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Presentacié

PRESENTACIO:

Aquesta tesi es presenta com a compendi de publicacions segons la normativa aprovada
per la Comissié de Doctorat de la Universitat Autonoma de Barcelona.

La introducci6 té com a objectiu revisar de manera objectiva el coneixement existent del
fenomen d’hipersensibilitat al liquid seminal huma, atenent tots els seus aspectes, com
les manifestacions cliniques, 'origen, la freqiiéncia, el diagnostic diferencial, I'avaluacié
clinica i el tractament; i el coneixement existent de 1'al lergia a epitelis. Altres objectius
de la introducci6é sén revisar els principis basics de la reaccié al lergica i avaluar les
novetats en 1'al lérgia respiratoria, I’anafilaxi i 'esterilitat per causa desconeguda.

En l'apartat de metodologia s’inclouen aquells aspectes que, tot i ja estar inclosos en les
diverses publicacions d’aquesta tesi, s’han considerat rellevants per donar una visié de
conjunt. Aquest apartat conté les caracteristiques de la poblacié estudiada, els
procediments i, finalment, I’analisi estadistica.

Es presenten tres publicacions: dues corresponen a I’area del fenomen d’hipersensibilitat
al liquid seminal huma, i la tercera correspon més especificament a 1'area de 1’al lergia a
la caspa de gos.

En primer lloc, s’inclou la presentacié d"un cas clinic d'una pacient afectada d’al lérgia al
liquid seminal huma i l'estrategia terapeutica usada per resoldre el problema de
concepcié que el desordre comportava a la pacient i a la seva parella. La segona
publicacid, sens dubte la més rellevant de la tesi, identifica I’antigen prostatic especific
com l'al lergen causal de I'al lérgia al liquid seminal huma que presenta la pacient del
primer estudi. A més, presenta el fenomen de reactivitat encreuada entre l'antigen
prostatic especific present al liquid seminal huma i una proteina en aquell moment
encara no identificada de la caspa de gos com a possible origen del fenomen. En el tercer
manuscrit es descriu 'al lergen de la caspa de gos que presenta reactivitat encreuada
amb l’antigen prostatic especific.

També es presenten els resultats de tres treballs annexos a la linia d’investigaci6é de la
tesina. El primer és un estudi de la prevalenca de reconeixement de la proteina de la
caspa de gos amb reactivitat encreuada amb 1’antigen prostatic especific identificada
com a Can f 5 en una poblacié d’al lergics al gos de Catalunya. Aquest treball va ser
presentat com a comunicacié oral en el Congrés de 1’Academia Europea d’Al lergia i
Immunologia Clinica celebrat a Londres el juny de 2010, i va ser premiat pel jurat.
Actualment se n’esta preparant el manuscrit per publicar-lo. El segon és un estudi de la
sensibilitzacié al liquid seminal huma i la caspa de gos en una poblacié de dones amb
esterilitat per causa desconeguda. El tercer és un estudi per determinar I'al lergenicitat
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del PSA en semens de diversos donants. Aquests treballs van ser presentats com a
comunicacié oral a la Sessi6 de Professors Convidats del Servei d’Andrologia de
I'Hospital de Sant Pau, Fundacié Puigvert i a la Jornada de Cloenda de la Societat
Catalana d’Al lergologia respectivament. Es presenten en aquesta tesi en format carta a
l'editor.

Finalment, s’inclou un apartat de discussié general i conclusions on es recapitula de
manera sistematica sobre alguns aspectes discutits i presentats a les diverses
publicacions.
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Aquesta tesi va néixer gairebé de casualitat fa uns set anys enrere, quan una jove
estudiant de Medicina que havia acabat la residéncia en al lergologia va comencar el
gran repte d’enfrontar-se a ’apassionant mén de l’assisténcia medica en el camp de la
immunoal lergia a I'Institut Universitari Dexeus.

Dia rere dia, malalt rere malalt, i van ser molts, descobreixes que malgrat que els
individus cauen malalts i requereixen 1'experiencia dels metges, aquests no tenim totes
les respostes, i aix0 és especialment veridic en el camp de la immunoal léergia. Vaig
aprendre la cosa més important per a qualsevol metge jove que vol dedicar-se a la
investigacié (encara que jo en aquell moment ni m"ho plantejava): a escoltar cada malalt
com si fos tUnic, a intentar comprendre el perqué de la seva malaltia amb els
coneixements que havia adquirit en el camp de I'al lergologia, i, quan el que jo sabia no
em donava la resposta, a continuar endavant, formular hipotesis i intentar demostrar-
les. “Darrere cada malalt hi ha molt per aprendre.”

La flama de l'interes per la investigacié6 medica havia calat en mi i I'he portat encesa a
tot arreu on he anat.

El recorregut culmina amb els tres articles cientifics que es presenten en aquest treball.
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Introduccié

INTRODUCCIO
Al lergia

Definicio
Els termes allergia, hipersensibilitat i atopia van estretament lligats, pero els seus
conceptes son clarament diferents.

El terme al lergia va ser introduit en la literatura medica el 1906 per von Pirquet per
referir-se a una resposta immunologica nociva.' La paraula deriva del terme grec allos
‘canviat’, i ergos ‘reacci¢’. Posteriorment es va fer servir aquest terme amb moltes altres
accepcions, amb la consegiient falta d’acord en el seu significat.

La reaccié d’hipersensibilitat immediata va ser descoberta a principis del segle XX per
Paul Portier i Charles Robert Richet! quan, durant els seus estudis sobre el paper
protector de la immunitzaci6, varen observar que els gossos als quals s’injectava toxina
de l'ortiga de mar morien després d"una segona exposicié. En obtenir I’efecte contrari a
la protecci6, varen denominar la reaccié anaphylaxis.?

El 1923 el terme atopia, del grec atopos ‘fora de lloc’, va ser usat per Coca i Coke per
descriure les reaccions cutanies en forma de papula i eritema que es presentaven de
forma immediata, en resposta als al lergens en pacients amb simptomes respiratoris
d’asma i rinoconjuntivitis. Posteriorment, Pepys® va definir atopia com aquella forma de
reactivitat immunologica en I'individu en que es produeixen anticossos de tipus reaginic
en resposta a l'exposicié a allergens comuns de l'ambient de l'individu. El 1963,
Coombs i Gell® varen editar un llibre en qué usaven el terme al érgia en el sentit original
de von Pirquet: I'usaven com a base racional per a la classificacié de les reaccions
d’hipersensibilitat, hipersensibilitat tipus I o anafilactica, tipus II o citotoxica, tipus III o
reaccié d’Arthus i tipus IV o d’hipersensibilitat retardada.’

L’Académia Europea d’Al lergologia i Immunologia Clinica (EAACI) va publicar el 2001
una revisi6 de la nomenclatura en al lergologia’ amb la finalitat d’unificar i definir
aquests conceptes; 1'Organitzaci6 Mundial d’Allergia va revisar el 2003 aquesta
terminologia.® En el document s’estableix que el terme hipersensibilitat s’ha d’usar per
descriure simptomes o signes objectius i reproduibles iniciats per 1'exposicié a estimuls
definits a una dosi tolerada per persones normals. Es defineix com al lergia aquella
reacci6 d’hipersensibilitat iniciada per mecanismes immunologics especifics, en qué
anticossos o cellules poden fer de mitjancers. Quan un anticos pertany a l'isotip
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immunoglobulina E (IgE), es parla d’al lérgia vehiculada per IgE. En el context d’una
reaccié immunologica, el desencadenant es denomina antigen.

Segons I'EAACI, el terme atopia s’hauria de reservar per descriure la predisposicié
genetica per produir anticossos IgE en resposta a 1'exposicié a substancies que sén
tolerades per la majoria de la poblacié exposada.

Malgrat que classicament s’ha considerat la reacci6 allergica com una reaccié
d’hipersensibilitat tipus I de la classificacié de Gell i Coombs, en realitat hi participen
diversos mecanismes immunologics.’ I'expressié clinica d’aquesta reaccié6 pot donar
lloc a l'aparicié de quadres clinics com rinoconjuntivitis, asma, urticaria, gastroenteritis,
o anafilaxi en funci6 de I'0rgan diana afectat.

De forma esquematica, la seqiiencia d’esdeveniments que es produeixen en aquest tipus
de reaccions és la que es mostra a la Figura 1.'° L exposici6 a I'al lergen en un individu
susceptible condueix a la sensibilitzaci6, que suposa la produccié d’anticossos especifics
IgE davant d’aquest antigen i la seva unié als seus receptors especifics d’alta afinitat
(FceRI), presents principalment en la superficie de mastocits i basofils. En una
reexposici6 a 1'al lergen, aquest pot reaccionar davant de la IgE especifica i produir un
entrecreuament de dues molecules d’IgE adjacents i l'agregaci6 dels FceRI
corresponents, i provocar l'activacié dels mastocits i basofils i l'alliberament de
mediadors inflamatoris preformats i de sintetitzats de novo. Aquests, mitjancant la seva
acci6é farmacologica sobre els organs diana, indueixen 1'aparicié dels tipics simptomes
de la fase immediata de la reaccié al lérgica: broncospasme, rinitis, urticaria, diarrea,
vOmits o anafilaxi.

Aquesta fase immediata de la reacci6 al lergica va seguida, a les 4-6 hores, d’una reaccié
més tardana caracteritzada per un infiltrat inflamatori i un edema dels teixits. La
desgranulacié mastocitaria condueix a un augment de la permeabilitat vascular, indueix
I'expressié de moléecules d’adhesié com la vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) i la
secreci6 de quimiocines com ara l'eotaxina i Regulated upon Activation, Normal T Cell
Expressed and Secreted (RANTES), que provoca un reclutament selectiu d’eosinofils,
monocits i limfocits T i B que amplifiquen i perllonguen la resposta inflamatoria.
Clinicament, es tradueix en simptomes més persistents com la hiperreactivitat
bronquial, I’obstruccié nasal o I'éczema.
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Figura 1 Fase de sensibilitzacié.

# 1 - Entrada d’allergens en els teixits periferics i captacié per les cel lules
presentadores d’antigen (CPA) immadures.

s 2-CPA madura amb I'antigen processat.

= 3a- Arribada de I'antigen, lliure i processat per CPA, al gangli limfatic.

u  3b - Arribada de limfocits B i T preimmunes al gangli limfatic.

= 4 - Presentaci6 de I’antigen processat al limfocit T. Activaci6 del limfocit T.

m 5 - Presentacié de I'antigen lliure al limfocit B. Activacié del limfocit B pel limfocit T
activat.

m 6 - Expansiéo clonal dels limfocits B i diferenciacié a cellules plasmatiques
productores d'IgE especifica.

= 7 -Transport d'IgE especifica als teixits periférics.
m  8-Uni6 de la IgE als receptors d’alta i baixa afinitat de les cel lules efectores.
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m 9 -Sensibilitzacié de les cel lules efectores, mastocits i eosinodfils. FASE EFECTORA.
m 10 - Segon contacte amb I'al lergen després de la fase de sensibilitzacié.
= 11 - Polaritzacié d'IgE positiva a I’al lergen i inici de la degranulacié dels mastocits.

12 - Alliberament de mediadors inflamatoris. Fase d’expressié clinica. (Extret de la
tesi doctoral de la Dra. Olga Luengo, reproduit amb permis del Dr. M. Labrador).

Al lergen

Un al lergen és un antigen capac de desencadenar una resposta IgE en un individu
atopic. El terme allergen es fa servir per descriure dues propietats moleculars: la
propietat de sensibilitzar, és a dir, la capacitat d’induir la produccié d’anticossos IgE; i la
propietat de desencadenar una reacci6 al lergica'’.

Generalment soén proteines o glicoproteines de pes molecular entre 5.000 i 70.000
daltons. Classicament, s’ha definit els al lergens principals com aquells que indueixen
una resposta IgE en més del 50% dels pacients exposats a la font al lergogena que els
conté, i que tenen simptomes quan s’hi exposen.'”> Aquesta és, malgrat tot, una definici6
arbitraria®® i alguns autors no la consideren satisfactoria, ja que no reflecteix la vertadera
contribucié de I'al lergen a la reactivitat global de I'extracte i la terminologia podria
induir a error, ja que un al lergen principal no és sinonim de major risc al lergogen.

Al lergenicitat

S’ha establert que perque una molecula sigui un al lergen ha de complir quatre requisits:
1. Tenir una estructura tridimensional que 1’anticos reconegui.

2. Tenir una estructura primaria que pugui ser presentada pels al lels HLA de classe II
del complex major d’histocompatibilitat.

3. L’afinitat entre al lergen i anticos hauria de ser adequada per assegurar la uni6 a
baixes concentracions.

4. Ha de contenir almenys dos epitops que actuin de pont per I'entrecreuament amb
l'anticos IgE especific.'*

Els al lergens solen ser proteines, pero no totes les proteines son al lergens. Malgrat el
creixent coneixement sobre l'estructura i la funcié dels al lergens, les caracteristiques
diferencials que fan d’una proteina un al lergen segueixen essent objecte d’estudi i
debat. Un corrent d’estudi reivindica que qualsevol proteina immunogena presentada al
sistema immunitari d'un individu atopic (en un context adequat i en prou quantitat) pot
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convertir-se en un al lergen'®, mentre que una altra visi6 atribueix I'al lergenicitat a

certes caracteristiques estructurals de les proteines.'®

El coneixement actual de la distribuci6é limitada dels al lérgens a un grup reduit de
families de proteines'’ recolzaria més 'assumpci6é que no qualsevol proteina és capag de
comportar-se com un al lergen.

D’altra banda, I'ampli espectre de proteines al lergogenes, que inclouen gran varietat
d’estructures i funcions, fa poc probable que les caracteristiques estructurals de les
proteines siguin les tniques responsables de la resposta IgE. Encara que quedi per
dilucidar quines caracteristiques moleculars governen 1’al lergenicitat d'una proteina, se
sap que aspectes com la mida, la solubilitat, la integritat de la proteina i 'estabilitat
contribueixen notablement a la seva poténcia al lergogena.'*

La mida i la solubilitat de la proteina intacta sén factors especialment rellevants per als
al lergens aerotransportats que accedeixen a l'organisme a través de les vies
respiratories.

També sén importants per a 1'al lergenicitat la dosi i la ruta d’exposicié de 1'al lergen,
aixi com la predisposici6 genetica de l'individu. En condicions naturals, 1'exposicié
repetida a dosis baixes d’allérgens (1-10 pg/any) és suficient per produir la
sensibilitzacié en individus genéticament predisposats.®

Respecte a la dosi d’exposicié, 'abundancia relativa de certes proteines en la font
al lergogena és un tret comt de molts antigens. No obstant aixo, algunes proteines
presents en grans quantitats en mdltiples plantes no han demostrat mai ser
al lergogenes, mentre que altres poc abundants, com les proteines de transferencia de
lipids (LTPs), son al lergens molt potents. Per tant, sembla que la quantitat de proteina
per ella mateixa no explica l'al lergenicitat, i probablement la importancia d’aquest
factor és secundaria respecte a I'estabilitat de la proteina.*®

S’han plantejat diverses hipotesis sobre les propietats intrinseques dels al lergens com a
determinants de la seva al lergenicitat, que inclouen la hipotesi enzimatica i la del
mimetisme molecular.*

La hipotesi enzimatica es va formular pel fet que les proteases (particularment les del
grup I dels acars de la pols domestica), quan arriben per via inhalada, poden augmentar
la permeabilitat local de la mucosa del tracte respiratori, contribuint aixi a
l'al lergenicitat. No obstant aixo, la majoria d’allérgens no tenen cap activitat
enzimatica, i d’aixo se'n dedueix que no hi ha connexié obligatoria entre al lergenicitat i
activitat enzimatica.”!
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La hipotesi del mimetisme molecular postula que una vegada produida una resposta
al lergica davant d’una proteina estranya (al lérgens d’origen vegetal, insectes, fongs,
etc.) és la similitud de seqtiéncia total o parcial amb una altra proteina, propia o no, la
responsable de l'al lergenicitat. Aquesta hipotesi va ser formulada després d’observar-se
que alguns allérgens de mamifers (albimines, etc.) sén homolegs a proteines

endogenes.*?

No obstant aixo, la majoria d’al lergens difereixen de les proteines homologues
endogenes a nivell dels epitops IgE. Per exemple, la falta de reactivitat encreuada entre
I’albimina humana, que mostra una homologia del 82% amb 1’albimina de gos, indica
que els epitops IgE de I’al lergen no es troben en les zones d’homologia de les molecules
endogenes.20

Reactivitat encreuada

El fenomen de reactivitat encreuada (Rc), lligat al mimetisme molecular, ocorre quan
anticossos IgE originalment produits contra un al lergen reconeixen una proteina similar
d’una altra font. Les proteines homologues presenten diferents graus d’identitat entre
les seves seqiiencies d’aminoacids, aixi com estructures tridimensionals similars que
determinen la presencia d’epitops comuns reconeguts per un mateix tipus d’anticos. En
general, es requereix que les proteines tinguin més d'un 70% d’identitat de seqiiencia
per exhibir Re. Quan la identitat és inferior al 50%, la Rc és molt poc freqiient.”> No
obstant aix0, les identitats de seqiiéncia no sempre indiquen el grau de reactivitat
encreuada, perqueé la reactivitat encreuada també depen de 'accessibilitat a la superficie
molecular de I'anticos. En les families de proteines en qué la conservacié de la seqtiéncia
i de la superficie molecular és alta, la reactivitat encreuada sera també alta.”* La
similitud entre elles ve regida, de forma freqiient, per la proximitat filogenetica de les
especies comparades. Aixi, si la reactivitat encreuada depén de la similitud
d’estructures, la probabilitat que aquestes proteines al lergogenes procedents de fonts
biologiques diferents sera més alta quan més relacionades estiguin filogeneticament.?
No obstant aix0, també es donen reaccions de Rc entre especies molt distants
tilogenéticament, donada la presencia de proteines ubiqiies, altament conservades en
I'evoluci6, que s’han denominat panal lergens. El terme panal lergen descriu la preséncia
d’al lergens amb potencial Rc en un ampli rang d’organismes taxonomicament no
relacionats.

Cal licreines o serina-proteases

Hi ha diversos membres de la familia de les cal licretnes que han adquirit una
rellevancia clinica important en els darrers anys, especialment com a biomarcadors de

prondstic en diversos cancers hormonodependents.”® D'altra banda, a la base de dades
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de I’Allergen Nomenclature Sub-committee of the International Union of Immunological

Societies (htpp://www.allergen.org), també hi trobem 17 al 1lergens descrits inclosos a la
familia de les cal licreines pertanyents tant al regne animal com als fongs. Aqui s’hi
inclouen al lérgens dels acars de la pols, dels himenopters, d’especies de fongs i el PSA
pertanyent al grup dels Homo sapiens (Taula I)*

El grup de proteines de les serina-proteases pertanyen al MEROPS peptidasa familia S1
(Chymotrypsin family, clan PA(S)) i a la peptidasa familia S6 (Hap serina peptidases). Els
al lergens son secretats o bé directament o empaquetats en vesicules per secrecid
regulada.’® Alguns membres de la familia Hap (Haemophilus adhesion and penetration)
juguen un paper important en la interaccié amb cel lules epitelials humanes.

Alguns al lergens de la familia de la tripsina constitueixen tres grups d’al lergens
d’acars i paneroles.”® El grup 3 d’al léergens d’acars sén tripsines i sén els components
majors de les femtes d’acars. Les tripsines també es troben en les paneroles.?® El grup 6
dels allergens d’acars sén quimotripsines i no presenten reactivitat encreuada amb
al lergens del grup 3. El grup 9 d’al lergens té activitat col lagenasa. Alguns al lergens
del grup de les proteines tripsina-like també es troben en veri d’insectes.’’ 1al lergen de
gos Can f 5 és un al lergen tipus arginina-esterasa que pertany a aquesta familia de
proteines. També hi pertany la trombina bovina que causa reaccions durant la cirurgia i
'hemodialisi.?

Taula I Serina-proteases descrites com al lérgens

NOM EXTRACTE REGNE RUTA D’EXPOSICIO
Apim?7 Apis mellifera Animal | Pessigada

Blag Trypsin Blattella germanica Animal | Inhalaci6

Blot3 Blomia tropicalis Animal | Inhalaci6

Blot6 Blomia tropicalis Animal | Inhalaci6

Bom p 4 Bombus pennsylvanicus Animal | Pessigada

Bosd Trhombin | Bos domesticus Animal | Iatrogenia/Inhalacié
Canfb Cannis domesticus Animal | Inhalacié

Culn11 Culicoides nubeculosus Animal | Pessigada

Der 3 Dermatophagoides farinae Animal | Inhalacié

Derf6 Dermatophagoides farinae Animal | Inhalacié

Derp 3 Dermatophagoides Animal Inhalacio
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pteronyssinus
Derp 6 ZZT;;ZZZEE:M% Animal Inhalacié
Eur m 3 Euroglyphus maynei Animal | Inhalaci6
Hom s PSA Homo sapiens Animal | Autoal lergen/latrogenia
Pol d 4 Polistes dominulus Animal | Pessigada
Str g Pronase Streptomyces griseus Bacteria | Inhalaci6
Tyrp3 Tyrophagus putrescentiae Animal | Inhalaci6

La reacci6 al lérgica davant d’un antigen d’origen huma té sempre un interes biologic. El
cos huma conté moltes proteines endogenes estructuralment relacionades amb altres
proteines presents sobretot en mamifers, cosa que esta molt ben documentada amb la
familia de les lipocalines i, davant d’aquest fet, el sistema immunitari ha d’adaptar-se a
la seva presencia. S"ha proposat que la resposta immune davant d’aquestes proteines
endogenes que tenen una alta homologia amb proteines exdgenes és la responsable de la
reacci6 al lérgica en persones geneticament predisposades.®> ** 3> El mateix mecanisme
s’ha de poder aplicar a les cal licreines que també tenen proteines endogenes en el cos
huma.
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Patologia al lergica

Al lergia respiratoria

Definici6

L’al lérgia respiratoria engloba dues entitats (rinitis i asma), la caracteristica primordial
de les quals és la preséncia d’inflamacié en la mucosa respiratoria (nasal i bronquial
respectivament).

Fisiopatologia

El procés fisiopatologic de 1'al lergia respiratoria es pot subdividir en dues etapes.
Durant la fase inicial, de sensibilitzacio, la presentacié de I'al lergen indueix la formacié
d’anticossos de tipus IgE davant d’aquest per part dels limfocits B; més endavant, en la
fase clinica, apareixen els simptomes com a resposta a les reexposicions posteriors.

Fase de sensibilitzacié: Després de 1'exposici6 inicial, els al lérgens son processats per les

cel lules presentadores d’antigen (CPA) i presentats als limfocits T CD4+. Els limfocits T
activats alliberen citocines Th2, com ara IL-4, IL-5, i IL-13, i interaccionen amb els
limfocits B per induir la sintesi d'IgE especifica, que aleshores queda unida a la
superficie dels mastocits.

Fase de malaltia clinica: La fase de malaltia clinica es subdivideix a la vegada en dues

etapes: una de precog i una de tardana.

La fase precog ocorre minuts després de l'exposicié a I'al lergen i depén en gran part de
la mediacié dels mastocits. La reexposicié a l'al lergen provoca la unié encreuada de
dues molecules IgE que estan fixades a la superficie dels mastocits adjacents, cosa que
produeix la degranulaci6 amb el consegtient alliberament de mediadors preformats,
histamina i triptasa, i la sintesi de novo de mediadors com els cisteinil leucotriens i la
prostaglandina D2 (PGD2). Aquests mediadors provoquen la caracteristica rinorrea
aquosa a través dels seus efectes d’estimulacié de la secrecié de les glandules i de les
cel lules calciformes, de vasodilatacid, i d’induccié del filtrat de liquid a través de la
paret vascular. Amb la dilatacié vascular i l'acumulaci6 de sang als sinusoides
cavernosos s'adquireix un cert grau de congestidé nasal durant la fase precoc.
L’estimulaci6 dels nervis sensitius indueix picor i activa el reflex de I'esternut (Figura 2).
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Figura 2 Fisiopatologia de la RA. Fase precog (Extret de la tesi doctoral de la Dra. Olga Luengo).

Després de la fase inicial ve una fase tardana que ocorre a les 4-6 hores de 1'estimulaci6
per I'antigen que es caracteritza per una prolongacié dels simptomes (predominantment
congestié nasal) que dura entre 18 i 24 hores. Aquesta resposta és de naturalesa
inflamatoria i es caracteritza per la infiltraci6 de la mucosa nasal per eosinofils,
macrofags i limfocits T activats. La clau de I'orquestracié de la resposta tardana resideix
en la producci6 i 'alliberament de citocines i quimiocines com IL-4 i IL-13 pels limfocits
T i mastocits, i aixo resulta en un augment de la seva expressio.

Rinoconjuntivitis al lergica
La rinitis al lérgica (RA) es defineix com una malaltia inflamatoria de la mucosa nasal
vehiculada per IgE.®

Clinicament es manifesta amb esternuts, pruija i congesti6é nasal, que es produeixen de
manera aillada o conjunta, i freqiientment ve acompanyada d’afectacié ocular, en forma
de pruija i llagrimeig i afectaci6 laringia.

