadores estudiados pre-
sentaban sintomas de asma ocupacional en su lugar
de trabajo. Estos 6 pacientes presentaban prueba
cutanea positiva a Papaver somniferum. La prueba
de provocacion bronquial especifica con extracto de
Papaver somniferum se realizé en 4 de los 6 pacien-
tes sintomaticos, obteniéndose resultado positivo en
todos ellos.

Los niveles de IgE total fueron > 200 kU/l en 5 de los
6 pacientes sintomaticos, al contrario de lo obtenido
en los individuos expuestos asintomaticos, donde
s6lo 4 de los 22 alcanzaron estos valores. Es mas, los
niveles de IgE total > 400 kU/I sélo se objetivaron en
los pacientes sintomaticos. Este hecho sugirié que un
nivel de IgE total elevado es factor de riesgo para
padecer esta enfermedad.

La IgG especifica no fue detectada por ELISA indi-
recto en el suero de pacientes expuestos, ni sinto-
maticos ni asintomaticos.

Mediante SDS-PAGE se detecté una proteina de 67 kDa
de PM, compuesta por dos cadenas y sensible a
2-mercaptoetanol. Esta banda mostré la maxima
capacidad para fijar IgE. La reduccion con 2-mercap-
toetanol condujo a una pérdida completa de la pro-
piedad de fijar IgE. S6lo una débil banda se obtuvo
por immunoblotting, sugiriendo que el procedimien-
to casi destruyd completamente los epitopos de
unién a IgE.

Multiples farmacos como morfina, codeina y papa-
verina se obtienen de Papaver somniferum. Los alca-
loides se separan de los materiales sobrantes utili-
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zando disolventes organicos para, posteriormente,
transformarse en principios farmacéuticos mediante
reacciones quimicas.

Alday y cols'? describieron previamente la presencia
de asma bronquial en trabajadores empleados en
compafias farmacéuticas, encargados de la produc-
cién de morfina y codeina. La presencia entonces de
pruebas cutaneas positivas al extracto de Papaver
somniferum y los niveles elevados de IgE total en los
pacientes, junto con el hecho de que sus sintomas
mejoraban durante los fines de semana y en vacacio-
nes, sugirié una hipersensibilidad inmediata tipo I.

Sin embargo, es conocido que, tanto la morfina
como la codeina, son compuestos con capacidad
para degranular mastocitos de forma inespecifica,
por un mecanismo independiente de IgE °. Estos
hechos suceden en un numero limitado de sujetos,
por lo que parece probable la existencia de un fac-
tor personal de predisposicion o idiosincrasia farma-
colégica. Gonzalo y cols® demostraron la existencia
de una relacion causal entre la inhalacién de morfi-
nay la aparicion de asma diferido, mediante provo-
cacion bronquial especifica, no pudiendo demostrar
la existencia de un mecanismo mediado por IgE y
siendo la degranulacion inespecifica de mastocitos y
baséfilos los principales responsables.

En este articulo se reporta la presencia de asma ocu-
pacional en los trabajadores de una compafia far-
macéutica en la que se producen morfina y codeina.
La presencia de un mecanismo IgE mediado se
demuestra mediante prueba cutdnea y provocacién
bronquial especifica, asi como por métodos in vitro.
Los alergenos involucrados parecen ser macromolé-
culas como se demuestra por immunoblotting.
Todos estos hechos sugieren que la enfermedad no
es debida a un mecanismo farmacoldgico.

La morfina y la codeina, como hemos mencionado
previamente, son drogas en las que son conocidas
sus propiedades de liberacién de histamina, siendo
incluso responsables de algun caso de eosinofilia
inducida por drogas'. De este modo, la presencia de
asma bronquial en trabajadores relacionados con
estos productos puede ser atribuida a un efecto far-
macolégico. Sin embargo, los trabajadores estudia-
dos en este articulo demostraron que los sintomas
respiratorios fueron maximos en los expuestos al
material sin procesar, disminuyendo a lo largo del
proceso de extraccién. Ningun trabajador presenté
problemas con el manejo del producto final. La pro-
duccion industrial de estos farmacos implica la
extraccion de los alcaloides de la forma vegetal
mediante disolventes orgdanicos. Durante esta
extraccion, a veces utilizando colorantes, se coex-



traen polifenoles. Algunos polifenoles de origen
vegetal se ha descrito que poseen toxicidad pulmo-
nar y propiedades liberadoras de serotonina’. Sin
embargo, ningln otro signo o sintoma aparte del
asma se descubrié en los trabajadores.

