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Abreviaturas, por orden alfabético

AF: anafilaxia

AK: arginina quinasa (de su nombre en inglés arginine kinase)

ADP: adenosina difosfato

AINEs: farmacos antiinflamatorios no esteroideos

ATP: adenosina trifosfato

ATPasa: enzima que cataliza la defosforilacion del ATP

BSA: albumina de suero bovino (de su nombre en inglés bovine serum albumin)
BT: Blomia tropicalis

C: carril

C+: control positivo

C-: control negativo

CLM: cadena ligera de la miosina

CSIC: Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

CUT: sintomas cutaneos

DF: Dermatophagoides farinae

DIG: sintomas digestivos

DPT: Dermatophagoides pteronyssinus

ELISA: ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (de su hombre en inglés enzyme-
linked immunosorbent assay)

Fab: fraccion variable de los anticuerpos (de su nombre en inglés fragment antigen
binding)

FBPA: fructosa 1-6 bifosfato aldolasa

Fig: figura

g: gramo

GDPH: gliceraldehido fosfato deshidrogenasa

°C: grados centigrados

HCI: acido clorhidrico

H20O.: peréxido de hidrégeno

IFN-y: interferébn gamma

Ig: inmunoglobulina

IgA, IgE, 1gG, IgM: inmunoglobulinas de tipo A, E,Gy M

IL: interleucina

IL-4, IL-5, IL-8, IL-9, IL-13, IL-17: interleucinas de tipo 4, 5, 8, 9, 13, 17

INH: sintomas respiratorios por inhalacién de vapor de coccion



kDa: kilodalton

KUAJ/L: kilounidades de anticuerpo especifico contra alérgeno por litro de sangre

M: molar

ug: microgramo

mg/ml: microgramo/mililitro

Mix Cocido: extracto de mezcla de 4 especies cocidas (Parapenaeopsis Spp.,
Parapenaeus spp., Solenocera spp. y Trachipenaeus spp.)

Mix Crudo: extracto de mezcla de 4 especies crudas (Parapenaeopsis spp., Parapenaeus
spp., Solenocera spp. y Trachipenaeus spp.)

ml: mililitro

MLC: cadena ligera de la miosina (de su nombre en inglés myosin light chain)

mM: milimolar

um: micrémetro

mV: milivoltio

MW: peso molecular (de su nombre en inglés molecular weight)

N: normal

NCBI: Centro Nacional para la Informaciéon Biotecnoldogica (de su nombre en inglés
National Center for Biotechnology Information)

nm: nanémetro

p: resultado del valor estadistico adecuado para cada comparacion

p/v: peso/volumen

PC: pruebas cutaneas intraepidérmicas

PBS: tampédn fosfato salino (de su nombre en inglés phosphate buffered saline)

PBS-T: tampén fosfato salino Tween

PS: Parapenaeopsis stylifera

RES: sintomas respiratorios

R?: coeficiente de regresion lineal

RI: rango intercuartilico

rpm: revoluciones por minuto

SAOQ: sindrome de alergia oral

SCBP: proteina sarcoplasmica de unién a calcio (de su nombre en inglés sarcoplasmic
calcium binding protein)

sd: sin datos

SDS: dodecilsulfato sédico

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico (de su

nombre en inglés sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)



SEAIC: Sociedad Espanola de Alergologia

SERCA: ATPasa del reticulo endoplasmico

SME: Solenocera melantho

SME'DPT": pacientes con IgE positiva a gamba y a dcaros

SME'DPT": pacientes con IgE positiva a gamba e IgE negativa a acaros

SMEDPT": pacientes con IgE negativa a gamba e IgE positiva a acaros

SMEDPT": pacientes con IgE negativa a gamba y a acaros

SPT: pruebas cutaneas intraepidérmicas (de su nombre en inglés skin prick test)

Tc: linfocito T citotdxico

TCEP: tris (2-carboxietil) fosfina clorhidrato (de su nombre en inglés tris (2-carboxyethyl)
phosphine clorhidrate)

TFI: triosa fosfato isomerasa

Th: linfocito T colaborador (de su nombre en inglés T helper)

Th1, Th2, Th17: linfocito T colaborador de tipo 1,2y 17

TM: tropomiosina

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa (de su nombre en inglés tumor necrosis factor)
Treg: linfocito T regulador

UFT: ultrafiltracién tangencial

vs: frente a (del latinismo versus)

WHO/IUIS: Organizacion Mundial de la Salud y Subcomité de Nomenclatura de Alérgenos
de la Unién Internacional de Sociedades Inmunolégicas (de su nombre en inglés World
Health  Organization/International Union of Immunological Societies Allergen

Nomenclature Subcommittee)
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RESUMEN DE LA TESIS EN CASTELLANO

Introduccién

La alergia a marisco es una de las principales causas de alergia a alimentos en adultos,
y es una causa frecuente de anafilaxia. Se estima que tiene una prevalencia mundial del
5.4%. Esta establecido que la tropomiosina es el alérgeno mayor de la gamba, y se
considera un panalérgeno, responsable de la gran reactividad cruzada entre crustaceos
y acaros del polvo doméstico. El perfil de sensibilizacién alergénica a la gamba de los
pacientes puede ser diferente segun sea el clima y la exposicion a acaros a los que se
vean sometidos. En la actualidad el diagndstico de alergia a gambas incluye la realizacion
de pruebas intraepidérmicas, determinaciones de IgE especificas y pruebas de

provocacion oral controlada.

Objetivos
El objetivo principal de este estudio fue evaluar la presencia de reactividad cruzada entre

acaros y gamba en nuestra poblacién.

Métodos

Se reclutaron pacientes con pruebas cutaneas positivas a gamba y se clasificaron en
funcidon de las manifestaciones clinicas. Se prepararon extractos alergénicos de varias
especies de acaros y gambas, y se cuantificd el contenido proteico. Se realizaron pruebas
cutaneas intraepidérmicas y determinacion de IgE especifica por absorbancia a todos los
extractos, y de IgE especifica a gamba y Pen a 1 por enzimoinmunoensayo. Mediante
SDS-PAGE y Western blot se obtuvieron los perfiles proteicos y alergénicos, y se
realizaron ELISA de competicion y Western blot de inhibicién para valorar la reactividad

cruzada entre acaros y gamba.

Resultados

De los 117 pacientes incorporados al estudio, 99 (84.6%) se clasificaron como alérgicos
a gamba. Las principales manifestaciones clinicas fueron urticaria/angioedema (42.4%) y
anafilaxia (34.4%). El 73.7% de los pacientes alérgicos a gamba también eran alérgicos
a acaros. En los extractos estudiados se detectaron varias proteinas comunes:
tropomiosina, paramiosina, arginina quinasa, triosa-fosfato isomerasa y proteina de
choque térmico. La determinacioén de IgE especifica a gamba, a Pen a 1 y a los extractos
nuevos no presentd diferencias estadisticamente significativas entre alérgicos y no
alérgicos. Se demostro reactividad cruzada entre acaros y gamba, siendo los acaros el

sensibilizador primario.
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RESUMEN DE LA TESIS EN CASTELLANO

Conclusién

Este es el primer estudio realizado en Barcelona que demuestra la existencia de
reactividad cruzada entre los acaros del polvo doméstico y las gambas, siendo los acaros
los responsables de la sensibilizacion primaria. En los extractos de acaros del polvo
doméstico y de gamba estudiados se han hallado proteinas comunes que podrian
justificar la reactividad cruzada entre ambos. Las pruebas cutaneas intraepidérmicas a los
extractos testados y la determinacién de IgE especifica a gamba y a Pen a 1, no son

capaces de discriminar a los pacientes alérgicos a gamba de los no alérgicos.
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RESUMEN DE LA TESIS EN INGLES

Background

Shellfish allergy is one of the main causes of food allergy in adults, and often causes
anaphylaxis. It is estimated a global prevalence of 5.4%. Tropomyosin is the major allergen
in shrimp and it is considered a cross-reactive panallergen, responsible of reactivity
between crustaceans and mites. Exposure to mites can modify the divers allergenic profile
to shrimp. Currently, shrimp allergy diagnosis include skin prick tests, specific IgE

determinations and oral food challenge.

Objectives
The main aim of this study was to evaluate the presence of cross-reactivity between

shrimp and house dust mites in our population.

Methods

Patients with positive skin prick test to shrimp were recruited and classified into groups
according to the clinics. Different allergenic extracts were prepared from shrimp and house
dust mites, and its protein content was achieved. Skin prick tests and specific IgE to shrimp
and Pen a 1 was measured. The allergenic profile was studied by means of SDS-PAGE

and Western blot. Cross-reactivity was analysed by competition ELISA and Western blot.

Results

117 patients were enrolled, and 99 (84.6%) were classified as allergic to shrimp. The most
reported symptoms were urticaria/angioedema (42.4%) and anaphylaxis (34.4%). 73.7%
were also allergic to house dust mites. The newly prepared extracts had some proteins in
common: tropomyosin, paramyosin, arginine kinase, triose phosphate isomerase and heat
shock protein. Specific IgE to shrimp, to Pen a 1, and to the newly extracts did not showed
statistical differences between allergic and non-allergic shrimp patients. Cross reactivity

between shrimp and mites was demonstrated, with mites acting as a primary sensitizer.

Conclusion

This is the first study performed in Barcelona that demonstrate the cross-reactivity
between house dust mites and shrimp allergens. The primary sensitization was due to
house dust mites. Cross reactivity could be explained because of the common proteins
included in both extracts. Intraepidermal cutaneous test to these extracts, and specific IgE
determinations to shrimp and to Pen a 1, fail to discern between shrimp allergic and non-

allergic patients.
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INTRODUCCION
1.1. El Sistema Inmunolégico

El sistema inmunolégico comprende todos los procesos encaminados a protegernos
frente a antigenos extranos, como bacterias, virus, parasitos, hongos, toxinas y células
cancerosas '. En términos generales se divide en inmunidad innata, que representa la
primera linea de defensa y es independiente del antigeno, y en inmunidad adaptativa que
es dependiente y especifica de antigeno, a la que pertenecen los linfocitos By T .

En la respuesta innata ™

estan implicadas numerosas células, como macréfagos,
neutrofilos, células dendriticas, mastocitos, basodfilos, eosindfilos, células asesinas
naturales y linfocitos.

Los neutrdéfilos son células polimorfonucleares, de vida media corta, con enzimas liticas y
propiedades fagocitarias.

Los macréfagos son células de vida media mas larga, con capacidad de fagocitosis e
implicacién en la presentacion de linfocitos T.

Las células dendriticas participan en las mismas acciones que los macréfagos, y ademas
actuan de mensajeros entre las respuestas innata y adaptativa.

Los mastocitos y baséfilos participan en la respuesta inflamatoria aguda, como la que
ocurre en alergia. Los basodfilos son células que residen en el torrente sanguineo.
Generalmente los mastocitos se hallan en el tejido conectivo que rodea los vasos
sanguineos, principalmente en las superficies mucosas, son productores tempranos de
citoquinas y funcionan ademas como células centinela. Los eosindfilos son granulocitos
con propiedades fagocitarias y de destruccion de parasitos. Junto a los mastocitos y
basdfilos, controlan mecanismos asociados a la respuesta alérgica. Las células asesinas
naturales tienen un papel fundamental en la defensa frente a tumores y en la destruccién
de células infectadas por virus mediante la liberacion de perforinas y granzimas que
inducen apoptosis, ademas de ser la fuente de interferon gamma que participa en la
presentacion de antigenos. Los linfocitos tienen propiedades reguladoras y cada subtipo
selectivamente produce citoquinas determinadas que inducen respuestas inmunoldgicas
concretas .

Las funciones principales de la respuesta inmune adaptativa son el reconocimiento de
antigenos extrafios, la generacion de vias inmunoldgicas especificas que eliminen
patégenos concretos o células infectadas por patégenos, y el desarrollo de memoria
inmunoldgica *.

Las células del sistema inmune adaptativo son los linfocitos T antigeno-especificos, cuya
proliferacion se activa a través de las células presentadoras de antigenos, y los linfocitos

B que se diferencian a células plasmaticas para producir anticuerpos 4.
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Cada célula T expresa en su membrana un receptor uUnico y exclusivo de unién de
antigenos, llamado receptor de célula T, y tiene la capacidad de proliferar y diferenciarse
si recibe la sefal adecuada. Se dividen en células T citotdxicas (Tc), que estan implicadas
en la destruccién de células infectadas o de células tumorales, y en células T
colaboradoras (Th), a su vez con varios subtipos, siendo Th1, Th2, Th17 y T reguladoras
(T reg) las mas importantes.

La respuesta Th1 se caracteriza por la produccién de interferébn-gamma (IFN-y), que
activa la funcién bactericida de los macréfagos y potencia la inmunidad frente a virus y
patdgenos intracelulares.

La respuesta Th2 se identifica por la liberacion de interleucinas (IL) de tipo 4, 5y 13 (IL-
4, IL-5 e IL-13), implicadas en el desarrollo de inmunoglobulinas E (IgE) y en el
reclutamiento de mastocitos y eosindfilos, esenciales en la respuesta a parasitos. Las IgE
se asocian a las reacciones alérgicas, y un desbalance de la produccién de citoquinas
Th2 esta asociado al desarrollo de condiciones atdpicas.

La respuesta Th17 se determina por la produccion de IL-17, relacionada con mecanismos
inflamatorios.

Las células T reg limitan y suprimen la respuesta inmunolégica, controlando respuestas
aberrantes a antigenos propios y el desarrollo de enfermedades autoinmunes, ayudan a
la resolucion de las respuestas inmunes normales, y tienen un papel fundamental en el
desarrollo de tolerancia inmunoldgica frente a antigenos externos, como los alimentos.
Tras una respuesta inmunoldgica, la mayoria de las células T citotéxicas y de células T
colaboradoras mueren, quedando un remanente de células T de memoria 3.

Las células B pueden reconocer antigenos sin la participacion de las células
presentadoras de antigenos, solo por la expresion de receptores en su membrana. Su
funcién principal es la produccién de anticuerpos frente a antigenos extrafios, para lo cual
necesitan diferenciarse, bien a células plasmaticas, que mueren por apoptosis tras
eliminar el agente inductor de la respuesta inmune, o bien, a células B de memoria, que
no se destruyen y contindan expresando receptores de union a antigenos, por lo que
pueden desencadenar una rapida respuesta en caso de nueva exposicion al antigeno.
Las células B producen 5 tipos principales de anticuerpos, Inmunoglobulinas (Ig) de
diferentes tipos, que son, IgA, IgD, IgG, IgM, e IgE, esta ultima implicada en las respuesta

a infecciones parasitarias y en las reacciones de alergia "*=°.

Los defectos o fallos en el funcionamiento de la inmunidad innata o adaptativa pueden
traducirse en enfermedades, ya sea por reaccion inadecuada (en la autoinmunidad), por
ineficacia (en las inmunodeficiencias) o por hiperactividad (en las reacciones de

1,34

hipersensibilidad)
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En los fendmenos de autoinmunidad se produce una pérdida de la homeostasis en la que
el organismo promueve una respuesta anormal frente a sus propios tejidos, y destaca la
intervencion de células T autoreactivas, autoanticuerpos e inflamacion 2.

Cuando la habilidad de defensa del sistema inmunoldgico estd comprometida hablamos
de inmunodeficiencias, que pueden ser primarias, resultado de un defecto genético, o
secundarias a infeccion, malnutricion, autoinmunidad o por tratamientos con farmacos
inmunosupresores "2,

En lineas muy generales, las reacciones de hipersensibilidad se clasifican en cuatro
grupos "3°6:

- Hipersensibilidad tipo | o inmediata, se trata de una reaccion alérgica en la que las
células plasmaticas secretan IgE. Los anticuerpos IgE se unen a los receptores de
mastocitos y basofilos, de manera que tras la nueva exposicién al antigeno (que en este
caso recibe el nombre de alérgeno) se provoca su degranulacion, secretando mediadores
activos como histamina, leucotrienos y prostaglandinas.

- Hipersensibilidad tipo Il o citotéxica, que ocurre cuando anticuerpos de tipo IgG e IgM
se unen a particulas celulares del paciente, provocando lisis y muerte celular.

- Hipersensibilidad tipo Ill, en la que 1gG e IgM se unen a proteinas solubles formando
inmunocomplejos que se depositan en los tejidos y activan el complemento, cascadas
inflamatorias, reclutamiento de neutréfilos y degranulacién mastocitaria.

- Hipersensibilidad tipo IV o celular, se trata de una reaccion independiente de
anticuerpos, en la que se produce una hiperestimulacion de células T, monocitos y
macrofagos, con liberacién de citoquinas que provocan inflamacion, muerte celular y dafio

tisular.

1.2. Alérgenos

El término alérgeno se utiliza para describir aquellos antigenos con inmunogenicidad, es
decir, con capacidad para estimular la produccién de IgE a través de una respuesta Th2
selectiva en personas genéticamente predispuestas, e inducir una reaccién alérgica en
personas previamente sensibilizadas ’.

El epitopo es la parte de la superficie del antigeno que a nivel atémico interactia con la
IgE "®. Cada fuente alergénica contiene diferentes componentes alergénicos y cada uno
de ellos tiene varios epitopos. Cada especie presenta epitopos alergénicos especie-
especificos, de manera que los anticuerpos generados frente a estas estructuras solo se

unen a epitopos alergénicos de esta especie en concreto. Pero aun asi, especies
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relacionadas biolégicamente pueden presentar proteinas con estructuras similares, por lo
que pueden compartir epitopos, dando lugar a fendmenos de reactividad cruzada 8.

Los anticuerpos IgE producidos por las células B pueden estar dirigidos frente a epitopos
secuenciales, también llamados lineales, que estan comprendidos por cadenas de
aminoacidos consecutivos de la estructura primaria de la proteina, o frente a epitopos
conformacionales, en relacién a la estructura terciaria de la proteina, en los que residuos
de aminoacidos de diferentes regiones del alérgeno se encuentran espacialmente
proximos debido a plegamientos de la proteina *'°.

Con el fin de conseguir un lenguaje cientifico global, se ha consensuado que todos los
alérgenos reciban un nombre asignado de la misma manera y siempre partiendo del
nombre de su fuente en latin. Para ello, la Organizacion Mundial de la Salud y el
Subcomité de Nomenclatura de Alérgenos de la Union Internacional de Sociedades
Inmunolégicas (WHO/IUIS, World Health Organization/International ~Union  of
Immunological Societies Allergen Nomenclature Subcommittee) "', han establecido que
los alérgenos altamente purificados se designen mediante el siguiente algoritmo: las tres
primeras letras del género en latin, un espacio, la primera letra del nombre de la especie
en latin, un segundo espacio, y finalmente un niumero arabigo, y de esta manera, por
ejemplo, el primer alérgeno del acaro Dermatophagoides pteronyssinus se denomina Der
p 1. En caso de que dos fuentes tengan la misma denominacién, se discriminan
afiadiendo una o varias letras segun sea preciso. Generalmente los alérgenos se numeran
en el orden en que se han aislado, aunque existen algunas excepciones, como que
habitualmente se asigna el numero uno al alérgeno mayor, o que alérgenos
estructuralmente homélogos pero de diferentes especies reciben el mismo numero,

aunque no presenten reactividad cruzada 2.

1.3. Alergia a Alimentos

La alergia a alimentos mediada por IgE es una respuesta alérgeno especifica que consta
de dos fases 0",

- La primera es la fase de sensibilizacion, en la que el alimento penetra en el organismo
a través del sistema digestivo, la piel o las mucosas, y se pone en contacto con el sistema
inmune bajo condiciones de dominancia Th2, promoviendo la generacién de anticuerpos
IgE especificos "*2.

- La segunda fase, de induccion, se produce tras un nuevo contacto con el mismo alimento

que actua como alérgeno, uniéndose a sus anticuerpos IgE especificos. A continuacion
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se produce una liberacion de mediadores, como la histamina y los leucotrienos producidos
por los basofilos y los mastocitos activados, que generan una respuesta clinica rapida con
sintomas diversos de diferente gravedad, como urticaria, picor, sibilantes, disnea, dolor
abdominal, anafilaxia o shock anafilactico. Se necesita la presencia de dos IgE para la

unién de cada alérgeno a la célula efectora "2,

En la mayoria de paises las causas mas importantes de muertes por anafilaxia son los
farmacos y los alimentos '*. La tasa de muertes por anafilaxia causada por alimentos
oscila entre el 0.03 y 0.3 por millén de habitantes por afo, aunque puede existir un sesgo
por la proporcion de muertes en las que el alérgeno no puede ser identificado . Se ha
demostrado que el alimento causante de la anafilaxia cambia en funcién de los patrones
especificos de consumo en los diferentes paises ™.

El diagndstico de la alergia a alimentos se basa en una historia clinica muy detallada y la
realizacion de pruebas complementarias para detectar las IgE, como las pruebas
cutaneas intraepidérmicas (SPT), por lo comun conocidas por su nombre en inglés prick,
y la determinacion sanguinea de IgE especifica, medida en kilounidades por litro de
sangre (KUA/L). En casos seleccionados puede ser necesario realizar pruebas de

administracién oral controlada 3.

La evitacion del alimento es la intervencion clave en el manejo de la alergia alimentaria,
que lleva a la resolucion completa o casi completa de los sintomas '°. Sin embargo, se
han realizado pocos trabajos de investigacién con esta premisa debido a la dificultad de
elaborar ensayos clinicos por cuestiones éticas °. Cabe destacar que la falta de evidencia
cientifica no significa que las dietas de eliminacion no sean efectivas, sino que cualquier
recomendacion realizada sobre ellas se basa en la confianza puesta en la opinién y
experiencia de expertos '°. Las restricciones alimentarias tienen como objetivo eliminar
los alérgenos culpables, y se deben personalizar a cada patrén especifico de alergia
individual y segun las necesidades de la persona afectada '°.