Epidemiologia

De tots els trastorns al lergics, la rinitis és el més freqiient, ja que afecta fins a un 30% de
la poblaci6 mundial *®, amb una prevalenca entre dues i tres vegades superior a la de
I’asma. Segons I’Estudi de factors epidemiologics, clinics i socioeconomics de les
malalties al lérgiques a Espanya, 2005 (Alergolégica 2005), la rinoconjuntivitis és el
primer motiu de visita a les consultes d’al lergia: un 55% dels casos. Aixi, un de cada dos
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pacients que s’atén per primera vegada a les consultes d’al lergologia hi va perque
presenta rinoconjuntivitis. Aquestes xifres dupliquen les de I’asma bronquial, que és el
segon motiu de consulta (28%). Respecte a la prevalenca de la RA en funci6 de la
classificacié proposada pel grup de treball ARIA (Allergic Rhinitis and its Impact on
Asthma), les dades varien en funci6 dels estudis, perd de manera global, la rinitis

al lergica persistent suposa un terg del global de les RA.>"*®

Barchau i Durham?® varen publicar el 2004 els resultats d’un estudi multicentric sobre la
prevalenca de la RA a Europa, essent la prevalenca global de rinitis al lergica del 23%, i
del 21,5% en la poblacié espanyola. Una de les dades més rellevants d’aquest estudi
epidemiologic europeu sobre la prevalenca de la RA va ser que el 45% dels pacients en
qué es va confirmar la presencia de la RA no havien estat mai estudiats previament i,
per tant, estaven sense diagnosticar. A més de ser una malaltia infradiagnosticada, la RA
és també una malaltia infratractada, com revela un estudi europeu en que s’observa que
el 52,6% dels pacients afectats de RA no havien visitat mai un especialista en el darrer

any i un 26% no realitzava cap tractament per a la malaltia.*

Classificacio

Des de I'any 2002 esta vigent una classificacié de la rinitis al lergica proposada pel grup
de treball ARIA, que utilitza les expressions “intermitent” i “persistent” per descriure la
duracié de la malaltia. D’altra banda, també estableix una divisié en casos “lleus” o
“moderats-greus” segons la clinica i 'afectaci6 de la qualitat de vida.*!

Classificacio de la RA segons ARIA:

Intermitent: els simptomes estan presents quatre dies a la setmana o menys, o com a
maxim quatre setmanes.

Persistent: els simptomes estan presents més de quatre dies a la setmana i més de quatre
setmanes.

Lleu: indica que no compleix amb cap de les segiients caracteristiques:
a) Alteracions del son;
b) Interferencia a les activitats de la vida diaria, ladiques o esportives;
¢) Interferencia a la feina o l’escola;
d) Simptomes molestos.

Moderada-greu: esta present una o més de les segiients caracteristiques:
a) Alteracions del son;
b) Interferencia a les activitats de la vida diaria, ladiques o esportives;
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c) Interferencia a la feina o I'escola;
d) Simptomes molestos.

Recentment s’ha proposat un nou criteri per discriminar entre la RA moderada i greu,
en funcié6 del nombre d’items de gravetat de la classificaci6 d’ARIA que afectin el
pacient: la RA moderada seria aquella en que estan presents 1, 2 o 3 dels items de
gravetat i la greu seria la que presenta els 4 items.**

Etiologia
Segons les dades que es desprenen de l'estudi Alergolégica 2005,** els pol lens sén els

al lergens causants més freqiients de la RA, seguits dels acars, els epitelis d’animals i els
fongs (Figura 3).

Hongos; 5%

Figura 3 Etiologia de la RA segons Alergologica 2005

En l'analisi per Comunitats Autonomes, els acars sén la primera causa de la RA a
Catalunya (48,6%), seguits pels pol lens (41,4%) i els epitelis (23,8%). A més, es destaca
de forma global que el 31,2% dels pacients estaven polisensibilitzats.

Asma al lergic

L’asma allergic és la inflamaci6é cronica de la via aeria en que algunes céllules i
mediadors (limfocits Th2, eosinofils, mastocits) realitzen un paper destacat. Aquest
procés s’associa a una hiperresposta dels bronquis que produeix episodis de sibilacions,
dispnea, dolor toracic i tos. Aquests episodis s’associen generalment amb un major o
menor grau d’obstruccié del flux aeri, sovint reversible de forma espontania o amb
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tractament.** L’espectre clinic de I’asma és altament variable i se n’han observat diversos
patrons, pero la inflamaci6 aeria és una caracteristica que sempre hi és.

Epidemiologia

L’asma és un problema de salut global que ha anat en augment en les tltimes decades.
Presenta una gran variabilitat geografica perd és més freqiient en els paisos
desenvolupats. La prevalenca estimada en nens se situa entre 1’1 i el 38% d’acord amb la
zona geografica.**"*® En els adults, les dades s6n menys fiables a causa de la freqiient
superposici6 amb la malaltia pulmonar obstructiva cronica pero la prevalenca varia
entre el 2iel 12%.%

Classificacio

Antigament es classificava 'asma segons la gravetat determinada per la preséncia de
simptomes, el grau d’obstruccié aéria i la funcié pulmonar. La classificacié era la
segiient: intermitent, lleu-persistent, moderat-persistent i greu-persistent. Com que
I’asma és una patologia dinamica la gravetat de la qual va canviant segons el control que
se’n fa, actualment aquesta classificacié no es considera valida. Avui es classifica 'asma
en diversos nivells de control (controlat, parcialment controlat i no controlat) segons la
presencia de simptomes, la limitaci6 de l'activitat diaria, els despertars nocturns, la
necessitat de tractament de rescat i el FEV1.

Taula II Classificacié de la gravetat de 'asma en adults segons el grup Global Initiative
for Asthma (tltima actualitzacié: desembre de 2010)

Persistent- Persistent-

Intermitent

Persistent-greu

lleu moderada

Simptomes No (<2 dies a | >2 dies a la | Simptomes Slmptomes continus
o (diverses vegades al
ditirns la setmana) setmana diaris dia)
> -
Medicaci6 No (<2 dies a 2 dies a 1? . Diverses vegades
. < es setmana pero | Cada dia .
simptomatica | la setmana) . al dia
no diari
Simptomes Cap Una mica Bastant Freqiients
nocturns
Funcio
pulmonar (FEV1 | >80% >80% >60%-<90% <60%
o PEF) % teoric
Exacerbacions | Cap [’Jna 0 cap a ]’Dues 0 mes a Dues o més a I'any
I'any I'any

FEV1: Volum expiratori forcat durant el primer segon

PEF: Flux expiratori maxim
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Etiologia

S’han identificat multiples factors relacionats amb el risc de desenvolupar asma al lergic.
Entre aquests factors, la predisposicié genetica és un condicionament important.
Aproximadament un 10% dels nens sense heréncia d’atopia desenvolupen alguna
manifestaci6 al lérgica, pero quan un dels progenitors o un germa major és atopic, el risc
de desenvolupar malalties al lergiques s’eleva a un 20-30%, i si els dos progenitors sén
atopics, la probabilitat és del 50%.*® No obstant aixo, el desenvolupament de la malaltia
al lérgica esta condicionat per altres factors com les caracteristiques de I'al lergen i pel
grau d’exposici6 a I'al lergen.**:*

S’ha demostrat que, com més gran és 1'exposici6 al lergogena, més alta és la probabilitat
de sensibilitzacié. S’ha descrit en nens d’edat preescolar que l'exposicié a nivells alts
d’al lérgens durant la primera infancia augmenta el risc de sensibilitzaci6 al lergica.”*
Aquest risc també s’ha observat en nens durant l'edat escolar, cosa que suggereix que
I'efecte de la concentraci6 al lergdgena es perllonga més enlla de la primera infancia.>*">
En un interessant estudi, Kihlstrom i Cols®*, varen descriure I'efecte de la concentracié
de pol 1len sobre el desenvolupament de 'asma i les al lergies, en una cohort de pacients
nascuts a Estocolm (Suecia) durant la primavera de 1993, als quals se’ls va fer un
seguiment durant 5 anys. Durant la primavera de reclutament, els nivells de pol len de
bedoll van ser 10 vegades més alts que el 1992 i 50 vegades més alts que el 1994. En
finalitzar els 5 anys de seguiment, els investigadors varen trobar una prevalenca d’asma
del 12,2% en el grup d’estudi comparat amb el 5,1% en aquells nascuts el 1994, cosa que
suggereix la importancia de la intensitat de I'exposicié allergogena en el
desenvolupament de l’asma. No obstant aix0, aquesta hipotesi no esta del tot
confirmada i fins i tot és discutida per alguns autors.

La rinitis al lergica és un factor de risc que incrementa la freqtiéencia d’asma per
exposici6 al pol len i altres al lérgens. Linnenberg i Cols®®, varen trobar una prevalenca
d’asma del 14,1% en pacients amb rinitis pol linica, i de 1'1,8% en aquells sense patologia
nasal, essent la prevalenga més elevada en pacients amb rinitis perenne per al lergia a
acars o epitelis que en els pol linics. Casasnovas i Cols®® descriuen una freqiiéncia de
simptomes bronquials entre el 33 i el 57% dels pacients amb rinitis per pol lens, que sén
més freqiients en el subgrup de pacients que varen iniciar la rinitis abans dels 18 anys.

Les exposicions allergdogenes més intenses es relacionen amb un major grau
d’obstruccié bronquial,”” i encara que els simptomes poden ser més intensos en I’asma
estacional desenvolupat per pol lens, I'alteracié dels parametres d’obstruccié bronquial
és major en 'asma degut a una exposici6 al lergdgena persistent.>®
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Es probable que el desenvolupament d’asma en pacients genéticament susceptibles
pugui explicar-se per la interaccié de tres factors: les caracteristiques propies de
I'al lergen, la naturalesa de l'exposici6 allergogena i el grau de penetraci6 dels
al lérgens en I'arbre bronquial.

Rinitis i asma: una via aéria, una malaltia

Diversos estudis epidemiologics han demostrat clarament que la rinitis i 1'asma
coexisteixen freqiientment.”>*® La majoria de pacients amb asma tenen rinitis, que es
presenta en més del 75% dels pacients amb asma al lergic, i en més del 80% d’aquells
amb asma no al lergic. No obstant aix0, en moltes ocasions el pacient només refereix els
simptomes que més el preocupen o el molesten, que en la majoria dels casos son les
manifestacions bronquials. En aquest sentit, Gaga et al,®! varen constatar la preseéncia
d’inflamacié nasal en un grup de pacients asmatics que negava la preséncia de
simptomes de rinitis. Es a dir, encara que els pacients es considerin lliures de
simptomes, quasi sempre es demostra la presencia d’afectacié nasal.

D’altra banda, la prevalenca d’asma en pacients amb rinitis varia entre un 15 i un 40%, i
cal destacar el fet que, en aquells amb rinitis intermitent (estacional), 'asma es presenta
del 10 al 15% dels casos, mentre que en aquells amb rinitis greu persistent, es presenta
del 25 al 40%. La mucosa nasal i la bronquial presenten moltes similituds i sén una de
les caracteristiques més importants de la complementarietat funcional. Aixi, la unitat
trofica epiteli-mesenquima existeix des del nas fins a la unié6 broncoalveolar i les
mateixes cel lules inflamatories estan presents per tot l'epiteli, suggerint un continuum
inflamatori. D’altra banda, 1’origen embrionari del nas i de les vies respiratories baixes
no és el mateix, i aixd pot explicar algunes de les diferéncies entre ambdues mucoses.
Basant-se en estudis publicats en els darrers anys, la WHO workshop (Allergic Rhinitis
and its Impact on Asthma) recomana avaluar I'asma a qualsevol pacient amb rinitis i
viceversa, aixi com plantejar una estrategia de tractament combinada per tractar
ambdues vies respiratories.®”

Anafilaxi

Definici6

No existeix una definicié d’anafilaxi universalment admesa, ni tampoc criteris clars per
al diagnostic de la malaltia, i aix0 condueix amb freqtiéncia a confusid, tant en el
diagnostic com en el tractament.®® La European Academy of Allergy and Clinical
Immunology (EAACI) defineix l'anafilaxi com la reacci6 d’hipersensibilitat
generalitzada o sistémica greu que amenaca la vida.®* La guia GALAXIA considera que
I'anafilaxi és una reaccio al lérgica greu d’instauracié rapida i potencialment mortal.®®
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Des del punt de vista clinic, es tracta d'un sindrome complex, desencadenat per
mecanismes immunologics o no, amb aparici6 de simptomes i sighes suggestius
d’alliberacié generalitzada de mediadors de mastocits i basofils tant a nivell cutani
(eritema, prufja generalitzada, urticaria o angioedema) com en altres organs
(gastrointestinal, respiratori o cardiovascular). Per a alguns autors resulta discutible el
diagnostic d’anafilaxi en pacients amb urticaria i simptomes d’afectacié d’altres organs
si no esta associada a hipotensi6 ni a obstruccié de la via aéria alta o baixa.®®

Epidemiologia

Tenim poques dades sobre la incidéncia de I’anafilaxi en la poblacié general, i les que hi
ha son dificilment comparables per la gran variabilitat de criteris de selecci6é de pacients,
poblacions diana i la falta d’una definicié universalment acceptada d’anafilaxi.®” Sembla
clar, pero, que és una patologia pobrament reconeguda i tractada de forma inadequada
en moltes ocasions.

La majoria dels articles indiquen xifres d’incidéncia entre el 3,2 i el 30 per 100.000

persones/any, amb una mortalitat d’entre el 0,05 i el 2% del total de reaccions.®*®>®® Als

EUA es descriuen uns 100.000 episodis a 'any i almenys un 1% és mortal.®®
Centrant-nos en les reaccions més greus (les catalogades com a xoc anafilactic) la
incidencia varia entre el 3,2 i el 10 per 100.000 persones/any’®, amb una mortalitat que

arriba fins al 6,5%, molt superior a la de les reaccions anafilactiques en general.”*

Causes d’anafilaxi

Les causes més freqiients d’anafilaxi sén els aliments, els farmacs i les picades
d’himenopters, que ocupen els primers llocs en la majoria de series publicades.”®”>”*7>
La importancia relativa de cadascuna de les causes varia considerablement en funcié de
'edat; aixi, els aliments sén la causa més important en la infancia i els farmacs s6n els

més freqiients en adults (Taula III).

Taula III Causes d’anafilaxi (Adaptat de Guia de Actuacion en AnafiLAXIA: GALAXIA)

Causes d’anafilaxi

Farmacs i medis de contrast 46,7-62%
Aliments 22,6-24,1%
Picades d’insectes 8,6-13,9%
Factors fisics 3,4-4%
Altres (inclou el latex) 7,26%
Idiopatica 3,45%
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Segons l'edat, els aliments més freqiientment implicats s6n:””

En adults: fruites, fruits secs, marisc i peix.
En nens: ou, llet, fruits secs, peix i marisc.

Els farmacs més freqiientment implicats en reaccions anafilactiques sén els antibiotics
betalactamics, antiinflamatoris no esteroideus, altres agents infecciosos no betalactamics
i medis de contrast iodat.”” El latex constitueix una causa important en el medi
hospitalari.

Diagnostic d’anafilaxi

a) Sospita clinica

S’ha de sospitar una anafilaxi quan apareix de manera aguda (en minuts o poques hores)
un sindrome rapidament progressiu que afecta pell o mucoses i que s’acompanya de
compromis respiratori o circulatori (Taula IV, criteri 1).°* Com que la majoria
d’anafilaxis es presenten amb simptomes cutanis (>80%), amb aquest criteri, almenys un
80% de les anafilaxis serien identificades; no obstant aix0, es donen presentacions menys
tipiques que no quedarien incloses, com el cas de les anafilaxis que no manifesten
afectacié cutania (fins a un 20%) o de les que es presenten exclusivament amb
hipotensi6. També s’ha descrit que les anafilaxis que cursen amb manifestacions
digestives s’associen amb una major gravetat.”””’® Quan existeix afectaci6 cardiovascular
amb hipotensié es parla de xoc anafilactic. També cal tenir en compte que la
concurrencia d’una exposicié a un al lergen conegut o no pel pacient ajuda al diagnostic.
Per tot aix0, s’han establert els criteris 2 i 3 de sospita (Taula IV). Amb aquests criteris
s’espera identificar més del 95% de les anafilaxis, pero calen més estudis prospectius
multicéntrics per establir-ne la sensibilitat.

La dificultat en el diagnostic d’anafilaxi és que no hi ha un grup de simptomes o signes
patognomics; el que si que és tipic és la rapida progressié en la gravetat o intensitat dels
simptomes i aix0 és valid tant per a nens com adults.
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Taula IV Criteris clinics per al diagnostic d’anafilaxi (Adaptat de Sampson HA et al.)®?

Criteris clinics per al diagnostic d’anafilaxi

L’anafilaxi és molt probable quan es compleix un dels tres criteris segiients:

Inici agut (minuts o hores) d'una sindrome que afecta la pell o les mucoses
(urticaria generalitzada, pruija, eritema, enrojolament (flushing), edema de
llavis, Gvula o llengua) juntament amb un dels segtients:

Compromis respiratori

Disminuci6 de la TA o simptomes associats a disfuncié organica

Aparici6 rapida (minuts o hores) de dos 0 més dels segtients simptomes:
Afectaci6 de la pell o les mucoses

Compromis respiratori

Disminuci6 de la TA o simptomes associats a disfuncié organica

Simptomes gastrointestinals persistents

Disminuci6 de la TA en minuts o algunes hores després de I'exposicié a algun
al lergen conegut per aquest pacient:

Lactants i nens: TA baixa o descens superior al 30% de la TA sistolica

Adults: TA sistolica inferior a 90 mm HG o descens superior al 30% sobre la

basal

b) Avaluacié de la gravetat de la reaccio

La gravetat de l'anafilaxi es relaciona amb la rapidesa en la progressi¢ dels simptomes,
el tipus d’antigen i la seva via d’entrada i amb els organs afectats. Els factors relacionats
amb el pacient, com I'edat avancada (excepte en les anafilaxis per aliments), la preséncia
de patologia respiratoria (asma) o cardiovascular associada, el tractament amb IECA o
betabloquejants, o una mastocitosi de base s’han associat amb reaccions greus i de major
mortalitat,’® 80 81, 82,83

Les anafilaxis més greus son les que es presenten amb hipoxia, hipotensié i compromis
neurologic. Es, per tant, fonamental en 1’avaluacié immediata del pacient amb anafilaxi
seguir els protocols ABCDE que permeten avaluar la situaci6 respiratoria,
cardiovascular i I'estat de consciéncia del pacient.®*

Diagnostic diferencial
Generalment el diagnostic d’anafilaxi és facil de sospitar, especialment si hi ha
manifestacions cutanies i 'antecedent d’administraci6 d’un farmac o l'exposicié a un
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al lergen. Pero, quan falten les manifestacions cutanies, o es produeix un col lapse
vascular aillat i no es pot obtenir la identificaci6 de l'exposicié al lergogena per
anamnesi, I’anafilaxi es pot confondre amb altres malalties amb afectaci¢ cardiovascular
o respiratoria (Taula V).

Taula V Diagnostic diferencial d’anafilaxi (Adaptat de Guia de Actuacion en AnafiLAXIA.
GALAXIA)

Diagnostic diferencial de 1’anafilaxi:

Urticaria-angioedema: urticaria idiopatica, deéficit C1 inhibidor, angioedema
per IECAS.

Malalties que simulen edema de vies respiratories altes: reaccions

distoniques per metoclopramida, proclorperazina, antihistaminics, RGE.

Sindromes que cursen amb eritema o enrojolament (flushing): carcinoide,

postmenopausic, induit per ’alcohol, carcinoma medul 1ar de tiroide, vipomes,
sindrome de I’home vermell.

Sindromes neurologiques: epilepsia, accident cerebrovascular.

Altres causes de xoc: septic, cardiogénic, hemorragic.

Destret respiratori agut: asma, embolisme pulmonar agut, crisis de panic,

globus histeric, laringoespasme, disfuncié de cordes vocals.

Miscel 1ania: reaccions vasovagals, escombroidosi, sindrome del restaurant
xines, sulfits, malaltia del serum, feocromocitoma, sindrome d"hipermeabilitat
capil lar generalitzat.

Proves de laboratori

Les proves de laboratori disponibles per ajudar al diagnostic clinic d’anafilaxi sén els
nivells plasmatics d’histamina i de triptasa basal. Fins i tot en les condicions més
optimes de recollida de les mostres, els nivells d’histamina i triptasa poden ser normals;
aixo no és infreqiient en l'anafilaxi per aliments. En aquest cas sembla que la implicacio
dels basofils en la reaccié és més important que la dels mastocits.6+ %>

Els nivells d’histamina en sang assoleixen un pic al cap de 5-10 minuts de l'inici dels
simptomes d’anafilaxi i disminueixen als 60 minuts com a conseqiiéncia del seu rapid
metabolisme pels enzims N-metiltransferasa i la diaminooxidasa, el que fa practicament
impossible la seva utilitzacié en la practica clinica. Els nivells elevats d’histamina es
correlacionen amb la clinica d’anafilaxi millor que la triptasa serica. La medicié d'un

metabolit de 1’histamina en una mostra d’orina de 24 hores pot ser d’utilitat.®
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Actualment la medicié de triptasa sérica és la prova més util per al diagnostic
d’anafilaxi. S’ha de sol licitar de forma obligada davant la sospita d’anafilaxi, de forma
similar a com es realitza una corba enzimatica davant la sospita d"un infart de miocardi.
Pot comprovar-se en mostres obtingudes entre els 15 i 180 minuts posteriors a 1'inici dels
simptomes. S’aconsella l'extraccié de tres mostres seriades (millora la sensibilitat i
especificitat):®

= 1a mostra: després de la instauraci6 del tractament.
= 2a mostra: a les 2 hores de I'inici de la crisi.

= 3a mostra: a les 24 hores per tenir un nivell basal del pacient, ja que pot tornar a
valors normals entre les 6 i les 9 hores després de la reaccié.

La concentracié6 normal de triptasa total en serum o plasma determinada mitjancant
fluoroenzimoimmunoanalisis (UniCAP, Phadia) és inferior a 13,5 pg/l (segons les
indicacions del fabricant). Una elevaci6 igual o superior a dues vegades el valor basal és
suggestiu d’anafilaxi.®® No obstant aixd, la no elevacié de la triptasa no descarta
I'anafilaxi. Si la triptasa basal és superior a 20 pg/l, s’ha de descartar mastocitosi
associada a anafilaxi.®®. *

També s’ha descrit 'augment del leucotrie E4 (LT4) en orina en les primeres tres hores
de I'anafilaxi, i és detectable durant les 6 hores posteriors.’

En un futur, la possibilitat d’'usar medicions d’altres marcadors d’activitat de mastocits i
basofils com la B-triptasa madura, la carboxipeptidasa A3 del mastocit, cinases, PAF, o
un panell d’aquests marcadors en conjunt podra ser d’utilitat.%?

Tractament

L’éexit en el tractament d’una reaccié anafilactica depen de diversos factors: la preparacioé
del personal que atén el pacient, el reconeixement preco¢ de la reacci6 i el tractament
precocg i agressiu.64Els principis basics de tractament sén els mateixos per a tots els grups
d’edat.
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Reconeixement preco¢ dels simptomes: 80% simptomes cutanis. Altres: respiratoris, gastrointestinals,
cardiovasculars, neurologics.

Signes d'alarma: rapida progressié dels simptomes, distress respiratori (taquipnea, hipoxémia, cianosi),
broncospasme (sibilaci6é), edema laringi (afonia, sialorrea, estridor), vomits persistents, hipotensio,
arritmies, sincope, confusié, somnoléncia, coma.

v

Valorar permeabilitat de la via aéria,

respiracio, estat cardiocirculatori

Medi extrahospitalari:
Sol licitar ajuda (Tel. 112).
Eliminar exposici6 al lergen (medicaments, aliments, picades).

v

ADRENALINA IM

- - Medi intrahospitalari: Terapia adjuvant:
Valorar 1ntu'bac10, Estabilitzar via aéria. Salbutamol inhalat o nebulitzat si
tréqu?otoml'a 0. L Administrar O2 alt flux (6-8 bpm broncospasme.
crlcotnjotor.ma 1 Yentﬂaao al 100%). Dexclorfeniramina
mecanica st estcrlldor @ Assegurar accessos venosos de | J| (Polaramine ®): 5-10 mg/8h si
marcat o aturada gran calibre (14-16G). simptomes cutanis.
reéplratona. ' Reposici6 de fluids. Corticoides IV: hidrocortisona
Iniciar suport vital. Monitoritzacié continua (FC, TA, 250mg/6h o metilprednisolona 1-

SatO2, diiiresi) 2mg/Kg IV.

v

Simptomes refractaris

REPETIR DOSI ADRENALINA IM.

Iniciar perfusi6 adrenalina IV.

Glucagoé si tractament amb betabloquejants.
Atropina si bradicardia prolongada.

Vasopressors (dopamina, NA) si hipotensi6
refractaria.

