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Estudio de alergenos mayores de calamar (Loligo vulgaris)

R. Cadtillo, B. Bartolomé?, A. Valverd(?, C. Blanco, N. Ortega, M. J. Alvarez,
T. Carrillo
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Fundamento: La tropomiosina muscular (TPM) es el principa alergeno mayor de la gamba. Esta proteina parece ser
también un alergeno relevante en los extractos de calamar. El propdsito del presente estudio es identificar el o los aler-
genos relevantes en una serie de pacientes alérgicos a calamar. Métodos: En 9 pacientes aérgicos a calamar (5 varones
y 4 mujeres), ocho de los cuales eran alérgicos a acaros y uno a cucaracha, se realizaron test cutéaneos (TC) con una
bateria comercia de mariscosy con extractos propios liofilizados de gambay calamar. Se determiné la IgE total y espe-
cifica frente a la bateria de mariscos utilizada. Se realiz6 SDS-PAGE e immunoblotting (IB) frente a extracto de cala-
mar y gamba. Asimismo, se llevaron a cabo inhibiciones de CAP de gamba, calamar, pulpo y mariscos bivalvos. Final-
mente, se realizd un segundo 1B del extracto de calamar con suero policlonal de congjo antitropomiosina de pollo (Ig
G-TPM). Resultados. Todos |os pacientes mostraron TC positivos e IgE especifica positiva frente a calamar, gamba, pul-
po y mariscos bivalvos. La PAGE mostré diversas bandas, pero la mas importante, comin a los extractos de gamba y
calamar, se situd en el rango de peso molecular entre 38 y 42 kDa. El 1B mostré un patron homogéneo de tincion para
todos los pacientes con el extracto de calamar y mostré una banda comun entre los 38 y los 42 kDa. No se observaron
otros aergenos relevantes en €l extracto de calamar. Las inhibiciones de gamba fueron superiores a 90 % sobre las res-
tantes especies de marisco. El extracto de calamar inhibié el CAP a calamar, pulpo y mariscos bivalvos en més del 80%,
pero fue incapaz de acanzar el 50 % de inhibicién sobre el CAP de gamba. El 1B con suero policlona antitropomiosi-
na detectd una banda de 41 kDa de peso molecular, de forma aislada. Conclusiones. La tropomiosina, a igua que en
la gamba, es el alergeno mayor del calamar. De existir otros alergenos de calamar, éstos no deben ser relevantes.

PaLABRAS cLAVE: Calamar / Hipersensibilidad / Alergenos mayores / Tropomiosina.

A study of major allergens of squid

Background: Muscle tropomyosin is a major shrimp allergen. It seems that this protein may also be a relevant alergen
in squid extracts. The aim of this study was to identify the relevant(s) alergen(s) in a series of patients with alergy to
squid. Methods: In nine patients with squid alergy (5 women and 4 men), eight of whom were also allergic to mites
and one to cockroach, prick tests with acommercial battery of shellfish and with our own lyophilized extracts of shrimp
and squid were performed. Total serum IgE and specific IgE against the shellfish battery were measured, as well as
shrimp and squid extracts were assayed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and immuno-
blotting. In addition, CAP inhibitions of shrimp, squid, octopus, and bivalve shellfish were carried out. A second immu-
noblotting of the squid extract with chicken anti-tropomyosin polyclonal rabbit serum was finally performed. Results:
All patients showed positive prick tests and specific IgE against squid, shrimp, octopus, and bivalve shellfish. PAGE
showed different bands, but the most important which was common to squid and shrimp extracts, showed a molecular
weight between 38 and 42 kDa. Immunoblotting showed a homogeneous staining pattern with squid extract for al
patients, with a common band between 38 and 42 kDa. Other relevant allergens in the squid extract were not observed.
Shrimp inhibitions were higher than 90% in relation to the other shellfish species. Squid extract inhibited CAP to squid,
octopus, and bivalve shellfish in more than 80% but was unable to reach a 50% inhibition over the shrimp CAP. Immu-
noblotting with anti-tropomyosin polyclona serum detected only a band of 41 kDa molecular weigth. Conclusions:
Tropomyosin, like in the shrimp, is the major squid alergen. If other squid allergens are present, these should no be
relevant.