La alergia alimentaria supone un profundo impacto psicosocial en los pacientes '®". La
necesidad de vigilancia constante para evitar los alérgenos y el manejo diario de la alergia
alimentaria impacta en las actividades familiares diarias, como en la compra y en la

preparacion de las comidas, y también en la participacion de diferentes eventos sociales
16,17

La alergia alimentaria puede ocasionar un detrimento en aspectos de la calidad de vida,

ya sea en la parte emocional, en el funcionamiento fisico e incluso en la calidad de vida

27



INTRODUCCION

en la escuela '°. La alergia a alimentos es el origen de multiples casos de acoso escolar
18-20

1.4. Alergia a Marisco

Dentro del Reino Animal, los productos del mar que habitualmente se consumen son los
pescados, que pertenecen al Phylum Chordata, y los mariscos ?'. Los mariscos incluyen
a los crustaceos, que pertenecen al Phylum Arthropoda, y a los moluscos, que pertenecen
al Phylum Mollusca #'. Los artrépodos comestibles pertenecen al subphylum Crustacea,
concretamente al orden Decapoda, destacando gambas, langostinos, cangrejos, cigalas
y langostas, entre otros ?'. Otros artropodos son los aracnidos y los insectos 2'. Los
moluscos incluyen bivalvos lamelibranquios, cefalépodos y gasterépodos 2!

Los palabras inglesas shrimp y prawn, que corresponden a gamba y langostino en
castellano, se utilizan indistintamente en la mayoria de los articulos de investigacion 2. El
término prawn se utiliza mas en Gran Bretafna, Australia y paises de la Commonwealth,

mientras que el término shrimp se usa mas en Estados Unidos y Europa %
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Figura 1. Arbol taxonémico de las especies comestibles de productos del mar.

Se destaca en azul los pescados, en rosa los crustaceos y en amarillo los moluscos 22,

La alergia a marisco es una de las principales causas de alergia a alimentos en adultos,
y es una causa frecuente de anafilaxia . Principalmente ocurre por gambas, cangrejo,
langosta, almeja, ostra y meijillon 2%, Las alergias a diferentes tipos concretos de marisco
pueden reflejar el consumo regional de especies determinadas

Segun el Informe de Consumo Alimentario que genera anualmente el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacioén, el consumo doméstico del grupo mariscos-moluscos-
crustaceos se ha reducido en los hogares en un 2.8% en el afo 2017, con un incremento
de precio del 3.5% respecto a 2016 2*. El consumo per capita es de 6,28 kilos por persona

y afio, que corresponde a un 6.5% menor al consumo por persona de 2016 . Las
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comunidades con un mayor consumo relativo son Galicia, Principado de Asturias,

Catalufia y Castilla y Leon 2.

1.4.1. Epidemiologia de la alergia a marisco

Se estima que el 2.5% de la poblacion general ha tenido alguna reaccién adversa a algun
producto del mar, y aunque su prevalencia varia en diferentes paises, parece que es mas
importante en aquellas zonas donde son un alimento basico de la dieta %. En una revision
sistematica realizada recientemente se observd que la prevalencia global de alergia a
marisco varia entre el 0% y el 10.3% en funcion de los métodos de diagnéstico utilizados
% La prevalencia mundial aproximada es del 5.4% %°.

En Estados Unidos la prevalencia de alergia a gambas en nifios (determinada por

27

serologias) alcanza el 6.1% <, mientras que en adultos (medida por encuestas

poblacionales) oscila entre el 0% % y el 2% 8. En Canada oscila entre el 0.73% y el 1.6%
29.

En Méjico la prevalencia de alergia a productos del mar reportadas por los estudiantes
universitarios es del 3.5%, siendo las gambas las mas frecuentes de todos ellos, con un
2.8% .

Se ha determinado que la prevalencia en Australia es de un 2.4% .

En nifos asiaticos la alergia a marisco predomina sobre otras causas de alergia
alimentaria, y se han calculado prevalencias de 5.23% en Singapur, 5.12% en Filipinas *',
y de 0.9% en preescolares *y 1.8% en nifios y preadolescentes en Hong Kong .
Aunque en el sur de la India el consumo de gambas es muy bajo, la sensibilizacion

alérgica (medida por la determinacion de IgE) alcanza el 15.53% **.

&) 5.12%
5.23%

Figura 2. Prevalencia de alergia a marisco en diferentes paises del mundo

29



INTRODUCCION

En Europa se considera que la prevalencia de alergia a gamba oscila entre el 1.3% *°y
el 4.79% *, con numeros dispares en funcion de la poblacion analizada: Utrecht 3.94%,
Lodz 4.93%, Sofia 6.27%, Zurich 6.89%, Reykjavik 2.76%, global de Suiza 0%, global de
Islandia 2.8%, Noruega 6.3%, Suecia 4.8%, Gran Bretana 6.2%, Alemania 4.4%, Italia
10.2% y Francia 7% °.

Se ha determinado que la prevalencia de la alergia a gambas en Espafia es del 4.9% %,
pero con diferencias segun la ciudad estudiada, con valores en Madrid del 5.29% *, en A
Corufia del 0.9% *', y en Barcelona del 5.81% en nifios y 14.9% en adultos *. Segun el
documento Alergoldgica 2015 la alergia a alimentos supone el 52.9% de los motivos de
consulta en Alergologia en Espafia, y la alergia a marisco es el tercer grupo de alimentos

mas frecuentemente implicados, tras frutas y frutos secos *.

aXy

28%

' 62% , A 5
3.94% 493% | . ) ¥

7%

6.89%

102% WA 6.27%
4.9% <

Figura 3. Prevalencia de alergia a marisco en diferentes paises de Europa

1.4.2. Alérgenos implicados en la alergia a marisco

Los alérgenos del marisco se encuentran fundamentalmente en las partes comestibles de
la carne. Gracias a los avances en la identificacion de proteinas y a las técnicas de

caracterizacion de alérgenos, se han podido identificar muchos en las ultimas dos
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décadas. Habitualmente son proteinas del tejido muscular, del cefalotérax o de las
huevas. Sus funciones fisiolégicas esta relacionadas con la movilidad muscular y el

metabolismo energético .

1.4.2.1. Tropomiosina

En 1981 se identific6 una proteina termoestable de 38 kilodalton (kDa), designada
Antigeno-ll, que parecia ser la responsable de la alergia a gambas en un paciente que
habia sufrido numerosos episodios de anafilaxia tras su ingesta . En los siguientes afios
se publicaron varios trabajos demostrando que los pacientes con sintomas de
hipersensibilidad inmediata tras la ingesta de gamba tenian pruebas cutaneas y
determinacion de IgE positivas a crustaceos *'3.

Enseguida empezaron a publicarse diferentes estudios que indicaban que los alérgenos

414244 o incluso con

de crustaceos parecian compartir estructuras antigénicas entre si
moluscos *.

En 1989 se aislaron dos proteinas termoestables en extractos de Penaeus indicus, que
se denominaron Sa-l y Sa-Il, con un peso molecular de 8.2 kDa y 34 kDa respectivamente.
Compartian el 54% de los epitopos, lo que sugeria que Sa-I fuera un fragmento de Sa-ll.
Las caracteristicas de Sa-Il eran muy similares a las de la proteina aislada en 1981 “°.
En 1990, en el 46 Annual Meeting’ que se llevé a cabo en Baltimore (Maryland) se
presentaron dos comunicaciones de interés. Por un lado, se aislaron diferentes alérgenos
de Penaeus setifecus, viéndose que la mayoria de los pacientes estaban sensibilizados
a dos de ellos *’. En el segundo, se elaboraron anticuerpos monoclonales que reconocian
epitopos en diferentes proteinas de la gamba .

Al afo siguiente, en el '47 Annual Meeting’ de San Francisco (California) se presentd un
estudio con la purificacién de una proteina que denominaron Pen a bd36K, y se sugeria
que se trataba del alérgeno mayor de la gamba “°.

En el ’International Workshop’ celebrado en Viena (Austria) en 1992, el mismo grupo
presentd una comunicacion con la secuencia de aminoacidos de esta proteina,
habiéndose comprobado su semejanza con la tropomiosina de tejido muscular *°.

En 1993 se publicd el primer articulo que confirmaba que la proteina Sa-ll era la
tropomiosina (TM) de la musculatura de las gambas. Se establecié que la tropomiosina
era el alérgeno mayor de la gamba y que la gran reactividad cruzada que existia entre los
crustaceos se debia a la elevada homologia que presentaban sus tropomiosinas. Al haber
sido identificada en Penaeus indicus se le asignd el nombre de Peni 1 °'.

Este hallazgo se confirmé con posteriores aislamientos de la tropomiosina en otras
especies de gamba, como Parapenaeus fissurus (Par f 1) °2, Penaeus aztecus (Pen a 1)

3y Metapenaeus ensis (Met e 1) >,
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Las tropomiosinas pertenecen a una familia de proteinas de unién a actina que participan
en la contraccién muscular de vertebrados e invertebrados *°. Forman complejos con las
troponinas y estan implicadas en la regulacion de la contraccion del musculo estriado
mediando la interaccion del complejo actina-miosina *-°%, Ademas de estar presentes en
todas las células musculares (musculo esquelético, musculo cardiaco y musculo liso),
también pueden encontrarse en otros tejidos, como en el cerebro, en las plaquetas o en
los fibroblastos *°.

En condiciones fisioldgicas la tropomiosina es una proteina a-hélice super-enrollada
homodimérica *°, lo que le confiere una gran estabilidad y resistencia al calor y a las altas

presiones %°°7,

Figura 4. Estructura de la tropomiosina en hélice stper-enrollada
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Figura 5. Complejo Actina-Troponina-Tropomiosina 63

Se han realizado multiples trabajos para estudiar los efectos del calor y la digestion
enzimatica en las tropomiosinas. Aunque se trata de una proteina altamente estable al
calor, varios estudios han demostrado un aumento de la unién de anticuerpos a la
tropomiosina tras un tratamiento con altas temperaturas 5°°’.

Los estudios de digestion simulada han demostrado que las tropomiosinas son
vulnerables a la pepsina gastrica y a la degradacioén por tripsina, y se especula con la
posibilidad de que puede ser un buen método para reducir la alergenicidad de la gambas,

manteniendo su inmunogenicidad 4%°,
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Aunque las tropomiosinas de los diferentes tejidos son altamente homélogas, se han
descrito multiples isoformas posiblemente relacionadas con la regulacién del mecanismo
contractil de los diferentes tipos celulares *°.

Se considera que la tropomiosina es un panalérgeno de muchas especies de
invertebrados, y se ha identificado como alérgeno mayor en otros crustaceos (langosta,
cangrejo, krill), moluscos (mejillon, ostra, vieira, pulpo, calamar, caracol, oreja de mar,
caracola, almeja, navaja), cucarachas y acaros >>60.74-80.66-73

Las tropomiosinas de crustaceos presentan una elevada homologia en la secuencia de
aminoacidos entre si, hasta el 98%; la homologia entre las tropomiosinas de moluscos y
crustaceos es de aproximadamente un 65% °°; y las tropomiosinas de los vertebrados
comparten un 55% de homologia en la secuencia *°. La tropomiosina de vertebrados no
se considera un alérgeno mayor de la carne, porque independientemente del grado de
homologia, pequenas diferencias en la secuencias de aminoacidos le confieren una
pérdida total de alergenicidad, y ademas es muy poco estable al calor y a la digestién 882,
Esto explica porque los alérgicos a gamba no presentan sintomas clinicos en relacion a
la ingesta de carne %,

La cuantificacion de la IgE especifica a tropomiosina en pacientes alérgicos a gambas ha
demostrado que el 72-98% de pacientes presentan union IgE al alérgeno purificado 8-°.
Los estudios de mapeo de epitopos han puesto en evidencia la presencia de varios
epitopos de unién y entrecruzamiento en baséfilos de pacientes alérgicos a gambas
°1.8386-92 'y aunque se penso que un mayor reconocimiento de epitopos en los nifios se
asociaba a una mayor expresion clinica®®, no se ha corroborado en estudios posteriores

89,93

Parece que, en algunas poblaciones, la presencia de IgE a tropomiosina predice mejor la

alergia a gamba que las pruebas cutaneas y la determinacion de IgE a gamba 894

1.4.2.2. Arginina quinasa

En 2003 se identificé un nuevo alérgeno de gamba en Penaeus monodon, siendo una
proteina muscular con actividad arginina quinasa (AK), y un tamafio molecular de 40 kDa,
que se denomind Pen m 2 *. Se ha descrito como alérgeno en otras especies de gambas,
en otros crustaceos como el cangrejo, en cefalépodos, y en otros invertebrados, como
acaros, cucarachas, grillos, gusanos de seda y polillas, con gran homologia de secuencia
entre ellas 97,98,107—110,99—106.

Se trata de una fosfoquinasa termolabil catalizadora de transferencias reversibles del
grupo fosfato en el sistema adenosina difosfato — adenosina trifosfato (ADP-ATP). Esta
involucrada en la regulacion de los niveles de ATP celular y es un enzima esencial en el

metabolismo energético de los invertebrados '""112,
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Analisis filogenéticos muestran una homologia de secuencia en las arginina quinasas de
diferentes especies de hasta el 39%, lo que manifiesta su ancestro comun. Sin embargo
la organizacion génica es altamente divergente y variable. La secuencia de aminoacidos
comparte una identidad del 54% entre crustaceos y moluscos ",

El porcentaje de pacientes alérgicos a gamba que reconocen la arginina quinasa no esta
bien definido, y oscila entre en 10% * y un 51% 23 segun la serie.

Los estudios de estabilidad térmica demuestran que la arginina quinasa forma agregados
a temperaturas superiores a los 44°C '™,y se ha demostrado la pérdida de reactividad

IgE tras los tratamientos con calor y cambios en el pH ©"1',

Figura 6. Estructura proteica de la Arginina quinasa

La estructura de la gamba consta de dos regiones anatdmicas principales: el abdomen,
que es la parte que habitualmente se considera comestible e incluye la musculatura
abdominal y el intestino, y el cefalotérax, que contiene el cerebro, el corazén, el estdbmago
y la vesicula. En algunos paises es frecuente el consumo de partes del cefalotérax. Se
ha postulado que alérgenos presentes en el cefalotérax de las gambas pueden ser
especificos de esta estructura, y no estar presentes en el tejido muscular o bien, estarlo
en muy pequefias cantidades. Uno de estos alérgenos parece que puede ser la arginina

quinasa '"°.

1.4.2.3. Cadena ligera de la miosina

La cadena ligera de la miosina (MLC) como alérgeno se identifico en 2008 en Litopenaeus
vannamei, y se denomind Lit v 3. Forma parte del gran complejo macromolecular de la
miosina que participa en la estructura proteica funcional del musculo. Esta proteina
multimérica esta compuesta por dos cadenas pesadas (de aproximadamente 200 kDa) y

cuatro cadenas ligeras (de unos 18-20 kDa cada una).
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Las cadenas ligeras pertenecen a la familia de las calmodulinas, y unen calcio a través
de su dominio mano-EF '°. Las estructuras mano-EF estan formadas por dos hélices alfa
(denominadas hélices E y F) conectadas con un bucle capaz de unir iones de calcio, con
una configuracién tridimensional que recuerda a una mano, como se aprecia en la figura
7 117.

{ A Hélice E

/

4{?‘

Hélice F

Figura 7. Representacion de la estructura mano-EF '8

Hay dos clases de cadenas ligeras de la miosina, la cadena ligera esencial (MLC1 o
cadena o) y la cadena ligera reguladora (MLC2 o cadena ) ''°. La cadena ligera esencial

9

se ha caracterizado como alérgeno de gambas 3 y de cangrejo ''°, y la cadena ligera

reguladora en langosta '%°, otras gambas, cangrejos y cucarachas 84119121,

La cadena ligera de la miosina es una proteina estable al calory al pH '*°. Algunos autores
han demostrado unién a IgE sdlo en extracto cocinado ¢ y en cambio, otros grupos
detectan union de tipo IgE con extractos de gamba cruda y cocida, e incluso a veces con
mayor intensidad en el extracto proteico crudo '*'. Se ha postulado que pueda deberse a
la existencia de varias isoformas de proteinas en distintas subespecies de gambas o en
diferentes grupos de edad de los pacientes °'.

Se considera un alérgeno menor, con una frecuencia de sensibilizacion entre el 19% vy el

55% 893121 En alguna ocasion, es la Gnica proteina que los alérgicos reconocen '

1.4.2.4. Proteina sarcoplasmica de union a calcio
La primera vez que se postuld que la proteina sarcoplasmica de union a calcio (SCBP)

era un nuevo alérgeno de gambas fue en 2008 en Penaeus monodon (Pen m 4) %,

confirmandose en 2009 al aislarse y secuenciarse en Litopenaeus vannamei (Lit v 4) "7
Se trata de una proteina de 20-22 kDa con cuatro dominios en mano-EF de unién a calcio
117

Se encuentran exclusivamente en invertebrados y parece que, entre otras, tiene funciones
analogas a la parvalbumina de los vertebrados implicadas en la contraccién muscular. La

identidad de secuencia varia entre las diferentes especies y se han caracterizado
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multiples isoformas ', Son proteinas resistentes al calor y estables tras cambios en el
pH 124

Se ha presentado como alérgeno en gambas y cangrejos, con una alta homologia de
secuencia entre crustaceos, que puede llegar al 98%, mientras que la homologia entre
crustaceos y moluscos apenas alcanza el 20% °184:99.103.117.122.124

Aunque se considera un alérgeno menor, la proteina sarcoplasmica de unién a calcio es
la responsable del 29 — 50% de las uniones IgE en pacientes alérgicos a gambas de

algunas poblaciones &,

Se ha descrito que los nifos tienen mayores niveles de
anticuerpos IgE, uniones mas intensas a los péptidos de gamba y mayor diversidad de
epitopos que los adultos . Parece que tener unas pruebas positivas a la proteina
sarcoplasmica de unién a calcio podria ser importante para predecir la clinica de los
pacientes .

Al igual que con la tropomiosina, se han identificado varios epitopos de MLC, AK 'y SCBP,

y se ha postulado que puedan usarse en el futuro como herramienta diagndstica %°.

1.4.2.5. Troponina C

La troponina C se describié por primera vez como alérgeno en 2011 en Crangon crangon
(Cra ¢ 6), al ser reconocida por el 29% de pacientes alérgicos a gamba 3. En estudios
posteriores se han observado una gran variabilidad de reconocimiento, con valores del
12% 84, 17.2% %, incluso hasta el 33% '%°.

La troponina, junto a la actina y la tropomiosina, forman los filamentos delgados de las
fibras musculares. EI complejo de la troponina esta formado por tres subunidades,
Troponina C, I y T. La troponina C es una proteina de union a calcio que contiene cuatro
dominios mano-EF, de los que dos contienen asas para ligar calcio. Cuando los iones de
calcio se unen a la troponina, la posicion de la tropomiosina cambia y permite la union de
la actina a la miosina. Se ha demostrado el potencial alergénico de las subunidades C e
| 126127 Se ha identificado como alérgeno en otras gambas '%8, langosta '*°, percebe '*°,

cucarachas ™'y en acaros de deposito "*2.

1.4.2.6. Triosa fosfato isomerasa

La triosa fosfato isomerasa (TIM) se considera un alérgeno menor, con una frecuencia de
sensibilizacion del 15% al 23%. Es una proteina de 26-29 kDa con accién enzimatica, que
se agrupa en dimeros y que participa en el metabolismo energético de la glucosa °'.

Se ha descrito como alérgeno de gamba °'#, cefalépodos ', cucarachas '** y frutas ¥,
aunque no se ha estudiado en detalle la reactividad cruzada que puede existir entre las

diferentes especies.
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1.4.2.7. Hemocianina
Existen tres categorias de hemocianinas de crustaceos: alfa (o, 1 0 A), beta (B, 2 0B) y

99,136—138’ CangrejOS 139 y

gamma (y, 3 o C) %. Se ha descrito como alérgeno en gambas
cucarachas .

Se trata de una metaloproteina termoestable de alto peso molecular, que se halla
principalmente en la hemolinfa o en el hepatopancreas, participando en el transporte de
oxigeno *. Se sabe que la presencia de fracciones de oligosacaridos en las proteinas
alergénicas, asi como su patrén de glicosilacion, pueden contribuir a su alergenicidad ™'.
Curiosamente, la hemocianina de gambas esta glicosilada * y esta modificacién puede

generar cambios en la reactividad IgE de esta glicoproteina '*.

1.4.2.8. Fructosa 1-6 bifosfato aldolasa

La fructosa 1-6 bifosfato aldolasa (FBPA) fue identificada como alérgeno por primera vez
en cucarachas ** y se confirmé como alérgeno de gambas en 2014 "%, Se trata de una
enzima implicada en la glicolisis, tiene un peso molecular de 42 kDa y es sensible a los

tratamientos con calor 87193,

1.4.2.9. Otros alérgenos
Otras proteinas identificadas en marisco que podrian establecerse como alérgenos son:

143,144 en anisakis *° y en acaros

- Paramiosina, descrita como alérgeno en la oreja de mar
del polvo doméstico '*

- Cadena pesada de la miosina "%

-ay B Actina 67,101,103

- Enzima catalizadora de la defosforilacion del ATP (ATPasa) del reticulo endoplasmico
(SERCA) '

- Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GDPH) ®'

- Titina ®’

- Ubiquitina, polipéptido de 76 aminoacidos, que comparte un alto grado de identidad entre
humanos y levaduras (96%), y se postula que podria ser un panalérgeno '

- Enolasa 3%

- Piruvato quinasa '
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Tabla 1. Alérgenos de crustaceos y mariscos con reactividad IgE demostrada
(adaptado de Kamath et al °').

Proteina

Aldolasa A

Arginina

quinasa

B-Enolasa

Hemocianina

Cadena ligera
de la miosina 1
Cadena ligera
de la miosina 2
Proteina
relacionada
con el
desarrollo

ovarico
Paramiosina

Proteina
sarcoplasmica
de unioén a
calcio
Triosafosfato

isomerasa

Tropomiosina

Troponina C

Troponina l

Vitelogenina

38

Crustaceos

Moluscos

Funcién
biolégica

Enzima en la

glicdlisis

Metabolismo

energético

Enzima de la
glicdlisis
Transporte de
oxigeno
Proteina
estructural
Proteina

estructural

desconocida

Proteina

estructural

Tampon de
iones de calcio

Enzima de la
glicdlisis
Proteina

estructural
Proteina

estructural
Proteina

estructural

Proteina de la

yema

Peso
molecular
(kDa)

~40

38-45

~50

77

17-23

17-23

28

100

20-24

28

33-39

~20

~30

18

Observaciones

Equivalente a la creatinin

quinasa de los
vertebrados

Metaloproteina

Subunidad del complejo
motor actina-miosina
Subunidad del complejo
motor actina-miosina

Encontrada en huevas

Estructura similar a la
tropomiosina

Dimérica

Dimérica

Subunidad del trimero
troponina
Subunidad del trimero

troponina

Encontrada en huevas
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Tabla 2. Porcentaje de pacientes sensibilizados a diferentes proteinas.