Figura 4 Algoritme d’actuacié general en anafilaxi (Adaptat de Guia de Actuacion en AnafiLAXIA:
GALAXIA)
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Al lergia al liquid seminal

Definicio

L’al lergia al liquid seminal es defineix com una reacci6 immunologica davant de
proteines presents en el liquid seminal. Clinicament es pot manifestar amb un ventall
molt ampli de simptomes, tant sistémics com locals.”®> ** Les dones que presenten
hipersensibilitat al liquid seminal huma de forma sistemica presenten simptomes com
urticaria, angioedema facial, de llengua, llavis i fins i tot de la gola amb o sense estridor,
sibilacions amb dispnea, nausees, vomits i diarrees i, en casos excepcionals, hipotensio,
peérdua de coneixement i col lapse circulatori que pot comprometre la vida de la pacient.
Aquests simptomes sistémics poden apareixer associats a simptomes locals (com dolor a
nivell pelvic o vulvovaginal) o no.>> Les dones amb hipersensibilitat al liquid seminal de
forma local presenten simptomes limitats a la zona pelvica i vulvovaginal, que
consisteixen en dolor postcoital immediat, edema, cremor i fins i tot formacié de
vesicules. Habitualment els simptomes es resolen en menys de 24 hores pero en alguns
casos la urticaria i el dolor vulvovaginal poden persistir dies i fins i tot setmanes. En
base a aquest espectre de simptomes, la hipersensibilitat al liquid seminal huma es

divideix en sistémica o localitzada.®®°”

Epidemiologia

L’al léergia al liquid seminal huma (HSPA) en dones és infreqiient, i tant la seva
incidéncia com la seva prevalenca en dones és encara desconeguda. La primera
descripcié del fenomen la va realitzar 1'any 1958 un ginecoleg holandes, L.H. Specken.
Des d’aleshores i fins a la darrera revisié exhaustiva del fenomen I'any 2004% s’havien
descrit 80 casos en literatura medica en llengua anglesa. A Nord-ameérica s’ha realitzat
un qliestionari per avaluar la freqiiencia del fenomen. El qiiestionari inclou preguntes
referents a 'edat de les dones, simptomes, durada dels simptomes, nombre de parelles
sexuals, temps de laténcia de 'aparici6 dels simptomes des del primer coit, exploracions
ginecologiques recents i historia personal i familiar d’atopia. Es va distribuir a 1.073
dones amb simptomes compatibles amb una hipersensibilitat al liquid seminal huma. El
trastorn es considerava ”possible” quan les dones presentaven 2 o més simptomes locals
o sistemics i “probable” quan els simptomes presentats, tant locals com sistémics,
desapareixien amb 1's de preservatiu. 88 de les 1.073 dones avaluades presentaven
HSPA “probable” (8%). Els autors refereixen que si es pogués extrapolar aquest resultat
a la poblacié general caldria esperar una prevalenca als EUA d’entre 20.000 i 40.000
dones amb HSPA.%®

34



Introduccié

La tercera década de la vida és el periode més freqiient d’aparicié d’aquest trastorn. En
el 40% de les pacients amb al lergia al liquid seminal, els simptomes s’inicien durant o
just immediatament després de la primera relacié sexual. El simptomes solen océrrer
durant o immediatament després del coit i s"observa una reduccié gradual del temps de
latencia d’aparici6 dels simptomes, aixi com una exacerbacié6 de la severitat dels
simptomes a mesura que transcorre el temps. El mecanisme etiopatogenic més comu és
una resposta IgE vehiculada pero també s’han descrit reaccions de tipus Il i IV. Tant els
simptomes locals com sistémics es poden evitar amb 1'ts de preservatiu. L’atopia és més
freqlient entre els trastorns sistemics que els locals i sembla ser un factor predisposant

important per a aquest infreqiient trastorn.”

Al lergens

Hi ha controversia sobre quin dels al lergens del liquid seminal és el més freqiientment
implicat. A principis de 2006, Weidinger i col laboradors varen publicar un cas on
demostraven la presencia d’anticossos IgE-especifics davant de l'antigen prostatic
especific (PSA) en el serum d’una dona amb al lérgia al liquid seminal.'®

De totes maneres, hi ha molts casos clinics publicats en que es descriu 1'al lergen
implicat, tot i que no hi ha informacié solida sobre la seva caracteritzacié precisa ni el
seu origen. El pes molecular dels al lérgens descrits oscil 1a entre 12 i 75 kDa. Per tant,
tot i que recentment s’ha proposat el PSA d’origen prostatic com a al lergen majoritari,
hi pot haver altres proteines del liquid seminal implicades, ja que el liquid seminal conté
moltes proteines, tant al lergogenes com no. Malgrat els avengos tecnologics dels tltims
anys, només algunes de les moltes proteines presents en el liquid seminal han estat
caracteritzades. S’ha realitzat una amplia analisi dels peptids i components proteics del
liquid seminal huma mitjancant la combinacié d’electroforesi en gel (1-dimensional i 2-
dimensional) amb matrix-assisted laser esorption/ionization (MALDI-TOF), espectrometria
de masses (MS), electroesprai ionitzacié6 (ESI), liquid cromatografia / tandem
espectrometria de masses (LC/MS/MS), i cerca en bases de dades. La majoria de
proteines detectades han estat identificades com a formes modificades del PSA; fosfatasa

acida prostatica, Zn-a-2-glicoproteina, clusterina, semenogelina I i semenogelina I1.*°!

Amb l'elevada proporcié de dones que experimenten simptomes d’"HSPA després del
primer contacte amb el semen (40%) s’ha suggerit la possibilitat que hi hagi al lergens de
reactivitat encreuada. La hipotesi que l'agent sensibilitzant sigui un allergen
desconegut que tingui reactivitat encreuada amb el liquid seminal ja havia estat
proposada per Halpern i col laboradors molts anys enrere, pero fins ara no havia estat
demostrada.'%?
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Un altre punt obscur del trastorn és la incertesa de si les manifestacions cliniques
ocorren només amb una sola parella sexual o si, contrariament, les dones afectades
presentarien problemes clinicament rellevants amb el contacte amb semen d’homes
diferents. Ambdues situacions han estat descrites pero, en molts casos clinics publicats,
aquesta informaci6 no hi consta.

Diagnostic i diagnostic diferencial

El diagnostic diferencial d"HSPA ha d’incloure totes aquelles entitats que puguin causar
simptomes sistemics i locals: malalties de transmissi¢ sexual (tant virus com bacteéries),
vulvovaginitis al lérgiques estacionals, al lergia al latex, dermatitis de contacte, exercici,
urticaria fisica per vibracid, transmissi6é d’aliments o farmacs a través de fluids corporals
cap a una parella sensible a aquestes proteines o metabolits i factors fisics com ara
microtraumatismes que puguin causar dispareunia.

El primer pas per al diagnostic d'una al lérgia al liquid seminal huma és una anamnesi
detallada. Es recomana també realitzar analisis de sang tant a la pacient com a la seva
parella per descartar malalties de transmissié sexual que puguin simular un quadre
d’HSPA. Altres trastorns, com la vulvovaginitis cronica infecciosa, s’han de descartar
mitjancant la realitzacié de cultius vaginals i cervicals.

Per realitzar 1’estudi immunoal lérgic propiament cal una mostra d’ejaculaci6 fresca de
la parella de la pacient. Aquest es liqua a temperatura ambient durant 30 minuts i
posteriorment se centrifuga a 5000 g per separar els espermatozous del liquid seminal.
El sobrenedant que conté les proteines del liquid seminal s'usa per realitzar els prick
tests. Es recomana també realitzar el prick test a la parella per assegurar que no és
irritant. Hi ha preparats comercials per testar proteines de liquid seminal pero es
desconeix tant el valor predictiu positiu com negatiu de la prova. El prick test amb el
liquid seminal de la parella amb la confirmacié per tests serologics d'IgE especifica
davant de proteines del liquid seminal té un valor predictiu molt alt de la resposta als
tests de dessensibilitzaci6é. Hi ha molts casos, pero, en qué s’observa discordanca entre

els prick tests i els tests serologics, especialment en les formes locals del trastorn.'%?

Tractament

El trastorn és evitable amb 1's de métodes de barrera com preservatius pero les dones
afectades d’HSPA presenten estrés i ansietat que moltes vegades porten al
deteriorament de les relacions interpersonals pel fet de no poder tenir relacions sexuals
no protegides i que 1'tis d’aquests metodes no permet la concepcié.
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S’han assajat diversos tractaments per pal liar els simptomes d’aquest trastorn. L'as
d’antihistaminics preventivament 30-60 minuts abans del coit evita els simptomes en
determinats casos. També 1'ds d’antiinflamatoris no esteroideus (AINES) 30 minuts
abans del coit ha pal liat els simptomes en determinades dones. Aixo suggereix que els
prostanoids hi poden estar implicats en alguns casos.

El tractament de 1'al lergia al liquid seminal huma contempla dos punts: d’'una banda, el
tractament del trastorn al lérgic amb la finalitat que la dona pugui mantenir relacions
sexuals desprotegides sense presentar cap simptoma i, de l'altra, resoldre la incapacitat
de concebre espontaniament perque no pot entrar en contacte directe amb el semen.

El 1981, Shapiro et al. varen publicar el primer cas d’induccié de 1'embaras després
d’inseminacié artificial en una pacient amb HSPA.'** Iwashashi et al. van publicar un
altre cas, en el qual es va emprar esperma sense les proteines del liquid seminal per a la
inseminaci6 artificial.'% En ambdés casos van caldre més de 4 cicles d’inseminaci6
artificial per aconseguir la gestacio.

Ja el 1967, Halpern et al. varen assajar per primer cop la immunoterapia per tractar
I’al lérgia al liquid seminal huma.102

Des d’aleshores diversos estudis han provat la immunoterapia parenteral tant en pauta
convencional com, més recentment, en pautes rush per al tractament de "'HSPA.1%6197 En
les darreres decades s’ha descrit amb exit la dessensibilitzacio intravaginal com una altra
opci6 terapeutica per a l’al lergia al liquid seminal huma. Aquesta opcié terapéutica no
requereix preparacions complicades i es presenta com una bona alternativa de
tractament.'%810%,110

Ambdues terapies, un cop realitzades, requereixen que la pacient mantingui relacions
sexuals desprotegides de manera regular per mantenir la tolerancia.
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Infertilitat

Definici6

La infertilitat és una tnica condicié medica, pero engloba a dos individus: “la parella”.
Es defineix com la incapacitat de concepcié després de 12 mesos de relacions sexuals
freqiients sense usar contracepcié en dones menors de 35 anys; o després de 6 mesos de
relacions sexuals freqgiients sense contracepcié en dones de més de 35 anys.'*!

La infertilitat és una condici6 comuna amb importants implicacions psicologiques,
economiques, demografiques i mediques. La demanda de serveis médics per infertilitat
ha augmentat notablement en els darrers anys, malgrat que la prevalenca d’infertilitat
s’ha mantingut estable.

Hi ha nombrosos estudis que demostren que la gran majoria de parelles (80-90%)
conceben durant el primer any d’intentar-ho, perd també demostren que la
fecundabilitat de la cohort decreix al llarg del temps i també paral lelament a 'edat de la
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Figura 5 Grafica de Fecundabilitat. Dades extretes de 1ie

Epidemiologia
La National Survey of Family Growth va entrevistar 15.303 dones amb parella estable
d’edats entre 15 i 44 anys per estimar la incidéncia d’infertilitat als EUA'". Del 1982 al
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2002, el percentatge de dones amb criteris d’infertilitat va decaure del 8,5 al 7,4%. En
contrast, el percentatge estimat de dones amb trastorns de la fecunditat va augmentar de
1'11% el 1982 al 15% el 2002.''® Els trastorns de fecunditat es varen definir com a
intervals de 36 mesos de relacions sexuals desprotegides sense concepcié o la percepcioé
de les dones o els seus marits que la concepcid era fisicament impossible o molt dificil
(sense incloure procediments quirtrgics per esterilitzacio).

Les raons per a aquestes troballes tan discordants no es poden explicar completament.
De totes maneres, és clar que actualment hi ha moltes dones que demanen ajuda medica
per a la concepci6. La National Survey of Family Growth afirma que 1,2 milions de
dones (2% de les dones en edat reproductora) varen anar a una o més visites en un
servei meédic per aquesta indicacié el 2002 i un 10% havia rebut tractament d’infertilitat
al llarg de la seva vida.1?7

No se sap exactament si la infertilitat varia entre races i grups eétnics diferents. La
National Survey of Family Growth refereix que les dones negres amb parella estable
tenen el doble de possibilitats d’infertilitat que les dones blanques, després que les
dades s’ajustessin per educacié, ingressos i historia de malaltia inflamatoria previa.l1?
Altres dades demostren que aquestes diferencies tampoc no es poden explicar amb els
diversos factors de risc per infertilitat, com el tabac, la obesitat, els fibromes o el volum
ovaric, trobats en ambdés grups.'’® El mateix estudi afirma que la proporcié de dones
hispaniques que tenen infertilitat s’ha mantingut estable i que s’ha reduit en dones
blanques. No es tenen dades de dones asiatiques.

Etiologia

Un estudi poblacional sobre causes d’esterilitat reporta els segiients resultats:'*°

s Factor masculi (hipogonadisme, defectes posttesticulars, disfuncié dels tubs
seminifers): 26%

» Disfunci6 ovarica: 21%
= Dany tubari: 14%

» Endometriosi: 6%

»  Problemes coitals: 6%
» Factor cervical :3%

= Desconeguda: 28%
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Hi ha causes d’infertilitat que son facils d’identificar, com ara l'azoospermia,
I’amenorrea de llarga evolucié o una oclusié tubaria uni o bilateral. No obstant aixo, en
la majoria de parelles la situacié és menys clara: 'esperma pot ser reduit en nombre,
perd no absent com en l'azoospérmia; pot haver-hi oligomenorrea amb alguns cicles
ovulatoris; o una historia menstrual que suggereixi ovulacié intermitent. Sovint és dificil
de mesurar o prioritzar aquestes troballes quan s’estudia parelles amb infertilitat o es
programen tractaments.

Un fet afegit a la complexitat de la situaci6, és que hi ha poques dades que avaluin el
valor predictiu dels tests de diagnosi d’infertilitat malgrat el seu ampli as. Per tant,
excepte en un petit grup de causes absolutes d’infertilitat (com ara 'azoospermia o
I'oclusié tubaria bilateral), un resultat anormal d’aquests tests pot no explicar la causa
d’infertilitat en una parella concreta. La relaci6 incerta entre un resultat d’infertilitat en
els tests i la causa real d'infertilitat fa dificil estimar la freqtiencia relativa de les causes
d’infertilitat. No obstant aixo, és important i instructiu estimar la freqtiencia amb que
diversos factors s’associen a la infertilitat per tal de determinar-ne la importancia
relativa.

Diagnostic

El reconeixement, avaluaci6 i tractament de la infertilitat és molt estressant per a la
majoria de les parelles. El clinic no ha d’oblidar I'estat emocional de la parella, que pot
incloure depressié, ansietat o desacords. Es important reconeixer que la parella té
maltiples factors que contribueixen a la infertilitat. Sha de realitzar sempre un
diagnostic inicial complet, que inclogui la historia clinica i una exploraci6 fisica dels dos

membres de la parella. Aquest diagnostic ja identificara si les causes més comunes

d’infertilitat sén presents.'?!

Els segtiients tests son ttils en la majoria de parelles amb infertilitat:
= Analisi del semen per descartar factor masculi.

= Historia menstrual, nivells en orina d’LH previs a l'ovulaci6, o nivells de
progesterona en la fase latia per assegurar la funcié ovulatoria.

= Histerosalpingografia per veure la capacitat tubaria i la cavitat uterina.
= Nivells en serum d’FSH el dia 3 i nivells d’estradiol.
En determinades parelles, cal fer els segiients tests:

= Ecografia pélvica per veure miomes uterins o quists ovarics.
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= Laparoscopia per identificar endometriosi o alguna altra patologia pelvica.
= Assegurar la reserva ovarica en dones de >35 anys d’edat.

m  Funcié tiroidal.

Infertilitat per causa desconeguda

Malgrat tots aquests esforcos diagnostics, ja hem comentat que fins en un 28% dels casos
la causa d’infertilitat és desconeguda. La infertilitat per causa desconeguda es refereix a
I'absencia de causa per a la infertilitat en aquelles parelles que no aconsegueixen la
concepcié després de 12 mesos de relacions sexuals continuades i desprotegides o
després de 6 mesos si la dona té > 35 anys.'?* 123

S’han proposat moltes possibilitats per explicar per que determinades parelles no poden
concebre malgrat 1'absencia de causes identificables d’infertilitat. En algunes dones
s’han descrit canvis en el desenvolupament del fol licle, de 'ovulacié6 o de la fase
latia.'**'?® En altres parelles, I'analisi de l'esperma indica una concentracié i una
motilitat dels espermatozous en el limit baix de la normalitat.'"*® Una altra possibilitat
son els defectes d’implantaci6é. Moltes vegades la infertilitat per causa desconeguda és
atribuible probablement a multiples factors (exemple: dona de >35 anys d’edat o home
amb parametres de semen en el limit baix de la normalitat), que per separat no tenen
perqué reduir significativament la fertilitat perd que combinats poden reduir
notablement I'index d’embaras.

Immunoinfertilitat i anticossos antiesperma
En aquesta linia també s’ha postulat la possibilitat d’infertilitat per causa immunologica,
en que els anticossos antiesperma juguen un paper clau.

En un article de revisié recent dels anticossos antiesperma'®’ es demostra que aquests
son majoritariament d’isotipus IgG o IgA i es troben en el serum de dones infertils, i
també a titol baix en parelles fértils. La incidencia d’anticossos antiesperma en parelles
infertils oscil la entre el 9% i el 36%; del 8% al 21% en homes infertils i del 6% al 23% en
dones infeértils. Contrariament només el 09% i el 4% de dones i homes feértils
respectivament presenten anticossos antiesperma detectables. Encara que hi ha estudis
contradictoris, hi ha prou evidéncies en la literatura medica que demostren que la
immunitat de 'esperma constitueix un problema important d’infertilitat.® 2

La tolerancia a autoantigens es produeix precocment en la vida d’un individu i les
cel lules sexuals no es produeixen fins a la pubertat; per tant, els antigens espermatics
especifics no sén reconeguts com a propis pel sistema immunitari adult i, per aixo, s’hi
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pot generar una resposta immune. Només s’observen anticossos antiesperma en humans
130 131

o animals postpuberals i no en preptbers.
Com que els antigens de l'esperma no sén presentats al timus com a propis en la fase
neonatal, hi ha mecanismes anatomics o fisiologics per prevenir una resposta immune
cap a aquests antigens. Una és la proteccié anatomica constituida per les unions estretes
entre les cel lules de Sertoli. Aquestes unions estretes creen una barrera en les porcions
centrals dels tubs seminifers que exclou grans proteines i cél lules immunes. Malgrat
aquesta barrera de cel lules de Sertoli, calen altres mecanismes immunosupressors per
garantir la integritat dels antigens de 1'esperma. S’ha suggerit que una petita fuga
d’antigens espermatics especifics contribueix al desenvolupament de tolerancia tardana
a aquests antigens.'** La preséncia en el semen de limfocits CD8 té un paper destacat a
I'hora evitar la destruccié de cél lules espermatiques pel sistema immunitari.'** Altres
molecules immunoreguladores i fins i tot la testosterona també poden inhibir una
resposta autoimmunitaria.”**

S’han identificat diversos factors de risc per desenvolupar anticossos antiesperma tant
en homes com en dones.™ En els homes, la vasectomia és la principal causa
identificable d’anticossos antiesperma: després de la vasectomia, aquests anticossos s6n
presents entre un 34% i un 74%. També les diverses causes d’azoospermia obstructiva
han demostrat produir anticossos antiesperma. La torsié testicular tedricament pot
comprometre la barrera sang-testis per isquémia. En humans i animals, la torsi6 que
ocorre abans de la pubertat té un molt baix risc de produir infertilitat immunologica. En
canvi, en animals s’ha vist que la torsié postpuberal pot induir una resposta immune,
pero en humans no s’ha pogut demostrar. Recentment, diversos estudis han demostrat
la preséncia d’anticossos antiesperma en un 18-73% d’homes amb carcinoma testicular.
Aixo suggereix que l'autoimmunitat pot contribuir a la subfertilitat comunament
detectada entre els homes amb neoplasies de testicles. També s’ha estudiat
I'autoimmunitat entre la poblacié que presenta criptorquidia. El 66% dels pacients amb
criptorquidia presenten anticossos antiesperma comparat amb el 2,6% d’homes infertils
controls i 2,8% de donants fertils. L’edat de I'orquidopexia és un factor molt important
en el desenvolupament posterior d’anticossos. Les infeccions genitourinaries també
s’associen a anticossos antiesperma, especialment uretritis no especifiques, Chlamydia,
Mycoplasma i Gonococ. Es controvertit si la preséncia de varicocele s’associa o no a
anticossos antiesperma. També s’ha relacionat I’homosexualitat amb la presencia
d’anticossos, que s’observen en el 28% d’homosexuals versus el 9,6% en heterosexuals.

S’observa una correlacié important entre la presencia d’anticossos antiesperma en dones
i de les seves parelles masculines. Aix0 suggereix que la presencia d’anticossos

42



Introduccié

antiesperma en 'home pot induir una resposta immune en la dona o que antigens
espermatics anormals indueixin una resposta en ambdés membres de la parella.

En dones que han estat sotmeses a inseminacié intrauterina no s’observa un increment
d’anticossos antiesperma o la seva presencia és baixa i habitualment transitoria, fins i tot
en aquells casos en que han estat sotmeses a molts cicles d’inseminacié artificial. ST que
s’ha observat que les dones amb infeccions pelviques de repeticié6 tenen una major
incidéncia d’autoimmunitat espermatica. La produccié d’anticossos esta associada a
infeccié per Chlamydia, Mycoplasma i Ureaplasma. Contrariament al que passa amb els
homosexuals masculins, les practiques sexuals no semblen ser un factor de risc en les
dones. Les prostitutes tenen una major incidéncia d’anticossos antiesperma segurament
a causa de l'exposicié a multiples parelles i major freqiiencia d'infeccions pelviques.

Els anticossos antiesperma (ASA), tant en homes com en dones, sén policlonals, és a dir:
es dirigeixen a més d'un antigen de l'esperma. Alguns d’aquests anticossos tindran
importancia en la infertilitat immunologica i altres no. Només aquells que vagin dirigits
a proteines crucials en la fertilitat podran produir infertilitat. Les técniques de diagnostic
actuals no so6n capaces de distingir entre aquells autoanticossos que produeixen
infertilitat i els que no, perque aquestes técniques diagnostiques no examinen
'especificitat antigénica dels ASA i només tenen en compte la fixacié d’anticossos a
I'espermatozou o a determinades regions de l'espermatozou. Els ASA es poden trobar
tant en homes com en dones en sang i en secrecions del tracte reproductiu com el liquid
seminal, moc cervical o liquid fol licular.

En aquest sentit, els anticossos dirigits contra el PSA (tot i que en el nostre cas sén de
tipus IgE i no IgA o IgG com és habitual en els ASA) a priori si que podrien tenir un
paper en la infertilitat ja que el PSA es produeix essencialment a la glandula prostatica
per liquar el semen ejaculat i permetre un medi on els espermatozous es puguin moure
lliurement.'*® També es creu que és util per dissoldre la capa mucosa cervical i aixi
permetre I'entrada dels espermatozous.'?’

Per entendre millor la infertilitat immunologica és molt important continuar estudiant
'estructura, la funcié i la conseqiient patofisiologia d’aquests antigens. Fins ara, només
s’han caracteritzat uns pocs antigens de l'esperma. L’estudi dels ASA va avancar
rapidament durant els anys setanta, vuitanta i comencaments dels noranta pero esta
estancat des d’aleshores. Aix0 és en part perque la técnica terapeutica per tractar la
infertilitat immunologica més emprada, la injeccié intracitoplasmatica d’esperma (ICSI),
pot ser usada eficagment per tractar la immunoinfertilitat independentment de I"anticos
antiesperma involucrat.
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Alguns exemples d’ASA descrits son els segiients dirigits contra:

L’antigen de fertilitzaci6-1 (FA-1): és una glicoproteina del cap de l'espermatozou
aillat tant d’espermatozous humans com murins. Es especifica de les cel lules
germinals madures i rellevant en la produccié d’infertilitat immunologica en
humans, 138 139, 140, 141

La cleavage signal protein (CS-1): és una proteina derivada de l'esperma que produeix
escissi6 inicial del zigot. Es troba a la superficie dels espermatozous de diverses
especies de mamifers. 4% 143

Les proteines de la familia CRISP: també sén possibles candidates com a anticossos
antiesperma i tindrien un particular interes. Son cadenes polipeptidiques amb dos
dominis diferents: un aminoterminal PR-1-like i un domini cisteina amb un carboni
final.'**

Les CRISP estan ampliament distribuides en molts organismes i comparteixen entre
el 40 i el 80% d’identitat de seqiiéncia. S’han aillat proteines CRISP de mamifers i les
seves funcions biologiques han estat ben caracteritzades.
CRISP-1: només expressada en epididim de mamifers, s'uneix lliurement als
espermatozous i participa en la fusié de gametes, 4146 147, 148, 149

CRISP-2: també coneguda com a proteina testicular especifica tipus 1 (TPX-1), és
expressada majoritariament als testicles i esta vinculada a la fusi6 de gametes, aixi
com al desenvolupament i maduracié de I'esperma.™% **!

CRISP-3: esta molt més ampliament distribuida. S’expressa en glandules salivals,
neutrofils, plasma, prostata i secrecions exocrines. 152,153, 154

Els anticossos davant de CRISP-1 (hCRISP-1) i CRISP-2 (hCRISP-2) inhibeixen de
manera dosidepenent la penetracié de la zona lliure de 1'06cit de hamster (interaccié
esperma/o0cits), cosa que indica que els anticossos anti-CRISP poden comportar
reduccié de la fertilitat.'> '*° Els anticossos anti-CRISP-1 i anti-CRISP-2 inhibeixen
la penetraci6 de l'oocit per l'esperma en un test de fertilitzacié artificial.
Els anticossos antiesperma es determinen en circumstancies que detallem a la Taula

VL
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Taula VI Indicacions per realitzar tests de deteccié d’anticossos antiesperma

Indicacions per realitzar tests de deteccié d’anticossos antiesperma

Infertilitat i almenys un dels segtients:
Factors de risc identificables (vasectomia, epididimitis aguda, etc.)