Key worps: Squid / Hyper sensitivity / Major allergens/ Tropomyosin.
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Los cefaldpodos son un alimento ampliamente
consumido en Espafia®. Los estudios de hipersen-
sibilidad a este grupo de mariscos son, no obstan-
te, escasos. El primer estudio de los cefal6podos
como alergenos fue llevado a cabo por Carrillo et
al.? en 1992. En dicho estudio, se observé alerge-
nicidad cruzada entre calamar (Loligo vulgaris) y
gamba (Parapenaeus longirostris), aunque no
pudo demostrarse tal reactividad cruzada entre
calamar y pulpo (Octopus vulgaris). Esta reactivi-
dad fue puesta de manifiesto por Castillo et al.
en 1995, quienes, asimismo, confirmaron la reac-
tividad cruzada entre mariscos artrépodos y cefa
|6podos.

La tropomiosina muscular (TPM) se ha identi-
ficado como el alergeno mayor de los mariscos
crustaceos®. Los estudios de Miyazawa et al.®
parecen poner de manifiesto que la TPM, o0 una
proteina de gran homologia, constituye un aerge-
no importante en la hipersensibilidad a calamar
(Todarodes pacificua).

El objeto del presente estudio es analizar las
caracteristicas clinicas de la hipersensibilidad
inmediata a calamar (HIC), determinar si en nues-
tra poblacién de pacientes sensibilizados a cala-
mar la TPM constituye un aergeno de importan-
cia, Sl existen otros alergenos de importancia en
los pacientes afectos de HIC y la relacion de los

Tabla |. Extractos comerciaes empleados en |a bateria estandar
de prick en la Seccion de Alergologia del Hospital Universitario
N.2 Sra. del Pino

Aeroalergenos Alimentos

— D. pteronyssinus — Leche

— D. farinae — Huevo

— Lepydoglyphus destructor — Clara

— Tyrophagus putrescentiae — Yema

— Acarus siro — Pescado blanco
— Euroglyphus maynei — Pescado azul
— Blomia tropicalis — Cacahuete

— Alternaria alter — Almendra

— Penicillium notatum — Avdlana

— Cladosporium herbarum — Nuez

— Aspergillus fumigatus — Pipas de girasol
— Lolum perenne — Harina de trigo
— Cynodon dactylon — Harina de maiz
— Olea europea — Melocotén

— Artemisia vulgaris — Aguacate

— Perro — Papaya

— Gato — Lentgja

— Congjo — Gamba

— Blatella germanica — Calamar

39

Estudio de alergenos mayores de calamar 325

alergenos de calamar con los de otras especies de
marisco.

PACIENTESY METODOS

Pacientes. Se reclutaron 9 pacientes con histo-
ria de hipersensibilidad inmediata (HI) a calamar.
Mediante un cuestionario, se recogieron los datos
considerados de interés, tales como sexo, edad,
antecedentes rel acionados con enfermedad atépica
(naturaleza, evolucion, gravedad, tratamientos
aplicados, entre otros) y mariscos implicados en
reacciones de hipersensibilidad inmediata, consi-
derando como tales las producidas en las 2 horas
después siguientes a la ingesta.

Muestras de suero. Se extrgjeron 20 ml de san-
gre heparinizada a cada uno de los 9 pacientes.
Las muestras de suero se emplearon para preparar
un pool de suero y €l resto se repartio en alicuotas
y se dmacend a -70 °C para estudios posteriores.

Test cutaneos (TC). Se realizaron TC con una
bateria estandar de aeroalergenos y alimentos, con
extractos comerciales (tablal).

Asimismo, se realizaron TC frente a una bate-
ria comercial de marisco compuesta por gamba
(Parapenaeus longirostris), langosta (Palinurus
vulgaris), centollo (Maia squinado), calamar
(Loligo vulgaris), pulpo (Octopus vulgaris), meji-
l16n (Mytilus edulis), ameja (Tapes decussatus),
ostra (Ostrea edulis) y lapa (Patella piperata).