Proteina

Aldolasa A

Arginina quinasa

B-Enolasa

Hemocianina

Cadena ligera de la miosina

Proteina relacionada con el desarrollo ovarico
Paramiosina

Proteina sarcoplasmica de union a calcio
Triosafosfato isomerasa

Tropomiosina

Troponina C

Troponina |

Vitelogenina

1.4.3. Reactividad cruzada

La reactividad cruzada es un fendémeno

Porcentaje de pacientes sensibilizados
sd

10-51% 89
sd

sd

19_55% 84,93,121
sd

sd

29-50% &
15-23% °
72-98% 8%-8°
12_33% 84,93,125
sd

sd

sd: sin datos en la actualidad

inmunolégico en el que se produce

reconocimiento y unidn a anticuerpos IgE, e induccion de respuesta inmune frente a

moléculas alergénicas similares u homdlogas por estructura ’. Su definicién se basa en el

reconocimiento inmunologico: dos alérgenos tienen reactividad cruzada si hay un

anticuerpo que reacciona con ambos .

Las proteinas se organizan en varios niveles ’:

estructura primaria constituida por las cadenas de aminoacidos.

estructura secundaria o pliegues de proteina, en la que los aminoacidos de la

secuencia interactian en general mediante puentes de hidrégeno formando hélices

alfa o laminas beta.

estructura terciaria o dominio estructural, conformando una disposicién plegada y

completa en tres dimensiones mediada por puentes disulfuro.

estructura cuaternaria o de superficie, con proteinas formadas por varias cadenas

polipeptidicas.
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Esta ultima es la mas importante para la unién a anticuerpos, en especial los epitopos,
que son la parte de la superficie del alérgeno que a nivel atémico interactia con la fraccion
variable de los anticuerpos (fragmento Fab) ’.

En Genética, la homologia de secuencias se refiere a que las secuencias de dos 0 mas
proteinas o acidos nucleicos guardan similitud por presentar un mismo origen evolutivo, y

150,151

éstas suelen tener una estructura tridimensional similar . La similitud expresa el

grado de coincidencia entre dos secuencias: cuando es elevada hablamos de analogia, y
si existe una coincidencia total hablamos de identidad %",

Se debe considerar la posibilidad de reactividad cruzada entre proteinas cuando existe
identidad en seis aminoacidos contiguos o cuando se observa mas del 35% de identidad
en la secuencia de aminoacidos '*'. En general, la reactividad cruzada es excepcional por
debajo del 50% de identidad, y en la mayoria de las ocasiones necesita mas del 70% .
La aplicacién de técnicas de biologia molecular en el estudio de alérgenos ha permitido
la caracterizacién de la estructura primaria de muchos de ellos. Algunos de esos
alérgenos, que inicialmente se identificaron en especies concretas, estan presentes con
ligeras variaciones en especies de plantas o animales aparentemente no relacionadas.
La reactividad cruzada entre diferentes alérgenos ocurre debido a la presencia de
epitopos compartidos similares o incluso idénticos. De este modo, esos epitopos
compartidos pueden ser el origen de la sensibilizacién y desarrollo de sintomas de alergia,
desencadenados por alérgenos que se encuentran tanto en especies cercanas como en

especies filogenéticamente alejadas. A estas proteinas se las denomina panalérgenos °.

1.4.3.1. Reactividad cruzada y tropomiosinas

La gran reactividad cruzada entre crustaceos se atribuye clasicamente a la secuencia de
aminoacidos altamente conservada de las moléculas de tropomiosina °°1%2,

Se ha demostrado que la mayoria de pacientes alérgicos a gambas presentan IgE
especificas frente a tropomiosina purificada ®8°. Asimismo, numerosos estudios han
investigado el papel de la tropomiosina de crustaceos en otros invertebrados ?>'>3, Por
ejemplo, se ha propuesto que la tropomiosina es un alérgeno a tener en cuenta en los
pacientes alérgicos a pescado, ya sean o no alérgicos a marisco a la vez "**'%°, Entre los
cefalépodos, la identidad de secuencia de las tropomiosinas es muy elevada, superior al
90%, y supone la base de su reactividad cruzada. Pero s6lo comparte un 70-82% de
identidad de secuencia con las tropomiosinas de otros moluscos, un 63-64% de identidad
con las tropomiosinas de crustaceos y un 51-55% de identidad con las humanas **°.

La exposicién y sensibilizacién a la tropomiosina de gambas puede llevar a la
sensibilizacién a ciertos alérgenos respiratorios '’ y de igual manera, la sensibilizacion a

la tropomiosina de acaros puede inducir la sensibilizacion a alérgenos alimentarios '*8.
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En un estudio realizado con pacientes judios ortodoxos, quienes tienen absolutamente

prohibido el consumo de marisco por las leyes de la dieta Kosher "%

, Se observo que
la sensibilizacion a alérgenos inhalados como los acaros, podia dar lugar a una
sensibilizacién a la tropomiosina de gamba 62,

La reactividad cruzada entre crustaceos y acaros del polvo doméstico, asi como con
insectos, se ha estudiado en profundidad debido a su impacto clinico en los pacientes con
sensibilizacion respiratoria, con el objetivo de resolver la duda de si estos pacientes con
alergia respiratoria pueden presentar una reaccién alérgica tras exponerse al alimento
implicado 87,147,163—168.

Es importante diferenciar la sensibilizacion primaria a acaros, con la subsiguiente alergia
alimentaria a invertebrados comestibles, de la alergia a marisco en pacientes no alérgicos
a acaros del polvo doméstico, ya que la sensibilizacion a acaros podria alterar los niveles
de IgE especifica a acaros y a gamba, y con ello, quiza alterar el diagnéstico 2%, Se ha
descrito un perfil de sensibilizacion a marisco en el que la tropomiosina esta involucrada
como panalérgeno, y por ello los pacientes no toleran la mayoria de crustaceos y/o
moluscos, siendo la sensibilizacién selectiva muy poco comun 170, Otro patrén es el que
se ha observado en los casos de alergia a acaros del polvo doméstico, que actian como
agentes de sensibilizacién primaria, junto con alergia selectiva a algun tipo concreto de
moluscos o crustaceos, y en estas situaciones el papel de la tropomiosina es un tema en
discusion 164171173,

1.4.3.2. Reactividad cruzada y otras proteinas

Una parte de los pacientes alérgicos a crustaceos lo son Unicamente a gamba o cangrejo.
Parece que hay dos posibles explicaciones. Una opcion es que estos pacientes tengan
regiones de reconocimiento especificas Unicamente para las tropomiosinas de gambas o
cangrejo 2. La otra posibilidad es la presencia de alérgenos especificos de gambas y de
cangrejos. Cabe destacar que tanto las gambas como los cangrejos de rio contienen
cantidades considerables de proteinas sarcoplasmicas de union a calcio, mientras que
los cangrejos de mar tienen una cantidad muy baja o nula, por lo que puede haber

personas con sensibilidad IgE a gambas y cangrejos de rio pero no a cangrejo de mar %,

Se ha demostrado que las proteinas sarcoplasmicas de unién a calcio tienen una gran
prevalencia de unién IgE en nifios alérgicos a gambas, y junto a la tropomiosina, son un
buen predictor de reactividad clinica a las gambas . Los nifios alérgicos a gambas
también muestran sensibilizacién a hemocianina y enolasa, aunque en menor proporcion
(33% y 11% respectivamente) '*". Sin embargo, se ha descrito que un 60% de los nifios

alérgicos a acaros del polvo doméstico presentan sensibilizacién a hemocianina, y un
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44% a enolasa, sin que se demuestre sensibilizacién a proteinas sarcoplasmicas de union
a calcio, hecho que confirma que se trata de un alérgeno especifico de gamba y no parece

tener un papel en la reactividad cruzada entre acaros y gambas .

La hemocianina se ha implicado en los procesos de reactividad cruzada entre marisco y

99.147 y entre marisco e insectos '%°. La reactividad cruzada mediada por IgE de los

acaros
pacientes alérgicos a los acaros del polvo con la hemocianina de las gambas se podria
explicar mediante dos teorias: podria ser que los pacientes tuvieran IgE frente a la
hemocianina de los acaros del polvo doméstico, que reaccionaria con la hemocianina de
las gambas %, o bien, que los pacientes tuvieran anticuerpos IgE con reactividad cruzada
frente a determinantes carbohidratados, responsables de la reactividad cruzada con
fracciones de oligosacaridos de la hemocianina de las gambas "'.

También se ha identificado la hemocianina en cucarachas (Per a 3 y Bla g 3) '*°

y se ha
descrito que puede ser la responsable de la reactividad cruzada con cucarachas u otros
aeroalérgenos de invertebrados, en los nifos alérgicos a gambas a los que no se

demuestra una sensibilizacion a tropomiosina '’.

La enolasa se ha identificado como alérgeno en cucarachas ** y gambas *®, y podria

tener alguna implicacién en la reactividad cruzada entre ambas '*'.

La arginina quinasa también tendria su papel en los fenémenos de reactividad cruzada °.

10

Se ha implicado en la reactividad cruzada con polillas ', arafias 4, y gusanos de seda

97 'y en la reactividad cruzada entre acaros y gambas en climas humedos '®. Se ha

sugerido que se trate de un panalérgeno %',

Parece que la alfa-actinina y la ubiquitina pueden ser parcialmente responsables de la
reactividad cruzada entre acaros y gambas, puesto que son reconocidas por mas del 50%
de pacientes alérgicos, procedentes de clima continental seco la primera, y de climas mas

humedos la segunda "%,

El conocimiento molecular de los alérgenos de marisco del que disponemos en la
actualidad no es suficiente para realizar un buen diagnéstico y manejo de los pacientes,
y quedan muchos interrogantes por resolver '”°. El manejo se dificulta ain mas cuando
tenemos pacientes alérgicos a tipos concretos de gambas, con tolerancia a otras, en los
que desconocemos el alérgeno responsable "¢, y pacientes con alergia a crustaceos con

patrones de sensibilizacion diferentes segun toleren moluscos o no 77,
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Estudios muy recientes en los que se utiliza protedmica, herramientas computacionales
(bioinformatica) y técnicas de deteccién de anticuerpos, identifican multiples proteinas
nuevas que pueden actuar como alérgenos de marisco y que pueden participar en

fendmenos de reactividad cruzada '’°.

1.4.4. Caracterizacion de los alérgenos de las diferentes poblaciones

En las ultimas décadas, hemos sido testigos de la epidemia de alergia, con un notable
aumento en la patologia respiratoria y cutanea. Desde hace pocos afos la prevalencia de
la alergia a alimentos se ha incrementado en lo que se denomina la segunda ola de esta
epidemia '"®. Como se ha descrito previamente, es bien conocido que existe una relacion
alergénica entre acaros y gambas 2219315

El factor clave en la supervivencia y prevalencia de los acaros es la humedad ambiental
relativa '"°.

Se considera clima humedo cuando la humedad relativa en el interior de las casas es
superior al 50% durante mas de 4 meses al afio '®.

Los acaros estan presentes en las casas de las zonas geograficas humedas, mientras
que en las zonas de clima seco continental no presentan las condiciones climatoldgicas
favorables para el crecimiento de los acaros, a menos que la humedad se aumente de
manera artificial '"°.

En Madrid, con un clima seco continental, los niveles de acaros son indetectables en el
83% de las casas ', y este dato se refleja en la prevalencia de sensibilizacion a D.
pteronyssinus entre los asmaticos, ya que alli s6lo es de un 9%, pero incluso en algunas
comunidades es aun mas bajo, como en Castilla la Mancha, con un 6%, y un 0% en
Aragén y Ceuta '®2. En cambio, en otras comunidades la sensibilizacion tiene unos valores
muy elevados, del 85% en Catalufia, s6lo superada por las Islas Baleares con un 88% vy
por Asturias con un 100% 82,

En un estudio publicado en 2008 se determind que la sensibilizacion a acaros entre los
pacientes alérgicos a marisco era del 90% en Madrid y del 100% en las Islas Canarias,
por lo que era posible que la sensibilizacién a unos u otros alérgenos de acaros fueran
los responsables de la induccién de la alergia a crustaceos '#'.

Los estudios de prevalencia de la sensibilizacién a tropomiosina realizados en pacientes
alérgicos a acaros del polvo, dan resultados muy dispares segun la localizacién y plantean
que otras proteinas participen en la reactividad cruzada: 10%-18% en Austria '8 9%

en Francia '8, 10% en Italia ', 18% en Suecia '®, 4.3% en la region del sur de Bavaria
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(alrededores de Munich) '®*, 31.6% en Singapore '®°, 25% en Perth (Australia) ', y 55%
en Zimbabwe "%

En varios estudios italianos se sugiere que entre sus pacientes, la sensibilizacién a
proteinas de alto peso molecular, como la hemocianina, parecen ser alérgenos
importantes en la reactividad cruzada, mas que la tropomiosina, la arginina quinasa y la
proteina sarcoplasmica de union a calcio %187,

En Espafia '® se describié que en Madrid, caracterizado por un clima continental seco, la
a-actinina, la B-actina, la fructosa 1-6 bifosfato aldolasa, la tropomiosina y la SCBP
parecian ser las proteinas alergénicas mas importantes de la gamba, mientras que en
Lugo, una zona de clima humedo, lo era la ubiquitina. Al comparar el porcentaje de
reconocimiento de las proteinas de extracto de acaro, con peso molecular equivalente en
las proteinas identificadas en la gamba, se observé que en el extracto de acaro, las
proteinas mas relevantes eran la tropomiosina y la a-actinina en el clima continental seco,
y la ubiquitina en la poblacién de clima humedo. Se realizaron ensayos de inhibicion para
confirmar que estas proteinas estuvieran implicadas en la reactividad cruzada entre
gamba y acaro. Mediante ensayos de inhibicion cruzada se determin6 que los acaros
serian el sensibilizante primario en el clima humedo, mientras que las gambas lo serian
en clima continental seco '®.

Estos datos se corroboran con un estudio reciente realizado en la costa italiana, donde
se describe que la alergia a la gamba esta asociada y casi siempre es dependiente de la
alergia a acaros del polvo doméstico, en particular en los pacientes que presentan asma

188

Situar el origen geografico de la poblacién estudiada es crucial puesto que puede producir

103 Los

diferencias en el resultado de las determinaciones de alérgenos mayores
pacientes que viven en lugares distintos con diferentes climas, y por tanto con diferente

exposicion a acaros, pueden presentar diferencias en el perfil de sensibilizacion '%.

1.4.5. Manifestaciones clinicas

Las reacciones adversas a los productos del mar se pueden clasificar en tres categorias
en funcidon del mecanismo subyacente implicado: las reacciones por toxicidad
relacionadas con las biotoxinas marinas, la intolerancia alimentaria por liberaciéon de
aminas vasoactivas, y las reacciones inmunoldgicas, entre las que se incluyen las

reacciones alérgicas y las enteropatias %.
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1.4.5.1. Reacciones por toxicidad relacionadas con las biotoxinas marinas

Una causa muy importante de reacciones adversas a los productos del mar son las
numerosas toxinas que pueden estar presentes en el pescado y el marisco. Las biotoxinas
marinas son muy estables y no se reduce su toxicidad tras la preparacion del alimento .
Destaca la ciguatoxina, porque puede provocar sintomas digestivos, neurologicos vy
cardiovasculares tan graves que las personas afectadas pueden precisar tratamiento de
soporte durante semanas '®'%° La saxitoxina es otra toxina importante, que produce el
Envenenamiento Paralitico, en |la que los afectados presentan sintomas gastrointestinales
como nauseas, vomitos y diarrea, y parestesias, incluso paralisis muscular *""'%2_ E| acido
okadaico también se incluye en el grupo de las biotoxinas marinas, que origina el
Envenenamiento Diarreico, con sintomas predominantemente digestivos, y cuya

exposicion cronica puede dar lugar a tumores de tracto digestivo 9194,

1.4.5.2. Intolerancia alimentaria por liberacion de aminas vasoactivas

Las aminas biolégicas, como la histamina y la tiramina, estan presentes de manera
fisiolégica en el organismo en cantidades muy pequefias '%°. Se generan en elevadas
cantidades durante el procesamiento de los productos del mar como resultado de
contaminacion microbiana e inadecuadas condiciones de almacenamiento vy
conservacion, y la intoxicacion se produce por la ingesta de estos alimentos '%. Niveles
bajos de aminas bidgenas no suelen ocasionar problemas, puesto que la amino oxidasa
humana es capaz de metabolizarla '*°. El consumo de niveles superiores a 50 mg de
histamina puede producir una intoxicacibn en sujetos sanos, conocida como
Escombroidosis, que puede provocar hormigueo y quemazon peribucal u orofaringea,
exantema, urticaria, cefalea, mareo, picor, nauseas, vomitos, diarrea, palpitaciones y
disnea, y que puede confundir con una reaccion alérgica ?>'%. La intoxicacién por tiramina

suele manifestarse con cefalea, nauseas, vomitos e incluso crisis hipertensiva '*°.

1.4.5.3. Reacciones alérgicas por ingesta

Las reacciones alérgicas a invertebrados comestibles pueden presentarse en un amplio
rango desde leves, como el sindrome de alergia oral y la urticaria, a graves, como las
anafilaxias '*°.

El sindrome de alergia oral esta caracterizado por la presencia de sintomas localizados
de edema y picor en labios, lengua y mucosa oral '". En la urticaria aparecen habones
de tamafio variable, pruriginosos y evanescentes, que pueden acompafarse de
angioedema por inflamacion de mucosas o de capas profundas de la piel '8, Se define la

anafilaxia como una reaccion de hipersensibilidad grave sistémica potencialmente mortal,
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que se caracteriza por un debut rapido de sintomas, generalmente en los primeros 30
minutos desde la exposicion al alérgeno. En la mayoria de los casos los pacientes
presentan sintomas cutaneos, como prurito, urticaria y edema, asociados a problemas
respiratorios, cardiovasculares y/o digestivos .

Las manifestaciones clinicas mas frecuentemente descritas de la alergia a marisco son el
prurito (90%), habones (61%), edema de labios y de lengua (52%), sintomas pulmonares
(42%), gastrointestinales (35%) o shock anafilactico (13%) 2°°. Algin estudio sugiere que
los pacientes que presentan anafilaxia por gamba tienen mayor edad que los pacientes
que presentan anafilaxia por otro alimento %",

Segun Alergoldgica 2015, el 72.9% de pacientes espafioles alérgicos a marisco presentan
clinica cutanea, el 31.3% refieren sindrome de alergia oral, un 10.4% sintomas digestivos,
el 12.5% han sufrido anafilaxia y en 6.3% desarrollan sintomas respiratorios .

Se han descrito casos de anafilaxia por transferencia de antigeno a través de la saliva por

un beso %2

1.4.5.4. Reacciones alérgicas por inhalacién

La patologia respiratoria derivada de la exposiciéon por via inhalada puede ser un
problema entre los trabajadores de la industria del procesado del marisco. Se han descrito
prevalencias dispares, desde el 4% hasta el 45% 2°*?%, Se postula que se trata de una
patologia infradiagnosticada, ya sea por falta de conocimiento de los trabajadores o de
los médicos, o bien por la dificultad en hallar trabajos alternativos 2%,

Los trabajadores de las plantas de procesado de marisco estan expuestos a altos niveles
de posibles sensibilizadores como la tropomiosina, la tripsina y endotoxinas *°. En
general no se trata de un solo agente, y la exposicion simultanea podria afectar a la salud
del trabajador ?®°. Estan expuestos a niveles elevados de alérgenos inhalados en todas
las zonas de procesado del alimento, en especial en el despiece y en el cocinado 29°2%,
Se ha demostrado la presencia de varias proteinas de gamba (tropomiosina y arginina
quinasa) como aeroalérgenos de la atmdsfera de las plantas de procesado de marisco
125,206,207 También se ha postulado que algunas proteinas de marisco (como la cadena
ligera de la miosina) se pueden aerosolizar durante el cocinado contribuyendo a los
sintomas respiratorios, y aunque no se ha demostrado su implicacién en la patologia
ocupacional, si se ha relacionado con asma en nifios %'

Los sintomas descritos son sibilantes, tos, esputo mucoso, disnea, estornudos,
obstruccién nasal, picor de ojos y de manos, dolor toracico 23208213,

También se han descrito casos de urticaria de contacto y asma ocupacional en

214

trabajadores de restaurantes de marisco <%, y de rinitis y asma ocupacional en

trabajadores de acuarios por exposicién a la comida para peces 2'°.
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1.4.5.5. Sindrome de enterocolitis inducida por proteinas

El sindrome de enterocolitis inducida por proteinas de alimentos se considera una alergia
alimentaria no mediada por IgE, que se caracteriza por la aparicion de vomitos repetidos
que se inician tras 1-4 horas después de la ingesta, y a menudo se acompafan de otros
sintomas como letargia, palidez, flojedad y diarrea. Puede originar deshidratacion,
hipotensién e incluso shock hipovolémico. La forma cronica se caracteriza por vomitos,
diarrea, escasa ganancia ponderal y falta de medro 2'°,

No se conoce bien su fisiopatologia, pero se cree que se produce una reaccién
inmunoldgica frente a proteinas de los alimentos que origina una inflamacion intestinal,
con aumento de la permeabilidad e intercambio de fluidos %'®. En la anatomia patoldgica
de las biopsias de ileon y colon se encuentran signos de inflamacion inespecifica 2'°. Se
ha observado un aumento de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) 2", de triptasa y de
interleucinas IL-8 e IL-9 ?'® en el suero de nifios afectados.

El diagnéstico se realiza en base a una historia clinica compatible y a la mejoria del
paciente tras la retirada del alimento sospechoso #'°. La determinacion de IgE especifica
se propone en las visitas sucesivas, ya que entre el 2 y el 20% de los pacientes presentan
pruebas positivas de manera eventual al alimento o alimentos culpables, y ademas el 20-
40% de ellos presentan a la vez reacciones mediadas por IgE a otros alimentos #'°.