Analisi anormal del semen: aglutinaci6 de I'esperma / baixa motilitat /
escassa viabilitat / vibraci6 per motilitat

Test postcoital anormal: pocs espermatozous al moc cervical / pobre motilitat
/ vibracié per motilitat

Test de penetracié de moc cervical in vitro anormal
Fallada o feble sensibilitzacié en FIV
Test de penetraci6 de I'esperma anormal

Infertilitat desconeguda després de I'examen d’ambdés membres de la parella

Tractament:

El tractament d’aquestes parelles amb infertilitat per causa desconeguda ha de tenir en
compte 'eficacia, el cost, la seguretat i el risc de totes les alternatives terapéutiques.
Habitualment contemplen tractaments que necessiten un major nombre de recursos
progressivament: 1) Inseminacié intrauterina (IUI); 2) Clomife; 3) Clomifé més
inseminaci6 artificial; i, finalment, les que consumeixen més recursos: 4) Injeccions de
gonadotrofines; 5) Inseminacié intrauterina, i 6) Fertilitzaci6 in vitro (IFV) (Taula VII).
L’aproximacié terapeutica s’ha d’individualitzar per a cada parella. En general, si un
tractament especific no aconsegueix 1'embaras després de 3 cicles, s’han de provar

alternatives. >’ 1°8
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Taula VII Gestaci6 estimada i cost per cicle en tractaments per infertilitat per causa desconeguda

Ratio embaras per | Cost per cicle en

ke ety cicle, % dolars US
Actitut expectant la3 <50

IUI 4a6 300
Clomife 4a6 100
Clomife + IUI 7a9 400
Injecci6é gonadotrofines 4a10 2.000
Injeccié gonadotrofines + IUI 9al6 2.300
Fertilitzaci6 in vitro 20 a 40 12.000

IUI: Intrauterine insemination

L'impacte economic d’aquests tractaments és molt alt. Un estudi del cost per nadoé
nascut viu per diversos tractaments d’infertilitat reporta els segtients costos: clomifé +
IUI = 10.000% per embaras; FSH + IUI = 17.000$ per embaras, i IVF= 50.000$ per
embaras. 1*° Aquesta analisi suporta la idea d’iniciar el tractament amb aquells
procediments que impliquin menys recursos.

L’edat de la dona influeix notablement en 1'index de gestaci6 associat al tractament.®

Per tant, I'actitud expectant pot ser una opcié en parelles amb esterilitat per causa
desconeguda en que la dona té <32 anys d’edat i no hi ha dades de depleci6é d’oocits. En
canvi, el pool d’oocits ovarics decau rapidament en dones de més de 37 anys d’edat; per
tant, 'actitud expectant no és una opcié en aquestes dones.

La inseminaci6é intrauterina (IUI), és un procediment que consisteix a dipositar
I'esperma directament a la cavitat intrauterina. Ha estat usada eficagment per tractar
maltiples causes d’infertilitat sempre que hi hagi almenys una trompa de Fal lopi. Tot i
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que es fa servir des de fa molt temps, tant la seva eficacia com el seu lloc entre les
tecniques de reproducci6 assistida continuen sota debat.

Segons les dades publicades pel Ministeri de Salut frances 1’any 2000, la IUI es considera
la millor opcié terapéutica en els casos d’infertilitat per factor cervical pero el seu paper
no esta clar en els casos d’infertilitat per factor masculi ni en els casos d’infertilitat per
causa desconeguda. No hi ha gaires estudis prospectius aleatoritzats, en especial, s6n
escassos els que inclouen poblacié control no tractada. Els darrers 10 anys s’han publicat
diverses metanalisis per permetre definir millor el paper de la IUI en el maneig dels
pacients. No obstant aixo, factors com el cutt-off de I'esperma usat per definir I'esterilitat
masculina i la seva contribucié a la IUI i els tractaments usats per estimular 1’ovulacié no
permeten desenvolupar pautes d’utilitzacié de la IUI basades en evidencies. Totes les
metanalisis modulen les seves conclusions basant-se en la necessitat de grans estudis
aleatoris controlats. A més, el nivell d'hiperestimulacié ovarica controlat és altament
quiestionable tant pel que respecta a la incidencia de sindrome d’hiperestimulacié
ovarica com als riscos d'embarassos multiples. Els pacients que no han aconseguit
gestaci6 amb IUI poden recérrer a la FIV (fertilitzacié in vitro) o la ICSI (injeccid
intracitoplasmatica d’esperma). Les dades procedents del registre nacional de Franga
(FIVNAT) no van mostrar diferéncies importants entre les parelles que van recorrer a la
FIV després de fracassar amb la IUI de les que van recérrer directament a la FIV.'®*

La IUI sembla un tractament cost-efectiu en parelles infertils pero les condicions precises
de la seva gesti6 (cicle espontani o estimulat, monofolicular, paucifolicular o
multifolicular d'induccié) encara no s’han avaluat.

Infertilitat i atopia

L’al lérgia i 'autoimmunitat poden ser vistes com a pols oposats de patologies del
sistema immunitari. Per les reaccions tipus I, vehiculades per IgE, prototip de reaccié
al lergica, la caracteristica primordial és la produccié d’anticossos IgE contra antigens
ambientals innocus per a l'organisme en pacients atopics. A nivell cel lular, aquesta
reacci6 esta dirigida per les cel lules T helper 2 (Th2), que juguen un paper clau, ja que
son una font important d’interleucines (IL-4, IL-13 i IL-5). La IL-4 i la IL-13 s6n citocines
que indueixen el canvi d’immunoglobulina a IgE. La IL-5 és la responsable de
I'eosinofilia.'®* Cal remarcar les similituds entre respostes immunes en 1’al 1érgia i en les
infeccions per parasits. En la dominancia Th2, caracteristica de les dues condicions,
s'observa producci6 d'IgE i eosinofilia.’®® Per contra, la progressi6 de desordres
autoimmunitaris en models animals s’associa habitualment a respostes no Th2
(previament Thl i ara més complexes Th1l, Th17, alteracions de Tregs, etc.). Encara avui
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la desviaci6 de la resposta immune cap a una predominanca Th2 sembla conduir a una
millora o a la prevenci6 de trastorns autoimmunitaris.*®*

La disfunci6 del sistema immunitari en diverses malalties s’ha associat freqiientment a
atopia. Fins ara pero, no hi ha suficient evidencia que existeixi aquesta associacié entre
atopia i fracas de I’embaras o infertilitat primaria.'®® En la literatura meédica trobem tant
suports a favor com en contra d’aquesta associacio.

El grup de Mathur et al.**®

varen detectar IgE i anticossos antiespermatics en mostres de
liquid seminal i séerum de 25 homes fertils (grup A), 18 homes infeértils sense anticossos
antiesperma (grup B) i 42 homes infertils amb anticossos antiesperma (grup C), i en
mostres de serum i secrecions cervicals i vaginals de 25 dones feértils (grup D), 28 dones
infertils sense anticossos antiesperma (grup E), i 32 dones infertils amb anticossos
antiesperma (grup F). Entre els homes, van ser elevats en el grup C (230 + / - 41 anys,
mitjana + / - SEM), en comparacié amb els grups B (94 + / - 33, P menor que 0,05) i A
(55 + / -. 8, p menor de 0,001). En contrast, els nivells d'IgE en el liquid seminal en el
Grup C (180 + / - 44) no van ser significativament diferents dels del grup B (48 + / - 21),
pero van ser més alts que els del grup A (8 + / -2, P menor que 0,05). En les dones, els
nivells serics d'IgE van ser més grans (p menor que 0,001) en el grup F. Les dones dels
marits amb autoanticossos, tenien nivells sérics d'IgE més alts (406 + / - 55), que les
dones dels marits sense autoimmunitat (247 + / - 97) encara que aquesta dada no és
estadisticament significativa. Aquests resultats proporcionen evidencia d'una resposta
d'IgE elevada en els subjectes amb titols d'anticossos antiespermatics significativament
elevats.

El grup de Harrison et al.'®” varen fer en un estudi exploratori inicial per estudiar la
relaci6é entre infertilitat i atopia. La tendencia a 'atopia es va mesurar per una historia
clara d’al lergia, positivitat a les proves cutanies a pneumoal lérgens i valors d’IgE
plasmatica positius en parelles amb esterilitat sense causa aparent i en un grup control
de parelles que havien tingut recentment un fill. Almenys una de les avaluacions va ser
positiva en 29 de les 47 parelles infertils i en 52 dels 103 controls, perd només cinc
pacients del grup infertil i dos del grup fertil tenien les tres avaluacions positives. Els
nivells elevats d'IgE van ser significativament més freqiients en les parelles infertils que
en el grup de comparacio.

Al Brasil, el grup de Zac et al.'®® varen realitzar un estudi retrospectiu per verificar
epidemiologicament la relacié entre allérgia i avortaments i infertilitat. Es varen
entrevistar 250 dones d’edats compreses entre els 40 i els 60 anys i es varen dividir en
dos grups: grup 1 (dones al lergiques) i grup 2 (dones sanes no atopiques). Les pacients
varen ser seleccionades de manera aleatoria entre les pacients ateses en el Servei de
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Ginecologia i Obstetricia de I'Hospital das Clinicas-UFMG. Les dones varen ser
identificades per edat i raca en ambdés grups. Es registraven episodis previs
d’avortaments i dificultats per quedar embarassada. Si hi havia dubtes sobre qualsevol
dels temes anteriors, la pacient quedava exclosa de l'estudi. Es va observar una major
incidéncia de dificultat per concebre entre les pacients al lergiques. En ambdés grups,
tant ’antecedent d’avortament com la dificultat per concebre era més freqiient en dones
mulates, seguides per les caucasiques i finalment les dones negres. Els autors conclouen
que la presencia d’al lérgia sembla relacionada a un major index d’infertilitat.

Contrariament a aquests estudis presentats, el grup de Hanzlikova et al.’*® varen
estudiar la producci6 intracel lular de IL-4 i INF-y per les ceél lules perifériques CD4+ LT
aixi com els nivells serics d'IgE total i especifica. Al mateix temps varen realitzar prick
tests a pneumoal lérgens i es varen registrar manifestacions d’atopia en un qiiestionari.
Els autors varen trobar una menor producci6 intracel lular d’IL-4 per les cel lules CD4+
i valors més baixos d'IgE total i especifica en aquelles dones amb infertilitat comparat
amb les dones control, aixi com una menor freqiiéncia de manifestacions d’atopia en
aquestes pacients. Aixi, els autors conclouen que es demostra una hipoactivitat Th2 en
dones infeértils que es pot associar amb una baixa presencia d’atopia entre aquestes
dones. Cal remarcar que en aquest estudi, contrariament als anteriors presentats, es
varen excloure dones que tenien altres anormalitats immunologiques com ara anticossos
antiesperma.

Altres autors creuen que només les respostes immunes tipus Thl s’associen al fracas de

'embaras o a la infertilitat primaria.*’% '7*
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Sensibilitzacio a I’epiteli / caspa de gos

Epidemiologia

La caspa de gos és una causa comuna d’allérgia respiratoria, amb simptomes que
inclouen des de rinoconjuntivitis, inflamacié bronquial i asma. La prevalenca exacta
d’al lergia al gos és desconeguda pero De Groot et al. tenien una prevalenca d’al lergia
al gos en la seva poblaci6é del 17%, comparat amb la prevalenca d’al lergia al gat del
24%.'2 En un estudi epidemiologic realitzat recentment a Espanya, s'observa un
increment important de la sensibilitzacié als epitelis de mamifers. La sensibilitzacié als
epitelis globalment representa la tercera causa de sensibilitzacié en rinitis i asma després
dels acars i els pollens. En el subgrup analitzat de pacients amb rinitis, l'epiteli
sensibilitzant més freqiientment implicat era el gat, seguit de I'epiteli de cavall. Malgrat
aquests resultats, 'animal que més freqiientment es trobava a les cases com a animal de
companyia era el gos i, en canvi, no es trobava sensibilitzaci6é a I'epiteli de gos en cap
dels casos estudiats de rinitis inclosos en l'estudi. En el subgrup de pacients amb asma,
l'epiteli més freqiientment implicat tornava a ser el gat, i en el cas de 'asma, I'epiteli de
gos era el segon més rellevant amb una sensibilitzacié entre asmatics del 15,3% i el
13,7 % 1‘espectivament.43

Entre els pacients al lergics al gos, se'n desconeix el percentatge que és monosensible a
aquest epiteli. A la practica clinica diaria s’observa que la majoria de pacients sensibles a
'epiteli de gos ho sén també a I'epiteli de gat. S’ha postulat que els al lergens majors,
tant de gat com de gos, poden compartir epitops IgE.'”> Recentment s’ha descrit
I'existencia de reactivitat encreuada entre Fel d 1, I’al lergen major del gat, i una proteina
de la caspa de gos. Es la primera vegada que es descriu la preséncia d'un al lergen
semblant al Fel d 1 a la caspa de gos que podria ser el responsable de la doble positivitat
observada freqiientment in vitro entre I'extracte de caspa de gat i I'extracte de caspa de

174
gos.

Al lergens de gos
Hi ha molta controvérsia sobre les qiiestions que porten una proteina a sensibilitzar els
humans, perd sembla que, a grans trets, qualsevol proteina forana a l'individu que és

inhalada persistentment pot esdevenir un al lergen.'”® L’

origen dels al lergens animals
és molt divers: orina (rosegadors), femta (acars), saliva (gat i panerola) i péls o escames
de pell (gat i gos). En principi es creu que la majoria d’al lergens de mamifers no
presenten activitat enzimatica. La sensibilitzacié a l'epiteli de gat, gos o ratoli s’associa
amb consistencia a la preséncia d’asma. En el cas dels individus simptomatics amb prick

test positiu a epitelis d’animals hi ha forta evidencia que cal evitar l'exposici6é a
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’al lergen. En canvi, no hi ha evidéncia per defensar una prevencié primaria en els
individus no sensibilitzats a epitelis, ja que la majoria de pacients al lergics a epitelis no
conviuen habitualment amb animals. S'incrementa 'evidencia cientifica que 1'exposicié
a gats, gossos, rates i altres animals pot induir una forma de tolerancia immunologica
sense causar trastorn al lergic.'”®

Aixi, doncs, els al lergens de gos poden ser detectats no tan sols en cases que tenen gos
com a animal de companyia sin6 també en altres llocs, com escoles, centres de dia,
etcétera, on generalment no hi ha gossos i aquestes quantitats soén suficients per

sensibilitzar els pacients.'”’

Els extractes procedents de caspa i epiteli de gos contenen proteines al lergogenes i no
178, 179

al lergogenes.
Fins ara, s’han descrit cinc al lergens de gos que han estat identificats i estudiats en
detall i han estat inclosos a la base de dades de 1’Allergen Nomenclature Sub-committee
(htpp:/ /www.allergen.org) of the International Union of Immunological Societies: Can f
1,Canf2,Canf3,Canf4iCanf>5.

Can f 11 Can f 2 sén dos membres de la familia de les lipocalines; ambdoés han estat
180

purificats i expressats com a antigens recombinants.
Can f 3 és una albimina del gos; és una proteina relativament ben conservada al llarg de
I'evolucié i és responsable d'una extensa reactivitat encreuada entre altres albimines
animals.lsl’ 182, 183, 184, 185

El Can f 1 és el més important dels al lérgens de gos coneguts; aproximadament el 50%
dels pacients allérgics al gos presenten anticossos IgE davant de Can f 1.
Aproximadament el 20% dels pacients tenen anticossos IgE especifics per a Can f 2, la
majoria dels quals estan també sensibilitzats a Can f 1.'%® Entre el 30 i el 40% dels adults
amb al lergia al gos presenten anticossos IgE especifics davant de Can f 3, pero la
rellevancia clinica de la sensibilitzaci6 a les albimines animals es desconeix.'®’

També ha estat descrita la preséncia en caspa de gos d'una tercera lipocalina IgE-
fixadora, designada com a Can f 4. Ha estat identificada, purificada i expressada com a
al lergen recombinant. Els serums reactius a Can f 4 presenten IgE especifica davant
d’una proteina de 23 kDa present a I'extracte d’epiteli de vaca. Es una proteina de la
familia de les odor-binding proteins. Encara no esta ben definida la seva importancia com

a al lergen.'®®
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Es rellevant la freqiiéncia de presentacié d’anticossos de tipus IgE davant de caspa de
gos en abséncia d’anticossos IgE davant de Can f 1, Can f 2, Can f 3 i Can f 4, per tant,
aixo implica I'existéncia d’altres al lergens de gos encara no identificats.

Recentment s’ha descrit una proteina IgE de la caspa de gos aillada a partir de 1'orina de
gos i amb reactivitat encreuada demostrada in vitro amb ’antigen prostatic especific del
liquid seminal huma. Aquesta proteina ha estat anomenada Can f 5 i pertany a la familia

de les cal licreines o serina-proteases.'®’
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JUSTIFICACIO

Malgrat que en les dltimes decades, aprofitant el desenvolupament de la biologia a
nivell molecular, s’han realitzat esforcos a nivell clinicoassistencial amb estreta
col laboracié6 amb equips de recerca basica per identificar els al lergens implicats en la
majoria de reaccions al lergiques (especialment les més prevalents en la poblacié),
encara son moltes les proteines causals que desconeixem. Aixd comporta una deficiencia
important en el camp de la immunoal lergia tant pel que fa al diagnostic com a la
terapéutica d’aquests trastorns.

Aix0 és especialment pales en aquells trastorns com 1’al lergia al liquid seminal huma
que, per la seva baixa prevalenca en la poblacié general, no sén objecte habitual
d’estudi. Aixd comporta que la majoria de professionals medics de diferents disciplines
que poden trobar-se amb pacients afectades d’aquest trastorn el desconeguin i no
sapiguen procedir correctament en l'assisténcia d’aquestes malaltes. Al mateix temps,
ens fa plantejar si la prevalenca és realment tan baixa com la publicada fins al moment o
hi ha formes localitzades del trastorn que queden infradiagnosticades en forma de
vulvovaginitis croniques inespecifiques.

Des de la primera descripcié del fenomen el 1958, s’ha avancat considerablement en el
coneixement de les formes cliniques del trastorn i fins i tot en terapies que poden ajudar
aquestes pacients a mantenir relacions sexuals lliures i obertes, aixi com en
procediments que permeten la concepcié si és la voluntat de la parella. Encara som
lluny, pero, de contestar preguntes com per que una dona se sensibilitza a una proteina
que li és propia, o per queé una pacient sensibilitzada a un al lergen del liquid seminal
huma desenvolupa la reacci6 al lergica des de la seva forma més lleu a la més severa i
una altra també igualment sensibilitzada no desenvolupa el trastorn.

En el cas de I'al lergia al liquid seminal ens trobem dins un camp complex d’estudi;
primer perque el liquid seminal huma conté una gran quantitat de proteines, moltes de
les quals encara no han estat ben identificades, que poden comportar-se com a
al lergens; per tant, aixo fa pensar que hi poden haver molts agents causals possibles,
encara que de moment només el PSA s’ha identificat i descrit com a agent etiologic del
trastorn; en segon lloc, per la dificultat de completar 1'estudi a nivell clinic amb proves
de provocacio in vivo per les consideracions etiques que aix6 comportaria.

D’altra banda, tenim l'al lérgia a la caspa de gos, la prevalenca de la qual esta
augmentant a tots els paisos desenvolupats. En la practica clinica al lergologica és un fet
habitual trobar-se amb la falta de resposta a la immunoterapia especifica amb caspa de
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gos. Aquest fet ja ha estat préviament descrit per Lijla et al.*** i aixd ens suggereix que
disposem d’un extracte menys ben estandarditzat, contrariament al que passa amb
extractes d’altres epitelis com el de gat, en qué la potencia de I'extracte la determina
practicament en la seva totalitat Ial lergen major Fel d 1.

Aix0 es pot explicar perque l'extracte no conté quantitats suficients d’al lergens
clinicament rellevants en determinats pacients.

Els resultats d’aquests estudis contribueixen a: 1) Identificar 1’al lergen causal en un cas
d’al lergia al liquid seminal; 2) Explicar el possible origen del trastorn en els casos que
aquest es presenta des de la primera exposicié al semen mitjancant un fenomen de
reactivitat encreuada amb una nova proteina de la caspa de gos; 3) Identificar i
caracteritzar aquesta proteina de la caspa de gos; 4) Observar la rellevancia de la
sensibilitzacié a aquest nou al lergen de gos descrit en la nostra poblaci6é d’al lergics al
gos i observar que es comporta com un al lergen major, i 5) Determinar que 1'al lergia al
liquid seminal no es relaciona amb Iesterilitat.

Paral lelament, aquestes troballes contribueixen a millorar els tests diagnostics com el
microarray d’al lérgens individuals (ImmunoCAP® ISAC; Phadia, Upssala, Suecia) amb
la incorporacié d’aquesta proteina i a obrir un nou cami per millorar els extractes
disponibles en immunoterapia especifica per a al lergics a la caspa/epiteli de gos.
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OBJECTIUS

Proposit general

Estudiar un cas d’al lergia al liquid seminal des del punt de vista molecular i descriure
I’al lergen implicat.

Objectius especifics

Objectiu 1
Demostrar l'existéncia de reactivitat encreuada entre una proteina de la caspa de gos i

una proteina del liquid seminal huma com a possible origen de l'al lergia al liquid
seminal.

Objectiu 2

Descriure els al lergens implicats tant en la caspa de gos com en el liquid seminal.

Objectiu 3
Descriure la importancia de reconeixement d’aquestes proteines al lergogenes entre
al lergics al gos i entre dones amb esterilitat per causa desconeguda.

Objectiu 4

Determinar 1'al lergenicitat del PSA en una mostra de 40 semens de donants sans.
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METODES

Selecci6 de pacients dels estudis:

Primer i tercer article

Es presenta el cas d'una pacient nuligravida de 38 anys d’edat que presenta
reaccions d’anafilaxi immediates després del coit, des del primer contacte amb el
semen. Com a historia personal d’atopia, la pacient presenta asma bronquial des dels
18 anys d’edat per al lérgia a I'epiteli de gos. La pacient presenta monosensibilitzacié
a la caspa de gos. La pacient refereix convivencia amb un gos al domicili des de
I'adolescencia i actualment, encara que no té gos a casa, continua amb contacte
habitual amb gossos.

Segon article

Entre setembre de 2004 i setembre de 2005, tots els pacients visitats consecutivament
al Servei d’Al lergia de I'Institut Universitari Dexeus (Barcelona, Espanya) amb un
diagnostic de certesa d’al lergia al gos varen ser proposats per participar a I'estudi.
Els pacients varen ser seleccionats basant-nos en una historia clara d’al lergia al gos i
respostes positives al prick test amb extracte d’epiteli/caspa de gos.

A tots els participants se’ls va passar un petit quiestionari. El qiiestionari va ser
dissenyat per recollir la segiient informacié: edat, sexe, simptomes davant de
I'exposicié al gos, simptomes davant de 'exposicié a altres animals, i simptomes
davant de I'exposicié a liquid seminal huma, immunoterapia especifica amb extracte
d’epiteli de gos i convivéncia amb gos.

Altres resultats del treball de recerca

Primer apéndix

Entre gener de 2007 i desembre de 2008 tots els pacients diagnosticats d’al lergia a la
caspa de gos visitats consecutivament al Servei d”Al lergia de I’'Hospital Universitari
Doctor Josep Trueta de Girona i a la Secci6é d’Al lergia de I'Hospital Universitari de
la Vall d'Hebron de Barcelona varen ser proposats per participar a l'estudi. Els
pacients varen ser seleccionats basant-nos en una historia clara d’al lergia al gos amb
simptomes respiratoris (asma o rinoconjuntivitis), respostes positives al prick test
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amb extracte d’epiteli/caspa de gos i resultats positius d’IgE especifica davant de
caspa de gos.

Segon apendix

Es varen reclutar 43 pacients amb diagnostic d’esterilitat per causa desconeguda
procedents del Servei de Ginecologia i Obstetricia de 1'Hospital Universitari Sant
Pau i Santa Creu de Barcelona durant I’any 2010. Els pacients van ser seleccionats en
base una historia clara d’esterilitat, en qué s’havia descartat el factor masculi i
femeni.

A totes les participants se’ls va passar un petit qliestionari. El qiiestionari va ser
dissenyat per recollir la segiient informacié: edat, simptomes respiratoris davant de
I'exposici6 amb animals de pel, simptomes davant de 1'exposicié a liquid seminal
huma, immunoterapia especifica amb extracte d’epiteli de gos i convivencia o
contacte habitual amb gos.

Tercer apendix

En el tercer apéndix varem usar el serum de 8 pacients al lergics al gos que contenien
IgE especifica davant de la proteina de 28 kDa, identificada com a PSA huma, per
realitzar SDS-PAGE immunoblotting usant 40 semens de donants sans. (De la mostra
de 10 pacients, inclosos en el segon article de la tesi, 2 pacients varen discontinuar el
seguiment i no varem poder recuperar serum.)

Tots els pacients inclosos varen signar el consentiment informat i els estudis van ser

aprovats pel comite etic de I’'Hospital.
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Mostres al lergogenes i extractes

a) Liquid seminal:

El liquid seminal va ser recollit amb preservatiu pel marit de la pacient amb HSPA
procedent del Servei d’Al léergia de I'Institut Universitari Dexeus (Barcelona, Espanya) i
va ser usat per realitzar tots els assaigs in vitro del primer i segon article.

En el tercer article es va utilitzar semen procedent de donant sa (Banc d’esperma,
Laboratoris Sabater Tobella, Barcelona, Espanya).

En el tercer apéndix es van usar semens de 40 donants sans (Banc d’esperma,
Laboratoris Sabater Tobella, Barcelona, Espanya).