Extractos alergénicos de mariscos no comer-
ciales. Se prepararon extractos de gamba y cala
mar. Dichos extractos se elaboraron mediante el
siguiente proceso: se obtuvieron 1.000 mg de car-
ne magra de cada especie y, una vez eliminadas
las estructuras corneas y/o calcéareas de las mis-
mas, cada muestra se proceso individualmente; la
carne se sometio a coccion a 70 °C, durante 10
minutos y a continuacion se procedio a su tritura-
do, manteniéndose en agitacién durante 18 horas
a 4 °C; posteriormente, se procedio a colado de
cada muestray la parte liguida separada se conge-
16 para su posterior liofilizacion; se determind la
riqueza proteica de ambos extractos por medio del
sistema Bio-Rad® (Bio-Rad, Ca, EE.UU.). Los
extractos para TC se prepararon en PBS (pH 7,4)
a 20 mg/ml (peso/volumen), se pasaron por filtro
de 0,22 pm (Millipore, Molsheim, Francia) y se
estabilizaron con glicerol a 50 %.



326 R Castillo, et al.

Los TC se llevaron a cabo entre las 9,00 y las
11,00 de la mafiana. Se aplicaron sobre la superfi-
cie volar ddl antebrazo, con lancetas tipo Morrow-
Browny lalectura se llevé a cabo alos 20 minutos.
Se consider6 un TC como positivo s € diametro
mayor de la pgpula fue igual o superior a3 mm.

Determinacion de IgE especifica. Se realizd por
el método CAP/FEIA de Pharmacia® (Pharmacia,
Uppsala, Suecia), siguiendo las instrucciones de
procesado del equipo comercial suministradas por
el fabricante. Se determind la IgE especifica fren-
te a aeroalergenos y alimentos de la bateria estan-
dar de TC sugeridos por la historia clinica. En €
caso particular de los mariscos, se determind, de
forma sistematica, frente a camarén, centollo,
calamar, langosta, megjillon, almeja y ostra (el
CAP/FEIA alapa no se encontraba disponible en
el momento de la redizacién de este estudio). Se
consideraron positivos los valores superiores a 0,7
RUI/I (clase Il o superior).

Técnica de inhibicién de CAP (CAPI). Se reali-
z0 segun procedimiento, ligeramente modificado,
descrito previamente ®. Se prepararon diluciones
de 10, 1, 10, 102y 10° mg/ml (peso/volumen)
de alergeno inhibidor (fase liquida). Se incubd
cada dilucion con 50 pl del pool de suero, duran-
te 3 horas en agitacion, a temperatura ambiente y,
a continuacion, se procedio a determinar la IgE
especifica del alergeno a inhibir (fase sdlida), por
medio de un CAP/FEIA convencional.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS
PAGE). Se redliz6 por € método de estandar tipo
Laemusli 7, con ligeras modificaciones. Se llevo a
cabo con un equipo de electroforesis horizontal
Mini-Protean Il (Bio-Rad, Ca, EE.UU.). Se utilizd
un gel apilador de poliacrilamida a 4 % en tam-
pén 0,5 M TrissHCl a pH = 6,8 y un gel separa-
dor de acrilamida a 12,5 % en tampén 1,5 M
Tris-HCI a pH = 8,8. Se empled un voltaje de
200 V, durante 45 minutos. Se utilizaron 5 W de
muestra por pocillo, a una concentracion de
3 mg/ml (peso/volumen), en tamp6n 0,5 M Tris-
HCI a pH = 6,8. Como patrén se empled la mez-
cla proteica de bgjos pesos moleculares, suminis-
trada con el equipo comercial de referencia
(Bio-Rad, Ca, EE.UU.) con un rango de pesos
moleculares comprendido entre 14,4 y 97,4 kDa
La lectura del gel se llevd a cabo por medio del
sistema de lectura automatizada BIOIMAGE
(Millipore, Molsheim, Francia).
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La lectura de bandas proteicas se llevd a cabo
por medio de un sistema automatizado (BIOIMA-
GE, Millipore, NY, EE.UU.).