Las causas mas frecuentes son la leche de vaca y la soja, pero los alimentos sdlidos
también pueden inducirlo 22°2%",

En nifos, el marisco es responsable de aproximadamente el 13% de las enterocolitis por
proteinas #?2. En las series recogidas en adultos con enterocolitis por proteinas se observa
que en mas de la mitad de ocasiones (55% - 65%) estan implicados moluscos o

crustaceos, o ambos a la vez 223224,

1.4.6. Factores que pueden modificar la respuesta clinica en la alergia a

alimentos

Existen factores asociados que pueden explicar porqué en el mismo paciente, a veces un
alérgeno puede ser tolerado o desencadenar reacciones leves, mientras que en otro
momento induce una reaccién anafilactica grave. Cuando estos factores estan presentes,
las reacciones pueden ser mas graves y/o la cantidad de alérgeno necesaria para

provocar la reaccién puede ser menor 9922

47



INTRODUCCION

Se ha propuesto una nueva terminologia para diferenciar los factores de riesgo para las
reacciones anafilacticas, y se han propuesto tres categorias %°:

- factores potenciadores, con influencia sobre el sistema inmunolégico, como el ejercicio
fisico, las infecciones agudas, la toma de medicamentos (antiinflamatorios no esteroideos,
inhibidores de la bomba de protones), la ingesta de alcohol, o la menstruacion.

- enfermedades concomitantes, como pueden ser el asma, los sindromes de activacion
mastocitaria y la enfermedad cardiovascular, que estan asociadas a reacciones mas
graves y/o al aumento de mortalidad por la reaccién.

- cofactores, sin influencia sobre el sistema inmunolégico, como son los factores
psicoldgicos (por ejemplo el estrés emocional).

Aun asi, la falta de conocimiento sobre los mecanismos subyacentes limita el uso de una
clasificacion estricta, y en general se utilizan los términos cofactor o factor potenciador

indistintamente 22°.

En el estudio de alergia a marisco se debe tener en cuenta la posible participacién de

y

casos en los que la anafilaxia parece ser el resultado de un efecto sinérgico a la toma de
229,230

cofactores . Se han publicado casos de anafilaxia dependiente de ejercicio 22"?%8

antiinflamatorios no esteroideos
Se ha descrito que estos cofactores estan presentes en hasta el 39% de las anafilaxias
1 Por lo tanto, deberiamos dudar antes de considerar que una nueva ingesta del
alimento (ya sea accidental del paciente o tras una prueba de provocacion controlada) es
un diagndstico definitivo de no alergia, a menos que tengamos en cuenta todos los
factores que pueden modificar la alergenicidad del alimento y todas las circunstancias que
pueden desencadenar una reaccion por alimentos que habitualmente se toleran 22,

Hay preguntas que permanecen en el aire, con el problema anadido que supone no tener
recomendaciones que ofrezcan seguridad a los pacientes ??°. Actualmente, no tenemos
una respuesta definitiva a si es seguro comer un alimento que se ha implicado en una
reaccion, en un paciente que presenta IgE especificas, pero que ademas afirma que en

ocasiones lo ha tolerado entre los diferentes episodios ?%°.

1.4.7. Controversia sobre el posible efecto de la inmunoterapia frente a

acaros en la alergia a marisco

La inmunoterapia con extractos de acaros del polvo doméstico es un método eficaz para
el tratamiento de la alergia respiratoria y la mayoria de los extractos para su

administracion contienen altas concentraciones de alérgenos de los grupos 1y 2, aunque
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pueden contener pequefas cantidades de otras moléculas sensibilizantes, incluyendo al
grupo 10. Este es el motivo por el que esta abierto el debate de si la inmunoterapia puede
inducir una sensibilizacion clinica relevante a la tropomiosina #3234,

Se ha descrito la induccion de alergia a gambas en pacientes que estaban en tratamiento
con inmunoterapia a acaros del polvo doméstico, principalmente en base a un estudio en
el que uno de 17 pacientes con ITE a acaros desarrolld IgE a tropomiosinas y
agravamiento de sus sintomas previos de alergia oral con gambas *°.

Pero por otro lado se han publicado articulos en los que no se demuestra una nueva

234,236 o incluso se ha

sensibilizacion a tropomiosina durante la inmunoterapia con acaros
descrito una mejoria en la tolerancia a las gambas tras seguir un tratamiento de
inmunoterapia a acaros con elevada cantidad de tropomiosina, en un paciente que
previamente presentaba anafilaxia al comerlas 2%,

Los ultimos trabajos publicados hacen hincapié en que la inmunoterapia frente a acaros
del polvo doméstico no induce una sensibilizacion a tropomiosina que sea clinicamente
relevante, y que en todo caso, lo mas probable es que se pueda mejorar los sintomas de
la alergia alimentaria 2**. También se ha sugerido que el efecto de la inmunoterapia en la
induccién de alergia o tolerancia puede depender del nivel de tropomiosina que contengan
los extractos para la inmunoterapia '"®. Se postula que los niveles de IgE especifica frente

a Derp 10 y Pen a 1 pueden ser marcadores Utiles para monitorizar a estos pacientes 2.

1.4.8. El efecto del calor y el cocinado en los alimentos como alérgenos

Cada alimento esta compuesto por una mezcla de proteinas alergénicas que difieren en
sus caracteristicas fisico-quimicas, en la estabilidad al calor y la digestion, y en el
potencial para inducir sensibilizacion IgE y reacciones de hipersensibilidad mediadas por
IgE °.

El cocinado puede alterar la estructura de los alérgenos debido a que provoca
desnaturalizacion de las proteinas, agregacion proteica y modificaciones quimicas °, lo
que puede producir el enmascaramiento o desenmascaramiento de epitopos alergénicos
28 Como consecuencia, puede reducirse 0 aumentarse el reconocimiento alergénico,
potencialmente alterando la alergenicidad del alimento implicado 2.

Por un lado, el tratamiento de los alimentos puede disminuir la alergenicidad de las
proteinas de muchas maneras, por ejemplo, por la destruccion de epitopos
conformacionales (con efecto limitado en los epitopos secuenciales), y por las reacciones
quimicas entre las proteinas, las grasas y los azucares de los alimentos, dando lugar a

una baja disponibilidad de las proteinas para el sistema inmune 2%,
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Por otro lado, el procesado de los alimentos también podria aumentar la alergenicidad de
las proteinas, bien por la formacion de neoepitopos, o bien por el descenso de la
digestibilidad proteica en el estdbmago y la conservaciéon de epitopos alergénicos que
interaccionarian con el sistema inmune en el intestino "*%2'2_ E| aumento de la reactividad
IgE de los extractos cocinados puede explicarse por el cocinado en presencia de azlcares
exdgenos o endégenos, que lleva a la formacion de productos con glicosilaciones
complejas debido a la reaccion de Maillard ?*°. Los alérgenos glicosilados tienen uniones

a IgE mas potentes 241242,

1.4.8.1. El efecto del calor y el cocinado en la alergia a gamba
La gran mayoria de publicaciones hacen hincapié en que se produce un marcado

aumento de la reactividad IgE tras el cocinado de crustaceos °':92240.243

, Y se ha descrito
que los extractos cocinados presentan uniones IgE mas fuertes que los extractos crudos
92243 Se han detectado alérgenos de las gambas en el agua de coccion de las mismas
244.

En los analisis de reactividad IgE se observa una gran disparidad de resultados en el
extracto crudo, en diferentes publicaciones se ha postulado que entre el 30% °' y el 90%
2 de pacientes reconocen la tropomiosina del extracto crudo, mientras que en general
todos llegan a la conclusién de que la gran mayoria reconocen la del extracto cocinado
61,112.

No obstante, algunos trabajos han sugerido que los extractos de gamba cocida presentan
menores uniones IgE que los extractos de gamba cruda ?*° y otros prueban que los
crustaceos son alergénicos tanto crudos como cocinados, lo que es de gran importancia
porque se consumen de ambas maneras 2*2%6247 En estos trabajos se demuestra que la
mayoria de pacientes (90%) tienen uniones IgE a tropomiosina tanto en extracto crudo
como cocinado, demostrando su resistencia al calor ''2.

En los analisis SDS-PAGE de los extractos crudos se detectan bandas de proteinas que
se corresponden a arginina quinasa, tropomiosina, cadena ligera de la miosina, proteina
sarcoplasmica de union a calcio y troponina C 2*3. Sin embargo, los extractos cocinados
muestran diferencias importantes, con una pérdida de proteinas de alto peso molecular
(se ha demostrado la pérdida de hemocianina y arginina quinasa), un aumento de bandas
de bajo peso molecular y agregados de proteinas %'92243248 | 5 aparicion de estos nuevos
fragmentos proteicos, sumados a los alérgenos nativos, pueden producir un efecto
inductor de la reactividad IgE de los pacientes °'8224,

En la mayoria de trabajos se demuestra que la banda de la tropomiosina suele persistir
tras el cocinado 2, pero algunos autores defienden que el calor puede producir un

profundo efecto en el reconocimiento de la tropomiosina, lo que podria tener implicaciones
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en su deteccion y cuantificacion en los alimentos procesados ®°. En estudios basados en
la purificacién de tropomiosinas se propone que la alta temperatura por si sola no altera
demasiado la reactividad IgE de esta proteina, a menos que esté en presencia de otras
proteinas o de azucares °. Ante la diversidad de resultados, es obvio que se precisan méas
estudios para caracterizar las multiples variantes de tropomiosina que se forman con el
calor y con los diferentes procesos de cocinado .

El estudio del impacto del calor en otras proteinas, como la cadena ligera de la miosina,

61121 Como se ha comentado

de momento ha obtenido resultados heterogéneos
previamente, en diferentes publicaciones se ha demostrado unién a IgE sélo en extracto
cocinado °' o bien en ambos %%, o incluso de mayor intensidad en el extracto proteico
crudo ', Se ha postulado que estos resultados dispares se deban a la existencia de
varias isoformas de proteinas en distintas subespecies de gambas o a factores

relacionados con los pacientes, como el grupo etario °'.

1.4.9. Diagnéstico

1.4.9.1. Las cuatro dimensiones del diagndstico de alergia 24°

La primera dimension es la sensibilidad diagnéstica, la habilidad para identificar mas del
95% de pacientes con alergia a una fuente alergénica en concreto. En este punto, la
presencia de reactividad cruzada entre las diferentes especies de gamba permite un
diagndstico mas sencillo, porque no es necesario testarlas todas. Por otro lado, el hecho
de que exista un porcentaje de pacientes alérgicos a gamba sin sensibilizacion a
tropomiosina implica que vale la pena buscar otros alérgenos para obtener una mayor
sensibilidad diagndstica.

La segunda dimension es la habilidad para distinguir los sujetos que desarrollan
sintomatologia alérgica de entre todos sujetos sensibilizados, diferenciandolos de
aquellos que no presentan reactividad clinica. Este punto plantea la duda de si todos los
pacientes con pruebas positivas a gamba deben evitar su ingesta.

La tercera dimension es la habilidad para distinguir entre las fuentes alergénicas que
pueden o no inducir sintomas. En el caso de la alergia a marisco, siempre se ha asumido
que se debe evitar el consumo de todas las especies de invertebrados.

La cuarta dimension es la habilidad para distinguir entre las diferentes rutas de exposicidon
a un alérgeno, generalmente la via oral y la via respiratoria, tanto para la sensibilizacion
como para la induccion de sintomas. La reactividad cruzada entre acaros y gambas se ha

atribuido a la tropomiosina. No se sabe con certeza si la tropomiosina de acaros (Der p
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10) es relevante en la alergia respiratoria a acaros, pero a priori es un alérgeno demasiado

grande para ser aerotransportado *°.

1.4.9.2. Historia clinica

El diagnéstico de la alergia alimentaria requiere una historia clinica detallada, que incluya
datos sobre todos los alimentos sospechosos, la forma de preparacion, el tiempo que
tardan los sintomas en aparecer tras la ingesta, la duracion y gravedad de la clinica y el
tratamiento precisado para la remisién . También es importante afiadir si los sintomas
reaparecen con la reexposicion al alimento, e interrogar sobre la presencia de cofactores
que potencien la reaccion, como el ejercicio, el alcohol o los antiinflamatorios no

esteroideos 3.

1.4.9.3. Deteccion de IgE especifica

1.4.9.3.1. Pruebas cutaneas
Se ha descrito que los pacientes con alergia a gambas presentan el menor ratio de
pruebas cutaneas intraepidérmicas positivas con respecto a pacientes alérgicos a otros

alimentos 2.

La sensibilidad de los extractos comerciales que disponemos en la
actualidad es baja y su contenido en alérgenos altamente variable y heterogéneo ?°'. Se
ha demostrado que algunos extractos incluso carecen de alérgenos mayores de gamba
21 Tampoco esta claro si el extracto debe obtenerse del alimento crudo o cocinado
61.121.246 - Ademas, frecuentemente dentro de un mismo grupo alimentario las pruebas
cutaneas tienen una alta tasa de positividad, probablemente debido a los fendmenos de
reactividad cruzada 2°2. Para aumentar la precision del diagnostico se ha propuesto incluir

las pruebas cutaneas intraepidérmicas con el alimento en fresco y de la manera que indujo

82,243,253

la reaccion, crudo o cocinado

Figura 8. Pruebas cutaneas intraepidérmicas 2%*
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1.4.9.3.2. Estudio in vitro

Desde hace muchos afios se ha intentado mejorar el diagnéstico in vitro para la alergia a
gambas, puesto que ya en la década de los afios ochenta se comprobd que la intensidad
de los sintomas clinicos tras la ingesta correlacionaba mejor con la determinacién de IgE
especificas que con las pruebas intraepidérmicas *°.

Se han determinado niveles de IgE umbrales a partir de los cuales la probabilidad de
reaccion clinica es muy elevada, para alérgicos a cacahuete, pescado, leche, huevo,
avellana y apio nabo 2°>2°®_ Se han intentado buscar estos valores umbrales en los
pacientes alérgicos a gambas, pero los valores de IgE especifica a gamba en pacientes
tolerantes y reactivos no muestran diferencias, incluso a veces son menores en los
alérgicos %,

Parece que el mapeo de epitopos tiene potencial para convertirse en una herramienta
adicional para el diagnéstico de la alergia a alimentos 8. Los pacientes con provocaciones
positivas a gamba en general presentan un mayor y mas intenso reconocimiento de
epitopos a diferentes alérgenos de gamba y podrian utilizarse como biomarcadores
predictivos de reactividad clinica en pacientes sensibilizados a gamba #°.

Para el diagndstico de la alergia a gamba se dispone de la determinacion de IgE
especifica a gamba por enzimoinmunoensayo mediante UNICAP ™ de Thermo Fischer

Scientific ®>*°.

La introduccién de las técnicas de diagnéstico molecular ha abierto un nuevo campo en
el estudio de alergia, con la esperanza de aumentar la sensibilidad y especificidad de las
pruebas diagndsticas 2.

En un trabajo publicado en 2011 se objetivd que la sensibilidad del diagnédstico in vitro
realizado con un panel de alérgenos era comparable a la del extracto completo de gamba
(97%) ®. En el 75% de pacientes la sensibilidad de las dos técnicas combinadas era
similar, o incluso mayor con los alérgenos aislados, que con el extracto natural de gamba
84.

Posteriormente se ha sugerido que la determinacion de la tropomiosina predice mejor la
reactividad clinica que las pruebas cutaneas intraepidérmicas y la IgE especifica al
extracto completo de gamba %%, pero la determinacion de tropomiosina no puede ser el
unico ensayo diagnéstico utilizado, porque pueden estar implicados otros alérgenos de la
gamba "%,

Se ha descrito que la sensibilizacion conjunta a tropomiosina y proteina sarcoplasmica de
calcio esta asociada a una respuesta clinica positiva a la gamba %.

Es posible que los pacientes sensibilizados a gamba que no reaccionen a tropomiosina

presenten reactividad mediada por IgE a otros alérgenos de gamba, como la cadena ligera
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de la miosina, la arginina quinasa, la proteina sarcoplasmica de unioén a calcio, o a otras
proteinas '®. La inclusién de otros alérgenos de gamba para la deteccién de IgE puede
aumentar la especificidad del diagnéstico en la sensibilizacion a gamba, especialmente

en los pacientes con tropomiosina negativa %147,

Como se ha comentado previamente, el perfil de sensibilizacion de las poblaciones
estudiadas puede ser diferente segun sea el clima y la exposicion a acaros a la que se
vea sometida '%.

Parece que en la costa mediterranea de Italia los factores que se asocian a alergia a
gamba son la presencia de elevada IgE frente a acaros del polvo doméstico junto con IgE
positiva frente a Der p 1, Der p 2, Der p 10, Pen a 1, arginina quinasa y gamba "%,

En Galicia, una zona con una elevada presion ambiental a 4caros del polvo doméstico 27,
la tropomiosina parece ser un marcador de gravedad en la alergia a gamba, ya que la
determinacion de IgE especifica a Pen a 1 es mayor en los pacientes con reacciones
graves que en los pacientes con reacciones leves o con sindrome de alergia oral 4,

Se ha descrito que los pacientes alérgicos a gamba sin sensibilizacion a acaros del polvo
se pueden diagnosticar, con un 100% de sensibilidad, si presentan determinaciones de
IgE especifica a gamba superiores a 3.55 (KUA/L), y con un 100% de especificidad, si la
IgE especifica a Der p 10 es superior a 3.98 (KUA/L) '®°. En estos pacientes parece que
la determinacion de IgE especifica a Pen a 1 tiene una sensibilidad del 80% y una

especificidad del 85.7% para diagnosticar a los pacientes alérgicos a gamba '*°.

En el diagndstico por componentes se caracteriza el perfil de reactividad de cada paciente
mediante alérgenos puros, obtenidos por purificacién desde su fuente natural (designados
por el prefijo “n”) o bien por tecnologia de ADN recombinante (designados por el prefijo
“r") 262

En la actualidad, para el diagnéstico molecular de la alergia a gamba se dispone
comercialmente de la determinacion de tropomiosina (rPen a 1) mediante UNICAP ™y Ia
determinacion de tropomiosina (nPen m1), arginina quinasa (nPen m 2) y proteina
sarcoplasmica de union a calcio (nPen m 4) mediante ISAC ™, ambas de Thermo Fischer
Scientific ®%,

El conocimiento de todos los alérgenos implicados en las reacciones sera beneficioso
para realizar estudios longitudinales que evaluen su potencial reactividad cruzada con
otros alérgenos . Ademas, el uso de alérgenos recombinantes sera util para identificar
correctamente las proteinas alergénicas y sus epitopos, para describir adecuadamente el
perfil alergénico frente al que un paciente concreto esta sensibilizado, y en un futuro

permitira el disefio de inmunoterapia a la carta '".
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En estudios de investigacion se han identificado varios epitopos de tropomiosina, MLC,
AK y SCBP, y se ha postulado que puedan usarse en el futuro como herramienta

diagndstica 838993,

1.4.9.3.3. Diagnéstico genético

Se han publicado varios estudios que identifican regiones de HLA que podrian estar
asociadas a alergia a gambas, pero no coinciden entre ellos °?%, Los autores atribuyen
las diferencias a que la genética implicada en la alergia a alimentos es mas complicada
que la mera presencia de un alelo HLA concreto que tenga capacidad para unirse a un
epitopo determinado, y ademas parece que la modulacion de la expresiéon de los genes
relacionados con el HLA podria tener también un papel en la etiologia de ciertas alergias

alimentarias 2%

1.4.9.3.4. Pruebas de provocacion oral

Se ha establecido que para realizar un diagnéstico definitivo se deben realizar
provocaciones orales, asumiendo la inversion de tiempo y el riesgo de reacciones 22,
Durante el proceso, se administran dosis progresivamente ascendentes de alimentos a
intervalos de tiempo concreto, generalmente cada 15-30 minutos, aunque se debe ajustar
a la historia clinica del paciente °. Las provocaciones se pueden realizar de manera
abierta, con el alimento visible, 0 enmascaradas, con el alimento oculto, ya sea sélo para
el paciente (simple ciego), o para el paciente y el médico (doble ciego) . Se han
publicado dos métodos de enmascaramiento de gamba para estudios de investigacion:
con helado de vainilla y saborizante de uva ?**, y con helado de chocolate y vainilla, polvo
de cacao y extracto de vainilla ®.

Datos derivados de EuroPrevall ?®®

confirman que la dosis de proteina umbral que provoca
reacciones en el 10% de la poblacién (ED1o) es cien veces mayor para gamba que para
otros alimentos, por lo que parece que, con respecto a otros grupos alimentarios, los
pacientes alérgicos a gamba precisan cantidades mucho mayores de alérgeno para
obtener respuestas positivas en las provocaciones, >°®. Este dato indica que quiza las
trazas que se puedan encontrar en productos manufacturados pueden suponer menor
peligro para el paciente que el equivalente para otros alimentos como el cacahuete, la

avellana, el apio nabo o el pescado .
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Ahora bien, como se ha tratado con anterioridad, en casi el 40% de las anafilaxias estan
implicados los cofactores #*'. Asumir que un paciente tolera definitivamente un alimento
al que esta sensibilizado tras una provocacion controlada puede ser equivoco si no se
consideran todos los elementos que pueden influir en la alergenicidad del alimento, asi
como en las circunstancias que pueden actuar como factores potenciadores de la

reaccion 2%

1.4.10. Tratamiento

1.4.10.1. Recomendaciones actuales

Como se ha explicado al inicio del texto, la evitacién del alimento es el primer paso en el
manejo de la alergia alimentaria '°. En la actualidad, la mayoria de pacientes alérgicos a
gamba reciben la recomendacion de evitar todos los crustaceos %°, e incluso a veces se
recomienda evitar todo el marisco ?*’. Es preciso mejorar el diagndstico de nuestros
pacientes para que en el futuro las restricciones alimentarias se dirijan a eliminar los
alérgenos culpables, y se puedan personalizar a cada patrén especifico de alergia

individual y segun las necesidades de la persona afectada '°.

1.4.10.2. Futuras terapias

1.4.10.2.1. Produccién de gambas hipoalergénicas

Los alimentos hipoalergénicos son aquellos en los que su capacidad alergénica se ha
reducido por la alteracion de las estructura de los epitopos responsables, reduciendo el
riesgo de reaccion cuando son consumidos por pacientes alérgicos ?°. Aunque se trata
de trabajos que necesitan confirmacion, parece que los tratamientos con radiaciones

ionizantes 28, |a catdlisis de reacciones oxidativas mediante tirosinasa 2°°, los ultrasonidos

d 270 1

de alta intensida y la hidrolisis por proteasas ?' reducen la alergenicidad de los

extractos de gamba.