En tots dos casos, les proteines del liquid seminal varen ser extretes a través d’agitacio
magnetica en 50 mmol/L PBS a pH 7,5 durant 4 hores a temperatura ambient. Es varen
centrifugar les mostres a 5.600 g durant 30 minuts i el sobrenedant es va dialitzar amb
aigua. L’extracte dialitzat es va filtrar a través d’'una membrana de 0,22-um de diametre
de porus.

b) Secrecions prostatiques:

Les mostres de secrecions prostatiques de gos es varen recollir al Servei de Reproduccié
de Petits Animals de I'Hospital Clinic Veterinari de la Universitat Autonoma de
Barcelona (Dra. Teresa Rigau i Maria Montserrat Rivera). Les mostres es varen recollir
mitjancant manipulacié manual del penis del gos i es varen emprar sense tractar per
realitzaci6 dels estudis in vitro. Les mostres es varen usar sense tractar per realitzar els
assaigs in vitro inclosos en el tercer article.

c) Proteines recombinants i purificades:

Can f 1 i Can f 2 recombinants (Department of Clinical Microbiology, University of
Kuopi, Kuopi, Finlandia), que van ser produits i purificats segons descriuen

Saarelaienen i col laboradors.8®

Proteina Can f 5 purificada (Phadia AB, Upssala, Suécia), que va ser proporcionada per

Mattsson i col laboradors.8®

Els ImmunoCAPS (Phadia AB, Upssala, Suecia) de liquid seminal huma i Can £ 5.
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Tests cutanis (skin prick test)

Els tests cutanis amb extractes d’epiteli de gos (3 mg/mL) i caspa de gos (1,3 mg/mL) es
varen realitzar a tots els pacients inclosos en els 3 articles i en el treball inclos en el
primer apéndix. En el segon article també es van realitzar tests cutanis amb un panell
d’extractes d’altres epitelis animals que contenia extracte de rata, ratoli, hamster, gat,
vaca, porc, be, conill de guinea i conill (Bial-Aristegui, Bilbao, Espanya). Tots els tests

191 3 la cara anterior de

cutanis varen ser realitzats d’acord amb el procediment estandar
I'avantbra¢ amb una llanceta Prick Lancettes Dome (Hollister-Stier, Spokane,
Washington, EUA). Es va usar una llanceta estéril en cada test. Es va fer servir fosfat
d’histamina (10 mg/mL) i serum fisiologic esteril 0,9% com a controls positiu i negatiu
respectivament. Es va considerar com a resposta positiva una papula mitjana de 7 mm

de diametre o superior a la produida pel control negatiu 15 minuts després de la puncié.
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Determinacio d'IgE especifica

Les determinacions d’IgE especifica davant de liquid seminal huma, epiteli de gos, caspa
de gos i Can f 5 es van realitzar amb tests InmunoCAPS regulars o experimentals
produits per Phadia. Els resultats dels tests s’expressen en KU/I tal com assenyalen les
instruccions del fabricant. Els resultats de CAP > 0,35 KU/1 es consideren positius. Els
immunoCAPS experimentals van ser produits tal com descriuen Marknell i

col 1laboradors.*?
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ImmunoCAP® ISAC (Phadia, Upssala, Sueécia)

Es va usar un immunoassaig de microarray per detectar anticossos IgE especifics davant
de diversos components al lergogens individuals per a la realitzacié del diagnostic per
components. Els resultats de I'InmunoCAP ISAC es consideren positius a partir de 0,3
ISU (unitats arbitraries).
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SDS-PAGE immunoblotting i immunoblotting
inhibicio

Els SDS-PAGE es van realitzar en base al métode de Laemmli;'** per apilar i separar les
proteines respectivament, es van fer servir gels amb el 4% i el 12,5% d’acrilamida.

Les mostres varen ser dissoltes en un tamp6 que contenia 0,125 mol/L HCI-Tris (pH 6,8)
i desnaturalitzades amb 0,1% SDS i 5% 2--mercaptoethanol (2ME) a 100 °C durant 5
minuts (no s’hi va afegir 2ME quan es varen usar condicions no reductores). D’acord
amb la técnica proposada per Bradford, es varen aplicar 20 ug a cada carril.’**

Després de l'electroforesi, les proteines separades es van identificar: mitjangant la tincié
dun gel control amb 0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250 dissolt en metanol / acid
acetic / aigua destil lada (4:1:5). Les bandes proteiques separades (en un altre gel) varen
ser transferides electroforeticament a una membrana de polifluorur de vinilideé (PVDF) o
nitrocel lulosa (NTC), tal com descriuen Towbin i col laboradors,®> i bloquejades
durant una hora a temperatura ambient amb 0.1% Tween-20 i 5% col lagen de peix (o
5% de llet desnatada) en tampé Tris (TBS). A continuacié les membranes varen ser
incubades durant tota la nit a 4 °C amb el séerum dels pacients (dilucié 1:2- 1:10), seguit
per la incubacié amb un anticos de conill o ratoli anti-IgE humana (dilucié 1:2.000-
1:10.000) marcat amb peroxidasa de rave (HRP) i deteccié mitjancant un métode de
quimoluminiscencia tal com recomana el fabricant (ECL-Plus; Amersham Pharmacia
Biotech, Little Chalfont, Buck, Regne Unit).

Quan es realitzaven els assaigs d’immunoblotting inhibici6, els sérums dels pacients
varen ser préviament incubats amb diferents fases inhibidores (extractes d’epiteli de gos
(9 mg/mL) , de caspa de gos (1.8 mg/mL) o Can £ 5 purificat (50 ug/ml)) durant tota la
nit a 4 °C i posteriorment es va realitzar 1'immunoblot tal i com hem comentat
anteriorment.

Es va electroeluir una banda de 17 kd de la separaci6 electroforetica (SDS-PAGE) de la
secreci6 prostatica de gos. La proteina electroeluida es va usar com a fase inhibidora en
els assaigs de blotting inhibicié.
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EAST inhibicié

L’EAST inhibici6 va ser realitzat seguint els metodes de Yman i col laboradors.'*® El
liquid seminal huma (HSP) va ser usat en la fase solida i els serums dels pacients van ser
preincubats amb extracte de caspa de gos (1.8 mg/mL) i Can f 1 i Can f 2 recombinants
120 pg/mL (Department of Clinical Microbiology, University of Kuopi, Kuopi,
Finlandia).
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Identificacio proteica i caracteritzacio mitjancant
espectrometria de masses

Les proteines d’interes varen ser identificades per espectrometria de masses. Les bandes
seleccionades varen ser retallades dels gels amb un bisturi esteril i subjectes a digestio
tripsinica d’acord amb el metode de Shevchenko et al,**” amb alguna modificacié. La
digesti6 in-gel va ser purificada tal com descriuen Gobom et al.'?® Els peptids van ser
analitzats usant un Voyager-DE STR BioSpectometry Workstation instrument (Applied
Biosystems, Foster City, California, EUA), i els ions carregats positivament van ser
analitzats en meétode reflector usant extraccié retardada amb els segiients ajustaments:
acceleration voltage de 20 kV, grid de 72%, delay time de 300 ns, 100 shots per spectrum, i
mass range de 800 a 3500d.

L’espectre va ser calibrat usant productes d’autolisis de tripsina, i I'exactitud de massa
era inferior a 50 ppm. L’empremta dels peptids va ser analitzada usant el programari
Data Explorer (Applied Biosystems).

A més, la identificacié va ser confirmada per MS/MS en un MALDI-TOF/TOF 14700
Analitzador de proteines (Applied Biosystems). La identificaci6 de proteines va ser
realitzada a través de la cerca de seqiiéncies proteiques en una base de dades (National
Center  for  Biotechnology  Information) amb el  programa  Mascot
(http://www.matrixscience.com). Els seglients parametres varen ser usats: detecci6 de

masses monoisotopica inferior a 50 ppm, 1 missed cleavage, i carbamidomethylation
modifications of cysteine (complete), methionine, i pyroglutamic acid (partial).
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Analisi estadistica

Es varen comparar dades demografiques, cliniques i de laboratori de pacients al lergics
al gos amb reconeixement de la proteina de 28 Kd i davant de pacients al lergics al gos
sense reconeixement d’aquesta proteina. Les variables categoriques es varen expressar
en percentatges i freqiiencies i les variables continues es varen presentar com a mitges i
SD.

El test x2, el Student t test, el Mann-WhitneyUltest, i la Spearman correlation van usar-se
per analitzar les dades. L’analisi estadistica es va fer amb programari SAS, versi6 9.1.3
(SAS Institute, Inc, Cary, NC, EUA). La significacié estadistica va ser valorada amb
P<0.05.
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Primer article

Human Seminal Plasma Allergy and Successful Pregnancy

L Ferré-Ybarz, M Basagafia, B Coroleu, B Bartolomé, A Cister6-Bahima
J Investig Allergol Clin Immunol. 2006; 16(5): 314-6

Resum

Les reaccions d’hipersensibilitat immediata al liquid seminal huma sén infreqiients.
S’han descrit gran varietat de simptomes des de pruija localitzada a reaccions
sistémiques. Les reaccions sistémiques no sén habituals pero hi ha lesions croniques o
recurrents a nivell local que podrien ser més freqiients i estar infradiagnosticades. L'ts
de métodes anticonceptius de tipus barrera s’ha recomanat per prevenir les reaccions
al lergiques en aquestes pacients pero aquesta opcié no és valida per aquelles parelles
que volen tenir descendéncia.

Es presenta el cas d'una dona amb al lergia al liquid seminal huma que després del
quart cicle d’inseminacié artificial ha aconseguit quedar embarassada. En l'estudi in
vitro del liquid seminal del marit mitjancant poliacrilamidadodecilsulfat sodic i
posterior immunotransferencia s’observa una banda fixadora de 28 kDa com 1'al lergen
responsable.

Encara que actualment existeixen diversos tractaments valids per a I’al lérgia al liquid
seminal huma, la inseminaci6 artificial és un metode efectiu per aconseguir I'embaras.
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Case Report

Human Seminal Plasma Allergy and

Successful Pregnancy

L Ferré-Ybarz,' M Basagana,’ B Coroleu,? B Bartolomé,? A Cisterd-Bahima’

' Allergy Department and * Gyrcelogy and Obstetrics Deparment,
[rstiout Universitori Dexews, Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona, Spain
Yirvestigation and Development=Aristequl Laboratories, Bilbao, Spain
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Introduction

Inmedante fypersensinviny rescizons to human semnenal
flud have been inereasingly recopnized and documented
Hewever, no accurale data on the prevalence of such
reactions are avalable, altbough the disosder appears to be
more common than previonsty believed |1] Ouly a few
caned mvelve generahized syiteninc reacteons and semmal
plasma albergens have been foumd 10 the range from 12 1o
75k [ 2-4], and immunotherapy has been recommiended
W report a case of sucostaful pregnancy afler oaly 4 cycles
of arttficial msemmation following diagnoss of haman
serunal plavma allergy by dhom prick vest before the amficial
urbemination procedhine. Farthemeore, 3 angle allergen wis
idennified by immuncblomng as responsible for the
amaphylactic reacnon

€ 2000 Exmen Pubioidsd

Case Description

A 3&-year-old mullipravida was referred for allergy
evalusnon because of an anxphrylacnc reacton adier sexual
mibercourse. She had a lnstery of postconial facual eryibema
and angroedenia, dyspuea, and breathleswness,

These symptoms cccarmed immediateby after epacnlanon
danag intercotrse and whe reported that reactsons had begun
several vears earlser. The lusshand had been the panent s only
sexual parener. Although she explaned thar the use of
condems had conpletely abolisbed the symptoms, thos opticn
wrs nod accepiable smee ibe couple wanted bo stast a fanmly

She lead a famaly and pegsonal kistory of stopy, At ike
age of 18 ihe wai diagnoted wath bronchial sthma and
semsinzation v dog epithelnem; some veass [ater she bepan
imsnnumotherapy o dog epubelnm

J Imveimg Aikergol Chee Jemunsd 2006; Ve, 1803 314510
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HBecause the patient wanted to becomne pregnant an
allergy sindy was carned out and she was enalled v the
artificial insemination program

Skin Prick Tests

The sk pmick tests were performed with a standardeeed
pechmoque veachions were sesul after 15 mmtes by measarmg
the mean chameter of the papile ael erythema pxhiced by
the allergen. The test was conudered positive when the
diamieter of the papule was equal to or greater than that
produced by histamane, or 3 mem greaser than thar produeced
by salne solution (followmg the recommendations of the
European Sociery of Allergy and Climcal Immumalogy) [3].
Hestanmmne (10 mg'mb.) and salme solobon were wsed as
positive wic negative contals, respectively

Prack tests with inbalant allergens, food extracts and
latex diecloced an immediate hypersensinvity to dop
epithelium as the only positive result. The patient had
had a dog at home for 10 years. Human and bovine serum
albwmn (BSA) (Dal=Ansteguy, Delbao, Spam) prick tests
were negatnve. Subsequently, prick tests with the panent’s
husband's fresh whole semen elwited a clemly posative
respomse, whereas the prick wirh sperm devosd of semanal
plasn profens wis negabive. Hoth pariners were negative
for human imnunedeficiency vimns, Prick tests wath
buman senunal plasma were not performed 1 control
subjects for ethical reasons because of the nsk of
sensiizanon or mnfecion.

In Vitro Allergy Tests

Total [gE and semumal fiusd-specitie serum IgE were
measured by fluerescenr-enzyme mmmunasassay (CAP-
System, Pharmaeia, Uppsala, Sweden). The toral IgE
delermumation was 329 KU/L (pormal valuc, <100 KU/L),
the concentration of speahe IgE to dog epiheloom and
senunal flusd were 308 kUL and 091 KU/L, respectively.

Sodmm dodecyl sulfate polyacrylamnde gel
electrophoresis (SD5-PAGE) immunoblotting was camed
ont with the husband's whole seminal plasma with and
withont 2-mercaproethansl. The immunoblorng
sdennfied [2E-bindimg bands of 24,6 kDa and 28 kD an
2omercaploethapol-treated and pon-ireated samples,
respectively (Figure)

Artificial Insemination

The husbaned s sennmall flued wes processed o remove
allevgenie componenis. Arvifcal msenmmation was
performed follawing a previoushy publiched protocod [4]
Four amificial insemination cycles were performed, the
Iast of whach resulted 1n 3 successful pregnancy,

J Ieverrie Alargal Clin Feemrsmad 2008; Vol 16(5): 114.508
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Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide pgel
electrophoresis immunoblottng. Lane P patient’s serum.
Lane C, contrel serum (pool from nonatopic subjects”
serum). Lane M. molecular weight panem. (=) indscates
2-mereapioethanel wested samples; (-] samples not weated
with 2-mevcaptoethanal

Discussion

Tmmedaate byperserabnaly teac ons o hanan semanal
fhaed range from local swelling to peneralized systemisc
reactions [1, 2, 7-9]. Local symptonis may be arore fréquent
than systenuc reactions but are underdiagnosed. The third
decade of life s the commonest penod for the appearance
of chmcal manafesanons. In some cases, hypersensimviny
reacions 1o seninal plasma bave occwrred afier an
inercourse-free penod, such as afver pregnancy,
hysterectonry, menopaee, ar parhal rostateciomny m the
partner. Although the most comomen mechanism 1o explain
this clinical picture 1 an [gE mediated reaction, type IIT
and IV immunological reactrons have been documented
[2]: In ong pamens the reacoon was [gE mediated.

Lnee the first repors m whach the humoral immone
re=ponre suggeded cenmm spckness hke reaction O toe 10 days
afrer follicle aspiranon, BSA present in the follicle ninsing
has been spqected [10, 11] Otlser msplylacie reacisons
related to the BSA and perucillin wsed i the semen culture
orediam have also been described after arficial insenunaton
[12-14]. These causes were 0ot mvelved in cur patient.

Leveral seminal plasma allergens have been
characrenzed and thew molecular masses repomed 1o range

& 7008 Famon Pubheadad
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from 12 te 75 kDa [2-4]. In our patient, an IgE-binding
band of 34.6 kDa was wdeatified in SDS-PAGE
unmanobletiing treated with 2-mercaptoethancl and
anather of 28 kD in the nowreated SD5-PAGE. Allergense
anngens could resrde in a glycoprotern fracion of semanal
plasma sinee allergensciry of the fued 15 not changed afrer
a vaseciony [2]

Sperm barners are nsnally recommended ta prevent
allesgie reachions m homan semanal plasma-allerge
patients. However, this is 0ot an acceptable alternative
for couples whe wish to achieve pregnancy. Therefore,
other options ke arnficial inseminanon bave been
proposed. Two cases of panents with allergy 1o both larex
and senunal plasema have been desenbed [15],

In 1981, Slaprro et al [16] reported te firsd siceesiul
michichon of pregrancy aflter atifical insemination m a
woman with humsan seminal fwd allesgy In that case, 7
cviles of armificial inseminaion were performed and a
pregnancy was achieved. Another case of successful
pregnancy after ambieial nsemenanon with sperm devadd
of semanal plasma proteins was desenbed by Iweashashs e1
al [17]. In both cases. more than 4 cveles of msemunanon
were terpared

In 1947 Halpern er al [18], were the first o oy
mununotherapy o treal buman semenal allergy
Subsequently, aftempts with parerteral innmnotherapy have
been reported vsing a conventonal method ar, more recentty,
anshprotocol [2, 3, 19]. Inrecent decades, local intravagmal
desensitizanen has been reporied [2, 4, 20, 21 This
reamment apton does not require complicated preparanon
el conld be an allemateve for eatmyg sennnal plasana
allerpe pattents. To mainrun the tolerant stae after all
these eatmenis, patents need to have regular unprotected
wexiial actviey

Thus case of successful pregnancy after only 4 cyvcles
of artificial insemunation confirms thic appreach as an
altemative for patents with homan semunal plasma allergy
who wish 1o become pregnant, Immunoblomng showed
the 25 kDa allergen to be responstble for the reaction in
our partent and apphicanon of washed semen 25 nermally
wsedd m the artiferal msemmation proiocols cocumyvented
the allergic reaction
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Segon article

Allergy to human seminal fluid: cross-reactivity with dog dander

Basagafia M, Bartolomé B, Pastor C, Torres F, Alonso R, Vivanco F, Cister6-Bahima A
J Allergy Clin Immunol. 2008 Jan; 121(1): 233-9

Resum

Introduccié: L’al lergia al liquid seminal huma és infreqiient, amb simptomes que
poden anar des de pruija vulvovaginal fins a quadres d’anafilaxi que poden arribar a
comprometre la vida. S"han descrit multiples al lergens implicats en el trastorn, amb un
pes molecular que oscil la entre 12 i 75 kDa. Recentment 1’antigen prostatic especific
(PSA) ha estat identificat com a al lergen causal en un cas d’al lergia al liquid seminal
huma. Ja que en molts casos el trastorn apareix o bé immediatament o bé poc després
del primer coit, s’ha postulat la possibilitat que un fenomen de reactivitat encreuada
estigui implicat en aquests casos.

Objectius: Detectar la presencia de reactivitat encreuada IgE entre al lérgens de I'epiteli
de gos i liquid seminal huma i intentar identificar els al lergens implicats.

Metodes: Es varen seleccionar 41 pacients amb al lergia a epiteli de gos. Una d’elles
presentava episodis d’anafilaxi postcoital per al lérgia a les proteines del liquid seminal
huma del seu marit. Per estudiar el patré de proteines fixadores d'IgE i la reactivitat
encreuada potencial entre proteines de l'epiteli de gos i el liquid seminal huma, a tots
se’ls van realitzar tests cutanis, determinacions d’IgE especifiques, SDS-PAGE
immunoblotting i test d’inhibicié. Es va usar la técnica d’espectrometria de masses per
identificar les proteines involucrades en les reaccions.

Resultats: El vint-i-quatre per cent dels serums de pacients al lérgics a 'epiteli de gos
reconeixien una banda fixadora d’IgE de 28 kDa en l'immunoblotting del liquid seminal
huma. L’espectrometria de masses va identificar aquesta banda com a PSA. SDS-PAGE
immunoblotting-inhibicié mostrava una inhibicié completa de la banda IgE fixadora quan
els serums eren preincubats amb extracte de caspa de gos.

Conclusions: Aquest estudi demostra la preséncia de reactivitat encreuada entre el PSA

i una proteina de la caspa de gos. L’allergia a l'epiteli/caspa de gos podria ser
considerat com un factor de predisposicié a patir al lergia al liquid seminal.
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Implicacié clinica: L’al lergia a I'epiteli de gos podria estar implicada per un mecanisme
de reactivitat encreuada en problemes de reproducci6 (infertilitat).
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Allergy to human seminal fluid: Cross-reactivity with

dog dander

Maria Basagana, MD," Borja Bartolomé, MD, PhD,” Carlos Pastor, MD, PhD,* Ferran Torres, MD, PhD,™" Rosario Alonso,
MD,* Fernando Vivanco, MD, PhD,"® and Anna Cisteré-Bahima, MD, PhD®  Harcelona. Bilbao. and Madrid. Spain

Background: Human seminal plasma (HSP) allergy is
uncommon, with symptoms ranging from vulvovaginal pruritus
to life-threatening anaphylaxis. Although several seminal
plasma allergens have been reported and their molecular
masses have been estimated to range between 12 and 75 Kd., the
prostate-specific antigen (PSA) has recently been identified as o
causative allergen, Given that in a large number of cases
symptoms appeared during or after the first intercourse, a
cross-reactivity phenomenon might be implicated.

Objective: We sought to assess the presence of Igk cross-
reactivity among proteins from dog epithelium and HSP and to
attempt to identify the allergens involved.,

Methods: Forty-one patients with dog epithelium allergy were
selected. One of them experienced anaphylaxis in contact with
her hushand's seminal plasma. SKin prick tests, serum specific
IgE measurements, SDS-PAGE immunoblotting, and inhibition
tests were performed to study the pattern of IgE-binding
proteins and the potential cross-reactivity between HSP and dog
cpithelium. Mass spectrometry was carried out to identify the
protein involved in allergy reactions.

Results: Twenty-four percent of the sera from patients with dog
cpithelium allergy recognized an IgE-binding band of 28 kd in
HSP immunoblotting. Mass spectrometry identificd this band as
the PSA. SDS-PAGE immunoblotting-inhibition showed a
complete Igk-binding inhibition when sera from these patients
were preincubated with dog dander extract.

Conclusions: IgE cross-reactivity among proteins from dog
dander and human PSA is demonstrated.,

(J Allergy Clin Immunol 2008;121:233.9,)
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EAST:  Enzyme Allergo Sorbent Test
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MALDLTOF:  Matnx-asssted laser desorption ionization - time

of flight
MS: Mass spectrometey
PSA:  Prostate-specfic antigen

Human seminal plasma allergy (HSPA) in women is rare. Only
80 cases in the English literature have been reported since the first
mention of HSPA in 1967 by Halpem et al.' The third decade of
life has been found to be the most frequent period of appearance
of this disorder, and an IgE-mediated response is the most com-
mon etiopathogenetic mechamsm, In chinically sensitive subjects
skin prick tests against human seminal plasma (HSP) produce
a typical wheal-and-flare response, and a measurable serum
specific 1gE antibody has been detected.” Atopy status has been
pointed out as an important predisposing factor to this infrequent
phenomenon.’

In 40% of patients with HSPA, symptoms begin during or after
the first sexunl intercourse. Symptoms usually occur either
immediately, during, or after coitus, and a gradual reduction in
the time of onset of symptoms and a gradual worsening of
symptoms over the course of time have been reported.” The
hypothesis that the sensitization agent would be an unknown an-
tigen that cross-reacts with some of the proteins present in HSP
was originally proposed by Halpern et al' several years ago, but
until now, it has not been demonstrated. Another unclear point
of this discase is whether the clinical manifestations occur only
with one particular partner or if they appear after coitus with
more than one sexual partner. Both situations have been reported.
but there are many cases in which this information is lacking.”

Concerning the allergen involved, several IgE-binding anu-
gens have been found, and their molecular masses were reported
to range from 12 to 75 kd. However, there is no solid information
concerning the precise characterization and origin of the respon-
sible allcrfcn. although a possible prostate onigin has been
suggested,

Recently, a case report demonstrated the presence of specific
IgE antibodies against prostate-specific antigen (PSA) in the
serum from a woman with HSPA.' Despite technologic ad-
vances in recent years, few of the proteins detected in seminal
fluid have been fully charactenized. A comprehensive analysis
of the peptide and protein components of human seminal fuid
wis performed by combining gel electrophoresis ( 1-dimensional
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and 2-dimensional) with matrix-assasted laser desorptionfioniza-
tion-time of flight (MALDI-TOFVmass spectrometry (MS),
clectrospray ionization (ESI) liquid chromatography/tandem
mass spectrometry (LC/MS/MS), and database searching. The
majority of the detected proteins were identified as modified
forms of PSA, prostate acid phosphatase, Zn-a- -glycoprotein,
clusterin, semenogelin 1, and semenogelin 11.°

We have recently published the case of a 38-year-old nulli-
gravida woman who expenenced anaphylactic reactions after
sexual intercourse with her husband since ber first coitus. The
husband had been her unique sexual partner. As a personal allergy
history, she only mentioned bronchial asthma with sensitization to
dog epithelium. The use of sperm barrier methods completely
abolished the symptoms, bat it was not acceptable at the time she
wanted to become pregnant. The identification of the responsible
allergen as o 28-kd allergen and the application of washed semen
(free from this protein) in the artificial insemination allowed
achievement of pregnancy and avoided an allergic reaction.”

This research was performed with the following objectives: (1)
to characterize the 28-kd allergen involved in the case of HSPA
previously reported,” (2) to study the presence of cross-reactivity
between this allergenic protein and some component of dog epi-
thelium, and (3) 1o determine the percentage of patiemts with dog
cpithelium allergy in which serum IgE antibodies reacting with
the 28-kd antigen from the HSP were present.