SDS-Immunoblotting (IB). Tras realizar una
SDS-PAGE de los extractos de gamba y calamar,
se procedio atransferir las bandas a una membra-
na inmovilizante. Se utilizé una unidad de elec-
troforesis Multiphor 11 (LKB, Bromma, Suecia)
con una fuente de alimentacion (LKB, Bromma,
Suecia), una placa de transferencia Novablot
(LKB, Bromma, Suecia) y un equipo de transfe-
rencia electroforética. Se utilizé como membrana
de transferencia e Immobilon-P® (Nitrocelulosa
0,45 pm y Nitrocelulosa 0,2 um de poro) (Bio-
Rad, Ca, EE.UU.), membrana hidréfoba de poli-
vinil-di-fluoruro (PVDF), previamente tratada con
metanol (1 minuto) y tampodn de transferencia
continuo (39 mM de Glicina, 48 mM de Tris, SDS
a 0,037 %, metanol a 20 % y agua destilada),
durante 2 minutos. Las condiciones eléctricas fue-
ron de 0,8 mA/cm? de gel, durante 1 hora. Se uti-
liz6 como tincion el Amidoblack® (Bio-Rad, Ca,
EE.UU.). Una vez se produjo la transferencia, se
saturé la membrana en agua y tampon TBS-leche,
en bolsas termoselladas, en agitacién, a 40 °C,
durante 1 hora. A continuacion se procedio a
4 lavados sucesivos con tampdn PBS, en agita-
cion, a temperatura ambiente. Posteriormente se
incubaron las muestras de suero problema a dilu-
cién 1:2 en tampon TBS-leche, durante 18 horas.
Tras la incubacion, se realizaron 4 lavados sucesi-
VOS, en agitacion constante y a temperatura
ambiente con tampoén TBS. Se procedio a afiadir
el conjugado marcado HRP-anti-IgE (Dako-Patts,
Dinamarca), compuesto de peroxidasa de rdbano
picante unido a anti-IgE humana, a dilucion 1:50
en TBS-leche, hasta cubrir toda la membranay se
degjo en agitacion continua a temperatura ambien-
te durante 4 horas. Por fin, se procedi6 al revela-
do, con una solucién de 4-cloro-1-naftol a 0,06 %
en TBS, con H,O bidestilada a 0,01 %. La mem-
brana se introdujo con el bafio de revelador en
oscuridad y reposo durante 45 minutos, a conti-
nuacion se lavo con H,O bidestiladay se procedio
a su secado.

IB con 1gG de congjo anti-TPM (IB-TPM) de
pollo marcada enziméticamente. Se realizé un IB
por el proceso descrito mas arriba pero, en este
caso, se empled como marcador un preparado de
IgG policlonal de congjo, frente atropomiosinade
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pollo (SIGMA Immunochemicals, St. Louis,
EE.UU.). Dicho preparado se incub6 con la mem-
brana a dilucién 1:2000, durante 18 horas. Como
conjugado se utilizd una anti-1gG de congjo, mar-
cada enzimaticamente con peroxidasa de rébano
(Dako-Patts, Dinamarca).

Analisis estadistico. Se llevd a cabo con un
paguete informatico integrado. Se analizaron las
comparaciones de valores de prick por € test de
Wilcoxon, la homogeneidad de varianzas por el
test F de Snedecor y e grado de paralelismo de
las rectas de CAPI se valord con lat de Student.
Los test se consideraron significativos con una p
inferior a 0,05.

RESULTADOS

Datos clinicos. Se incluyeron en el estudio
9 pacientes (5 varones y 4 mujeres) con una edad
media de 23,4 afios (intervalo: 17-27). Los
9 pacientes consultaron por historia de hipersensi-
bilidad inmediata a calamar (HIC). Una vez rein-
terrogados, 7 pacientes admitieron la aparicion de
sintomas de HI tras ingerir gamba. Dos de los
pacientes negaron haber comido gamba previa-
mente, por experimentar rechazo inexplicable a
dicho alimento. Ocho de los pacientes presenta-
ban rinitis y asma por acaros y una paciente, rini-
tis crénica con sensibilizacién a cucaracha (B.
Germanica) e intolerancia a antiinflamatorios no
esteroideos. Seis pacientes habian recibido inmu-

Tabla | 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes
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noterapia previa frente a &caros, durante a menos
2 afos.