1.4.10.2.2. Inmunoterapia

En la bibliografia encontramos numerosos trabajos con protocolos de inmunoterapia en

272,273

diferentes alimentos, basicamente huevo, leche, cacahuete y trigo , pero no hay

ninguno realizado con pacientes alérgicos a marisco. Se han publicado estudios

realizados en ratones con inmunoterapia con péptidos epitopicos 9027427

276,277

e inmunoterapia

con tropomiosinas hipoalergénicas con resultados prometedores. Se trata de un
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campo interesante, ya que se ha demostrado que en pacientes alérgicos a otros
alimentos, su calidad de vida aumenta cuando alcanzan la fase de mantenimiento de la

inmunoterapia, con un incremento adicional tras 6 meses de tratamiento 22,

1.4.10.2.3. Otras terapias

- Probidticos:

Durante las ultimas dos décadas se ha estudiado intensamente el rol de los probidticos
como moduladores de la respuesta inmune, incluyendo la respuesta alérgica 2’°?%. Se ha
descrito que en algunos modelos murinos de alergia a gamba, concretamente en ratones
sensibilizados a tropomiosina, los tratamientos orales con probiéticos son capaces de
inducir una respuesta T reguladora, asociando una disminucion de la produccién de
citoquinas TH2 y suprimiendo la respuesta inflamatoria intestinal, con la consecuencia de

que los ratones estan protegidos frente a las reacciones anafilacticas 22284,

- Hierbas chinas:
Se ha especulado con la posibilidad de que el uso de preparados de hierbas chinas pueda

mejorar la tolerancia a los alérgenos alimentarios, pero su eficacia no ha sido demostrada
285
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

La sensibilizacion alergénica a acaros del polvo doméstico puede relacionarse con el

desarrollo de alergia alimentaria a gamba

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo principal

Evaluar la presencia de reactividad cruzada entre acaros y gamba en nuestra poblacién
2.2.2. Objetivos secundarios

Definir las caracteristicas clinicas y analiticas de la poblacion sensibilizada a gamba

Detallar las caracteristicas de los pacientes alérgicos y no alérgicos a gamba de nuestra

poblacion.

Establecer la utilidad de diferentes extractos de gambas en el estudio de los pacientes

con alergia a gamba.

Evaluar la relacién entre los niveles de IgE especifica a gamba y las manifestaciones

clinicas en los pacientes con alergia a gamba
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3.1. Diseno del estudio

Estudio observacional descriptivo realizado en la Seccién de Alergologia del Hospital

Clinic de Barcelona.

3.2. Sujetos del estudio

Los sujetos del estudio fueron todos los pacientes atendidos de manera consecutiva en
la Seccion de Alergologia del Hospital Clinic de Barcelona que tuvieran una prueba
cutanea intraepidérmica positiva al extracto de gamba utilizado habitualmente en la

bateria de alérgenos alimentarios.
3.2.1. Criterios de inclusion

Se invitd a participar en el estudio a pacientes mayores de edad que, en el marco de un
estudio alergoldégico por cualquier causa, presentaran pruebas cutaneas positivas a
gamba realizadas mediante extracto comercial para prueba cutanea intraepidérmica
(Extracto de gamba Parapenaeus spp. 1.5 mg/ml, Laboratorios Leti, Madrid, Espafa), y
cuyo lugar de residencia habitual hubiera sido siempre el area metropolitana de

Barcelona.
3.2.2. Criterios de exclusion

Se excluyeron a los pacientes que no cumplieron los criterios de inclusién o que se

negaron a participar en el estudio.

3.3. Variables clinicas y demograficas

Los datos de los participantes se recogieron mediante entrevista clinica, incluyendo la
edad, el género y el lugar de residencia.

Se considerd paciente alérgico a gamba a todos aquellos que presentaban historia clinica
inequivoca de reacciones tras la ingesta de gamba y una prueba cutanea intraepidérmica

positiva.
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En base a la clinica presentada se definieron los siguientes grupos:

Anafilaxia (AF): pacientes que hubieran presentado al menos un episodio de anafilaxia

o shock anafilactico 19928

, con necesidad de tratamiento con adrenalina en los ultimos
6 meses, o mas de un episodio durante el afio anterior a la inclusion.

Sintomas respiratorios (RES): pacientes que hubieran presentado al menos un

episodio de broncoespasmo de inicio subito en los 30 primeros minutos tras la ingesta
de gamba con necesidad de tratamiento por via inhalada o por via parenteral en los
ultimos 6 meses, o mas de un episodio durante el afio anterior a la inclusion.

Sintomas cutaneos (CUT): pacientes que hubieran presentado al menos un episodio

de prurito, urticaria y/o angioedema de inicio subito en los 30 primeros minutos tras la
ingesta de gamba en los ultimos 6 meses, 0 mas de un episodio durante el afio anterior
a la inclusion.

Sintomas digestivos (DIG): pacientes que hubieran presentado al menos un episodio

de dolor abdominal, diarrea, nauseas y/o vomitos de inicio subito en los 30 primeros
minutos tras la ingesta de gamba en los ultimos 6 meses, 0 mas de un episodio
durante el afo anterior a la inclusion.

Sindrome de alergia oral (SAQ): pacientes que hubieran presentado al menos un

episodio de picor orofaringeo y/o edema labial o lingual de inicio subito en los 30
primeros minutos tras la ingesta de gamba en los ultimos 6 meses, 0 mas de un
episodio durante el afio anterior a la inclusién.

Sintomas respiratorios por _inhalacién de vapor de coccién (INH): pacientes que

hubieran presentado al menos un episodio de broncoespasmo de inicio subito en los
30 primeros minutos tras la exposicion a vapores de coccién de gamba con necesidad
de tratamiento por via inhalada o por via parenteral en los ultimos 6 meses, o mas de

un episodio durante el afio anterior a la inclusion.

Los pacientes que hubieran tenido diferentes episodios con diversidad de

manifestaciones clinicas se agruparon en las categorias anteriores, en base a los

sintomas de mayor gravedad, siendo el proceso mas grave la anafilaxia, seguida por los

sintomas respiratorios, cutaneos, digestivos y por ultimo, el sindrome de alergia oral,

quedando aparte los sintomas por inhalacién de vapores.

Se considerd paciente tolerante a gamba a aquellos con un resultado de prueba cutanea

intraepidérmica positiva a gamba pero que referian ingesta habitual de alimento, con una

frecuencia igual o superior a 2 veces en el ultimo mes sin asociar sintomas.
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Se considerd paciente alérgico a acaros del polvo doméstico a aquellos que referian
sintomas inequivocos de alergia respiratoria por exposicion a polvo doméstico y
presentaba pruebas cutaneas positivas a los acaros del polvo.

Se considerd la presencia de cofactor cuando en la entrevista clinica el paciente referia
haber asociado algun cofactor conocido en la reaccion, como la realizacion de ejercicio,
la ingesta de alcohol o la toma de farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). Se
considero cofactor negativo cuando el paciente negaba la asociacién, no lo recordaba, o
no lo podia identificar claramente.

El numero de episodios se definiéd en tres grupos: 1 episodio, varios episodios (si el
paciente habia presentado de 2 a 5) y multiples episodios (si el nimero de episodios era
superior a 5).

La edad de debut de los sintomas se clasifico en tres grupos: infancia (si el primer episodio
habia ocurrido antes de los 11 afios), adolescencia (si la clinica se inicié entre los 12 y los

17 afios), y adultos (con un debut a los 18 afios 0 mas).

3.4. Obtencion de extractos alergénicos

Se prepararon 8 extractos alergénicos a partir de cuatro especies de gamba diferentes,
tanto en crudo como cocidas. Las especies de gambas utilizadas fueron: Parapenaeopsis
stylifera, Penaeus vannamei, Solenocera melantho, y mezcla de 4 especies
(Parapenaeopsis spp., Parapenaeus spp., Solenocera spp. y Trachipenaeus spp.). Para
cada extraccion se utilizaron 25 gramos (g) de producto, comprado en un mercado local.
La preparacién de los extractos cocidos se realizé mediante coccién de cada grupo por
separado en agua hirviendo durante 10 minutos.

Se prepararon 3 extractos alergénicos a partir de 3 especies de acaros diferentes:
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae y Blomia tropicalis. Para
cada extraccion se utilizaron 25 g de producto de cultivo propio de acaros (Laboratorio

Inmunotek, Madrid).

La extraccion de todos los alérgenos se realizé mediante triturado, homogeneizacion y
posterior incubacion en agitacion continua, con tampén fosfato salino (PBS) 0.01 molar
(M) pH 7.2, a una relacion peso/volumen (p/v) 1/20, a 4 grados centigrados (°C) durante
18 horas. Tras la incubacion, se centrifugd a 10000 revoluciones por minuto (rpm) durante
10 minutos y se recuperé el sobrenadante, desechando el precipitado. Este sobrenadante

se clarificd mediante filtracion por vacio a través de filtros de membrana de acetato de
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celulosa de tamafo de poro decreciente: 1 micrometro (um), 0.7 pm, 0.45 umy 0.2 pym
(Sartorius Stedim Biotech S.A.).

Una vez filtrados se procedio a su concentracion y posterior dialisis mediante ultrafiltracién
tangencial (UFT), utilizando membranas de polietersulfona Omega (Cassette TFF serie
T, Pall Life Sciences®) de tamafio de poro de 5 kDa para los extractos de gamba y
membranas de tripa polietersulfona Omega (Cassette TFF serie T, Pall Life Sciences®)
de tamafio de poro de 3.5 kDa para los extractos de acaros.

Las dialisis se realizaron con 7 volumenes de agua destilada. Los extractos alergénicos

dializados obtenidos fueron liofilizados en viales y conservados a 4° C hasta su utilizacion.

3.4.1. Cuantificacion del contenido en proteina de los extractos y

rendimiento

La concentracion de proteina total en los extractos se determind mediante la técnica de
Bradford %, extrapolandose los valores de absorbancia obtenidos a una longitud de onda
de 595 nandmetros (nm), en una recta estandar de albumina de suero bovina (Sigma-
Aldrich®, Madrid, Spain). Se calculé el rendimiento de los diferentes extractos alergénicos
mediante la cuantificacion de sus contenidos en proteina partiendo de 25 g de materia

prima (ratio 1:10).

3.4.2. Identificacion de alérgenos en los extractos

Las proteinas contenidas en los extractos nativos de Dermatophagoides pteronyssinus y
de Solenocera melantho cruda fueron identificadas mediante espectrometria de masas
LC-ESI-MS/MS por la Unidad de Protedmica del Centro Nacional de Biotecnologia,
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). Para ello, las muestras fueron
previamente precipitadas con metanol/cloroformo para eliminar cualquier sustancia
interferente incompatible con el analisis. Posteriormente, se procedié a la reduccién (50
mM tris(2-carboxietil)fosfina clorhidrato, TCEP), alquilacion y digestién de las proteinas
con tripsina (1:20 enzima/proteina). El digerido se limpié con una columna de extraccion
en fase solida SEP-PAK C18 (Waters Corporation®, Milford, Massachusetts, Estados
Unidos). Finalmente, los péptidos se separaron segun su polaridad, mediante
cromatografia liquida de 90 minutos, en columna de fase reversa C-18, y fragmentados
en espectrémetro de masas TRIPLE-TOF (5600 TRIPLE-TOF, AB Sciex®, Framingham,

Massachusetts, Estados Unidos).
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Los datos obtenidos se contrastaron en la base de datos de Decapoda del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI), utilizando el motor de busqueda
MASCOT. El limite establecido para considerar valida la identificacion de una proteina fue
la obtencién de un puntaje proteico minimo de 20, y la identificacion con un minimo de 2
péptidos.

Las proteinas identificadas se contrastaron con las bases de alérgenos de Allergome 2%
y de la Organizacién Mundial de la Salud y el Subcomité de Nomenclatura de Alérgenos

de la Union Internacional de Sociedades Inmunoldgicas (WHO/UIS) ™.

3.5. Pruebas cutaneas intraepidérmicas

Las pruebas se realizaron siguiendo los estandares europeos ?*°. En todos los casos se
realizaron pruebas cutaneas de control para excluir interferencia de medicaciones y
descartar dermografismo. Para el control positivo se utilizd un extracto comercial de
dihidrocloruro de histamina 10 microgramos por mililitro (mg/ml) (Laboratorios Leti,
Madrid, Espana). Para el control negativo se empledé un extracto comercial compuesto por
fenol al 0.5% vy glicerol (E-422) al 50%, fosfato monosddico dihidrato, fosfato disédico
dodecahidrato, cloruro sédico y agua para inyectables (Laboratorios Leti, Madrid,
Espafna). La lectura se realizé tras 15-20 minutos, y se consideré que una prueba era

positiva si el diametro mayor de la papula generada era superior o igual a 3 milimetros.
3.5.1. Pruebas cutaneas de diagnéstico habitual

Se realizaron pruebas cutaneas intraepidérmicas con baterias estandar de alérgenos que
incluian: acaros del polvo doméstico prevalentes en nuestra zona (D. pteronyssinus 'y D.
farinae) %° , hongos (Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Penicillium), epitelios de gato
y perro, pélenes de olivo (Olea europaea), ciprés (Cupressus sempervivens), platano de
sombra (Platanus acerifolia), abedul (Betula), malezas (Parietaria judaica, Artemisia
vulgaris, Plantago lanceolata), gramineas (Phleum, Cynodon, Phragmites), leche, huevo,
avellana, almendra, garbanzo, melocotdn, manzana, maiz, lechuga, kiwi, judia verde,

harina de trigo, gamba, merluza, mostaza y anisakis (Laboratorios Leti, Madrid, Espana).
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3.5.2. Pruebas cutaneas con diferentes extractos de gamba preparados para

el estudio

A un grupo de pacientes se les realizé una bateria de pruebas cutaneas intraepidérmica
frente a extractos de diferentes especies de gambas cocidas (Solenocera melantho,
Parapenaeopsis stylifera, Penaeus vannamei), y de mezcla de cuatro especies de gamba
crudas y cocidas (Parapenaeopsis spp., Parapenaeus spp., Solenocera spp. y
Trachipenaeus spp.), reconstituidos en tampon fosfato salino (PBS) 0.01M pH 7.2, glicerol
50%, Fenol 0.4%), con una concentracién de proteina final de 2 mg/ml. A algunos
pacientes se les realizaron pruebas intraepidérmicas con el extracto comercial de gamba

de ALK® (Parapenaeus longirostris) y de Immunotek® (Solenocera melantho, 2mg/ml).

3.6. Analisis de las muestras de sueros

Se extrajo muestra de sangre de 30 ml a todos los pacientes. Se centrifugd a 3500 rpm
durante 10 minutos y se recuperé el suero sobrenadante, desechandose el precipitado.
Los sueros se codificaron y se congelaron a -20°C hasta el momento de la realizacién del

estudio in vitro.

3.6.1. Deteccion de IgE especifica a gambas y acaros mediante InmunoCAP®

Se determinaron las IgE especificas a Pen a 1 (tropomiosina de Penaeus aztecus, con el
codigo f351), a gamba (se trata de una mezcla de cuatro especies diferentes de gamba:
Pandalus borealis, Penaeus monodon, Metapenaeopsis barbata y Metapenaeus joyneri,
con el codigo f24), y a acaros del polvo doméstico (Dermatophagoides pteronyssinus,
cédigo d1, y Dermatophagoides farinae, codigo d2).

El sistema ImmunoCAP (Thermo Fischer Scientific®) ?>

mide la IgE especifica a alérgenos
en suero o plasma por enzimoinmunensayo. Cada alérgeno esta codificado mediante
letras y numeros. El resultado es cuantitativo con un rango entre 0 y 100 KUA/L (kilo
unidades de anticuerpos especificos contra alérgeno). Se consideran positivos los valores

superiores a 0.1 KUA/L.

70



MATERIAL Y METODOS

3.6.2. Deteccion de IgE especifica mediante ensayo por inmunoabsorciéon

ligado a enzimas (ELISA)

Se determinaron las IgE especificas mediante ELISA a Parapenaeopsis stylifera cruda y
cocida (PS Cru y PS Coc), Penaeus vannameij cruda y cocida (PV Cru y PV Coc),
Solenocera melantho cruda y cocida (SME Cru y SME Coc), mezcla de 4 especies crudas
y cocidas (Parapenaeopsis spp., Parapenaeus spp., Solenocera spp. y Trachipenaeus
spp.) (Mix Cru y Mix Coc), Dermatophagoides pteronyssinus (DPT), Dermatophagoides
farinae (DF) y Blomia tropicalis (BT).

Los ensayos de ELISA se realizaron en placas multipocillo de alta afinidad (Greiner Bio
One®, Baden-Wirttemberg, Alemania). Las placas fueron sensibilizadas durante 16 horas
a 4°C con 1 microgramo (ug) de proteina del extracto alergénico, en tampodn
carbonato/bicarbonato 0.05 M pH 9.6. Una vez sensibilizadas, las placas se lavaron con
PBS 0.01M, Tween 20 0.25% (PBS-T) y se incubaron con sueros de pacientes
sensibilizados, a una dilucion 1/4 en PBS-T, durante 3 horas a temperatura ambiente.
Tras lavar nuevamente, se incubaron 2 horas con anticuerpos IgG de raton anti-IgE
humana conjugados con peroxidasa (SouthernBiotech®, Alabama, Estados Unidos), a
una dilucién 1:2000 en PBS-T-suero de ternera fetal 5%. Para el revelado se utiliz6 o-
fenilendiamina 0.017 M (Sigma-Aldrich), peréxido de hidrogeno (H202) 0.3% en tampdn
citrato/fosfato pH 5. Las reacciones enzimaticas se detuvieron adicionando acido
clorhidrico 1 normal (HCI 1N, un equivalente por litro) realizandose posteriormente las
lecturas de absorbancia a 492 nm en un espectrofotometro (Biotek Synergy MXx®,

Vermont, Estados Unidos).

Para la realizacion del resto del estudio, a partir de los datos obtenidos por ELISA, se
seleccionaron 20 pacientes segun su sensibilizacion a gamba (Solenocera melantho
cruda) y a acaros (Dermatophagoides pteronyssinus) y se catalogaron en cuatro grupos
con las siguientes caracteristicas:

- 5 pacientes con IgE positiva a gamba y a acaros: grupo SME*DPT"

- 5 pacientes con IgE positiva a gamba e IgE negativa a acaros: grupo SME*DPT"

- 5 pacientes con IgE negativa a gamba e IgE positiva a acaros: grupo SME'DPT"

- 5 pacientes con IgE negativa a gamba y a acaros: grupo SME'DPT"

Los ensayos de ELISA de competicion se realizaron en placas multipocillo de alta afinidad

(Greiner Bio One®, Baden-Wiirttemberg, Alemania) sensibilizadas durante 16 horas a 4°C
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con 1 ug de proteina del extracto alergénico, en tampdn carbonato/bicarbonato 0.05 M
pH 9.6. Una vez sensibilizadas, las placas se lavaron con PBS 0.01M, Tween 20 0.25%
(PBS-T) y se incubaron con diferentes concentraciones de competidor y mezclas de
sueros de pacientes sensibilizados. Tras la incubacién durante 16 horas a 4°C, se lavaron
las placas nuevamente y se incubaron con anticuerpos IgG de ratdén anti-lgE humana
conjugados con peroxidasa (SouthernBiotech®, Alabama, Estados Unidos), a una dilucién
1:2.000, en PBS-T-suero de ternera fetal 5%. Para el revelado, se utilizé o-fenilendiamina
0.017M (Sigma-Aldrich®), H.O2 0.3% en tampodn citrato/fosfato pH 5. Las reacciones
enzimaticas se detuvieron adicionando HCI 1N, realizandose posteriormente una lectura
de absorbancia a 492 nm, en un espectrofotémetro (Biotek Synergy Mx®, Vermont,
Estados Unidos).

3.6.3. Obtencion de perfiles proteicos y alergénicos

Los perfiles proteicos y alergénicos de los extractos se obtuvieron mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) e inmunodeteccion
(Western blot) con los sueros humanos, con IgE especifica a alérgenos de S. melantho

cruda o D. pteronyssinus.

Las electroforesis se realizaron en geles de poliacrilamida Mini-PROTEAN® TGX Stain-
Free™ (BioRad®, California, Estados Unidos), en condiciones no reductoras, segun el
procedimiento descrito por Laemmli 2. Para ello, se cargaron 10 ug por pocillo de las
muestras, diluidas en un volumen igual de tampdn de carga (Tris-HCI 0.5 milimolar (mM)
pH 6.8, dodecilsulfato sddico (SDS) 4%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0.2%). Como
patrén de peso molecular se utilizé el marcador comercial Precision Plus Protein All Blue
Standards (BioRad®). La presencia de bandas se puso de manifiesto mediante la tincion
de los geles con colorante Coomasie (GelCode™ Blue Stain Reagent, ThermoFisher
Scientific ®, Massachusetts, Estados Unidos) incubando los geles en agitacion constante

durante 1 hora a temperatura ambiente.

Los ensayos de Western blot, se realizaron mediante la transferencia de las proteinas,
previamente sometidas a electroforesis, a una membrana de nitrocelulosa (BioRad®).
Como patron de bandas se utilizd el marcador comercial Precision Plus Protein WesternC
Standards (BioRad®). La transferencia se realizé a un voltaje constante (300 milivoltios,
mV) durante 17 minutos. Posteriormente, se realiz6 una tincién con rojo Ponceau (Sigma-

Aldrich®) con el fin de confirmar la transferencia de las proteinas a las membranas. Tras
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decolorar con PBS-Tween 20 0.25% (PBS-T), las membranas se bloquearon con
albumina de suero bovino (BSA) 5% PBS-T a 25°C durante 1 hora. Las membranas se
incubaron con los sueros en PBS-T — albumina de suero bovino, BSA 1%, durante 18
horas a 4°C en agitacién constante. Tras el lavado de las membranas con PBS-T, se
incubaron con anticuerpos de ratéon anti-lgE humana, conjugados a peroxidasa
(SouthemBiotech®, Alabama, Estados Unidos), a una dilucion 1:2000 en PBS-T - BSA 5%
durante 1 hora a 25°C. Para la visualizacion del marcador se utilizd estreptactina
conjugada con peroxidasa a una dilucién 1:5000 (Precision Protein StrepTactin HRP
conjugate, BioRad®. Las membranas se revelaron con el kit comercial Amersham ECL
Prime Western Blotting Detection Reagent (Amersham®, GE Healthcare, Little Chalfont,

Reino Unido).