METHODS
Subjects

Hetween Sepiember 2004 and Seprember X8, all consecutive patients
given diagnoses of dog epithelium by peesensitivity at the Allergy Depariment
of Institet Universitan Dexeus (Barcelona, Spain) were eligible o participate
in the study. The patients were selected based on a clear history of dog
epithelium allergy and positive skin test responses against this allergenic
source. Patents provaded written informed comsent, and ihe study was
approved by the hospital ethics commatice.

A short questionnaire was distributed amoag panticipants. The question-
naire was designed 10 collect the following information: ape, sex, symploms
manifested by exposure 1o dog opithelium, symptoms manifessed by eaposure
10 other mammal epethelia, fint clinkcal sensitization to mammal epithelium,
treatment desensitization to dog cpithelium, and sympeoms expenenced in
contact with HSP.

Allergen sources and extracts

Seminal flusd was collected by condom from the partser of the patient with
HSPA and was used to perform all the i virar assays. Recombinam Can f | aad
recombinant Can 1 2 (Depaniment of Clinical Microbsology, University of
Kuopi. Kuopi, Finland) was produced and purified. as peeviously described.”
Defatted dog epitheliem and dog dander (Greer Laboratonies, Lenoir. NC)
were extracted by means of magnetic stiming during sgitation in X0 menol/l,
PBS at pH 7.5 foe 4 hours at room lemperatune. The sample was comtrifuped
a 5600¢ for 30 minutes, and the supermatant was dialyzed against water.
The dialyzed extract was filtened through a membrane with 0.22-pm-diameter
pores.

Skin prick test

Skin prick tests with dog epithelium (3 mg/ml.) and dander (1.3 mg'mL)
exrracts and 4 pancd of ocher mamenal epithelia, lacluding rat, mowse, hamser,
cat. cow, pork, lamb, guinca pig, and rabbit (Baal-Aristegui, Bilbao, Spain),
were performed according 40 a standand procedure” on the volar side of the fore-
2 by means of punceure with the Prck | Dame (Hollsster-Stier, Spo-
hame, Wash) One stentle device was wsed for cach test. Histamine phosphate
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(10 mg/ml.) and sterile 0.9% saline were used as positive and negative comtrols,
respectively, A mean wheal area of 7 men® o greater companad with thae
clicited by the negatnve control 15 manutes afler punctare was considered a
positive response.

Spociﬁc IgE dotmlnadon

ific IgE ment ag lal fuid, dog epiahelia, and
do'd—én was carned out by esing the Enzyme Allengo Soebent Test (EAST),
The solid phase was obtained by coupling the seminal fhaid (2 mg/mL) and dog
extract ( 10 mg/mL.) 20 the 6-mm-diameter cyanogen bromide-activated paper
dises, o described by Ceska aad Lusgvist.” The EAST was performed, and
resalts were exprossad im accondance with the masafacturer’s instructions
(Specific IgE EIA kit; HYTEC, Hycor Bromedical Lid. Penicuik, United King-
dom). A pool of ser from nonallergic subgects was used as a negative costrol.

SDS-PAGE immunoblotting and inhibition

SDS-PAGE was carried ost acconding to the method of Lacwsnli'"; 12.5%
and 4% acrylamide were used for separating and stacking gebs, respectnely.
Samples were dissolved in 0,125 mol/L. HC-Tris (pH 6.8) and were dematured
with O, 1% SDS at 100°C for $ minutes when sonreducing comditions were used,
Acconding 10 the technigee of Bradford,'" 201p of peotein was applied per lane.

Afier clectroph gels were stained by means of diffusson in 0.1%
Coomassic Brilliant Blue R-250 dissolved in methano¥/acetic ackl/dsstilled
water (4:1:5). Separated protein bands were electrophoretically transferred o
polyvinylidene diffooride, essentially as described by Towbin et al.'* and
blacked for | hour &t room temperature with 015 Tween-20 and 5% fish
collagen in Tosbuffered saline. Membeanes were incubated overnight at
A°Cwuh lhc patient’s serum, followed by sstihuenas IgE-boneradish peros-
idase incubation and o ion with the chemoluminescence
mthud,mmmummbdbylkmbnwtm ~Plus: Amendam Phar-
macia Baotech, Little Chalfoet, Buck, United Kingdom),

When Western ishibition assays were performed, the paticnt’s senum was
preincubased with differemt inhsbitor phases (dog epathelivm or dog dander
extracts) overmight &t 4°C, and then membranes were incubated with the
patient serum sample obtained.

EAST inhibition

EAST inhabition was performed acconding 5o methods reported by Yman
ctal."’ HSP was used as the solid phase. and the patient’s screm was pecincu-
bated with dog dander extract (1.8 mg/ml.) and Can { | and Can { 2 recombi-
nant molecules at 120 pp/ml. (Deparment of Chinical Microbiology,
University of Ksopi, Kuoga, Finland).

Protein identification and characterization by
means of MS

The proteins of imterest were identificd by means of MS. The basds
selected were cut out from the gels with a steride scalped and subgected o in-
gel trypsin digestion acconding to the method of Shevebenko et al,'! with
some modifications. The in-gel digests were purified as descnibed by Gobom
ctal,"" Peptides were analyzed by usisg a Voyager-DE STR BioSpectometry
Workstation instrament (Applied Baosystems, Foster Caty, Calif), and posi-
tively charped jons were analyzod in lﬂkﬂﬂl’ munk by wsing delayed extrac-
thon with the following settings: accoeh tage of 20 AV, grid of 72%,
delay time of 300 ns, 100 shots per spectrum, nim-umgeoﬂlmo 3500
U Spectra were calibrated by asing trypsin astolysis prodects, resulting i a
mass accuracy of less than S0 ppm. Peptide fingerpeisting was analyzod
by using Data Explocer software (Applied Biosystems, Foster Ciry, Calif).
In addition, the demtification was confirmed by means of MS/MS in a
MALDI-TOFTOF 14700 Protein Analyzer (Applicd Baosystems), Progein
identification was performed by scarching a noaredundant protein sequence
database (National Center for Biotechnology Information) with the Mascoe
program (hipwwwmatriasclence.com). The folloming parameters were
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used: mosotsotopic mass accuracy of less than 50 ppm, 1 missed cleavage,
and allowed carbamidomethylation modificatioes of ¢y (complete),
methsonine, and pyroglutamec acsd (partial),

Statistical analysis

Demographic, clinical, and laboratory data of patients with and without the
28-kd IgE-binding hand recogaition were compared. Categonical data are
expressed as freg and pe ages, and i data are § ]
as means and SDs. The x° test. the Student £ sest, the Mann-Whitney [/ sest, and
Spearman correlation were used for the analysis of data. Statistical analysis
was performed with SAS version 9.1.3 software (SAS Institute, Inc, Cary,
NC). Sumistical sigmificance was set at a P valoe of less thun 05,

RESULTS

The study population included 41 patients, 30 women and |1
men, aged between 7 and 67 years, who presented with a clear
history of dog epithelium allergy with positive skin prick test
responses 1o dog epithelium extracts, dog dander extracts, or both
and with serum specific IgE to 1 or both allergenic sources of
greater than 0.35 kU/L. There were no statistical differences
between the groups of patients with and without HSP 28-kd
IgE-binding band recognition regarding the mean age, sex, and
clinical manifestations of dog allergy. In addition, 2 patients
whose IgE recognized the protein of 28 kd presented wath a sexual
discase (HSPA in one and infertility of unknown cause in the
other). The presence of sexual disorders was significantly more
frequent among patients with 28-kd IgE-binding band recognition
comparcd with that in the group without recognition of this
protein (£ < 0107). No case of sexual discase was observed
among the population of patients with dog allergy who did not
recogmize the protein,

The percentage of patients with clinical symptoms related to
dog allergy oaly and not allergy 10 other mammals was also
significantly higher among those with serum specific IgE against
the HSP 28-kd IgE-binding protein (7 < 0004). Morcover, 807%
of patients in this group were monosensitized to dog. The differ-
ence was statistically significant (P < .001),

The main demographic charactenstics and allergy history of
the study patients are summarnized in Table 1.

SDS-PAGE of HSP showed multiple protein bands with an
apparent molecular mass ranging from 14 10 120 kd (Fig 1, A).
IgE immunoblotting of this sample in nonreducing conditions
and incubated with the serum of the woman with anaphylaxis
revealed 2 IgE-binding bands, a clear band of 28 kd and a faint
band of 32,7 kd, However, when reducing conditions were used,
only a faint band of 34.6 kd was observed (Fig 1. B, and Fig 2,
lane 29). indicating that after reduction of the disulfide bridges.
the protein unfolds, and thus its apparent molecular mass in-
creases. In ponreducing conditions similar results were obtained
with 9 other sera from the studied group (9+ 1/41 [Fig 2, lanes
4,10, 14, 16, 28, 29, 31, 36, 39, and 41) or 24% of the sera). An
addional IgE-binding band of 53 kd was revealed with 3 of the
sera, but it also appeared with sera from atopic patients with
pollinosis who were not allergic to dog epithelium (data not
shown).

The patient with clinical seminal fluid allergy had an Igk titer
to complete HSP of 5 KU/L. Results in the other 9 patients with
dog epithelium allergy who reacted to this band were as follows:
1.5, less than 0,35, less thun 0,35, 0.7, 0.6, 0.4, less than 0.35, 1S,
and 3.4 KU/L, The serum from the anaphylactic patient showed
the highest specific IgE level against HSP.
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TABLE 1. The main demographic characteristics and allergy

history of the selected patients
PSA recognition
No (n = 31)*  Yes(n = 101" Pvalue

Age (y), mean (SD) 33521417 3580 (9.35) 637
Sex {female) 24 (T74%) 6 (60.0%) M
Sexual discase 00%) 200%) 010
Dog allergy

Rhinoconjusctivites 25 (31%) S (50%) ns7

Asthma 21 67.7%) 6 (600%) 653

Cutancous 4(129%) 1 (10.0%) 07

Subclinical 1 (1.2%) 1 (100%) 157
Other mammal allerngy 18 (S5.1%) 1(100%) <001
Hyposensitization 1o dog 6 (194%) 3 (300%) AN0

Skin prck test to dog 3 1000%) 10 (1000%)  NA
SKin prick test to cat 23 (774%) 2 (200%) ol
Skin prick test to other epithelia 14 (452%) J00%) AT

NA, Not spplicable
*Dewriptive stasnticos wre presestad s pambens (percentapes) unbess otherwise
tnlicated

EAST inhibition assays were performed with the serum from
the patient with HSPA to investigate whether HSP proteins cross-
reacted with Can f | and Can f 2, the 2 major dog epithelium
allergens. The results showed that Can [ 1 and Can f 2 recom-
binant allergens as inhibitors (120 pg/ml) were not able to avoid
any level of IgE-binding activity to seminal fluid, whereas in the
same assay dog dander extract (1.8 mg/mL) produced a total
inhibition (data not shown).

SDS-PAGE immunoblotting inhibition in ponreducing con-
ditions showed a complete inhibition (both IgE-binding bands
disappeared) when the serum of the anaphylactic patient was
preincubated with dog dander extract at | mg/ml (Fig 3). A S-fold
concemtration was necessary 1o obtain the sume result with dog
cpithelium extract (data not shown). A similar inhibition result
was obtained with the sera from patients 4, 36, 39, and 41 (data
not shown).

The 28-kd IgE-binding band from the HSP was identified by
means of MS and turned out to be the PSA. Sixty-five percent
coverage was obtained by means of MALDI analysis, with 4
peptides identified. A score of 125 was generated by using the
Mascot program, corresponding to human PSA. The MS/MS
analyses of 3 peptides yielded the sequences IVGGWECEK,
HSQPWOQVLVASR, and AVCGGVLVHPQWVLTAAHCIR,
which match with positions 1 to 9, 10 to 21, and 22 to 44 in the
PSA sequence (Fig 4).

DISCUSSION

HSPA in women is rare. There is little information on the
nature of the antigen involved in HSPA. The molecular mass of
several seminal plasma allergens have been described ranging
from 12 to 75 kd, but the origin of the allergens, as well as whether
there is only 1 or multiple allergenic componems involved in
HSPA, is unclear.

Several years ago, Halpern et al' proposed that the allergy
symptoms experienced by some women after their first sexual
intercourse might be caused by a previous sensitization to un-
known antigens that cross-react with HSP proteins: however,
to our knowledge, this hypothesis has not been previously
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demonstrated. Given that we encountered a patient with dog epi-
thelium allergy who experienced an anaphylactic reaction in her
first sexual intercourse, we examined the possibility of cross-reac-
tions between both HSP and dog epithelium.

Dog allergens have been involved in mammal protein cross-
reactivity. Can f 3, dog albumin, which is an important allergen

for up to 35% of patients with dog epithelium allergy, has been
demonstrated to show IgE cross-reactivity with other serum
albumins, such as cat, mouse, chicken, and rat albumin, and
significantly with human albumin as well.'*"”

We identified and characterized by means of MS the
responsible allergen in the HSP anaphylactic reaction here
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studied, and it tumed o be the PSA, a kallikrein protein with
serine protease activity that is present at levels of 0.5 1o 2 my/
mL in HSP. The possible prostate origin of the HSP allergens,
confirmed in our study by means of allergen characterization,
wits proposed by Levine et al™ several years ago. They frac-
tioned a pool of seminal plasma obtained from 4 vasectomized
men, isolated a protein of 20 to 30 kd as the responsible aller-
gen, and proposed its prostate origin because a filtered extract of
prostate tissue caused positive cutancous reactions in sensitized
women.

The HSP immunoblot in nonreducing conditions camed out
with the serum from the anaphylactic patient showed 2
IgE-binding bands of 28 and 32 kd, respectively. The 28-kd
protein was identified as the mature form of the PSA. This enzyme
is synthesized as a polypeptide of 261 amino acids (pre-pro-
enzyme), which in its mature form consists of a single polypeptide
chain of 237 amino acids with 5 disulfide bridges that cormespond
to a molecular mass of approximately 26 kd. The backbone
contains a carbohydrate moicty attached at asparagine 45 that
increases the mass by another 2 to 3 kd to the total mature
molecular mass of 28 kd, as we observed. The 32-kd IgE-binding
band detected was one of the intermediate forms of the PSA, which
is corroborated by the simultancous disappearance of both Igk-
binding bands in the blotting inhibition assay, The disappearance
of the 28-kd 1gE-binding band in the HSP immunoblotting under
reducing conditions is in accordance with the presence of §
disulfide bridges that mamntiin the tertiary structure of the protein,

Members of the kallikrein family are becoming of clinical
interest because of their potential as prognostic biomarkers,
particularly for hormone-dependent cancers. PSA or human
kallikrein 3 has long been an effective biomarker for prostate
cancer.”’ There were 37 kallikreins described as allergens in
animals and fungi, including dust mites, Hymenoptera, fungal
species, and PSA belonging 1o the Home sapiens group.*”

Surprisingly, the responsible allergen was a protein omnipres-
ent in human prostate secretions; however, it is unclear why the
number of women affected is very small. It might be postulated
that the majority of female subjects might induce tolerance with
current sexual intercourses and also through the participation of
the complex homeostatic mechanism in the female genital tract
that modulates recognition of antigens of HSP.* Although the
exact prevalence of HSPA is unknown,™ probably minor forms
of this disorder, such as local reactions, are misdiagnosed as
chronic vulvovaginitis.

The occurrence of allergic reactions to an antigen of human
origin is always of biologic interest. The human body comtains
numerous endogenous proteins structurally related with others
present in mammals, as described with lipocalins, and the
immune system has o adapt to their presence. It has been
proposed that under these conditions the immune response
against the lipocalin allergens, which are structurally related to
endogenous lipocalin proteins, n&i&{n be the pathway to allergy in
genctically predisposed persons,™ = The same mechanism might
be applied to other allergens with homologous endogenous coun-
terparts. such as Kallikreins,

Because of the low prevalence of allergy to HSP and after the
cross-reactivity between HSP and dog dander in the first studied
patient was demonstrated, blood samples from 40 other patients
with dog allergy were collected. We camied out immunoblotting
with HSP. The 28-kd IgE-binding band, identified as a PSA, was
observed in 10 lanes. This represents a prevalence of 24.4%
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(1OV41). There were significant statistical differences between the
total population of patients with dog allergy and the group with
dog allergy that recognizes the protein of 28 kd. Six of 10 of these
patients were wormen, and 2 had a history of infertility, The HSP-
specific IgE titers observed in the sera from these 2 women with
infertility problems were among the highest detected (1.5 and 5
KU/L), and both revealed a strong 28-kd IgE-binding band in HSP
Western blotting assay (Fig 2, lanes 4 and 29). The significance of
this sensitization in male subjects is unknown,

The exact prevalence of dog allergy is unknown, but De Groot
etal™ found that in their own patient population, the incidence of
dog dander allergy was 17% compared with an incidence of cat
dander allergy of 24%. In a recent epidemiologic study carried
out in Spain, an increased prevalence of sensitization to mam-
mals” epithelia was observed. The mammal’s epithelia represent
the third most frequent cause of sensitization in rhinitis and
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asthma, In the subgroup of rhinitis, the most relevant epithelium
was cat epithelium, followed by horse epithelium. Despite this,
dogs were the animal most frequently present in the houschold
of patients as a pet {25.9%), and no case of sensitization to dog
epithelium among patients with rhinitis was observed. In the sub-
group of patients with asthma, the most important sensitization to
mammals” epithelia was also cat epithelium, followed by dog ep-
ithelium (15.3% and 13.7%, respectively).”™ Among the popula-
tion with dog allergy, it is uncertain how many patients are
monosensitized to dog. Many patients with cat allergy are also al-
lergic to dog. 1thas been postulated that shared IgE epitopes of the
major cat and dog allergens might provide an explanation for this
clinical observation. ™ Recently, cross-reactivity between Fel d
I and a protein from dog dander has been described. This is the
first report demonstrating the presence of a Fel d 1-hke allergen
in dog dander extracts that might be responsible for in vitro double
positivity to cat and dog.”’ In our study in the group that recog-
nized the 28-kd allergen of HSP. there were 8 (8064%) of 10 patients
monosensitized to dog compared with the other group, in which
there were 7 of 31 (22.6%) monosensitized. We have not found
any statistically significant relationship between HSP-specific
IgE levels and the severity of dog allergy symptoms, However,
because of the limited sample size, a correlation between higher
IgE levels and the presence of asthma cannot be excluded. In
fact, the P value was 095 (Mann-Whitney U/ tes1) when study-
ing whether the IgE levels were higher in patients with asthma
symptoms (either alone or associated to rhinoconjunctivitis),
IgE levels presented a lincal correlation with the class global
assessment (P < 001, r = 0,98, Spearman nonparametnic corre-
lation test),

The prevalence of monosensitization to dog epithelium found
in the studied group is higher than that observed in daily practice.
In this group there were 3 1o 10 patients who followed a specific
immunotherapy regimen to dog epithelium, in all cases with
low response to this desensitization treatment. Probably these
patients recognize some allergens that have not yet been char-
acterized. The poor effectiveness of dog allergen-specific im-
munotherapy has been described by Lilja et al."” The effect of
immunotherapy with dog dander extruct is less convinging
than that with cat epithelium, and this might be caused by a
less suitable extract, probably caused by the absence or low level
of some of its allergens clinically relevant for some selected
patients.

Two interesting points were the S-fold concemtration required
with dog epithelium extract versus dog dander to produce the
same IgE-binding inhibition on PSA immunoblotting and the
higher specific [gE values detected against dog dander versus dog
epithelium in those sera with detectable specific IgE against
human seminal fluid (data pot shown), Therefore the cross-
reactive allergen is in a higher percentage in terms of weight in
dander than in epithelium dog extract. This finding supports the
hypothesis that the dog PSA cross-reactive protein is a dander
protein, and we should test dog dander extract and not only dog
cpithelium to detect the Kind of patiems described in this article.

An interesting finding of the study was the fact that the cross-
reactivity described is not with the major dog allergen (Can £ 1/
Can f2).

In the current study we demonstrated the presence of cross-
reactivity between HSP and dog dander and identified the HSP
allergen involved as PSA. In addition, 24% of patients with dog
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allergy showed serum specific IgE antibodies against the PSA
from HSP. An increasing number of patiemts are needed 10
confirm these interesting preliminary findings.

We thank Dr Tuosnas Virtanen from the Department of Clinical Microbi-
ology. University of Kuopt, Kuogi, Finland. for providing recombinant Can
1 | and recombenant Can f 2. We thank C. Sastre, B. Zabala, and A. Menno foe
technical assstance and Dr Mara Pulido for editing the manuscript and
editorial assistance.

Clinical implications: Dog epitheliom allergy might be a risk for

HSP allergy
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Tercer article

Involvement of Can f5 in a case of Human Seminal Plasma Allergy

Maria Basagafia, Borja Bartolomé, Carlos Pastor-Vargas, Lars Mattsson, Jonas Lidholm;
and Moises Labrador-Horrillo

International Archives of Allergy and Immunology. En premsa. 201107012. Submitted:
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Resum

Introduccié: L'existéncia de bandes fixadores d'IgE en l'extracte de caspa de gos en
abséncia d’anticossos IgE davant dels al lergens coneguts de gos (Can f 1, 2, 3 i 4)
implica la presencia d’altres al lergens de gos encara no identificats. Recentment, una
banda fixadora d’IgE ha estat aillada de I'orina de gos i identificada com la cal licreina
prostatica; s’ha anomenat Can £ 5.

Previament ja s’havia descrit la reactivitat encreuada entre una proteina de la caspa de
gos i el PSA huma.

Objectiu: Identificar 'al lergen present en la caspa de gos que presenta reactivitat
encreuada amb el PSA i demostrar la seva rellevancia clinica en una pacient.

Metodes: Es varen realitzar assajos SDS-PAGE immunoblotting i assajos d’inhibicié. Es va
usar la metodologia d’espectrometria de masses per identificar la proteina involucrada
en la reacci6 al lergica.

Resultats: SDS-PAGE-inhibici6 amb wuna proteina fixadora d’Ig de la secrecid
prostatica de gos demostra una inhibici6 total de la proteina de 28 kDa identificada com
a PSA. La proteina electroeluida de la secrecié prostatica de gos va ser identificada per
espectrometria de masses com a Can f 5. IgE immunoblotting del liquid seminal huma
amb el serum de la pacient amb al lergia al liquid seminal huma, demostra la presencia
de dues bandes fixadores d'IgE (28 kDa i 327 kDa). Ambdés SDS-PAGE
immunoblotting-inhibici6, tant amb liquid seminal huma com amb PSA purificat en fase
solida, demostren una inhibicié completa quan el serum de la malalta és preincubat amb
extracte de caspa de gos a concentraci6 de 1 mg/mL i rCan f 5 a concentraci6 de 10

pgr/ml.
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Conclusions: L’al lergen de la caspa de gos que presenta reactivitat encreuada amb el
PSA plasmatic ha estat caracteritzat i resulta ser el recentment descrit Can f 5. En aquest
treball demostrem la rellevancia clinica en una pacient d’aquesta reactivitat encreuada.

Involvement of Can £ 5 in a case of human seminal plasma allergy.
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Short title: Clinical relevance of cross-reactivity between Can f5 and PSA.
Introduction:

Human seminal plasma allergy (HSPA) is a rare phenomenon but the exact prevalence
of this condition is unknown. Several seminal plasma allergens have been described,
ranging in molecular mass between 12 and 75 kDa"
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In two separate studies of HSPA, prostate specific antigen (PSA) has been identified as
the causative allergen.z'3 In one of these studies, cross-reactivity between human PSA
and dog dander proteins was demonstrated.’

In a recently concluded epidemiological study carried out in Spain®, an increased
prevalence of sensitization to animal epithelia was observed. These epithelia represent
the third most common cause of sensitization in rhinitis and asthma.

Dog dander is an important cause of allergy respiratory symptoms, including rhino-
conjunctivitis, asthma and bronchial inflammation. Among described dog allergens, Can
f1, Can f 2 and Can f 4 are all members of the lipocalin protein family and have been
purified and expressed as recombinant proteins.>® Can f 3, dog serum albumin, is a
highly conserved protein and antibodies directed to Can f 3 cross-react extensively with
albumin of other animal species.” Approximately 50% of dog allergic patients present
IgE antibodies against Can f 1, 20% against Can f 2 and 15-40% against Can f 3 and Can f
4°

Recently, a new IgE binding protein was isolated from dog urine, identified as prostatic
kallikrein and named Can f 5. The protein was shown to be present also in dog dander
and among the dog allergic subjects analysed in that study, Can f 5 bound IgE
antibodies from 70% of sera of dog allergic patients tested so it was found to be a major
dog allergen.®

Methods:

Here we present the case of a 38-year-old nulligravida woman who experienced
anaphylactic reactions after sexual intercourse since her first coitus, previously
described by our group.” °® The patient was monosensitized to dog dander since she was
18 years old and she had been suffering from bronchial asthma due to this sensitization.

The patient reported on the presence of a dog at home since she was a teenager and now
she has frequent dog contact. The patient also followed a specific immunotherapy to
dog epithelium for one year after the beginning of HSPA symptoms, the treatment was
discontinued because of the low response to this desensitization treatment. The patient
provided written informed consent and the study was approved by the hospital ethical
committee.

Allergen Source:

Seminal fluid was collected by condom from a healthy donnor. It was used to perform
all the in vitro assays.
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Samples of dog prostatic secretions were collected at the Small Animals reproduction
Service of the Veterinary Faculty at UAB (Universitat Autonoma de Barcelona). Prostatic
sercretions were collected by manual manipulation of the dog's penis. Untreated
samples were used to performed all the in vitro assays.