Test cutaneos (TC). Ocho pacientes presentaron
TC positivos frente a acaros domésticos y todos
ellos exhibieron TC positivos frente a gamba y
calamar. Ademas, los 9 pacientes presentaron TC
positivos frente a langosta y centollo y 8 de ellos,
TC positivos frente a pulpo. Por lo que respecta a
bivalvos, las positividades fueron de 5, 4 y
4 pacientes, para mejillon, almejay ostra, respec-
tivamente.

IgE especifica. Siete pacientes presentaron
CAP mayor de 0,7 ala bateria completa de maris-
cos (calamar, pulpo, gamba, langosta, centollo,
mejillon, almeja, ostra). Un paciente present6
CAP inferior a0,7 frente aamejay CAP superior
a 0,7 para el resto de especies estudiadas. Los
CAP amariscos hivalvos fueron significativamen-
te inferiores a los de mariscos artrépodos y cefa-
I6podos (p < 0,05 - 0,01, segln las especies con-
sideradas).

En latabla |l se resumen las principales carac-
teristicas clinicas de la muestra de pacientes.

Estudios de CAP-inhibicién (CAPI). En lafigu-
ra 1 se muestran las CAPI directa e inversa entre
los extractos de gamba y de ambos cefal dpodos
(calamar y pulpo). Se exponen, asimismo, las
ecuaciones de las rectas de regresion obtenidas
para cada curva, previa transformacién semiloga-
ritmica, asi como los coeficientes de gjuste de las
rectas (R?). En la figura 1la se observa que €l
extracto de gamba produce una inhibicion signifi-

Caso Sexo Edad Enfermedad Sensibilizacion a

Sintomas por HIC

Papula prick (mm@)  IgE especifica IT

(aflos)  atopica Acaros Cucaracha Calamar Gamba Calamar Gamba
(RUI/L)

1 M 19 R, A Si No SAO, AEPO 3 7 055 348 No

2 \Y 19 R, A Si No R, A, UAEL, 12 8 322 899 Si
AEPO, SAQO, GI

3 \Y 20 R, A Si Si R, A, UAEG 4 5 1,33 7,56 No

4 \% 19 R, A, Si No R, SAO 5 8 4,66 19,62 Si

5 M 27 R No Si R, UAEL, AEPO 5 6 043 19,9 Si
UAEG

6 M 20 R, A Si Si R, A, SAQ, Gl 6 3 441 14,3 Si

7 Y, 17 R, A Si No R, SAO 6 3 3,84 186 Si

8 M 24 R, A Si Si SAO 17 8 216 164 No

9 \% 21 R, A Si No R, A, UAEG, SAO 6 7 4,42 >100 Si

IT = inmunoterapia previa; R = rinoconjuntivitis; A = Asma; HIC = hipersensibilidad inmediata al calamar; UAEG = urticaria/angio-
edema generalizado; UAEL = urticaria/angioedema localizado; AEPO = angioedema periorbitario; SAO = sindrome de alergia oral;
Gl = nauseas y/o vomitos; IT = inmunoterapia previa; V = varon; M = mujer.
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Fig. 1. Curvas de inhibicion directa de CAP de pulpo y calamar por extracto de gamba (a) e inhibicién inversa de CAP de gam-
ba por extractos de calamar y pulpo (b). Se muestran las ecuaciones de regresion que permitiran calcular el ., -CAP-inhibicion,

asi como los coeficientes de gjuste respectivos (R?).

cativa del CAP frente a ambos cefalépodos. Las
respectivas concentraciones que produjeron el
50 % de CAPI (,,,-CAPI) para el extracto de
gamba fueron 0,30 mg/ml (p/v) para el CAP de
calamar y 0,12 mg/ml (p/v), sobre e CAP de pul-
po. En la figura 1b se observa que €l extracto de
pulpo inhibe parcialmente e CAP de gamba, pre-
cisando una ., -CAPI alta (9 mg/ml) en p/v. El
extracto de calamar no inhibe significativamente
el CAP de gamba [con una ., -CAPI tedrica de
45,7 mg/ml (p/v)].