3.6.4. Analisis de reactividad cruzada entre acaros y gamba

Se llevaron a cabo analisis de reactividad mediante ELISA de competicion y Westemn blot
de inhibicion.

Todos los ensayos de ELISA de competicion se realizaron en placas multipocillo de alta
afinidad (Greiner Bio One®, Baden-Wirttemberg, Alemania) sensibilizadas durante 16
horas a 4°C con 1 pg de proteina del extracto alergénico, en tampédn
carbonato/bicarbonato 0.05 M pH 9.6. Una vez sensibilizadas, las placas se lavaron con
PBS 0.01M, Tween 20 0.25% (PBS-T) y se incubaron durante 16 horas a 4°C con
diferentes concentraciones de competidor y mezclas de sueros de pacientes
sensibilizados. Posteriormente se lavaron las placas nuevamente y se incubaron con
anticuerpos IgG de ratén anti-IgE humana conjugados con peroxidasa (SouthernBiotech®,
Alabama, Estados Unidos), a una dilucién 1:2000 en PBS-T-suero de ternera fetal 5%.
Para el revelado se utilizd o-fenilendiamina 0.017M (Sigma-Aldrich®), H,O2 0,3% en
tampdn citrato/fosfato pH 5. Las reacciones enzimaticas se detuvieron adicionando HCI
1N, realizandose posteriormente una lectura de absorbancia a 492 nm, en un
espectrofotémetro (Biotek Synergy Mx®, Vermont, Estados Unidos). Se utilizé S. melantho

cruda (SME) o D. pteronyssinus como fase sélida y como competidores.

Los ensayos de Western blot de inhibicion IgE fueron realizados incluyendo una etapa
previa de incubacion de los sueros con 10 ug del extracto competidor, en agitacion
durante 4 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, los sueros se centrifugaron a
10.000 rpm durante 10 minutos y se recuperd el sobrenadante, con el que se incubaron

las membranas. Se prepararon inmunoblots de 9 carriles usando sueros de 5 pacientes
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SME'DPT" o SME'DPT (carriles 1 a 5), una mezcla de sueros SME'DPT" (carril 6), una
mezcla de sueros SME*DPT" (carril 7), mezcla de sueros SME*DPT" sin extracto para el
control negativo (carril 8), y mezcla de sueros SME'DPT" sin extracto para el control
positivo (carril 9). Se realizaron previamente sin inhibicion, y posteriormente incluyendo

una etapa previa de incubacion con DPT como competidor.

3.7. Cronograma

Se inicio el estudio en septiembre de 2015 y se finalizd en septiembre de 2018.

3.8. Aspectos éticos

El estudio obtuvo la aprobacién del Comité Etico del Hospital Clinic de Barcelona.
Los pacientes recibieron informacion sobre el estudio y firmaron un consentimiento

informado.

3.9. Analisis estadistico

Se realizd estudio estadistico descriptivo de las caracteristicas poblacionales mas
relevantes. Se determind la existencia de diferencias poblacionales utilizando Chi-
cuadrado para las variables nominales y numéricas discretas, ANOVA para las variables
continuas con distribucién normal, y U-Mann Whitney para el resto de variables continuas.
En caso de encontrar varias relaciones con diferencias estadisticamente significativas, se
realizaria analisis multivariante para determinar la relevancia de dichas asociaciones.
Todos los calculos se llevaron a cabo con el paquete de software estadistico SPSS (IBM,
Armonk, NY, EEUU) en su versién 20.
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4.1. Caracteristicas clinicas de la poblacién estudiada

Se incluyeron 117 pacientes en el estudio de los que 69 eran mujeres (representando el
59%), con una edad mediana de 42 afos (rango intercuartilico 34-52), y se clasificaron
como alérgicos a gamba a 99 pacientes (84.6%), entre las que habia 60 mujeres (60.6%).
Los pacientes referian haber presentado diferentes cuadros clinicos en relacion a la
ingesta de gamba: 34 resenaban haber presentado anafilaxia o shock anafilactico (AF), 4
relataban episodios de broncoespasmo tras la ingesta de gamba (RES), 52 habian tenido
episodios de prurito, urticaria y/o angioedema (CUT), 10 tuvieron dolor abdominal, diarrea,
nauseas y/o vomitos (DIG), 40 describian episodios de picor orofaringeo y/o edema labial
o lingual (SAO) y 12 habian tenido episodios de broncoespasmo por exposicién a vapores
de coccion de gamba (INH). Algunos pacientes habian presentado mas de un tipo de

reaccion.

De entre los 99 pacientes alérgicos a gamba, 44 (44.4%) referian haber tenido de 2 a 5
episodios de sintomas alérgicos, 40 (40.4%) habian presentado mas de 5 episodios, y 15
(15.2%) referian un unico episodio de alergia. Con respecto al debut de los sintomas, 50
pacientes (50.5%) habian iniciado la clinica en la edad adulta, 12 pacientes (12.1%) en la
infancia y 11 en la adolescencia (11.1%). No eran capaces de concretar el momento de
inicio de la clinica 26 pacientes (26.3%).

En cuanto a los cofactores, de los 99 pacientes alérgicos a gamba, 19 (19.2%) refirieron
la asociacion clara de alguno que pudiera potenciar la reaccidn clinica, y los responsables
fueron por orden descendente los farmacos AINE (10 pacientes), el alcohol (7 pacientes),
el ejercicio (1 paciente), y la combinacién de ejercicio y alcohol (1 paciente).

Los valores clinicos y demograficos se encuentran resumidos en la tabla 3.

Se agruparon a los pacientes en grupos en funcion de la gravedad de los sintomas
presentados, y se distribuyeron en:

- Anafilaxia (AF): con un total de 34 pacientes, que representaban el 34% del total.

- Sintomas respiratorios (RES): 1 paciente (1%).

- Sintomas cutaneos (CUT): 42 pacientes (43%).

- Sintomas digestivos (DIG): 4 pacientes (4%).

- Sindrome de alergia oral (SAO): 17 pacientes (17%).

- Sintomas respiratorios por inhalacion de vapor de coccion (INH): 1 paciente (1%).

En la Figura 9 se puede observar la distribucion de los sintomas clinicos.
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Tabla 3. Variables clinicas y demograficas

Pacientes incluidos (pruebas cutaneas a gamba positivas)

Mujeres
Edad

Alergia Gamba

17

69 (59%)
42 (34-52)
99 (84.6%)

Mujeres

Edad

Manifestacion clinica

Debut de los sintomas

Anafilaxia
Broncoespasmo
Urticaria / Angioedema
Digestivo

SAO

Inhalada

Infancia
Adolescencia
Adulto
Desconocido

Numero de episodios | Unico

Cofactores

Tipo de cofactor

Varios
Multiples

AINE

Alcohol
Ejercicio

AINE y Ejercicio

60 (60.6%)

42 (34-53)

34 (34.4%)
1 (1%)
42 (42.4%)
4 (4%)
17 (17.2%)
1 (1%)

12 (12.1%)
11 (11.1%)
50 (50.5%)
26 (26.3%)

15 (15.1%)
44 (44.5%)
40 (40.4%)

19 (19.2%)

10 (10.1%)
7 (7.1%)

1 (1%)

1 (1%)

Los valores se expresan en mediana (rango intercuartilico) para las variables continuas y en numero

absoluto (porcentaje) para el resto de variables. Los valores porcentuales de las variables de

presentacion clinica y cofactores se calculan sdélo sobre los pacientes alérgicos. La manifestacion

clinica hace referencia a la mas grave de las referidas. AINE: Antiinflamatorio no esteroideo; SAO:

Sindrome de alergia oral.
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S B haid

AF RES INH CuT DG SAD

Figura 9. Diagrama de barras representativo de los sintomas de los pacientes y su
frecuencia expresada en porcentaje. AF: anafilaxia; RES: sintomas respiratorios; INH: sintomas
respiratorios por inhalaciéon de vapores de coccidén; CUT: sintomas cutaneos; DIG: sintomas

digestivo; SAO: sindrome de alergia oral.

4.2. Pruebas cutaneas intraepidérmicas

4.2.1. Pruebas cutaneas de diagnéstico habitual

Del total de los pacientes, 85 (72.6%) se consideraron alérgicos a acaros del polvo
doméstico. De ellos, 48 pacientes (41%) presentaban ademas sensibilizacion a otros
alérgenos respiratorios, y 3 pacientes tenian alergia respiratoria sin sensibilizacion a
acaros.

Entre los pacientes alérgicos a gamba el 73.7% eran alérgicos a acaros del polvo, siendo
la Unica sensibilizacion en el 47.5%, mientras que dos pacientes estaban sensibilizados
a otros alérgenos respiratorios que no fueran acaros. De todos los sujetos incluidos en el
estudio, 26 (22.2%) estaban sensibilizados a anisakis. Un 19.2% de los pacientes
alérgicos a gamba tenian alergia a otros alimentos, de etiologia variada: alimentos
vegetales (13%) y cefalopodos y bivalvos (3%). Se destacan los datos mas importantes

en la tabla 4.
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Tabla 4. Resultados destacados de las pruebas cutaneas intraepidérmicas

Alérgicos (n=99) Tolerantes (n=18) Significacion
TC gamba Leti® 99 (100%) 18 (100%)
TC éacaros 73 (73.7%) 12 (66.6%) 0.806
TC anisakis 22 (22.2%) 4 (22.2%) 0.601

Los valores se expresan en numero absoluto (porcentaje). TC: pruebas cutaneas intraepidérmicas.

4.2.2. Pruebas cutaneas con diferentes extractos de gamba preparados

especificamente para el estudio

Se realizaron pruebas cutaneas intraepidérmicas con extractos preparados
especificamente para el estudio, procedentes de diferentes especies de gambas
(Solenocera melantho, Parapenaeopsis stylifera, Penaeus vannamei), y con extractos de
mezcla de cuatro especies de gamba crudas y cocidas (Parapenaeopsis spp.,
Parapenaeus spp., Solenocera spp. y Trachipenaeus spp.). También se testaron los
extractos comerciales de ALK® e Inmunotek®.

Se realizaron las pruebas cutaneas intraepidérmicas con estos extractos a 32 pacientes.
El extracto que obtuvo mas positividades fue el de P. stylifera (62.5%), y el que tuvo mas
resultados negativos fue el de ALK® (65.4%). En la tabla 5 se recoge el desglose de

resultados de las pruebas cutaneas realizadas.

Tabla 5. Resultados de las pruebas cutaneas intraepidérmicas con
diferentes extractos de gambas

N=32 Positivas Negativas  No realizadas
Mix cocido 18 (56.3%) 14 (43.8%) 0
Mix crudo 18 (56.3%) 14 (43.8%) 0
Solenocera melantho 19 (69.4%) 13 (40.6%) 0
Parapenaeopsis stylifera 20 (62.5%) 12 (37.5%) 0
Penaeus vannamei 17 (63.1%) 15 (46.9%) 0
Inmunotek® 10 (38.5%) 16 (61.5%) 8
ALK® 9(34.6%) 17 (65.4%) 8

Los valores se expresan en numero absoluto (porcentaje).
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4.3. Extractos alergénicos

4.3.1 Analisis de los extractos

Los extractos alergénicos se identificaron segun su origen: Parapenaeopsis stylifera cruda
(PS cruda), Parapenaeopsis stylifera cocida (PS cocida), Penaeus vannamei cruda (PV
cruda), Penaeus vannamei cocida (PV cocida), Solenocera melantho cruda (SME cruda),
Solenocera melantho cocida (SME cocida), mezcla de 4 especies crudas (Mix crudo),
mezcla de 4 especies cocidas (Mix Cocido), Dermatophagoides pteronyssinus (DPT),

Dermatophagoides farinae (DF) y Blomia tropicalis (BT).

Se calcularon los rendimientos de cada extracto, expresados en relacion a la materia
prima (MP) inicial a partir de la que se obtienen, que era 25 g de gamba para cada uno
(tabla 6). EI mayor rendimiento se obtuvo de los extractos de las gambas crudas,
destacando PV cruda, de la que partiendo de una cantidad inicial de 25 mg se obtuvieron
1189.75 mg de proteina total, lo que proporcionalmente corresponde a un rendimiento de
4.759. En segundo y tercer lugar se situaron: los extractos de SM cruda, de la que se
obtuvo 603.7 mg de proteina total (rendimiento de 2.4148), y de PS cruda (553 mg de
proteina obtenida, con un rendimiento de 2.215). EI menor rendimiento se obtuvo con el
extracto Mix cocido (202 mg de proteina total obtenida, que corresponde un rendimiento
de 0.08). En la figura 10 se representa en columnas los rendimientos de los extractos

crudos y cocinados.
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Penaeus vannamei Solenocera Parapenaeopsis Mezcla 4 especies
melantho stylifera

H crudo Hcocido

Figura 10. Representacién grafica de los rendimientos de los extractos de gambas.

Tabla 6. Concentracion de proteina total y rendimiento de los extractos de gamba
elaborados.

Volumen Proteina Proteina Rendimiento

Extracto inicial (ml)  (ug/ml) total (mg) vs MP
Parapenaeopsis stylifera cruda 500 1.107,5 553,75 2,215
Parapenaeopsis stylifera cocida 500 631,1 315,55 1,2622

Penaeus vannamei cruda 500 2.379,5 1.189,75 4,759
Penaeus vannamei cocida 500 618.,4 309,2 1,2368
Solenocera melantho cruda 500 1.207,4 603,7 2,4148

Solenocera melantho cocida 500 948.,8 474 4 1,8976

Mezcla 4 especies crudas 500 929.2 464,6 1,8584

Mezcla 4 especies cocidas 500 404 202 0,808

ml: mililitros; png/ml: microgramos por mililitro; mg: miligramos; vs: frente a; MP: materia prima
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4.3.2. Identificacion de proteinas en los extractos

Las proteinas contenidas en los extractos nativos de D. pteronyssinus y de S. melantho
cruda fueron identificadas mediante espectrometria de masas y se contrastaron con las
bases de alérgenos de Allergome %8 y de WHO/UIS ™,

En ambos extractos se detectaron proteinas comunes: Tropomiosina, Paramiosina,

Arginina quinasa, Triosa-fosfato isomerasa y Proteina de choque térmico.

En el extracto de DPT se identificaron otras proteinas. Las que estan incluidas en las
bases de datos de WHO/UIS son: Cisteina proteasa (Der p 1), Proteina transportadora
de colesterol (Der p 2), Tripsina (Der p 3), Amilasa (Der p 4), Quimotripsina (Der p 6),
Proteina de aumento de permeabilidad bacteriana (Der p 7), Glutatién transferasa (Der p
8), Serina proteasa colagenolitica (Der p 9), Proteina transportadora de acidos grasos
(Der p 13), Apolipoforina (Der p 14), Proteina similar a quitinasa (Der p 15), proteina de
unién a quitina (Der p18), Der p 21 (de funcién desconocida), Dominio de proteina similar
a peritrofina (Der p 23), Proteina de unién a ubiquinol-citocromo ¢ reductasa (Der p 24),
Der p 36 (de funcién desconocida) y Dominio de proteina similar a Petrotrophic (Der p
37).

Aparte de las proteinas comunes a DPT, en el extracto de SME se identificaron las
siguientes proteinas identificadas en WHO/UIS: Proteina sarcoplasmica de union a calcio,

Cadenas ligeras de la miosina, Troponina C y Troponina I.

En ambos extractos se hallaron otras proteinas que no estan incluidas como alérgenos
en las bases de datos de WHO/UIS.

En las tablas 7 y 8 se recoge la lista de proteinas identificadas en cada extracto,

resaltando en color verde los alérgenos que son comunes para ambos.
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Tabla 7. Alérgenos identificados en el extracto de S. melantho cruda

Tropomiosina

. o Arginina quinasa
Alérgenos especificos de 9 g

gamba Proteina sarcoplasmica de unién a calcio

Cadenas ligeras de la miosina

(WHO/IUIS) identificados en Troponina C

el extracto - :
Triosafosfato isomerasa

Troponina |

Paramiosina

Hemocianina

Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa

Otros alérgenos identificados Aldolasa

en el extracto Vitelogenina

Proteina de choque térmico

Ciclofilina

14-3-3

Se destaca en verde los alérgenos comunes identificados en el extracto de D. pteronyssinus'y S. melantho
cruda.
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Tabla 8. Alérgenos identificados en el extracto de D. pteronyssinus

Alérgenos especificos de
D. pteronyssinus
(WHO/IUIS) identificados

en el extracto

Cisteina proteasa (Derp 1)

Proteina transportadora de colesterol (Der p 2)

Tripsina (Der p 3)

Amilasa (Der p 4)

Der p 5 (funcién desconocida)

Quimotripsina (Der p 6)

Proteina de aumento de permeabilidad bacteriana (Der p 7)

Glutation transferasa (Der p 8)

Serina proteasa colagenolitica (Der p 9)

Tropomiosina (Der p 10)

Paramiosina (Der p 11)

Proteina transportadora de acidos grasos (Der p 13)

Apolipoforina (Der p 14)

Proteina similar a quitinasa (Der p 15)

Proteina de union a quitina (Der p 18)

Arginina quinasa (Der p 20)

Der p 21 (funcién desconocida)

Dominio de proteina similar a peritrofina (Der p 23)

Proteina de union a ubiquinol-citocromo c reductasa
(Der p 24)

Der p 36 (funcién desconocida)

Dominio de proteina similar a Petrotrophic (Der p 37)

Otros alérgenos

identificados en el extracto

Aldehido deshidrogenasa (Der f 10)

Similar a gelsolina (Der f 16)

Triosafosfato isomerasa (Der f 25)

Proteina de choque térmico (Der f 28)

Proteina similar a cadena pesada de la ferritina (Der f 30)

Der f 32 (funcién desconocida)

Enolasa alfa

Tiorredoxina peroxidasa

Factor de elongacion traslacional 2

Se destaca en verde los alérgenos comunes identificados en el extracto de D. pteronyssinus'y S. melantho

cruda.
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4.4. IgE especifica mediante enzimoinmunoensayo

4.4.1. IgE especifica a gamba

Se realizaron las determinaciones de IgE especifica a 112 pacientes, de los cuales 96
eran alérgicos. El mediana de la IgE a gamba en el total de pacientes fue de 0.82 (RI 0.3-
3.45), y en los alérgicos 0.96 (Rl 0.3-4.03), sin diferencias estadisticamente significativas
respecto a los no alérgicos (Tabla 9).

De los pacientes alérgicos a gamba, el 89.6% tenian IgE especifica a gamba positiva, y

de los no alérgicos, eran el 81.2%, sin diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 9. Determinaciones de IgE especifica a gamba

Total (n=112) Alérgicos (n=96) No alérgicos (n=16) o]

IgE especifica a
0.82 (0.3-3.45)  0.96 (0.3-4.03) 0.49 (0.13-1.34) 0.858
Gamba

IgE especifica a
N 99 (88.4%) 86 (89.6%) 13 (81.2%) 0.39
gamba positiva

Se expresan los valores en mediana (rango intercuartilico) y valor absoluto (porcentaje). p: resultado del
valor estadistico adecuado para cada comparacion

4.4.1. IgE especificaa Pena 1

Se realizaron las determinaciones de IgE especifica a 105 pacientes, de los cuales 91
eran alérgicos. El mediana de la IgE a gamba en el total de pacientes fue de 0.00 (RI O-
0.12), y en los alérgicos 0.00 (RI 0-0.14). (Tabla 10)

De los pacientes alérgicos a gamba, el 28.6% tenian IgE especifica a Pen a 1 positiva, y

de los no alérgicos, eran el 14.3%, sin diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 10. Determinaciones de IgE especifica a Pena 1

Total (n=105)  Alérgicos (n=91) No alérgicos (n=14) p

IgE especifica a
0 (0-0.12) 0 (0-0.14) 0 (0-0.05) 0.204
Pen a1

IgE especifica a
N 28 (26.7%) 26 (28.6%) 2 (14.3%) 0.34
Pen a 1 positiva

Se expresan los valores en mediana (rango intercuartilico) y valor absoluto (porcentaje). p: resultado del
valor estadistico adecuado para cada comparacion

86



RESULTADOS

Todos los pacientes con determinaciones de IgE a Pen a 1 positivas tenian a su vez IgE
especifica a gamba positiva.

No se determinaron diferencias significativas en cuanto a los valores de IgE especifica a
Pen a 1 en funcién de la gravedad de los sintomas clinicos, ni entre los pacientes con
anafilaxia frente a los pacientes con otras manifestaciones clinicas.

Entre los 83 pacientes alérgicos a acaros, se cuantificaron 75 (90.4%) con IgE especifica
positiva a gamba, y entre los 19 no alérgicos a acaros, se hallaron 15 pacientes con IgE

positiva a gamba (78.9%), sin diferencias estadisticamente significativas.

4.5. IgE especifica mediante ELISA

4.5.1. Resultados de las determinaciones de IgE especifica medidas por
ELISA

Se realizaron determinaciones de IgE especifica mediante ELISA para los 8 extractos
preparados para el estudio (PS, PV, SME y mix gambas, en crudo y cocido) en los 117
pacientes incluidos, y para D. pteronyssinus, D. farinae y Blomia tropicalis en 67

pacientes.

S. melantho cruda fue el extracto mas reconocido por el total de pacientes (35.9%), y por
el total de pacientes alérgicos (39.4%), y ademas fue el que obtuvo el valor numérico mas
alto de absorbancia (4.042). El extracto Mix cocido fue el de menor reconocimiento, tanto
por el total de pacientes (16.2%), como por los alérgicos (16.2%). Los valores de IgE
especifica medida por absorbancia a los 8 extractos de gamba testados no mostraron

diferencias estadisticamente significativas entre alérgicos y tolerantes.

En la figura 11 se representan los valores de absorbancia para cada extracto de gamba

testado.