Skin prick test

Skin prick tests with dog epithelium (3 mg/mL) and dander (1.3 mg/mL) extracts were
performed according to a standard procedure.’ Histamine phosphate (10 mg/mL) and
sterile 0.9% saline were used as positive and negative controls, respectively. A mean
wheal area of 7 mm? or greater compared with the negative control, 15 minutes after
puncture, was considered a positive response.

Specific IgE Determination

Serum specific IgE against dog dander, dog epithelium and human seminal plasma
were performed using ImmunoCAPS regular test by Phadia. Test results were expressed
as kU/L, according to manufacture instructions. CAP results higher than 0.35 kU/L
were considered positive.

EAST inhibition

EAST inhibition was performed according to methods reported by Yman et al.'® HSP
was used as the solid phase, and the patient’s serum was preincubated with dog dander
extract (1.8 mg/mL) and Can f 1 and Can f 2 recombinant molecules at 120 pg /mL
(Department of Clinical Microbiology, University of Kuopi, Kuopi, Finland).

SDS-PAGE immunoblotting and inhibition tests

To perform the in vitro assays, seminal fluid from a healthy human donor, prostatic
secretions collected from two different dogs, purified PSA from human semen (Sigma-
Aldrich) and purified recombinant Can f 5 were used.

SDS-PAGE was carried out according to the method of Laemmli."' When reducing
conditions were used samples were dissolved in 62 mM HCL-Tris, pH 6.8 and were
dissociated with 2% SDS and 5% f-mercaptoethanol at 100 °C for 5 minutes; in non-
reducing conditions 2-mercaptoethanmol was not added. When western-inhibition
assays were performed, patient serum was preincubated with different inhibitor phases
(Can £ 5 at 10 pg/mL) overnight at 4°C; then membranes were incubated with the
patient serum sample obtained
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Mass spectrometry

Bands were extracted from the gel, digested with trypsin, and the proteins were
identified by mass spectrometry (MS), as previously described.

Results:

The patient showed positive Skin Prick Test to dog dander and dog epithelium. Serum
IgE titer was 5 kU/1 to complete human seminal plasma, 7.5 kU/1 to dog epithelium, 8.9
kU/I to dog dander, and 95 kU /L to dog prostatic secretion

EAST inhibition assays were performed with the serum from the patient with HSPA to
assess whether HSP proteins crossreacted with Can f 1 and Can f 2, the 2 major dog
epithelium allergens. The results showed that Can f 1 and Can f 2 recombinant allergens
as inhibitors (120 ng /mL) were not able to reduce the IgE antibody binding to seminal
fluid, whereas in the same assay dog dander extract (1.8 mg/mL) produced a total
inhibition (data not shown). This result is consistent with the absence of known
homologues of Can f 1 and Can f 2 in HSP.

Immunoblotting assay in reducing conditions with patient serum using 2 samples of
dog prostatic secretions in solid phase revealed two IgE binding bands of 31 and 17-18
kDa (Panel 1, Figure 1).

The IgE binding bands in dog prostate secretions (31 and 17-18 kDa) were identified by
mass spectrometry and turned out to match with the recently described Can f 5
(arginine esterase peptidase S1 family; kallikrein subfamily).? In order to examine the
relationship to human PSA, the 31 kDa band was electroluted and used as inhibitor in
IgE-immunoblotting inhibition experiments. Pre-incubation of the anaphylactic patient’s
serum with this protein, at a concentration of 50 ng/mL, caused complete inhibition of
IgE binding to PSA in HSP Immunoblotting inhibition assay (non shown results) as well
as to the 17-18 kDa in dog dander Immunoblotting inhibition assay in reducing
conditions (Panel 2, Figure 1). The PSA inhibition is explained by the sequence
homology described between the dog prostate arginine esterase (31 kDa band) and the
human PSA as both proteins belong to the kallikrein subfamily, and the inhibition on
the 17-18 kDa dog dander protein by the aforementioned Can f 5 presence in dog
dander.

IgE immunoblotting in no-reducing electrophoretic conditions of human seminal
plasma, incubated with serum of the patient with HSPA, revealed an IgE-binding band
of 28 kDa and a faint one of 32.7 kDa (the 28-kDa protein was identified as PSA as we
previously described? ) (Panel 3, Figure 1). Pre-incubation of this serum with either dog
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dander extract (1 mg/ml) or purified rCan f 5 (10 pg/ml) caused complete inhibition of
IgE binding to both bands (Panel 3, Figure 1). Furthermore SDS-PAGE immunoblotting-
inhibition assay using purified PSA from human semen (Sigma- Aldrich) in solid phase
and dog dander extract (1 mg/ml) and rCan f 5 (100 pg/ml) as inhibitors, showed the
capacity of both samples to produce a total IgE binding inhibition on the purified PSA
protein (Online Supplemental Figure 1).

Discussion:

In this studied case of a dog dander sensitized patient displaying HSPA, Can f 5 is
clearly identified as a dog allergen cross-reactive with PSA from human seminal plasma.

We have noted with several serum determinations that high concentrations of IgE
antibodies against Can f 5 are accompanied by weak positive responses to HSP
ImmunoCAP. Unlike the HSPA case presented here, it appears that these low IgE levels
against HSP typically do not elicit allergy symptoms (unpublished observations).

Mattsson L et al® described Can f 5 molecular weight about 28 kDa in nonreducing
conditions and two bands about 18 and 10 kDa under reducing conditions in orine and
dander. In this way, this article describes Can f 5 expressed in P. pastoris gives two
bands, one of about 31 kDa and another of about 18 kDa, as we describe in our
manuscript. Differences are probably due to proteins purified from these natural sources
(urine, dander) has been degradaded. 31 kDa protein was purified from the original
source (prostatic secretions) in a natural form without degradation

In conclusion, studying a patient with anaphylactic HSPA, we have demonstrated cross-
reactivity between the allergenic protein from HSP, PSA, and the recently
characterizated dog allergen Can f 5, suggesting that dog protein sensitization may in
some cases be relevant to HSPA, perhaps as a predisposing factor or as an
environmental booster of the immune response against PSA.
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Figure 1

IgE- Immunoblotting results. Reducing conditions Panels 1 and 2; non-reducing
condition Panel 3. Panel 1 shows two samples of dog prostatic secretions incubated
with serum from patient with HSPA (Lane P) and with a pool of sera from non atopic
patients (Lane C). Panel 2 shows dog dander incubated with serum of patient with
HSPA: non preincubated (Lane P), preincubated with 31 kDa electroeluated protein at
50pg/ml (Lane Prp), preincubated with BSA at 50pg/ml (Lane Ppsa). Panel 3 shows
human seminal plasma from healthy donor incubated with serum from patient with
HSPA: non preincubated (Lane P), preincubated with Can f 5 at 10pg/ml (Lane Pcs),
preincubated with dog dander extract at 1mg/ml (Lane Ppp), preincubated with shrimp
extract at Img/ml (Lane Psg), preincubated with BSA at 10pg/ml (Lane Ppsa). Lane C,
solid phase incubated with a pool of sera from non atopic patients. Lane MW. Molecular
Weight standard.
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Online Supplemental Figure 1

IgE- Immunoblotting results (in non-reducing conditions). Purified PSA in solid phase.
Lane 1: control serum (pool of sera from non atopic subjects); lanes 2, 3, 4: patient’s
serum previously incubated with dog dander extract (Img/ml), or purified rCan f 5 (100
ul/ml), or BSA (100 pul/ml), respectively. Lane M: Molecular weight standard.
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Primer apéndix

Component resolved diagnosis of dog allergy

Maria Basagafia, Olga Luengo, Lars Mattsson, Jonas Lindholm, Teresa Garriga, Moisés
Labrador-Horrillo, and Victoria Cardona
29th Congress of the European Academy of Allergy and Clinical Inmunology

Londres, Regne Unit, 2010.
Resum

Introduccié: Fins ara, dues lipocalines, Can f 1 i Can f 2, i una albamina serica, Can f 3,
han estat caracteritzats en detall com a al lergens de gos. Recentment, ha estat descrit un
nou al lergen major de gos, la cal licreina prostatica (Can f 5). L’objectiu d’aquest estudi
és avaluar pacients al lergics a la caspa de gos mitjancant el diagnostic per components,
per tal d’establir la rellevancia de cadascun d’aquests al lérgens en la nostra poblaci6.

Metodes: En 70 serums de pacients al lérgics al gos es varen determinar els valors d’IgE
davant de Can f 1, Can f 2 i Can f 3, amb la plataforma ImmunoCAP ISAC® i valors
d'IgE davant de Can f 5 recombinant usant ImmunoCAP® (Phadia). Tots els pacients
presentaven una historia d’allergia a gos amb simptomes respiratoris (asma o
rinoconjuntivitis), i tests cutanis positius i valors positius d'IgE especifica davant de
I'extracte de caspa de gos.

Resultats: De tots els serums testats, 47 (67 %) mostraven una reactivitat de tipus IgE al
Canfb5.Canf1, Canf2iCanf 3 eren al léergens menors entre els pacients estudiats: van
fixar IgE en 29 pacients (41,4%), 10 pacients (14,3%) i 14 pacients (20%), respectivament.
A més, 27/70 serums (39%) no reaccionaven a cap d’aquests tres al lergens. 26/70 (37%)
dels sérums reaccionaven tnicament davant de rCan f 5. Només 4/70 sérums no
presentaven reactivitat de tipus IgE amb cap dels quatre al lérgens testats.

Conclusions: El Can f 5 és un al lergen major en la nostra poblacié d’al lergics al gos i
considerant que fins a un 37% dels nostres pacients eren monosensibilitzats a aquest
al lergen, la seva inclusi6 en panells per diagnostic per components milloraria
significativament la seva sensibilitat. Can f 1, Can f 2 i Can f 3 son al lergens menors en
la nostra poblacié.
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Segon apendix

Sensibilitzacié al liquid seminal huma i caspa de gos en una poblacié de dones amb
esterilitat per causa desconeguda

Sessi6 de Professors Invitats del Servei d’Andrologia de I'Hospital de Sant Pau.
Fundaci6 Puigvert

Barcelona, gener de 2012.
Resum

Fins a 'actualitat no hi ha cap referencia publicada que associi I'HSPA i la infertilitat,
més enlla del problema que presenten aquestes pacients per concebre a causa de la seva
impossibilitat de mantenir relacions sexuals desprotegides. °*

La infertilitat és una dnica condici6 médica pero que engloba a dos individus “la
parella”. Es defineix com la incapacitat de concepcié després de 12 mesos de relacions
sexuals freqiients sense usar contracepcié en dones menors de 35 anys; o després de 6
mesos de relacions sexuals freqiients sense contracepcié en dones de més de 35 anys. Un
estudi poblacional sobre causes d’infertilitat demostra que fins en un 28% dels casos la
causa de la infertilitat és desconeguda.'®® Dins d’aquesta divisi6, cal tenir present la
infertilitat immunologica, en que els anticossos antiesperma juguen un paper clau. Els
anticossos antiesperma (ASA) que sén majoritariament d’isotipus IgG o IgA, sén
policlonals tant en homes com en dones, és a dir, es dirigeixen a més d’un antigen de
I'esperma. Alguns d’aquests anticossos tindran importancia en la infertilitat
immunologica i altres no. Només aquells que vagin dirigits a proteines crucials en la
fertilitat podran produir infertilitat.'*” En aquest sentit, el anticossos dirigits contra el
PSA, tot i que, en el nostre cas s6n de tipus IgE i no IgA o IgG, com és habitual en els
ASA, a priori, si que podrien tenir un paper en la infertilitat, ja que el PSA és produit
essencialment en la glandula prostatica per liquar el semen ejaculat i permetre un medi
on els espermatozous es puguin moure lliurement. També es creu que és util per

dissoldre la capa mucosa cervical permetent I'entrada dels espermatozous. **¢ 3/

Ja que en un treball previ del nostre grup *° es demostrava que entre els pacients
al lergics al gos que presentaven IgE especifica davant del PSA, una malalta presentava
trastorns relacionats amb la fertilitat (infertilitat no estudiada), varem reclutar 43 dones

tractades al Servei de Ginecologia i Obstetricia de 'Hospital de Sant Pau de Barcelona
per una infertilitat per causa desconeguda. Durant 'any 2010, totes les dones amb
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esterilitat per causa desconeguda que acudien a 1'Hospital de Sant Pau varen ser
proposades per participar a l'estudi i les que varen signar el consentiment informat
varen ser incloses. A totes se’ls va sol licitar una analitica amb determinaci6 d’IgE
especifica davant d’epiteli de gos, epiteli de gat i liquid seminal, aixi com IgE total. A
totes se’ls va passar un petit qliestionari en que es recollien dades demografiques, com
I'edat, i també s’hi incloien unes preguntes sobre: a) simptomes d’al lergia respiratoria
(rinoconjuntivitis 0 asma amb el contacte amb epitelis animals); b) a les que havien
respost que si a la primera pregunta se’ls demanava si havien rebut immunoterapia
especifica davant d’epitelis; c) si tenien contacte habitual amb gat o gos; d) si
presentaven alguna simptomatologia amb el contacte amb semen.

La poblacié estudiada tenia una edat mitja de 35,4 anys, 2/43, és a dir, un 4,6% referia
clinica respiratoria davant del contacte amb epitelis. Cap de les pacients incloses a la
mostra havia rebut immunoterapia especifica amb epitelis. 5/43, és a dir, un 11,6%
referia contacte habitual amb animals. Tan sols una pacient (2,3%) havia presentat
clinica amb el contacte amb semen i es tractava d'una urticaria generalitzada postcoital
que només s’havia produit en una ocasié. La IgE total mitja era de 106,7 KU/L amb un
rang de 2,76 KU/L a 355 KU/L. Totes les pacients estudiades tenien un CAP negatiu (<
0.1 KU/L) davant de liquid seminal; una pacient tenia un CAP a epiteli de gat de 1,83
KU/L ila mateixa pacient tenia un CAP a gos de 0,82 KU/L.

En cap cas s’ha trobat sensibilitzacié al liquid seminal i la sensibilitzaci6é a la caspa i
'epiteli de gos detectades en aquesta poblacié és inferior a la de la trobada en poblacié
general;*® per tant, d’aixd es pot inferir que 'HSPA no seria una condicié causal en
pacients amb esterilitat per causa desconeguda.
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Tercer apendix

Tenen tots els semens el mateix potencial al lergogen?
Maria Basagafa

Jornada de Cloenda SCAIC, 2008

Treball presentat com a comunicaci6 oral.

Resum

L’al léergia al liquid seminal huma és un fenomen infreqiient amb simptomes que van
des de pruija local vulvovaginal a quadres d’anafilaxi que poden arribar a comprometre
la vida de la pacient. La prevalenca exacta del fenomen es desconeix i tampoc no hi ha
informacié solida sobre l'al lergen que el produeix. Shan descrit una gran varietat
d’al lergens implicats amb uns pesos moleculars que oscil len entre 12 i 75 kDa, pero
I'origen d’aquests al lergens, aixi com el nombre de components al lergogens implicats
continuen incerts.*?

Recentment, el nostre grup'®® ha identificat per espectrometria de masses el PSA ,
I'antigen prostatic especific, com 1'al lergen responsable en un cas d’"HSPA. Segons el
nostre coneixement, és el segon cas d’"HSPA publicat a on I’al lergen causal és identificat,
i en els dos casos el PSA és I'al lergen responsable.'®

Un altre punt obscur d’aquesta malaltia és la incertesa de si l'al.lergia al liquid seminal
huma apareix exclusivament amb una tnica parella sexual o si, contrariament, la reaccié
al lergica pot apareixer amb el contacte amb el semen de subjectes diferents. Ambdues
situacions han estat publicades i en la literatura médica hi ha molts casos clinics
publicats en qué aquesta informacié no apareix.’?

Per estudiar aquesta qiiesti6, i tenint en compte la baixa prevalenca del trastorn, varem
usar 8 serums de pacients al lergics al gos que presentaven IgE especifica davant de la
proteina de 28 kDa (de la mostra de deu pacients del segon article de la tesi, dos varen
discontinuar el seguiment), identificada com a PSA per espectrometria de masses, per
realitzar SDS-PAGE immunoblotting usant 40 sémens de donants sans.

Breument, les bandes proteiques separades electroforeticament mitjancant SDS-PAGE
varen ser transferides a una membrana de polifluorur de vinilide (PVDF), tal com
descriuen Towbin i col laboradors'®® i bloquejades durant una hora a temperatura
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ambient amb tampé Tris amb 0,1% Tween-20 i 5% de llet desnatada (TBST). A
continuacid, les membranes varen ser incubades durant tota la nit a 4 °C amb el serum
dels pacients (dilucié 1:5), seguit per la incubacié amb un anticos de conill anti-IgE
humana (dilucié 1:2.000) marcat amb peroxidasa de rave (HRP) i deteccié mitjancant un
metode de quimoluminiscencia tal com recomana el fabricant (ECL-Plus; Amersham
Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Buck, Regne Unit).

Els resultats de l'immunoblotting en condicions no reductores (sense 2-mercaptoethanol),
varen revelar dues bandes IgE fixadores, una clara i ben marcada de 28 kDa i una menys
intensa de 32,7 kDa, en totes les mostres de liquid seminal testades amb tots els sérums
provats. (a la Figura 6 adjuntem els immunoblottings dels pacients 4, 36 i 29 (HSPA).) La
intensitat del senyal IgE obtinguda amb cadascuna de les bandes fixadores d'IgE sobre
diversos semens de donants és diferent, pero cada semen, analitzat de manera
individual, presenta la mateixa intensitat amb tots el serums (forta o debil), cosa que
indica que la concentracié de PSA en els diversos semens és diferent, i aixo pot ser degut
tant a polimorfismes individuals del donant com al temps d’abstinéncia previ a la
recollida de la mostra.
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Resultats
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Figura 6 Immunoblotting amb el serum dels pacients al lergics al gos que reconeixen la
proteina identificada com a PSA (nam. 4 i 36) i el serum de la pacient amb HSPA (ntm.
29) sobre la separaci6 electroforetica del liquid seminal de 40 donants sans i del marit de

la pacient afectada d"HSPA (carril 41).
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Els dos serums dels malalts al lergics a la caspa de gos de la Figura 6 (nam. 4 i 36)
presentaven uns nivells d'IgE especifica al liquid seminal huma de 1,5 KU/l i < 0,35
KU/1 respectivament, pero, el pacient 36 té una IgE especifica a caspa de gos de 5,5
KU/1 (sérums 4 i 36 de la Taula VIII).

Taula VIII Valors d'IgE especifica davant de caspa de gos, epiteli de gos i liquid seminal
huma en els 10 pacients inclosos en I'estudi (pacients al lérgics al gos que reconeixen el
PSA del liquid seminal)

Valors IgE especifica

Liquid seminal

Epiteli de gos Caspa de gos

huma

kU/L Classe kU/L Classe kU/L Classe

4 2,3 2 14,0 3 1,5 2
10 <0,35 0 1,6 2 <0,35 0
14 <0,35 0 3,1 2 <0,35 0
16 1,7 2 46,2 4 0,7 1
28 <0,35 0 3,9 3 0,6 1
29 7,5 3 8,9 3 5,0 3
31 0,9 2 3,2 2 04 1
36 <0,35 0 55 3 <0,35 0
39 0,5 1 12,6 3 1,5 2
41 9,3 3 63,4 4 3,4 2

S’observa una correlacié positiva entre valors més alts d'IgE especifica davant de la
caspa de gos i davant de liquid seminal.
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El nostre grup ha observat en diferents serums que les concentracions altes davant de
Can f 5 van acompanyades de febles respostes positives davant de liquid seminal en
ImmunoCAP comercial Phadia, Upssala, Suecia (070). En tots aquests casos, al contrari
del que passa amb el cas control amb HSPA presentat, sembla que aquests baixos titols
d'IgE davant de liquid seminal no comporten simptomes al lergics (observacions no
publicades).

Els resultats d’aquest estudi demostren que IgE especifiques davant del PSA d'un
individu també reaccionen davant del PSA procedent de sémens d’altres individus
encara que la reactivitat és diferent in vitro. Aixi, és probable que les dones amb IgE
especifica davant del PSA manifestin simptomes al lérgics amb diferents intensitats
davant del contacte amb un determinat semen.

Som conscients de les limitacions d’aquest estudi: primer, a causa de la naturalesa del
trastorn no s’han fet proves de provocacié; i, en segon lloc, donada la baixa prevalenca
del trastorn s’ha estudiat la qiiestié6 en un grup particular de pacients (al lergics al gos
que presenten IgE especifica davant de la proteina que presenta reactivitat encreuada
amb el PSA) i que aquest grup no representa exactament 1’heterogeneitat que el grup de
pacients afectats d’HSPA sembla tenir. Probablement, en diversos casos d'HSPA,
I’al lergen involucrat pot ser diferent del PSA. Per tant, aquestes limitacions s’han de
tenir en compte a I’hora d’analitzar els resultats.

La qtiesti6 de per que 'HSPA és un trastorn tan infreqtient si I'al lergen involucrat és
una proteina omnipresent en el liquid seminal huma continua sense resposta.
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DISCUSSIO

Aquesta tesi doctoral recull diversos estudis realitzats sobre diversos aspectes de
I'al lergia al liquid seminal i de l'al lérgia a la caspa de gos, referint-se tant a la
identificaci6 molecular dels al lergens implicats com a la rellevancia clinica de la
sensibilitzacié i la freqiiencia de reconeixement d’aquests nous al lérgens descrits en les
poblacions estudiades. Per facilitar la discussi6, se seguira 1'estructura proposada en els
objectius generals de la tesi.

Estudi d"un cas d’al lérgia al liquid seminal
huma des del punt de vista molecular i
caracteritzacio dels al lérgens implicats

Caracteritzaci6 del PSA com a al lergen responsable d'un cas
d’HSPA

Aquest primer objectiu s’inclou en el segon article publicat, en que hem caracteritzat
'al lergen responsable en un cas d’anafilaxi per HSPA per espectrometria de masses
com a PSA. Segons el nostre coneixement, és el segon cas d'HSPA publicat en qué
s’identifica I'al lergen causal, que en ambdoés casos és el PSA. El grup de Weidinger et
al.’® varen identificar el PSA com a allergen per positivitat al PSA per prick test,
immunoblotting, test d’estimulacié cel lular antigenica i per test d’activacié de basofils
(TAB).

El PSA és una cal licreina amb activitat serina-proteasa que es troba al liquid seminal
huma a dosis de 0,5-2 mg/ml; en canvi, en sérum el PSA es troba en una forma
complexa amb inhibidors de la proteasa com al-antiquimiotripsina.’®® Es la proteasa
més abundant en el liquid seminal huma, i la seva funcié és degradar les molecules d’alt
pes molecular sintetitzades en les vesicules seminals amb la finalitat de liquar el semen.
El possible origen prostatic de 1'al lergen implicat en 'HSPA ja havia estat proposat
molts anys abans per el grup de Levine et al.?®! Varen usar un pool de liquid seminal
huma procedent de 4 homes vasectomitzats i varen aillar una proteina d’entre 20-30 kDa
com a al lergen responsable, i proposaven un origen prostatic d’aquest al lergen perqué
un extracte de teixit prostatic préviament filtrat produia reaccions cutanies positives al
prick test en dones sensibilitzades al liquid seminal huma. Posteriorment, aixo ha estat
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també recolzat pel fet que 1'al lergenicitat del liquid seminal no es modifica després de

la vasectomia.?%?

L’immunoblotting de liquid seminal huma en condicions no reductores amb el serum de
la pacient amb HSPA mostrava dues bandes fixadores d’IgE: una banda clara i ben
marcada de 28 kDa i una banda menys intensa de 32 kDa, respectivament. Quan s’usen
condicions reductores, només apareix una fina banda de 34,6 Kd, cosa que indica que
després de la reduccié dels ponts disulfur, la proteina es desnaturalitza i el seu pes
molecular aparent augmenta. La proteina de 28 Kd procedent del liquid seminal va ser
identificada per espectrometria de masses com la forma madura del PSA: es va obtenir
el 65% de cobertura per analisi MALDI, amb 4 péptids identificats. L’analisi MS/MS
dels 3 peptids mostrava les seqiiencies IVGGWECEK, HSQPWQVLVASR, i
AVCGGVLVHPQWVLTAAHCIR, que concorden amb les posicions 1a9,10a 21,122 a
44 en la seqiiencia de PSA.

Aquesta proteina se sintetitza com un polipeptid de 261 aminoacids (pre-proenzim), que
en la seva forma madura consisteix en un tnica cadena polipeptidica de 237 aminoacids
amb 5 ponts disulfur que correspon a una massa molecular d’aproximadament 26 kDa.
La cadena principal conté un carbohidrat a la meitat, adjunt a asparagina 45, que
augmenta el pes molecular en 2-3 kDa més, fins al pes molecular total de la forma
madura de 28 kDa. La banda de 32 kDa detectada és una de les formes intermedies de
PSA, fet que queda provat per la desaparicié simultania de les dues bandes d'IgE en els
assajos d’immunoblotting inhibicié. La desaparici6 de la banda de 28 kDa en
I'immunoblotting de liquid seminal huma en condicions reductores depén de la preséncia
dels 5 ponts disulfur que mantenen l'estructura terciaria de la proteina.

Des del punt de vista biomédic, el PSA i altres membres de la familia de les cal licreines
ja tenien un interes clinic especial abans d’identificar-lo com un al lergen pertanyent al
grup dels Homo sapiens, ja que la seva concentracié serica era usada com a marcador de
prondstic, sobretot en cancers hormonodepenents.*®?