En lafigura 2 se muestran las CAPI de los tres
moluscos bivalvos por extracto de gamba (fig. 2a).
En lafigura 2b, se observan las CAPI de mejillon

por extracto de gamba, calamar y pulpo. Se mues-
tran, asimismo, las respectivas ecuaciones de
regresion y los coeficientes de gjuste (R?) de las
rectas. Las ., -CAPI del extracto de gamba sobre
los CAP de mgjillon, ameja y ostra fueron, res-
pectivamente, de 0,026, 0,04 y 0,066 mg/ml (p/v)
(fig. 2a). En la figura 2b se puede observar la
CAPI de mejillon con extractos de gamba, cala
mar y pulpo, con unas ., -CAPI respectivas, de
12 x 104, 4 x 10“y 33 x 10° mg/ml (p/v).
Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS
PAGE). En la figura 3 se muestra la SDS-PAGE
de los extractos de gamba y calamar, tratados tér-
micamente y crudos. Inicialmente, los extractos
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Fig. 2. Curvas de inhibicion de CAP de mariscos bivalvos por extracto de gamba (a) e inhibicion de CAP de mejillon por extrac-
tos de gamba, calamar y pulpo (b). Se muestran las ecuaciones de regresion que permitirén calcular el ., -CAP-inhibicion, asi

como los coeficientes de gjuste respectivos (R?).
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Fig. 3. SDS-PAGE de los extractos de calamar y gamba. Calle

1: extracto de gamba cocida. Calle 2: extracto de gamba cru-

da Calle 3: extracto de calamar cocido. Calle 4: extracto de

calamar crudo; calle M: estandar de Pesos Moleculares.
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b,

de gamba contienen mayor nimero de bandas
proteicas que los de calamar, independientemente
del tratamiento térmico. En el rango de peso
molecular (PM) alto (53,8 kDa a 67,3 kDa), las
bandas proteicas aparecen en ambos extractos
(gamba y calamar), crudos, pero desaparecen en
ambos extractos cocidos. En los rangos de PM
bajos (19,6 kDa a 36,3 kDa), ambos extractos de
gamba presentan una distribuciéon similar de ban-
das, con ciertas variaciones (bandas mas intensas
y numerosas en € extracto crudo que en € trata-
do térmicamente). Los extractos de calamar care-
cen de bandas en este rango de PM bgjos. Desta-
ca una intensa banda, comin a los 4 extractos,
aparentemente inalterada por el tratamiento térmi-
co, en torno a los 40,7 kDa. Dicha banda se des-
dobla en 2 fracciones de 39 kDay 41 kDa, en €
extracto de gamba cruda.

Immunoblotting. En la figura 4a se observa el
immunoblotting con extracto de calamar incubado
con € suero de los pacientes. Se observa una gran
homogeneidad en € patrén de fijacion. Una intensa
banda, comUn a todos los sueros, se sitlia entre los
38,2 kDay los 42,2 kDa. Otros fragmentos, menos
intensos, se hallan localizados entre 26,2 kDa 'y
35 kDa. Los pacientes 8 y 9 presentan, ademas,
bandas de fijacion entre los 16,9 y los 26 kDa.

Debido ala ataconcentracion de IgE y al exce-
so de “fondo” en la membrana, se procedi6 area
lizar un nuevo 1B con ambos sueros, previamente
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Fig. 4. Immunaoblotting de extracto de calamar con los sueros
de los pacientes, que presentaban hipersensibilidad inmediata
acalamar.

diluidos a 1/10 con extracto de calamar y de gam-
ba (fig. 5). En esta figura se observa que ambos
extractos (pretratados o no) exhiben una banda
comun, en torno a los 40,3 kDa. En los extractos
crudos de ambos mariscos, aparece una especie de
flecos proteicos, en torno a la banda de 40 kDa,
que no se observan en los extractos cocidos.