Un gran numero de los trabajadores expuestos
(32%) no respondié a anti-IgE en el test de libera-
cion de histamina. En la experiencia de los autores,
en torno al 15% de los individuos normales son no
respondedores a anti-lgE (son liberadores) °. Este
alto porcentaje de no respondedores a anti-IgE
podria quizas reflejar algun efecto farmacologico de
estos polifenoles o alguna influencia de la exposi-
cién a opioides. En cualquier caso, el ensayo de libe-
racién de histamina fue una herramienta muy util en
el diagnéstico de la poblacion sensibilizada.

La IgE especifica pudo ser detectada en los 6 traba-
jadores sintomaticos de los 28 estudiados. Este
hecho se traduce porque la prevalencia de enferme-
dad pulmonar incapacitante entre los trabajadores
expuestos al alergeno de Papaver somniferum es en
torno al 20%.

La companiia farmacéutica procesa Papaver somnife-
rum una vez que las semillas han sido retiradas por
otro fabricante, quien extrae aceite para procesos
industriales. Un mecanismo IgE mediado ha sido des-
crito en alergia a la semilla de Papaver somniferum™
y, actualmente, no se puede excluir la posibilidad de
que el antigeno estuviese contaminado por protei-
nas de la semilla, como demostré Aerlian y cols en la
hipersensibilidad al psyllium . De esta manera, se
piensa que nuevos pacientes seran diagnosticados
entre los trabajadores empleados en la extraccién
del aceite y en el procesamiento del material virgen.

Jensen y cols ™ detectaron IgE unida a compuestos
proteicos y azucares de las semillas de Papaver som-
niferum y demostraron la existencia de reactividad
cruzada entre semillas de Papaver somniferum vy ali-
mentos vegetales asi como también entre semillas
de Papaver somniferum y alergenos del polen (Bet v
1y profilinas).
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Paciente varén de 33 afios que, desde hace 5 meses,
a los pocos minutos del inicio de su jornada laboral,
comienza a presentar edema labial y palpebral bila-
teral asociado a lesiones eritemato-edematosas pru-
riginosas en zonas expuestas (miembros superiores).
Cuatro horas después, presenta importante obstruc-
cién nasal y disnea moderada. Los sintomas pueden
tardar en remitir entre 15 y 30 dias y se han repeti-
do en tres ocasiones en los Ultimos 5 meses. Estas
han sido las tres ocasiones en que el paciente se ha
incorporado nuevamente a su puesto de trabajo tras
encontrarse de baja.

Desde hace 4 afos, trabaja en una empresa farma-
céutica en la que se elaboran alcaloides (morfina,
codeina y tebaina). Para su produccién, tiene que
manipular polvo de adormidera, también conocido
como CPA (concentrado de paja de adormidera).
Este es un granulado obtenido a partir del prensado
de las capsulas de Papaver somniferum (Fig. 1), a las
que se les han extraido previamente las semillas. Es
un polvo facilmente inhalable aunque, durante su
manipulacién, los trabajadores emplean mascarillas
de papel.

En la fabrica trabajan 47 personas sin que se conoz-
can mas casos de afectacion respiratoria.

La exploracion fisica del paciente fue normal, inclu-
yendo rinoscopia mas fibroscopia nasal.

Inicialmente se le realiz6 una espirometria, encon-
trandose dentro de la normalidad y prueba de FE,
(fraccion espiratoria de 6xido nitrico), con resultado
de 68 ppb (inflamacion muy alta). Metacolina positi-
va con PC,, de 0,13 mg/ml acumulados (hiperreacti-
vidad bronquial dentro del rango asmatico). Se le
administré un espirbmetro portatil (AM1 Jaeger®)
para evaluar series de peak-flow durante periodos de
trabajo y de baja, realizando 3 espiraciones cada vez,
dos veces al dia. Se observaron variaciones del PEF
superiores al 40%, compatibles con asma bronquial y

Vol. 2, n° 1, 2008

Figura 1. Papaver somniferum.

patrén de agudizacién en el trabajo y recuperacion
espontanea durante los periodos de baja (Fig. 2).