En la tabla 11 se reflejan las lecturas detalladas de las IgE especifica medidas por

absorbancia.
En el anexo 1 se pueden consultar las tablas de resultados de IgE especifica a gamba y

Pen a 1 por ImmunoCAP™  junto con el resultado de las absorbancias obtenidas por cada

paciente para cada extracto.
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De los pacientes alérgicos a gamba, el 27.3% reconocié D. pteronyssinus 'y el 28.3% D.
farinae por absorbancia, y unicamente el 6% de pacientes reconocian Blomia tropicalis.
El extracto que obtuvo el valor numérico mas alto de absorbancia fue D. farinae (0.58).
Los valores de IgE especifica medida por absorbancia a los 3 extractos de acaros
testados no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre alérgicos y no

alérgicos a gamba.

El estudio estadistico de correlaciones de la determinacion de IgE por absorbancia (tabla
12), demostré que el extracto de S. melantho cruda era el que tenia una correlacién mas
elevada con el resto de extractos (valores superiores a 0.9 para todos los extractos). Los
extractos de P. vannamei cruda y cocida fueron los que tuvieron una menor correlacién
entre ellos (0.771).

Los extractos de los acaros Dermatophagoides presentaron una correlacion muy alta

entre ellos (0.921) y muy baja con los extractos de gamba y Blomia. El extracto de Blomia

mostro correlaciones negativas con los extractos de gambas.
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4.5.2. Medicion de IgE especifica a D. pteronyssinus y a S. melantho en
diluciones de sueros de los grupos SME'DPT*, SME*DPT-y SME*DPT*

A partir de los datos obtenidos por ELISA, se seleccionaron 20 pacientes segun su
sensibilizacion a gamba (Solenocera melantho cruda) y a acaros (Dermatophagoides
pteronyssinus), y se catalogaron en cuatro grupos en funcion de su reactividad frente a
acaros y/o gamba, tal y como consta en Material y Métodos (apartado 3.6.3).

En los grupos SME'DPT*, SME*DPT y SME'DPT" se realizd la determinacion de IgE
especifica a D. pteronyssinus y S. melantho (medida por absorbancia) en diluciones

progresivas de suero.

4.5.2.1. Reactividad IgE especifica a D. pteronyssinus

Los grupos SME'DPT" y SME'DPT" presentaron una curva de reactividad IgE especifica
con un descenso progresivo y superponible. El grupo SME*DPT no presento reactividad
IgE especifica a acaro (Figura 12).

4.5.2.1. Reactividad IgE especifica a S. melantho

Los grupos SME'DPT" y SME'DPT" presentaron una curva de reactividad IgE especifica

con un descenso progresivo, pero de menor intensidad en el grupo SME*DPT".

El grupo SME'DPT" no presento reactividad IgE especifica a gamba (Figura 13).

Reactividad IgE especifica a D. pteronyssinus

Dilucién

~8—SME+DPT+ ~a—SME+DPT -t SME-DPT+

Reactividad IgE especifica a S. melantho cruda

S

Dilucién

~o—SME+DPT+ ~o—SME+DPT e SME-DPT+

Figura 12. Reactividad IgE especifica
frente a D. pteronyssinus en los grupos
SME*DPT*, SME'DPT*y SME*DPT".

OD: densidad éptica.

Figura 13. Reactividad IgE especifica
frente a S. melantho cruda en los grupos
SME*DPT*, SME*DPT"y SME'DPT".

OD: densidad éptica.
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4.6. Perfiles proteicos y alergénicos

Los perfiles proteicos y alergénicos de los extractos se obtuvieron mediante electroforesis
(SDS-PAGE) e inmunodeteccion (Western blot) con los sueros de los pacientes de los
grupos SME*DPT", SME'DPT", SME'DPT" y SME'DPT".

Se realizaron ensayos con extracto de gamba (SME) y de acaro (DPT) para 5 pacientes

de cada grupo descrito.

4.6.1. Grupo SME*DPT*

En los immunoblot de los pacientes del grupo SME'DPT" se reconocieron proteinas de

diferente tamafo al enfrentar los sueros a extracto de gamba y de acaro.

Al enfrentarlos a extracto de gamba (Figura 14) los pacientes presentaban IgE especificas
a proteinas de tamano: 35-36 kDa (flecha naranja), 17 kDa (flecha verde), y 75kDa (flecha

azul).

i
100 -

37

20

15

P D)o
i
¥

10

Extracto de gamba

Figura 14. Inmunoblot: Perfil alergénico del grupo SME*DPT* frente a extracto de gamba.
MW: peso molecular. Carriles (C) 1: suero de paciente 10. 2: suero de paciente 30. 3: suero de
paciente 35. 4: suero de paciente 39. 5: suero de paciente 41. C+ control positivo. C- control

negativo.
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Al enfrentar los sueros a extracto acaro (Figura 15) los pacientes presentaron IgE

especificas a proteinas de 15 kDa (linea negra), 20-22 kDa (linea verde), 25 KDa (linea
naranja) y 55 kDa (linea azul).

MW 1 2 3 4 5 ¢
250
150 =
100 - ‘
75 G
FEe— . —
so @D
37 -
25 w-— : -
T - -
2 -
—_ . ' ' -
-~
10—

Extracto de acaro
Figura 15. Inmunoblot: Perfil alergénico del grupo SME*DPT* frente a extracto de acaro. MW:

peso molecular. 1: suero de paciente 10. 2: suero de paciente 30. 3: suero de paciente 35. 4: suero
de paciente 39. 5: suero de paciente 41. C+ control positivo. C- control negativo.

4.6.2. Grupo SME*DPT-

En el resultado del immunoblot de los pacientes del grupo SME'DPT se observo
reconocimiento Unicamente frente a extracto de gamba, y se reconocen proteinas de 36-

37 kDa (flecha naranja), 28-30 kDa (flecha negra) y de 70-75 kDa (flecha azul) (Figura
16).
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MW 1 2 3 4 5 C+ C

0 -

- a
> 15 -

so WS

37 "

-

>

25 ..

20 -

15

10

Extracto de gamba
Figura 16. Inmunoblot: Perfil alergénico del grupo SME*DPT- frente a extracto de gamba.

MW: peso molecular. 1: suero de paciente 3. 2: suero de paciente 7. 3: suero de paciente 32. 4:
suero de paciente 53. 5: suero de paciente 59. C+ control positivo. C- control negativo.

Los pacientes del grupo SME*DPT no presentaron IgE especifica a ninguna proteina al

enfrentarlos a extracto de acaros (Figura 17).

MW 1 2 3 4 5 C+ [«
B ==
100 e
75 ..
50 .
37 -
-
25  —
20 e
15 ‘
10

Extracto de acaro

Figura 17. Inmunoblot: Perfil alergénico grupo SME*DPT" frente a extracto de acaro. MW:
peso molecular. 1: suero de paciente 3. 2: suero de paciente 7. 3: suero de paciente 32. 4: suero

de paciente 53. 5: suero de paciente 59. C+ control positivo. C- control negativo.
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4.6.3. Grupo SME'DPT*

En el immunoblot de los pacientes del grupo SME'DPT" hubo reconocimiento Unicamente
en la exposicion frente a acaros (Figura 18).

Se reconocen las proteinas de tamafios 15 kDa (linea negra), 25 kDa (linea naranja), 55

kDa (linea roja), 70 kDa (linea morada) , 85-90 kDa (linea azul) y 110 kDa (linea fucsia).

MW 1 2 3 a 5 ¢ C
— B =

—_ 100 "=

75 R

so W e

37 -

o L

20
i

— el

10

~—

Extracto de acaro
Figura 18. Inmunoblot: Perfil alergénico grupo SME'DPT* frente a extracto de acaro. MW:

peso molecular. 1: suero de paciente 13. 2: suero de paciente 17. 3: suero de paciente 42. 4: suero
de paciente 44. 5: suero de paciente 56. C+ control positivo. C- control negativo.

Los pacientes del grupo SMEDPT" no mostraron reconocimiento de proteinas al
enfrentarlos a extracto de gamba (Figura 19).

Mw 1 2 3 4 5 C+ c-

250
150

100
75

50

37
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20
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Extracto de gamba

Figura 19. Inmunoblot: Perfil alergénico grupo SME'DPT* frente a extracto de gamba. MW:
peso molecular. 1: suero de paciente 13. 2: suero de paciente 17. 3: suero de paciente 42. 4: suero
de paciente 44. 5: suero de paciente 56. C+ control positivo. C- control negativo.
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4.6.4. Grupo SME'DPT-

En el inmunoblot del grupo SME'DPT no se reconocieron proteinas ni frente a gamba ni
frente a acaro. (Figura 20)

MW 1 2 3 4 5 C+ C v 1 2 & 4 5 & G
2% 3 =
150 .- 100 -
100  w— 75 -
75 ..
so
50 .
37 -
37—
25 w— -
25 w— 5
20 w—

15
15

10 10

Extracto de gamba Extracto de acaro

Figura 20. Inmunoblot: Perfil alergénico grupo SME'DPT- frente a extracto de gamba y frente
a extracto de acaro. MW: peso molecular. 1: suero de paciente 1. 2: suero de paciente 6. 3: suero

de paciente 22. 4: suero de paciente 36. 5: suero de paciente 37. C+ control positivo. C- control
negativo.

4.7. Analisis de reactividad cruzada entre gamba y acaros

Para el andlisis de la reactividad cruzada se utilizaron los mismos grupos que para el
andlisis de los perfiles proteicos: SME'DPT*, SME'DPT y SME'DPT", y se realizaron
ensayos ELISA de competicién e Inmunoblots de inhibicion.

4.7.1 ELISA de competicion

Se realizaron diferentes ensayos ELISA de competicion, utilizando S. melantho cruda
(SME) o D. pteronyssinus (DPT) como fase solida y como competidores. Como fase sélida

se utilizé6 SME en los grupos SME*DPT" y SME*DPT", y DPT en los grupos SME'DPT" y
SMEDPT".
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RESULTADOS

SME*DPT* con fase sélida S. melantho cruda

A medida que aumentaba la concentracion de competidor SME, mayor era la inhibicién

en el ELISA (linea azul). Al aumentar la concentracién del competidor DPT también se

producia inhibicion en el ELISA, pero para inhibir el 50% de las uniones IgE se necesitaba

una concentracion 4.55 veces mayor de competidor (50% inhibicion: 0.923 vs 0.203 nug )

(Figura 21).
+ + ] e 7
Pool SME DPT (dilucion 1/4)
Fase solida: S. melantho cruda
100
90
80
70 /./.
3 0 = A
; 50 / /
;ce 0 / /
30
20
10
0 T T T ]
-2,20 -1,70 -1,20 -0,70 -0,20 0,30 0,80
=@=S. melantho cruda log pg in test
== D. pteronyssinus
Competidor 50% Inhibicién (ug) R2
S. melantho cruda 0,203 0,995

D. pteronyssinus 0,923

Figura 21. Analisis de reactividad cruzada en el grupo SME*DPT*
con fase sélida S. melantho cruda. R?: coeficiente de regresion lineal.
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4.7.1.2. Grupo SME*DPT- con fase sélida S. melantho cruda

A medida que aumentaba la concentracion de competidor SME, mayor era la inhibicién
en el ELISA (linea azul). La linea roja muestra como al aumentar la concentracién del
competidor DPT también se producia inhibicién en el ELISA, pero para inhibir el 50% de
las uniones IgE se necesitaba una concentracién 138 veces mayor de competidor (50%
inhibicion: 14.910 vs 0.108 ng; linea roja) (Figura 22).

Pool SME ' DPT (dilucién 1/10)

Fase solida: S. melantho cruda

100

90
80 /
70 /

60

50 /./

% Inh. ELISA

2 e D
30

20 //-/{

10 -

0 : : : :
2,20 1,70 1,20 0,70 0,20 0,30 0,80

log pg in test

=@—S. melantho cruda
=@ D. pteronyssinus

Competidor 50% Inhibicién (ug) R2
S. melantho cruda 0,108 0,996
D. pteronyssinus 14,910

Figura 22. Andlisis de reactividad cruzada en el grupo SME*DPT-
con fase solida S. melantho cruda. R?: coeficiente de regresion lineal.
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4.7.1.3. Grupo SME*DPT" con fase sdlida D. pteronyssinus
A medida que aumentaba la concentracion del competidor DPT, mayor era la inhibicién

en el ELISA (linea azul). El competidor SME no inhibia la unién de IgE especifica al acaro

(linea roja) (Figura 23).

Pool SME ' DPT (dilucién 1/6)

Fase solida: D. pteronyssinus

100

90
80
70

<
2 60 /
§ 40

30

20
10
0+ p—l—— g ‘ T
-2,20 -1,70 -1,20 -0,70 -0,20
log pg in test

=@-—D. pteronyssinus =@=S. melantho cruda

Competidor 50% Inhibicion (ug) R2
D. pteronyssinus 0,020 0,960
S. melantho cruda ND

Figura 23. Analisis de reactividad cruzada en el grupo SME*DPT*

con fase solida D. pteronyssinus. R? coeficiente de regresion lineal.
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4.7.1.4. Grupo SME'DPT" con fase sdlida D. pteronyssinus
A medida que aumentaba la concentracion del competidor DPT, mayor era la inhibicién

en el ELISA (linea azul). El competidor SME no inhibia la unién de IgE especifica al acaro

(linea roja). (Figura 24).

Pool SME DPT (dilucién 1/6)

Fase solida: D. pteronyssinus
100
» /I/‘-/.’——.
80
< 70 //
Z 60 /r
: 50
£
s X ./'/
30
20
10
0 F—— -——a——p—"1
2,20 -1,70 -1,20 0,70 -0,20 0,30 0,80
log pg in test
=@=D. pteronyssinus ~ =@=S. melantho cruda
Competidor 50% Inhibicion (ug) R2
D. pteronyssinus 0,019 0,976
S. melantho cruda ND

Figura 24. Analisis de reactividad cruzada en el grupo SME'DPT*
con fase solida D. pteronyssinus. R? coeficiente de regresion lineal.
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4.7.2. Inmunoblots de inhibicion

Para analizar la unién IgE a proteinas de extracto de gamba se realizaron inmunoblots
de inhibicién en pacientes con IgE positiva a gamba y a acaros (SME*DPT") y en

pacientes con IgE especifica a gamba pero no a acaros (SME*DPT)).

4.7.2.1. Grupo SME*DPT*

En el inmunoblot del grupo SME*DPT" sin fase previa de inhibicion se reconocieron
proteinas 36 kDa (flecha naranja), 17 kDa (flecha verde), 75 kDa (flecha azul) y de 110
kDa (flecha fucsia). A realizar el inmunoblot de inhibicién con la etapa previa de

competidor DPT no se modifico el resultado (Figura 25).

MW 1 2 3 4 5 6 7 8 g MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9
:
128 ' =8
TP 10 v 100 - -
T 75 75
0 - o -
T -, « "=ler u
25— PLR—
20 ‘ 20 -
B
L . - 15— - -
10 10—
Sin inhibir Inhibicién con DPT

Figura 25. Inmunoblot de inhibicion: Perfil alergénico del grupo SME*DPT" frente a extracto
de gamba. MW: peso molecular. 1: suero de paciente 10. 2: suero de paciente 30. 3: suero de
paciente 35. 4: suero de paciente 39. 5: suero de paciente 41. 6: control negativo 1 (mezcla de
sueros SME'DPT"). 7: mezcla de sueros SME*DPT*. 8: control negativo 2 (mezcla de sueros

SME*DPT* sin extracto). 9: control positivo (mezcla de sueros SME'DPT* con extracto DPT).
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4.7.2.2. Grupo SME*DPT-

RESULTADOS

En el inmunoblot del grupo SME*DPT" sin fase previa de inhibicion (Figura 26) se
reconocen proteinas de 36-37 kDa (flecha naranja), 28-30 kDa (flecha negra), 70-75 kDa
(flecha azul) y 150 kDa (flecha en verde claro). Realizando el inmunoblot de inhibicién con
la etapa previa de competidor DPT se obtuvo el mismo resultado.
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Inhibicién con DPT

Figura 26. Inmunoblot de inhibicién: Perfil alergénico del grupo SME*DPT" frente a extracto

de gamba. MW: peso molecular. 1: suero de paciente 3. 2: suero de paciente 7. 3: suero de

paciente 32. 4: suero de paciente 53. 5: suero de paciente 59. 6: control negativo 1 (mezcla de
sueros SMEDPT"). 7: mezcla de sueros SME*DPT-. 8: control negativo 2 (mezcla de sueros

SME*DPT- sin extracto). 9: control positivo (mezcla de sueros SME'DPT™* con extracto DPT).
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5. Discusion






DISCUSION

La alergia es una enfermedad compleja que ha presentado un aumento progresivo de su
incidencia en los paises desarrollados '’®. En las ultimas décadas se ha producido un
aumento notable de la patologia respiratoria y cutanea, pero ademas, la prevalencia de
la alergia a alimentos se ha incrementado rapidamente desde hace unos afos 8. Entre
los alimentos mas frecuentemente implicados destaca la alergia a marisco, cuya

prevalencia mundial aproximada es del 5.4% 2.

En nuestro estudio hemos incluido una cantidad elevada de pacientes comparados con
otros trabajos, que generalmente no superan los 70 pacientes 8'2'29' Esto nos permite
aumentar la potencia estadistica y mejorar el conocimiento sobre la alergia a gamba.
Durante todo el estudio se han empleado unos criterios clinicos muy estrictos para la
identificacion de los diferentes tipos de reacciones. Nuestra muestra esta formada

unicamente por adultos, lo que limita las conclusiones a esta poblacién.

5.1. Problemas en el diagnhdstico de la alergia a gamba

La alergia a alimentos supone un desafio para los alergélogos >*°. Las primeras pruebas
complementarias que se suelen realizar en el estudio de alergia son las pruebas cutaneas
intrapidérmicas, pero presentan una baja especificidad para diagnosticar la alergia a
alimentos. En nuestro trabajo, el uso de los extractos comerciales a gamba y extractos
preparados especificamente para la realizacion de estas pruebas, han generado
resultados dispares. En el mejor caso las positividades cutaneas sélo alcanzaron el 62.5%
(P.stylifera), pero a veces las positividades eran aun menores. Resultados parecidos se
habian reflejado previamente, al comparar los resultados con 5 extractos comerciales
diferentes en pacientes alérgicos a gamba, obteniendo reacciones cutaneas muy poco

homogéneas #'.

Ante la baja utilidad de las pruebas cutaneas intraepidérmicas para el diagnéstico, se
estudio el rendimiento diagndstico de las determinaciones de IgE especificas a gamba y
a Pen a 1. Entre los alérgicos a gamba, el 89.6% tenian IgE positiva a gamba y el 28.6%
tenian IgE positiva a Pen a 1. Este dato difiere del que se ha encontrado en otras
poblaciones, donde el porcentaje de pacientes alérgicos a gamba que presentan ademas
IgE especifica a tropomiosina suele ser muy elevado, como ocurre en Madrid, en cuya
poblacion se ha descrito que entre el 78% '® y el 98% %° de pacientes alérgicos a gambas

presentan IgE especifica a tropomiosina.
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Las determinaciones de IgE especifica a Pen a 1 de nuestros pacientes que habian tenido
anafilaxia no mostraron diferencias significativas frente al resto de sintomas. De hecho,
el 60% no reconocian Pen a 1. Este ultimo dato se habia sugerido previamente en otro
estudio mediterraneo, en el que observaban una baja reactividad IgE frente a
tropomiosina, y alta para otros alérgenos '®’. Pero en cambio, difiere de los datos que se
han publicado de pacientes de Galicia, una zona que comparte con Barcelona una
elevada presién ambiental a acaros del polvo doméstico ?®', donde los individuos con
reacciones alérgicas graves por ingesta de gamba tienen determinaciones de IgE
especifica a Pen a 1 mayores que los que presentan reacciones leves, y por esta razon
se considera un marcador de gravedad clinica, conclusidon que no se puede extraer de

nuestra poblacion.

En la busqueda de pruebas para mejorar el diagndstico de alergia a gamba, realizamos
determinaciones de IgE especifica a los extractos preparados especialmente para este
estudio, pero tras el analisis de los 117 pacientes incluidos, los valores obtenidos no eran
capaces de discriminar entre pacientes tolerantes y alérgicos en funcion de la
presentacion clinica. El extracto S. melantho cruda fue el mas reconocido por el total de
pacientes (35.9%), y por el total de pacientes alérgicos (39.4%). Ademas de obtener el
valor numérico mas alto por densidad 6ptica medida por absorbancia, era a su vez el que
presentaba mejor correlacién con el resto de extractos de forma global, por lo que se eligié

a S. melantho cruda (SME) para realizar el resto de ensayos.

En este estudio se ha incluido un numero elevado de pacientes adultos de la misma
ciudad, todos con sensibilizacién cutanea positiva a extracto comercial de gamba, y con
diversas manifestaciones clinicas, desde anafilaxia hasta tolerancia al alimento. Tras el
analisis de los datos y considerando todos los puntos comentados previamente, podemos
afirmar que, ni la medida de IgE especifica mediante UNICAP ni las lecturas de los ELISA
de los extractos preparados, nos sirven para diferenciar a nuestros pacientes
sensibilizados en alérgicos o tolerantes. Desde nuestro punto de vista, actualmente el
diagnostico de alergia a gamba no estd completamente resuelto, y sera necesario

encontrar pruebas complementarias que nos permitan mejorarlo.
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5.2. Relacién entre acaros y gambas

Multiples estudios han valorado la existencia de una relacion estrecha entre algunas
proteinas de acaros y gambas, y se ha apuntado que esta asociacion podria influir en el
desarrollo de la sensibilizacién frente a ellos 2871471837169 En estos trabajos se enfatiza
que el perfil de sensibilizacion de alergia a gambas de la poblacion puede variar en funciéon
del clima y la exposicién a acaros que presente ', Hasta ahora, en Espafia se han
estudiado con detenimiento las caracteristicas de la poblacién de Madrid y Galicia '*,
pero no se habia estudiado a la poblacion residente en Barcelona, por lo que creemos
que era fundamental estudiar el comportamiento de los pacientes con alergia a acaros y

gamba de nuestra regién geografica.

Tras la entrevista clinica y las pruebas intraepidérmicas con extracto comercial de acaro,
establecimos que la mayoria de los pacientes alérgicos a gamba eran también alérgicos
a acaros del polvo (73.7%). Entre los alérgicos a acaros, el 90.4% tenian IgE especifica
positiva a gamba, pero sin diferencias estadisticamente significativas frente a los no
alérgicos. A pesar de este elevado porcentaje de solapamiento, al medir la IgE especifica
por absorbancia s6lo una tercera parte de los pacientes alérgicos a gamba mostraban

positividad a los extractos de acaros preparados expresamente para este trabajo.