Immunoblotting con 1IgG-TMP. En lafigura 6 se
observa un IB de los extractos de gamba y cala
mar, marcados con suero policlonal de conegjo
frente a TPM de pollo. La IgG policlonal frente a
TPM de pollo se fija en una banda situada en los
39 kDa, comln a los 4 extractos, que no aparece
en las calles control (C), ni existe marcado en €l
resto de las calles problema, con excepcion del
fondo que aparece en la calle 4, debido, con toda
probabilidad, a un lavado insuficiente del suero
policlonal (adsorcion inespecifica).

DISCUSION

L os mariscos constituyen, como grupo alimen-
tario, la primera causa de hipersensibilidad inme-
diata (HI) por alimentos en nuestro medio. Dentro
de los mariscos, la gamba es |a que produce reac-
ciones de HI con mas frecuencia; €l calamar cons-
tituye la segunda causa®.

Clinicamente, en la presente serie destacan cuatro
factores: 1) 8 de 9 pacientes (88 %) presentaban
sensibilizacion a écaros; 2) 4 de 9 pacientes (44 %)
presentaban hipersensibilidad a B. germanica (cuca
racha) y 3) 8 de 9 pacientes (88 %) eran asméticos.
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Fig. 5. Immunoblotting de los extractos de gamba crudo y
cocido (fig. @) y calamar crudo y cocido (fig. b), con los sue-
ros de los pacientes 8 (calles 1) y 9 (calles 2).

La existencia de tan ata prevalencia de sensibi-
lizacién a écaros se explica por ser Canarias la
region de mas altas tasas de exposiciéon a acaros
de todo € pais®. Sin embargo, asi como la HI a
ciertos alimentos se asocia con HI a ciertos inha-
lantes (pdlenes, latex, etc.) 7, aln permanece por
explicar la alta tasa de sensibilizacion a marisco
en pacientes de zonas endémicas a acaros®. Pare-
ce logico asumir que fracciones alergénicas con
cierto grado de homologia pudieran ser las res-
ponsables de dicha asociacion. Se ha puesto de
manifiesto la reactividad cruzada entre el molusco
Helix terrestre (caracol de tierra) y el D. pte-
ronyssinus !, pero resultados similares no han
podido demostrarse para otros moluscos como €l
L. vulgariss®.

La asociacion con una ata tasa de sensibiliza-
cion a cucaracha (44 %) puede explicarse por €
hecho de que, aungue nuestros pacientes consulta-
ban por HIC, 7 de ellos (77 %) presentaban sensi-
bilizacién clinica a gamba, mientras que € 23 %
restante presentaban una sensibilizacion, al menos
latente, a dicho marisco. La alergenicidad cruzada
entre gamba y camardon (Crangon crangon),
comunicada previamente 2, constituye por lo tan-
to el factor explicativo esencial de la alta tasa de
sensibilizacion a cucaracha en nuestra serie de
pacientes.

La presencia de una ata tasa de asma atOpica
podria explicarse por la alta exposicién a acaros
previamente mencionada. Es un hecho bien cono-
cido que los &caros constituyen un alergeno de
gran potencia asmogénica®. En segundo lugar,

Fig. 6. Immunoblotting de los extractos de calamar crudo (1),
calamar cocido (2), gamba cruda (3) y gamba cocida (4), con
suero policlonal de conejo frente a tropomiosina de pollo. C:
control con extracto de Lolium perenne. M: estandar de Pesos
Moleculares.

los pacientes con HI por alimentos suelen presen-
tar una mayor tasa de asma que los sensibilizados
a inhalantes exclusivamente 4. Finamente, la pre-
sencia de asma atdpica no parece asociarse sola
mente con una mayor posibilidad de HI por ali-
mentos, sino que es considerada, por algunos
autores 5, como un riesgo de anafilaxia fatal por
alimentos.