El hemograma, bioquimica, VSG, RxTx y Rx de senos
paranasales fueron normales en todos los casos.

El estudio alergoldgico se llevé a cabo mediante la
realizacién de pruebas cutaneas con aeroalergenos
habituales, obteniendo resultado positivo para
Dactylis glomerata, Platanus hispanica y Cupressus
arizonica. El resto de inhalantes (acaros del polvo
doméstico, epitelios, hongos y resto de pdélenes) fue-
ron negativos. El paciente no presentaba sintomas
en relaciéon con los pélenes anteriormente referidos.

Se realiz6 extracto de CPA a partir del polvo de ador-
midera manejado por el paciente en su lugar de tra-
bajo y supuestamente responsable de la sintomato-
logia.

Con el extracto dializado y sin dializar se realizaron
pruebas cutaneas (en nuestro paciente) en prick con
lectura inmediata, obteniéndose una prueba positiva
con extracto de CPA no dializada al 10% y negativa



con el mismo extracto dializado al 10%. Se realizé
prick con extracto de CPA no dializado al 10% en 5
controles no expuestos, observandose prueba positi-
va en todos ellos, lo que apuntdé a un mecanismo
inespecifico, probablemente producido por el efecto
farmacoldgico histaminoliberador de los alcaloides e
invalidé el resultado de las pruebas cutaneas.

Seguidamente, se realizd provocacién bronquial
especifica con extracto de CPA no dializada (1:10 p/v)
que fue positiva, obteniéndose una caida del FEV,
del 57% a las 4 horas sin que ésta se hubiera prece-
dido de una respuesta inmediata. Sin embargo,

. — estos resultados no se objetivaron en nuestro
Figura 2. Monitorizacién del PEF dentro y fuera del tra-

bajo 2 veces al dia [al levantarse y al acostarse] durante paciente en el periodo del post-salino, lo que confir-

periodos de trabajo (area sombreada) y periodos de baja ~ ma la especificidad del resultado (Fig. 3).
[area no sombreada]. Obsérvense las variaciones superio- . Lo
res al 40%, compatibles con asma bronquial y patrén de La misma prueba pero con extracto de CPA dializado

agudizacion en el trabajo y recuperacion espontanea du-  (libre de sustancias con PM < 8 kDa) fue negativa.
rante los periodos de baja.

20 17 — PBS
10 A CPA dializado 1:10 p/v

0 = CPA no dializado 1:10 p/v*

5/ 10° 15 20" 25" 30\'60° 2h 4h 5h 6h ‘7h _8h
-10 A

-20 A
30 A

40 A

50 salbutamol
-60 -

Figura 3. Se realiz6 la provocacion inhalativa con una aerosol devilbiss 649 segun técnica previamente publicada ™.
Primero se realiz6 un dia control, mediante la provocacién con PBS y monitorizaciéon del FEV, durante las 8 horas siguien-
tes, sin observar, como pueden ver, variaciones superiores al 10%.

FEV, cambio respecto el post PBS

70 4

Al dia siguiente se realizé una provocacién con el extracto de CPA comenzando por una diluciéon de 1:1.000.000 p/v e
incrementando las concentraciones en 10 veces cada 10 minutos siempre que no hubiera una respuesta inmediata (es
decir, una caida > 20%).

En la figura pueden ver la respuesta a la concentracién de 1:10 p/v, observandose una significativa respuesta tardia [caida
del FEV, del 57% que fue tratada con salbutamol inhalado] sin que ésta se hubiera precedido de una respuesta inme-
diata. Por el contrario, estos cambios no fueron observados en el periodo del post-salino lo que confirma la especificidad
del resultado.

El mismo test pero con extracto de CPA si dializado (libre de sustancias con PM < 8 kDa) fue negativo.
La provocacién con extracto de CPA no dializado realizada en un asmatico no expuesto a adormidera y con un PC,, de

metacolina de 0,40 mg/ml fue completamente negativa, lo que apoya la especificidad de la reaccidon obtenida en el tra-
bajador.
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La provocacién bronquial con extracto de CPA no
dializado en un asmatico no expuesto a adormidera
y con una PC,,FEV, de metacolina de 0,40 mg/ml fue
completamente negativa, lo que apoya la especifici-
dad de la reaccién obtenida en el trabajador.