Datos previos de otros trabajos habian establecido cierta correlacién entre la ausencia de
reactividad cruzada y la positividad a Pen a 1 medida por UniCAP™, proponiendo un
punto de corte en la determinacion de Pen a 1 que ayudaria en el diagndstico de los
pacientes con alergia a gamba no sensibilizados a acaros '®. Sin embargo, en nuestra
poblacion la alergia a gamba y la alergia a acaros no se relacionaron con la positividad a
IgE especifica de gamba, ni con la positividad a IgE especifica de Pen a 1. De hecho, el
valor mas elevado de Pen a 1 obtenido por UniCAP™ era de un paciente tolerante a

gamba y alérgico a acaros.
5.2.1. Identificacion de proteinas comunes en acaros y gambas

Para determinar la presencia de proteinas comunes en acaros y gambas estudiamos las
caracteristicas de los extractos que se habian preparado para el estudio.

Se analizaron mediante espectrometria de masas y las proteinas obtenidas se
contrastaron con la bases de alérgenos Allergome 2% y de WHO/UIS . Se identificaron

varias proteinas comunes en los dos extractos, que podrian ayudar a comprender la
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reactividad cruzada entre gambas y acaros Dermatophagoides, entre las que destacaban
la Tropomiosina, Paramiosina, Arginina quinasa, Triosa-fosfato isomerasa y Proteina de
choque térmico.

Adicionalmente, en el extracto de S. melantho cruda también se identificaron la Proteina
sarcoplasmica de union a calcio, Cadenas ligeras de la miosina, Troponina C y Troponina

|, todas ellas consideradas alérgenos de gamba 2%,

Para identificar el perfil proteico y alergénico de los pacientes, se realizaron inmunoblots
con los sueros de los grupos SME*DPT*, SME*DPT", SME'DPT*y SMEDPT", con extracto
de gamba (SME) y de acaro (DPT) para 5 pacientes de cada grupo descrito.

En el inmunoblot con los sueros procedentes de los grupos SME*DPT"y SME*DPT frente
a gamba (Figuras 14 y 16), se reconocieron proteinas de tamafio similar, destacando en
ambos la de peso equivalente a 36 kDa que corresponde a tropomiosina, y la de 75 kDa
que corresponde a hemocianina. Simultaneamente, en el immunoblot de los pacientes del
grupo SME'DPT" frente a extracto de gamba (Figura 14) se observo el reconocimiento a
proteinas de tamano coincidente con el de la cadena ligera de la miosina (17 kDa),
mientras que en el immunoblot de los pacientes del grupo SME*DPT frente a extracto de
gamba (Figura 16) destaca el reconocimiento de una proteina de 28-30 kDa que

corresponde al peso molecular de la troponina y la triosa fosfato isomerasa.

En el inmunoblot con los sueros procedentes de los grupos SME*DPT'y SME DPT" frente
a acaros (Figuras 15 y 18, respectivamente) se observa un gran reconocimiento de
proteinas. En comun se distinguen reconocimientos a proteinas de 15 kDa, que coincide
con el peso molecular de las proteinas del grupo 2, de 25 kDa que podria corresponder
con diversas proteinas (como Der p 1, Der p 2, Der p 5, Der p 13 o Der p 23), y de 55
kDa, correspondiente a amilasa.

Al mismo tiempo, en el immunoblot de los pacientes del grupo SME*DPT"® frente a
extracto de acaro (Figura 15) se observé un reconocimiento a proteinas de 20-22 kDa
(corresponden a proteinas del grupo 22). Por su lado, en el immunoblot de los pacientes
del grupo SME'DPT" frente a extracto de acaro (Figura 18) se reconocen proteinas de
alto peso molecular (quitinasa, paramiosina).

En los todos ensayos con los sueros de pacientes DPT" frente a acaros se identificaron
proteinas correspondientes a 15 kDa (Figuras 15 y 19), pero no se identificaron proteinas

de peso molecular alrededor de 36 kDa.
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5.2.2. Reactividad cruzada entre gamba y acaros

En los ensayos ELISA de inhibicion realizados en los grupos SME*DPT" y SME*DPT", con
fase soélida S. melantho cruda (Figuras 21 y 22) se observo que la inhibicién de las uniones
IgE era mayor cuanto mayor era la concentracién de competidor SME. Cuando el
competidor era DPT, también se detectd que el acaro inhibia la union de la IgE especifica
a la gamba, lo que confirmé que acaros y gambas comparten proteinas comunes. Ahora
bien, en el grupo SME'DPT" la concentracién de competidor DPT debia ser mucho mayor
para inhibir las mismas uniones, lo que indica que tenia una afinidad menor para S.

melantho cruda.

Analizando en conjunto los resultados obtenidos de los sueros SME*DPT", ya fuera en
fase solida S. melantho cruda o fase sélida D. pteronyssinus (Figuras 21 y 23), se pudo
concluir que existen proteinas de los sueros que se unen a DPT y a SME, pero siendo
mucho mas afines a DPT, de lo que se dedujo que probablemente el sensibilizador

primario eran los acaros.

Los sueros SME'DPT" en fase soélida S. melantho cruda (Figura 22), a pesar de ser
intrinsecamente negativos a DPT, también respondian frente al competidor DPT, aunque
en menor medida que la de los sueros SME*DPT*. Este comportamiento indicaba la
existencia de proteinas de los sueros que se unian a DPT y a SME, y por ende, que los

pacientes con sensibilizacion a gamba si presentan reactividad cruzada con acaros.

En el ensayo opuesto, realizado con los sueros SME'DPT" en fase sélida D. pteronyssinus
(Figura 24), se observo la falta de reaccion frente al competidor SME. Este resultado
indico que el extracto de gamba no inhibia la unién especifica al acaro, y por lo tanto, los
pacientes Unicamente sensibilizados a acaros no presentaban reactividad cruzada con la

gamba.

Para analizar la unién IgE a proteinas de extracto de gamba se realizaron inmunoblots de
inhibicion en pacientes SME*DPT* y SME'DPT. En ninguno de los dos grupos la
inhibicion con DPT alteré el reconocimiento de proteinas de los sueros, por lo que no nos
aportaba informacion sobre los alérgenos que pudieran estar implicados en la reaccion.

Seria preciso aumentar el nimero de ensayos para obtener conclusiones.
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5.2.3. Relacioén entre los diferentes patrones de sensibilizacion y la clinica

Por ultimo, se quiso valorar si los resultados obtenidos en los analisis anteriores se podian
utilizar para poder relacionarlos con manifestaciones clinicas concretas, pero no se
demostré que hubiera un patron de reconocimiento de proteinas especifico con unas
manifestaciones clinicas concretas.

Por ejemplo, en el grupo SME*DPT" los pacientes cuyos sueros correspondian a los
carriles 4 y 5 presentaron perfiles muy distintos de inmunoblot, pero ambos pacientes
tenian IgE especificas positivas a gamba (11.3 KUA/L y 3.35 KUA/L respectivamente),
IgE negativas a Pen a 1, y ambos referian tolerar la ingesta de gambas (Figuras 14 y 15).
En el carril 1 del grupo SME*DPT  se analizé el suero de un paciente que habia
presentado multiples anafilaxias, y reconocia una proteina que por tamafo correspondia
a la tropomiosina. En el estudio analitico presentaba determinacién de IgE positiva a
gamba (2.11) pero negativa a Pen a 1 (Figura 16).

El paciente correspondiente al carril 3 del grupo SME*DPT referia tolerancia a la ingesta
de gamba y en el patron de inmunoblot de su suero se apreciaba reconocimiento a una
proteina de 36-38 kDa, probablemente la tropomiosina. En el estudio analitico presentaba
valores elevados de IgE especifica a gamba (30.9 KUA/L) y a Pen a 1 (24.2 KUA/L)
(Figura 16). El inmunoblot de su suero era practicamente idéntico al del paciente del carril
4 del grupo SME'DPT", que referia tolerancia habitual a la ingesta de gamba, y tenia
valores de IgE especifica a gamba positivos (11.3 KUA/L), pero negativos a Pen a 1
(Figura 14).

5.3. Relevancia clinica

Este es el primer estudio realizado en nuestra zona que describe la existencia de
reactividad cruzada entre acaros y gambas, y que determina que el responsable de la
sensibilizacion primaria son los acaros.

Clasicamente, se ha atribuido la responsabilidad de la reactividad cruzada entre acaros y

55,152

gambas a la tropomiosina , pero a la luz de los datos obtenidos en nuestro estudio, y

en consonancia con otros trabajos realizados en esta direccion '¢4171-173

, parece que, en
poblaciones con elevada presion ambiental de acaros, el papel de la tropomiosina puede
estar limitado, mientras que otros alérgenos adquieren relevancia en esta relacion,

definiendo un patrén mas selectivo de alergia alimentaria.
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5.4. Limitaciones del estudio

En nuestro estudio no realizamos pruebas de provocacién oral, pero los criterios clinicos
para agrupar a los pacientes por sintomas eran muy estrictos, y se ha descrito que de
esta manera es muy poco probable que suponga un sesgo '®. A pesar de que se
considera que las pruebas de provocacién oral son el patron oro de diagnéstico de la
alergia alimentaria, también tienen sus limitaciones en cuanto a validez diagndstica.
Sabemos que la dosis de proteina umbral (ED1o) es cien veces mayor para la gamba que
para otros alimentos 2°°. Ahora bien, por un lado, esta descrito que los cofactores pueden
estar implicados hasta en el 40% de las reacciones, y que actuan disminuyendo el umbral
de tolerancia al alimento; y por otro, los alérgenos pueden modificarse segun el cocinado.
Ante una prueba de provocacion negativa podemos concluir que un paciente tolera el

alimento a pesar de estar sensibilizado, y exponerlo a un riesgo de reaccion %2,

5.5. Lineas de futuro

El siguiente paso sera la realizacién de ensayos dot-blot para describir los alergogramas
de nuestros pacientes. Es posible que en nuestra zona participe la ubiquitina como
alérgeno relevante para la reactividad cruzada, como ocurre en zonas de clima atlantico

con elevada presion ambiental de acaros y gran consumo de marisco '%.
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CONCLUSIONES

Se ha demostrado la existencia de reactividad cruzada entre los acaros del polvo

doméstico y la gamba en nuestra poblacion.

En nuestra poblacién el responsable de la sensibilizacion primaria son los acaros

del polvo doméstico.

En los extractos de acaros del polvo doméstico y de gamba estudiados se han
hallado proteinas comunes que podrian justificar la reactividad cruzada entre

ambos.
En nuestra poblaciéon las pruebas cutaneas intrapidérmicas a los extractos
testados y la determinacién de IgE especifica a gamba y a Pen a 1, no son capaces

de discriminar a los pacientes alérgicos a gamba de los no alérgicos.

Ninguna de las variables estudiadas se asocia a manifestaciones clinicas

determinadas.
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8. Anexos






ANEXO 1. TABLA DE IgE ESPECIFICAS EN ALERGICOS A GAMBA

ALERGIA GAMBA IEE GAMBA IEE Pen a 1 | P. stylifera cruda | P. stylifera cocida|P. i cocida cruda cocida | Mezclad especies crudas | Mezclad especies cocidas
1 14.4 11.5 2,115 1,360 2,894 3,830 2,822 1,789 0,781
1 1.07 1.21 0,529 0,476 1,536 1,219 1,049 0,024 0,223
1 147 0.52 0,020 0,038 0,392 0,376 0,329 0,000 0,000
1 8.18 0 0,066 0,036 0,103 0,214 0,176 0,075 0,000
1 1.16 0 0,139 0,000 0,364 0,545 0,123 0,100 0,000
1 NR NR 0,222 0,062 0,765 0,809 0,609 0,000 0,000
1 NR NR 0,000 0,000 0,321 0,232 0,130 0,000 0,000
1 11.5 12 1,356 1,722 3,487 3,905 3,451 1,95 1,218
1 0.67 048 0,081 0,071 0,200 0,257 0,207 0,111 0,016
1 59.7 NR 4,014 4,027 4,012 4,082 4,038 4,001 3,609
1 1,05 0,02 0,101 0,045 0,657 0,620 0,357 0,000 0,000
1 18 153 0,278 0,309 0,681 0,678 0,674 0,309 0,305
1 347 o 0,167 0,022 0,770 1,178 0,192 0,371 0,070
1 19.8 NR 0,909 0,326 3,176 3,533 1,267 1,589 0,301
1 20 28 2,282 2,256 3,935 4,042 4,038 2,098 1,933
1 2.56 NR 0,081 0,000 0,083 0,283 0,066 0,039 0,000
1 0.79 0.38 0,088 0,079 0,292 0,330 0,307 0,019 0,044
1 4.74 0.03 0,269 0,132 0,835 0,980 0,908 0,138 0,054
1 4.12 0.28 0,459 0,105 0,858 1,291 0,568 0,205 0,040
1 16.2 11.4 1,656 1,756 3,552 4,042 3,395 1,637 1,350
1 7.44 5.22 0,766 0,784 1,608 2,078 1,620 1,131 0,572
1 18.8 0.09 0,190 0,158 0,281 0,540 0,448 0,356 0,111
1 0.36 0.01 0,042 0,021 0,322 0,320 0,212 0,000 0,011
1 225 0.03 0,300 0,000 0,000 0,532 0,010 0,227 0,000
1 0.87 0.11 0,174 0,127 0,412 0,502 0,493 0,076 0,114
1 4.51 0.01 0,187 0,023 0,317 0,156 0,390 0,103 0,150 0,000
1 7.18 7.81 0,630 0,773 0,618 1,506 1,543 1,512 0,571 0,729
1 217 0 0,839 0,037 1,086 0,061 0,582 0,091 1,022 0,029
1 02 0 0,083 0,066 0,014 0,186 0,245 0,219 0,036 0,073
1 4.33 2.1 1,175 0,662 1,190 0,734 0,977 0,663 1,330 0,616
1 234 153 4,003 2,836 3,458 3,185 4,035 3,221 4,033 2,610
1 0.96 0 0,477 0,074 0,761 0,426 0,538 0,074 0,708 0,127
1 0.29 0 0,098 0,062 0,062 0,111 0,220 0,112 0,041 0,045
1 79.9 25 4,003 4,031 4,032 4,032 4,035 4,040 4,033 4,027
1 6.26 53 1,452 1,208 1,204 1,540 1,444 1,242 1,727 1,164
1 556 375 3,003 2,292 2,597 2,769 3,167 2,348 3,831 2,221
1 1.28 02 0,127 0,093 0,208 0,174 0,129 0,135 0,283 0,126
1 0.21 0.01 0,308 0,159 0,034 0,518 0,322 0,326 0,041 0,109
1 0.22 0 1,005 0,020 0,928 0,007 0,182 0,010 0,858 0,003
1 15 1.24 1,419 1,148 0,904 1,350 1,448 1,152 1,413 1,119
1 3.76 1.08 0,674 0,840 0,203 0,998 0,796 0,813 0,498 0,980
1 6.62 NR 0,000 0,239 0,274 2,193 0,038 0,094 0,250 0,106
1 0.67 0.48 0,053 0,052 0,091 0,067 0,062 0,056 0,112 0,083
1 0 0 0,002 0,028 0,019 0,022 0,066 0,032 0,029 0,029
1 5.04 4,39 0,044 0,000 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000
1 4.23 0.03 0,000 0,006 0,000 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0.02 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,004 0,001 0,000 0,034
1 045 0 0,026 0,000 0,000 0,015 0,023 0,024 0,000 0,000
1 2,28 0 0,018 0,000 0,000 0,032 0,000 0,000 0,000 0,000
1 9.89 0.03 0,005 0,000 0,000 0,001 0,002 0,000 0,000 0,040
1 0.97 0 0,010 0,000 0,038 0,000 0,034 0,001 0,000 0,000
1 1.04 0 0,000 0,000 0,000 0,016 0,000 0,000 0,000 0,002
1 0.57 ) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 247 0.02 0,091 0,026 0,189 0,128 0,229 0,153 0,014 0,000
1 2,54 0 0,000 0,000 0,091 0,004 0,098 0,020 0,000 0,019
1 043 0 0,009 0,000 0,290 0,177 0,142 0,013 0,015 0,006
1 1.76 0.1 0,049 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000 0,000 0,092
1 2.1 0 0,000 0,000 0,017 0,000 0,016 0,006 0,000 0,000
1 4.5 0.01 0,008 0,000 0,000 0,012 0,006 0,000 0,000 0,004
1 111 0.02 0,003 0,000 0,000 0,009 0,007 0,000 0,000 0,000
1 0.76 0 0,041 0,000 0,096 0,000 0,123 0,000 0,000 0,000
1 09 0.02 0,000 0,000 0,000 0,046 0,023 0,006 0,000 0,000
1 0.56 0.02 0,000 0,000 0,000 0,011 0,009 0,000 0,000 0,005
1 0.46 0.13 0,000 0,000 0,066 0,030 0,064 0,057 0,000 0,000
1 8.18 0 0,000 0,000 0,111 0,022 0,078 0,036 0,000 0,000
1 213 0 0,000 0,000 0,016 0,005 0,171 0,008 0,000 0,000
1 0.57 0 0,000 0,000 0,010 0,000 0,014 0,001 0,000 0,000
1 0.69 0 0,002 0,014 0,041 0,025 0,034 0,018 0,035 0,015
1 0.11 0 0,000 0,005 0,007 0,002 0,011 0,034 0,006 0,004
1 0.45 0 0,000 0,028 0,015 0,003 0,025 0,022 0,029 0,026
1 NR NR 0,034 0,032 0,012 0,067 0,042 0,031 0,019 0,030
1 0 0 0,055 0,057 0,131 0,066 0,068 0,095 0,180 0,068
1 0.14 0 0,035 0,047 0,006 0,033 0,064 0,069 0,030 0,023
1 0.28 0 0,002 0,022 0,026 0,023 0,023 0,029 0,031 0,019
1 0.36 0 0,009 0,034 0,006 0,022 0,034 0,047 0,017 0,016
1 0.02 0 0,000 0,005 0,002 0,009 0,015 0,021 0,019 0,001
1 0.03 0 0,004 0,019 0,019 0,008 0,013 0,035 0,034 0,012
1 1,04 0 0,000 0,019 0,019 0,026 0,021 0,041 0,015 0,015
1 13 0 0,000 0,008 0,000 0,002 0,027 0,025 0,006 0,000
1 0.76 0 0,004 0,018 0,034 0,004 0,018 0,019 0,029 0,013
1 0.03 0 0,023 0,027 0,012 0,054 0,052 0,041 0,031 0,038
1 0.24 ) 0,000 0,015 0,017 0,001 0,008 0,009 0,016 0,005
1 111 0.14 0,115 0,114 0,053 0,231 0,135 0,122 0,088 0,145
1 0 0 0,000 0,021 0,000 0,020 0,030 0,026 0,003 0,011
1 0.35 0 0,000 0,015 0,001 0,002 0,008 0,011 0,005 0,008
1 0.14 0 0,068 0,051 0,018 0,108 0,110 0,069 0,041 0,039
1 047 0 0,000 0,013 0,013 0,005 0,008 0,112 0,007 0,009
1 0.68 0 0,210 0,016 0,136 0,001 0,090 0,010 0,209 0,006
1 0.31 0 0,004 0,017 0,021 0,011 0,027 0,013 0,008 0,018
1 0.8 0 0,000 0,011 0,030 0,004 0,016 0,030 0,027 0,013
1 0.01 0 0,000 0,020 0,009 0,025 0,014 0,028 0,021 0,021
1 0.13 0 0,002 0,022 0,004 0,030 0,055 0,049 0,004 0,015
1 0 0 0,042 0,013 0,045 0,002 0,008 0,040 0,013 0,002
1 0.18 0 0,021 0,022 0,081 0,042 0,047 0,047 0,065 0,022
1 0.11 0.01 0,044 0,035 0,026 0,052 0,103 0,083 0,046 0,055
1 0.27 0 0,000 0,013 0,009 0,002 0,009 0,010 0,003 0,011
1 0.56 NR 0,110 0,050 0,035 0,102 0,136 0,066 0,057 0,032
1 03 o 0,123 0,055 0,051 0,111 0,124 0,119 0,071 0,063
1 0 0 0,000 0,004 0,012 0,002 0,011 0,010 0,005 0,008

135






ANEXO 2. TABLA DE IgE ESPECIFICAS EN NO ALERGICOS A GAMBA

ALERGIA GAMBA |IgE GAMBA |IgE Pena 1 |P. stylifera cruda | P. stylifera cocida|P. i cruda| P. i cocida cruda cocida| Mezclad especies crudas| Mezclad especies cocidas
0 1.3 0 3,143 0,400 3,966 0,856 2,303 0,611 3,799 0,365
0 3.35 0.02 0,817 0,477 0,074 0,648 0,862 0,749 0,206 0,416
0 265 5.29 2,967 2,264 1,313 3,564 3,094 2,870 2,091 2,159
0 0.3 0 0,000 0,012 0,018 0,018 0,033 0,044 0,006 0,013
0 0.79 0 0,048 0,054 0,046 0,051 0,046 0,040 0,040 0,043
0 0.12 0 0,066 0,194 0,060 0,070 0,060 0,062 0,072 0,161
0 0 0 0,013 0,030 0,041 0,141 0,152 0,149 0,000 0,002
0 NR NR 0,013 0,000 0,039 0,000 0,051 0,020 0,000 0,000
0 0.17 042 0,050 0,071 0,053 0,107 0,082 0,076 0,057 0,082
0 0.32 0,06 0,064 0,086 0,113 0,091 0,098 0,071 0,113 0,091
0 0.3 0 0,000 0,000 0,141 0,000 0,084 0,027 0,000 0,000
0 0.09 0,04 0,000 0,000 0,000 0,000 0,012 0,053 0,000 0,000
0 NR NR 0,000 0,009 0,000 0,000 0,006 0,076 0,000 0,000
0 0 0.01 0,000 0,000 0,000 0,000 0,014 0,015 0,000 0,000
0 0.66 0 0,004 0,000 0,000 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000
0 0.84 NR 0,000 0,000 0,000 0,028 0,000 0,000 0,000 0,000
0 0.75 NR 0,001 0,000 0,188 0,000 0,061 0,000 0,000 0,000
0 1,51 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,025 0,000 0,000 0,000
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