La ausencia, en nuestra casuistica, de pacientes
sensibilizados a calamar en ausencia de sensibili-
zacion a gamba concomitante 8, hacia presumir
gue ambos alergenos pudieran compartir epitopos
comunes. La existencia de pacientes afectos de HI
a gamba, sin sensibilizacion a calamar acompa-
fiante, apoya fuertemente el hecho de que la sen-
sibilizacién a gamba debe ser primaria y que la
sensibilizacion a calamar aparece de forma secun-
daria. La asociacion clinica de hipersensibilidad a
calamar y gamba fue comunicada en 1992 por
Carrillo et al. 2 y trabgjos posteriores han confir-
mado la existencia de una reactividad cruzada
entre ambos?®. La responsabilidad de dicha reacti-
vidad cruzada se suponia que recaia en la TPM
muscular, suposicion confirmada recientementeS.

En la CAPI directa e inversa entre los extractos
de gamba cocida, por un lado, y pulpo y calamar
cocidos, por € otro (fig. 1), e extracto de gamba
muestra méas potencia que los de cefal épodos
(pulpo y calamar). Dentro de estos dos ultimos, €l
extracto de pulpo parece ser més potente que el de
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calamar y sus alergenos comunes presentan mayor
homologia con los del extracto de gamba, tal y
como demuestran las _,,.-CAPI respectivas.

La figura 2 muestra que e extracto de gamba
inhibe significativamente a los 3 extractos de
bivalvos estudiados, pero que los cefal épodos tam-
bién inhiben significativamente, con un _, -CAPI
inferior ala del extracto de gamba, a los extractos
de mgjillén. Este hecho denota que los alergenos
de cefaldpodos deben presentar una homologia
intermedia a la/s fraccidn/es aergénicas comunes,
entre la gamba y los hivalvos. La homologia entre
cefal6podos y bivalvos es més explicable por el
hecho de que ambos grupos pertenecen al Phylum
Mollusca. La homologia de los moluscos y los
cefaldpodos es mas dificil de explicar desde un
punto de vista exclusivamente filogenético.

En este estudio se pone de manifiesto que los
extractos de gamba poseen més bandas de protei-
na en la SDS-PAGE que los de calamar (fig. 3).
Asimismo, los extractos crudos de ambos maris-
COS poseen un mayor numero de bandas que los
tratados térmicamente. Esta desaparicion de ban-
das podria deberse a que dichas bandas fuesen
componentes fraccionados de la propia TPM, que
formaran macroagregados con €l calor 0 a que se
trate de proteinas termolabiles que desaparecen
tras el tratamiento con calor.

En lafigura 4 se puede observar un patron dergé-
nico extremadamente homogéneo para los 9 pacien-
tes. Los pacientes 8 y 9 producen una gran cantidad
de IgE especifica que provoca un exceso de fondo en
la membrana, pero su patron es similar a de los
7 pacientes restantes. En cuaquier caso, S se prescin-
de del fondo residua en las membranas y se utilizan
los sueros de los pacientes 8 y 9, convenientemente
diluidos (fig. 5), se observa que en los extractos cru-
dos, tanto la banda de 40 kDa, como en los flecos pro-
teicos, situados en torno adla, fijan IgE especifica. En
los extractos tratados térmicamente, lafijacion de IgE
ocurre, solamente, anivel de los 40 kDa.

La figura 6 nos da una idea més exacta de la
naturaleza de dicha banda de 40 kDa. El grado de
tincion es mas intenso en los extractos de gamba,
térmicamente tratados o no, probablemente por
dos razones: la cantidad de TPM, a juzgar por las
figuras 1, 2y 5, debe ser mayor en lagambay es
bastante probable que € grado de homologia de la
TPM de pollo con la de gamba (60 %), sea mayor
que el dela TPM de calamar.

45

Estudio de alergenos mayores de calamar 331

Puede afirmarse, pues, que la TPM 0 una pro-
teina de gran homologia con €lla, constituye €l
aergeno mayor del calamar (Loligo vulgaris). No
se ha detectado ninguna otra fraccion proteica ni
aergénica de trascendencia clinica para la serie de
pacientes estudiada.
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