Se realizé una medicién seriada de la fraccién espi-
ratoria de 6xido nitrico [FEy], objetivandose gran
inflamacién bronquial con FEy, de 202 ppb (incre-
mento del 206% sobre la determinacién inicial 68
ppb) siete dias después de la provocacién bronquial
con CPA no dializado. Los valores siguieron por enci-
ma de los basales hasta un mes mas tarde. Por el
contrario, la FEy, en el paciente control no se alteré
tras la provocacién con CPA no dializado (Fig. 4).

Se realizé también seguimiento del PEF con espir6-
metro portatil desde cinco dias antes y hasta 43 dias
después de la provocacién con CPA dializada, obser-
vandose un incremento en la variabilidad del PEF,
que se resolvié tras tratamiento con betametasona
intramuscular (Fig. 5).

En orden a detectar IgE sérica contra el extracto de
CPA, realizamos un ELISA directo con el suero del
paciente, siendo el resultado negativo. Ante la posi-
bilidad de que pudiera tratarse de un hapteno, se
realizé el mismo estudio pero utilizando CPA ligado
a HSA (albumina sérica humana), siendo el resultado
igualmente negativo.

Conclusion

Se trata de un paciente, trabajador en una empresa
farmacéutica durante 4 afos que, desde hace 5
meses, presenta sintomas compatibles con asma,
urticaria y angioedema tras la exposicién al CPA.

Se demuestra mediante monitorizacion del PEF que
el asma se produce en su puesto de trabajo.

Mediante provocacién inhalativa con CPA, se
observa a las cuatro horas broncoespasmo impor-
tante, hallazgo que, por el contrario, no presenté
el control asmatico, lo que apunta mas a una sus-
ceptibilidad especifica al CPA, que a un efecto ines-
pecifico (degranulacion) de sus alcaloides. Esta con-
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202 201
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0 .

21 22

Provocaciéon 2 minutos

25 26 27 28 30 33 39 4

Dias tras provocacion

Figura 4. Para determinar si la respuesta bronquial observada en la figura 3 iba acompafiada de un incremento de la res-
puesta inflamatoria de las vias aéreas, se monitorizo la fraccién espiratoria del 6xido nitrico mediante determinaciones

seriadas con un NIOX.

El FEyq antes de la provocacién fue de 66 ppb, es decir, alto para un adulto, (el rango de normalidad esta en 10-20 ppb).

A los 20 dias el FEy4 habia subido un 206%, luego fue descendiendo paulatinamente pero estando 40 dias después de la

provocacién un 35 % mas alto que el basal.

Parece interesante que tan sélo 2 minutos de exposicion al extracto de CPA produjera una respuesta inflamatoria de mas

de 1 mes de duracion.
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Srorecscasicn.

clusion se ve apoyada por el incremento del FENO
tras la provocacién, que persistié hasta un mes des-
pués. No obstante, mediante estudios in vitro no
pudimos concluir que se tratara de un mecanismo
IgE mediado; este hecho, junto con el hallazgo de

Figura 5. Las determinaciones de PEF realizadas diaria-
mente (mafana y noche) por el paciente en su domicilio
durante la semana antes de la provocacion parecian indi-
car que su asma se encontraba bajo control.

Sin embargo observen cédmo cambian radicalmente las
determinaciones del PEF a partir de la provocacion (icono
amarillo). Efectivamente, puede observarse un claro incre-
mento de la labilidad bronquial a partir del dia de la pro-
vocacién con el extracto de CPA no dializado y que se
mantiene durante unas 4 semanas. Durante este periodo
el paciente refirié ademas una recidiva de sus sintomas de
asma, razén por lo que fue tratado con betametosa IM
(icono azul).

En otras palabras, los datos parecen apuntar que esos 2
minutos de inhalacién de extracto de CPA fueron capaces
no solamente de inflamar las vias aéreas (Fig. 4), sino de
agudizar el asma hasta varios semanas después de la pro-
vocacion.

que el agente desencadenante de esta sintomato-
logia fuera una sustancia(s) de bajo peso molecular
(< 8 kDa), apunta a una posible idiosincrasia far-
macolégica a los alcaloides que queda por investi-
gar en futuros estudios.
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