Un fet sorprenent de la identificacié del PSA com a al lergen causal d"HSPA és que es
tracti d'una proteina omnipresent en les secrecions prostatiques de 'home i 'aparent
baixa prevalenca de I’al lergia al liquid seminal huma entre les dones. Podriem suggerir
que la majoria de dones indueixen una tolerancia espontania amb una activitat sexual
continuada i també per la participacié d"un complex mecanisme homeostatic present en
el tracte genital femeni encarregat de modular el reconeixement d’antigens del liquid
seminal huma.’® Aquesta teoria vindria recolzada pel fet que en determinats casos
I'al lergia al liquid seminal apareix just després d’un periode en que no es tenen

97



Discussio

relacions sexuals, com ara després d'un embaras, histerectomia, menopausa o
prostatectomia parcial en la parella.’?

El PSA, en ser especific de la prostata, es creia que només es trobava en homes.
Recentment, pero, els metodes de deteccié ultrasensibles han determinat la presencia de
PSA en dones (teixit ovaric i mamari),?®* i aixd explicaria que es tracti d’un
autoal lergen.

Ja abans del descobriment de la IgE com a anticos, molts investigadors havien explicat
en diferents publicacions que extractes preparats de caspa humana provocaven una
reacci6 positiva en prick test en pacients que patien formes greus d’atopia com la
dermatitis atopica.?%> 2% El llibre classic The Chemistry of Atopic Allergens publicat per
Berren el 1971,%%” i, més concretament, el capitol “Allérgens procedents de teixits
epitelials”, aporta suports experimentals a I'existencia d’autoal lérgens. Des d’aleshores,
i fins a principis dels noranta, el concepte d’“autoallergen” va caure en I'oblit.
Aleshores, coincidint amb la caracteritzacié6 molecular d’al lergens ambientals, es van
demostrar similituds entre al lergens exogens i proteines humanes. L’observacié de
similituds tant de reconeixement immunologic com estructurals entre la profilina del
pollen de bedoll i una profilina humana va donar peu a la idea que la reactivitat
encreuada entre al lérgens ambientals i proteines humanes podia ser el mecanisme
patogenic en formes greus d’atopia.?’® 2% Posteriorment es va demostrar que al lérgens
d’Aspergillus fumigatus tenien reactivitat encreuada amb proteines humanes i que
aquestes induien proliferaci6 de cellules T i reaccions cutanies en pacients amb
sensibilitzaci6 a aquest fong.?’® Des d’aleshores, s’han descrit una gran quantitat
d’al lergens ambientals amb similituds amb proteines humanes. Els autoal lergens
s’anomenen seguint la International Allergen Nomenclature.?’

Aixi, doncs, malgrat les nombroses descripcions d’autoal lérgens, l'existéncia de
reaccions al lergiques a antigens humans sempre desperta un gran interes biologic.

Descripcio de la reactivitat encreuada entre el liquid seminal
i la caspa de gos

Aquest segon objectiu de la tesi també esta inclos en el segon article publicat, en qué
demostrem la preséncia de reactivitat encreuada entre una proteina del liquid seminal
identificada com a PSA i una altra proteina de la caspa de gos. La idea inicial ve donada
per la historia particular de la pacient que presentava reaccions anafilactiques des de la
primera exposicié al semen. Aix0 ens va portar a qiiestionar-nos el possible origen
d’aquesta sensibilitzaci6. La reactivitat encreuada amb altres al lergens ambientals se’ns
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va plantejar com una possibilitat plausible, ja que la pacient estava monosensibilitzada a
la caspa de gos, i varem iniciar 'estudi amb aquest extracte.

En l'estudi d’inhibicié de SDS-PAGE immunoblot en condicions no reductores mostra
una inhibicié completa (ambdues bandes fixadores d'IgE desapareixen) quan el serum
de la pacient amb anafilaxi postcoital és preincubat amb extracte de caspa de gos a
concentraci6 de 1 mg/ml.

El cos huma conté nombroses proteines endogenes estructuralment relacionades amb
d’altres presents en mamifers i el nostre sistema immunitari ha d’adaptar-se a la seva
preseéncia. En aquest sentit, el model de reactivitat encreuada entre proteines endogenes
i exogenes millor estudiat és el de les lipocalines (antigen molt important en 1'al léergia
als epitelis d’animals).?® 3% 3

Hi ha poca informacié sobre la resposta cel lular de tipus T davant de les lipocalines.
Basant-se en diferents estudis, el grup de Virtanen et al.> 3* ha proposat que
I’al lergenicitat de les lipocalines esta associada a la capacitat del sistema immunitari a
adaptar-se a la presencia de lipocalines endogenes. Aixi 1'al lergenicitat de les
lipocalines es manifesta per si mateixa com una feble resposta cel lular Th2 (al lérgica).

Una resposta intensa Thl contra antigens pot comportar pel contrari, reaccions
autoimmunitaries davant de lipocalines endogenes.

Per evitar tant I'activacié Th1 com 'activacié Th2 pot ser que cél 1ules T reactives davant

de lipocalines endogenes estiguin sota control de la tolerancia periférica.?! 212/ 213, 214

215, 216, 217, 218, 219, 220, 221

En aquest estudi observavem que per obtenir la mateixa inhibici6 amb extracte d’epiteli
de gos que amb la caspa de gos necessitavem una concentracié cinc vegades superior.
Per tant, podem concloure que l'al lergen de gos que té reactivitat encreuada amb el
liquid seminal es troba en major percentatge en la caspa que en l'epiteli de gos. Aixo
suporta la idea que I'antigen de reactivitat encreuada amb el PSA és una proteina de la
caspa de gos, i per tant, recomanariem testar sempre extracte de caspa de gos i no només
extracte d’epiteli de gos per detectar el tipus de pacients al lergics al gos descrits en
aquest article. De fet, hem de ressaltar que 'empresa que comercialitza la determinacié
d’'IgE especifica (Phadia) davant d’epiteli i caspa de gos ha retirat del mercat I'epiteli de
gos per aquestes observacions i altres dades propies.

Una altra troballa interessant del treball és que 1'antigen de reactivitat encreuada no és
cap dels al lérgens majors de gos descrits fins al moment de I'estudi (Canf1 / Can f 2).
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Caracteritzaci6 de l’al lergen de la caspa de gos que té
reactivitat encreuada amb el PSA: Can f 5

Aquest tercer objectiu esta recollit en el tercer article, en que s’estudia el mateix cas
d’"HSPA que presenta sensibilitzacié a la caspa de gos i s’identifica per espectrometria de
masses 1'al lergen de caspa de gos que presenta reactivitat encreuada amb el liquid
seminal huma, el recentment descrit Can f 5.

Un estudi publicat el 2009'% identifica un nou al lergen major de gos. En aquest treball
es va fraccionar I'orina de gos per mesura mitjancant cromatografia i es va detectar una
banda fixadora d’IgE, que va ser identificada per espectrometria de masses com una
cal licreina prostatica. Un proteina altament relacionada, o la mateixa proteina
identificada, també ha estat detectada en la caspa de gos. El mateix grup ha produit la
forma recombinant de la nova proteina identificada en P. Pastoris i presenta propietats
immunologiques i bioquimiques similars a les presentades per la proteina natural. La
DPK (cal licreina prostatica de gos) s’ha anomenat Can f 5 segons el WHO/IUIS
Allergen Nomenclature Sub-Committee.?’

Les cal licreines no havien estat mai previament descrites com a al lergens animals, i la
seva seqiiencia d’aminoacids no presenta similituds amb cap dels al lérgens animals de
caspa o orina descrits fins ara. No obstant aixo, la cal licreina prostatica de gos i altres
membres de la mateixa familia proteica de diverses espeécies (vaca, cavall, rata, conill,
ratoli i porc guinea) presenten un grau intermedi de conservacié de seqiiencia que pot
oscil Jar entre el 53 i el 59%.

La presencia d’al lergens en I’orina de mamifers ja havia estat reportada préviament.?**

223,224,225 B rates, s'ha vist que el major contingut de determinats al lergens d’orina es
troba en els mascles adults.””® La cal licreina prostatica de gos no té similitud de
sequiencia amb l’al lergen major de l'orina de rata, que ha estat descrita com una
proteina reguladora d’androgens expressada en la prostata.?*’

S’ha vist que la castracié dels gossos redueix drasticament la produccié de DPK. Per
tant, una possibilitat interessant és que els pacients al lérgics al gos, depenent del seu
perfil al lergogen, poden ser sensibles de manera diferent a gossos mascles i femelles.
Aix0, seria esperable especialment per als pacients al lergics al gos monosensibles a la
cal licreina prostatica de gos. D’aix0 se’n deriva que, posat que els habits de castracié
dels gossos mascles varia d'un pais a un altre i fins i tot d'una regié a una altra, la
sensibilitzacié a la cal licreina prostatica de gos podria tenir diferencies regionals
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importants. No obstant aixo, no tenim constancia de l'existencia d’estudis sistematics
que examinin aquests aspectes de 1’al lergia al gos.

La cal licreina prostatica de gos i el PSA comparteixen una similitud de seqtiéncia
d’entre el 55 i el 60%.

En conclusi6, estudiant un cas d'HSPA que presenta reaccions anafilactiques amb el
contacte amb semen, hem demostrat la reactivitat encreuada entre PSA i Can f 5,
suggerint que la sensibilitzaci6 a la caspa de gos pot ser rellevant en determinats casos
per desenvolupar una HSPA, per exemple, com a factor predisponent o com a factor
ambiental que actut de booster de la resposta immune davant del PSA.
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Estudi de la prevalenca de reconeixement dels
al lergens identificats en una poblacié
d’al lérgics al gos i en una poblacié de dones
amb esterilitat per causa desconeguda

Prevalenca de reconeixement de Can f 5 en una poblaci6
d’al leérgics al gos de I’area mediterrania

Aquest objectiu es desenvolupa en el primer apéendix, en que es demostra que el Can f 5
és un al lergen major en la nostra poblacié (reconegut pel 67% dels malats) i que el 37%
dels pacients estudiats estaven monosensibilitzats a aquest al lergen. Els al lérgens de
gos préviament descrits (Can f 1, Can f 2, Can f 3) sén al lergens menors en la nostra
poblacié6.

Abans de caracteritzar I'al lergen de caspa de gos amb reactivitat encreuada amb el PSA
com a Can f 5, el nostre grup va determinar la freqiiéncia de reconeixement del PSA en
els al lergics al gos (inferint la prevalenca de sensibilitzacié al Can f 5).

La prevalenca exacta d’al lergia al gos es desconeix, pero un estudi epidemiologic recent
realitzat a Espanya# observa un increment de la sensibilitzacié als epitelis animals en
general, i entre ells la sensibilitzacié a la caspa de gos. Es desconeix el percentatge
d’al lergics al gos que son monosensibles al gos i no a altres epitelis, pero 1'observacié en
la practica clinica diaria fa pensar que la monosensibilitzacié al gos és molt infreqtient.

Del grup estudiat, en el subgrup que reconeixia la proteina de 28 kDa del liquid seminal,
vuit dels deu pacients (80%) estaven monosensibilitzats al gos mentre que, en l'altre
subgrup, la monosensibilitzacié representava un 22,6% (7 de 31 pacients). Aquesta
prevalenca de monosensibilitzacié al gos en aquest subgrup és molt superior a la que
habitualment ens trobem a la consulta.

No varem trobar diferéncies estadisticament significatives entre els dos grups pel que fa
a la severitat de la clinica presentada davant de l'exposicié a la caspa de gos. En el
subgrup que reconeixia la proteina de 28 kDa, tres dels deu pacients havien iniciat un
tractament de dessensibilitzacié6 amb immunoterapia especifica amb extracte d’epiteli de
gos pero en els tres casos la vacuna s’havia discontinuat per falta de resposta o per una
resposta molt pobra al tractament. Aquesta baixa resposta a la immunoterapia especifica
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amb extracte de gos ja ha estat préviament descrita per Lijla et al. *°° i aixd suggereix que
en el cas del gos disposem d’un extracte menys ben estandarditzat, contrariament al que
passa amb extractes d’altres epitelis com el de gat, en que la poténcia de I'extracte la
determina, practicament en la seva totalitat, 1'al lergen major Fel d 1. En el mateix
subgrup s’observa una major prevalenca de trastorns sexuals (una pacient presentava
HSPA il’altra una infertilitat no estudiada).

En general, l'estandarditzacié d’extractes preparats a partir de mostres de pel, cabell,
caspa, saliva, sérum, orina i femtes de diversos animals és dificil malgrat tots els treballs
bioquimics i immunologics per caracteritzar-los allergogenament. Els extractes
d’epitelis animals difereixen molt entre ells pel que fa a la concentraci6 d’al lergens
majors i menors.??® Aixi, doncs, per a nosaltres, 1'efecte de la immunoterapia amb
extracte d’epiteli de gos és menys efica¢ que la immunoterapia amb extracte d’epiteli de
gat ja que disposem d’un extracte pitjor, probablement per 1’abséncia o els baixos nivells
de determinats antigens que poden ser rellevants en alguns pacients. Per tant, concloiem
que els pacients sensibilitzats a aquesta proteina amb reactivitat encreuada amb el PSA
tenien una pobre resposta a la immunoterapia especifica i eren majoritariament
monosensibilitzats.

El grup de Mattsson i collaboradors'*

també va estudiar la prevalenca de
reconeixement de la cal licreina prostatica de gos (Can f 5) en una poblacié de pacients
al lergics al gos i també trobaven una prevalenca de reconeixement de DPK del 70%,
cosa que el convertia en un al lergen major. Aqui cal tenir present que la poblacié
estudiada pel grup suec majoritariament també procedia d’Espanya; per tant, no es pot
assegurar que en una poblacié sueca també sigui un al lergen major, tenint en compte
les possibles diferéncies regionals que es podrien trobar en la sensibilitzacié a les
cal licreines en funcié de l'habit de castracié dels gossos o, fins i tot, de possibles
reactivitats encreuades d’aquest al lergen amb allergens ambientals (tema, d’altra
banda, que no ha estat mai estudiat). En aquest estudi, contrariament al que observem
nosaltres a la nostra poblaci6, el Can f 1 és reconegut pel 49% dels pacients; per tant,
com s’havia reconegut fins ara, seria un al lergen major en aquesta poblacié. Can f 2 i
Can f 3 serien al lérgens menors.

Per la nostra part, concloem que la inclusi6é del Can f 5 en els panells al lergogens de la
plataforma ISAC per al diagnostic per components augmentaria molt la rendibilitat
diagnostica de la plataforma pel que fa al diagnostic d’allergia al gos en la nostra
poblacié i aixo ha motivat la inclusié del Can f 5 en la darrera versi6é comercial d’aquesta
plataforma comercialitzada al setembre de 2011.
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Sensibilitzaciéo a la caspa de gos i al liquid seminal en una
poblacio de pacients amb esterilitat per causa desconeguda

A consequiencia dels resultats trobats en el segon article publicat i ja comentats en
I'apartat quatre de la discussi6, i pensant que la sensibilitzacié al PSA podia estar
infradetectada i que explicaria determinats trastorns no filiats etiologicament fins ara
(com determinades formes de vulvovaginitis cronica o esterilitat per causa
desconeguda) varem decidir fer un estudi preliminar per detectar sensibilitzacié al
liquid seminal i a I’epiteli de gos en pacients amb esterilitat per causa desconeguda.

No és la primera vegada que un grup es planteja la possibilitat que un fenomen de
reactivitat encreuada entre anticossos antiesperma i anticossos davant de proteines
exogenes sigui responsable d’infertilitat immunologica, com és el plantejament del
nostre estudi preliminar.

Recentment s’ha creat un sistema bioinformatic que defineix que compartir motif en les
sequiencies d’aminoacids de proteines al lergogenes permet predir reactivitat encreuada
entre elles.””® Amb aquest sistema s’ha trobat un motif que contenen totes les seqiiéncies
de I'antigen 5 dels verins de vespids, incloent-ne un de la Vespula vulgaris (Ves v 5). El
Ves v 5 esta constituit per una tnica cadena polipeptidica de 204 aminoacids (23 kDa) i
pertany a una superfamilia en qué hi ha incloses proteines extracel lulars de diverses
especies de plantes, fongs, reptils, mamifers i insectes. El Ves v 5 és un al lergen major
del veri de vespula pero la seva funci6 biologica no es coneix.”>* Amb aquest sistema
bioinformatic que analitza el perfil d’aminoacids de la seqtiencia de l'antigen 5 dels
vespids per trobar possibles proteines que tinguin reactivitat encreuada, en les bases de
dades s’ha vist que hi ha 3 proteines del semen huma pertanyents a la familia CRISP que
expressen aquesta reactivitat encreuada amb Ves v 5. Per analitzar aquesta reactivitat
encreuada es va agafar Ves v 5, CRISP-2 i CRISP-3 i es van produir com a recombinants
en E. Coli. S'ha trobat una correlacié entre la presencia d’anticossos davant de rVes v 5 i
rhCRISP-2, -3 en una petita poblacié, cosa que indica la preséncia d’anticossos de
reactivitat encreuada en el serum. Amb immunoglobulines endovenoses, procedents
d’una preparaci6 terapeutica d'IgG de donants, s’han trobat anticossos que reaccionen
tant a rVes v5 com a hCRISP-2 i -3, resultats que suggereixen la preséncia d’epitops
comuns entre Ves v 5 i hCRISPs. El grup de Muller et al. ha estudiat si aquesta
reactivitat encreuada té o no un paper en la infertilitat immunologica. No s’ha trobat
relaci6 entre nivells alts d’IgE en veri de vespula i IgG antiesperma i hCRISPs, per tant,
aquest estudi suggereix que una alta sensibilitzaci¢ al veri de vespula no indueix més
anticossos davant d’autoantigens i pot no representar un major risc d’autoanticossos que

indueixin infertilitat.>>!
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En el nostre treball, en cap cas s’ha trobat sensibilitzacié al liquid seminal i la
sensibilitzacié a la caspa i epiteli de gos detectades en aquesta poblacié sén inferiors a
les trobades en poblacié general. Per tant, podem inferir que 'HSPA no seria una
condici6 causal en pacients amb esterilitat per causa desconeguda.

Fins a 'actualitat no hi ha cap referencia publicada que associi I'HSPA i la infertilitat,
més enlla del problema que presenten aquestes pacients per concebre a causa de la seva
impossibilitat de mantenir relacions sexuals desprotegides.
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Miscel 1ania

Inseminacié artificial com a meétode de fertilitzaciéo en
pacients afectades d"HSPA

Aquest objectiu queda estudiat en el primer article de la tesi. L'tis de métodes barrera,
com els preservatius, havien abolit completament la clinica en la pacient, perd aquests
metodes no eren ttils en el suposit que la parella volgués tenir descendencia, com era el
cas.

Es va identificar I'al lergen responsable com un al lergen de 28 kDa de pm i es va usar
un centrifugat d’esperma (lliure d’aquesta proteina) per a la inseminaci6 artificial, cosa
que va permetre 1'assoliment de la gestacio i va evitar la reacci6 al lergica. Van caldre 4
cicles d’inseminaci¢ artificial per assolir la gestaci6.

Segons el nostre criteri, la IUI seria un métode efectiu per assolir la gestacié en les
pacients amb HSPA.

Tots els sémens sOn igualment al lergics?

Aquest objectiu es desenvolupa en el tercer apendix de la tesi.

Un punt obscur del trastorn és si les manifestacions cliniques ocorren només amb una
sola parella sexual o si, al contrari, les dones afectades presentarien problemes
clinicament rellevants amb el contacte amb semen d’homes diferents. Ambdues
situacions han estat descrites peroé en molts casos clinics publicats aquesta informacié no
consta.

Segons Mikkelsen et al.”>? ’HSPA no esta limitada a una sola parella sexual. Per tant,
per a ells, I'al lergen no és especific d’un individu. En canvi, Franfland i Parish**?
descriuen el cas d'una dona que mantenia relacions sexuals sense proteccié6 amb el seu
ex-marit, amb el qual va tenir 3 fills sense manifestar cap simptoma d"HSPA, pero que
presentava reaccions sistemiques amb el contacte amb el semen del seu segon marit.
Com que els autors no varen fer proves cutanies amb el semen d’altres homes, no es pot
descartar que la dona es sensibilitzés després del contacte amb el semen del seu segon

marit.

Una altra casuistica descriu reaccions només després del contacte amb I'ejaculacié d'una
tinica parella sexual.”>* Després del coit, una dona de 21 anys d’edat presentava pruija
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vulvovaginal i edema i exantema generalitzat. Durant l’estudi immunoal 1ergic, es varen
observar prick tests positius amb el semen de la seva parella, en canvi, els prick tests amb
semen de donant van resultar negatius. També va resultar negatiu el prick test amb el
semen del seu marit en una voluntaria sana.

Una altra serie reporta casos de reaccions al lergiques amb el contacte amb 4 i fins i tot
235

més parelles sexuals.
Un exemple tipic i ben estudiat de reaccié d'IgE vehiculada davant de liquid seminal és
el cas descrit per Halpern et al.'®* d’una dona de 29 anys d’edat que presenta simptomes
al lergics entre 15 i 30 minuts després del coit amb el seu marit. Es varen realitzar prick
tests amb diferents dilucions del semen del seu marit amb resultat positiu, en canvi,
s’obtenen resultats negatius de prick test amb el semen de toro, cavall, conill, conill
porqui i també amb el rentat del semen del marit. L’al lergen sembla no estar només en
el semen del marit sin6 també en el semens d’altres homes, perqué la pacient té
respostes positives també davant de semen de donants sans. Diferents dilucions del
semen del marit varen produir respostes negatives en prick tests en dones voluntaries
sanes.

Levine et al.>%¢

va realitzar prick tests amb semen de 15 donants sans en una pacient
sensibilitzada al liquid seminal, i van obtenir una resposta positiva amb tots ells. Aixo fa

pensar que I'al lergen (o al lergens) implicat és especie-especific i no individual.

En aquestes pacients amb HSPA s’observen resultats positius en prick tests amb el liquid

221, 224 Ty altra banda, Freeman

seminal perd no amb el serum o saliva de la parella.
reporta el cas d'una dona que presenta reaccions positives tant amb el semen com amb
la suor de la seva parella.”?” Una altra casuistica indica una associacié temporal entre
'ejaculaci6 i I'aparicié de I'antigen en el semen de la parella masculina, resultant a un
creixent alliberament d’histamina per part dels leucocits de la pacient afectada.?*®
Atenent els resultats del nostre treball, podem concloure que una pacient al lergica al
liquid seminal de la seva parella podria ser-ho també al d’altres homes perque
I'al lergen en principi és especie-especific perd no individu-especific, encara que la
resposta diferencial (Figura 6) davant de semens de diferents donants pot justificar
tolerancia en certs casos que no hem comprovat per raons étiques evidents.

Les dues possibilitats més plausibles per explicar aquests resultats séon que, o bé
existeixen diferents “polimorfismes” de PSA en diferents donants, o bé la concentracié
de PSA varia segons el temps d’abstinencia sexual del donant (fet no recollit en les
mostres estudiades). El grup de Végvari ha demostrat que el PSA es pot trobar en el
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liquid seminal en diferents isoformes, no totes detectables pel meétode rutinari de
deteccié d’anticossos, i conclouen que 1'heterogeneitat d’expressié del PSA pot ser de
rellevancia clinica. 2’ " No s’ha estudiat l'heterogeneitat del PSA en malaltes
al lergiques. La darrera hipotesi (concentracié del PSA en funcié6 del temps
d’abstinéncia) ja havia estat plantejada per un altre grup previament, i si que havia estat
comprovada en pacients al lérgiques.?*®

En el segon article publicat s’observa que, d’entre els deu pacients que reconeixen la
proteina, sis son dones i totes elles tenen IgE especifica davant de liquid seminal
mesurat per ImmunoCAP (Pharmacia, Upssala, Suécia) perd0 només una presenta
al lergia al liquid seminal.

Les concentracions d’IgE total i especifica, I'afinitat de la IgE i la clonalitat de la IgE sén
propietats diferents del repertori de la IgE d"un pacient al lergic i es relacionen tant amb
diferencies en la resposta al prick test (diagnostic) com amb diferéncies en la severitat de
la reacci6 al lergica.?*!s 242/ 243,244,295 By aquest sentit, el grup de Christensen®*® 2%/
demostra, en diferents treballs sobre un panell d'IgE recombinant especifica davant de
l'al lergen major d’acars Der p 2, diferéncies importants de respostes al lérgiques entre
subjectes distints amb els mateixos titols d'IgE. Amb mateix model i seguint aquest
raonament podriem explicar perqué dones amb alts titols d’anticossos anticaspa de gos
(Can f 5) i positivitat del CAP davant de liquid seminal no presenten problemes en el

contacte amb el liquid seminal de la seva parella.

108



Conclusions

CONCLUSIONS

Hem identificat i caracteritzat 1’antigen prostatic especific (PSA) com l'al lergen
causal en un cas d’al lérgia al liquid seminal huma.

Hem demostrat la presencia de reactivitat encreuada entre el PSA i una proteina
de la caspa de gos.

Hem identificat i caracteritzat la proteina de la caspa de gos amb reactivitat
encreuada amb el PSA com a Can £ 5, cal licreina prostatica de gos.

Suggerim que la sensibilitzaci6 a la caspa de gos pot ser rellevant en determinats
casos per desenvolupar al lérgia al liquid seminal huma.

Hem demostrat que el Can f 5 és un al lergen major de gos en la nostra poblacio,
essent reconegut per un 67% dels nostres malalts al lérgics al gos.

E137% del nostres pacients al lergics al gos estan monosensibilitzats a Can f 5.

L’al lergia al liquid seminal no és una condici6é causal en pacients amb esterilitat
per causa desconeguda; per tant, podem dir que no trobem relacié entre al léergia
al liquid seminal i esterilitat.

Hem demostrat que la inseminaci6é artificial amb semen centrifugat és un
metode efectiu per assolir la gestacié en les pacients amb al lergia al liquid
seminal.
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