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Resumen: Estudios previos han relacionado la Urticaria Crénica con la presencia de
anticuerpos IgE anti Anisakis simplex. Se ha observado reaccidn cruzada entre A. simplexy
otros alergenos pertenecientes a moluscos, pudiendo estar implicada la tropomiosina en
estos fendmenos, considerada panalergeno entre los invertebrados. Asimismo la IgA se
postula que pueda estar implicada en los mecanismos protectores de las reacciones
urticariales. En este trabajo se estudian los niveles de IgA especifica frente a A. simplex,
pulpo (Octopus vulgaris), mejillén (Mytilus edulis) y almeja (Venerupis philippinarum) en
sueros de pacientes diagnosticados de Urticaria Crdénica (UC) asociada (UC+) o no (UC-) a
A. simplex comparandolos con aquellos diagnosticados de Anisakiosis Gastro-Alérgica
(AGA). Se tapizaron placas de ELISA con extractos de pulpo, mejillén, almeja y A. simplex,
incubdndose posteriormente con sueros humanos, reveldndose con anti-IgA humana
marcada con peroxidasa. Los resultados se expresaron como densidades épticas (D.O.) a
490 nm. Se estudiaron 79 sueros de pacientes (UC+/29, UC-/34 y AGA/16) siendo los
valores obtenidos en D.O. media + SD: A. simplex (0,963+0,763), pulpo crudo
(0,491+0,325) y cocido (0,979+0,521), mejillon crudo (0,715+0,355) y cocido
(0,783+0,413) y almeja (0,535+0,380). Se obtuvieron valores mayores frente a A. simplex
en el grupo de AGA (1,236%0,904) y UC+ (1,129+0,840), existiendo diferencias
significativas con UC- (0,692+0,520). Se observaron diferencias significativas en los niveles
de IgA frente a mejilldn cocido entre los grupos de AGA (0,976+0,473) y UC
(0,735+0,386), lo que hace sospechar una asociacion entre estos niveles bajos de IgA y
presencia de Urticaria Crénica.
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INTRODUCCION

Estudios previos relacionan la Urticaria Crénica con la presencia de anticuerpos IgE
anti Anisakis simplex (1). Se ha observado reaccién cruzada entre A. simplex y otros
alergenos pertenecientes a diferentes organismos, pudiendo estar implicada la
tropomiosina en estos fendmenos, considerada panalergeno entre los invertebrados (2).
Actualmente, la tropomiosina se considera el alergeno principal responsable de las
reacciones cruzadas, tanto a nivel molecular como clinico, no sélo entre diferentes
invertebrados productores de alergenos inhalantes como acaros del polvo doméstico e
insectos sino también entre crustdceos y moluscos responsables de alergias de tipo
alimentario (3). Asimismo la IgA especifica se postula que pueda estar implicada en los
mecanismos protectores de las reacciones urticariales (4). En este trabajo se estudian los
niveles de IgA especifica frente a A. simplex, comparando los resultados con los obtenidos
frente a extractos de moluscos como pulpo (Octopus vulgaris), mejillon (Mytilus edulis) y
almeja (Venerupis philippinarum) en sueros de pacientes diagnosticados de Urticaria
Croénica (UC) asociada (UC+) o no (UC-) a A. simplex asi como de individuos con
diagndstico confirmado de Anisakiosis Gastro-Alérgica (AGA).

MATERIAL Y METODOS

Para el estudio de los niveles de IgA especifica se utilizaron 79 sueros de pacientes
con edades entre 17 y 80 afios suministrados por el Dr. Daschner atendidos en la
Consulta de Alergia del Hospital Universitario de la Princesa de Madrid con diagndstico
inicial de Anisakiosis Gastro-Alérgica (AGA) (16 sueros), Urticaria Cronica asociada a
sensibilizacién a A. simplex (UC+) (29 sueros) y Urticaria Crénica sin sensibilizacién a A.
simplex (UC-) (34 sueros).

Se realizd una extraccion de los antigenos a partir de los organismos enteros
salvo los bivalvos, a los que se trituré sin concha. Tras la homogeneizacién, se
sonicaron los extractos en hielo durante 10 segundos, seis veces y se procedid a la
extraccién una noche a 49C con PBS. Al dia siguiente los extractos se trataron con n-
hexano proporcién 3:7 (ml Hexano: ml Extracto) para eliminar los lipidos y se
centrifugaron a 14000 rpm recogiendo los sobrenadantes. Tras la didlisis en
membranas Medicell® de 12000-14000 kDa frente a PBS, se valord el contenido
proteico utilizando el método de Bradford.

Las placas de ELISA (Costar, Corning, NY, USA) se sensibilizaron con 100 pl de
extractos proteicos totales de A. simplex, pulpo (O. vulgaris), mejillon (M. edulis) y almeja
(V. philippinarum) a 10 pg/ml en tampdn carbonato 0,1 M pH 9,6. Los antigenos se
incubaron durante toda la noche a 42Cy se lavaron las placas con PBS-Tween 20 al 0,05%.
Se bloquearon las placas con 250 pl/pocillo de BSA al 0,1% en PBS y se incubaron una
hora a 372C. Tras lavar, se afiadieron 100 pl de los sueros por pocillo en PBS-Tween al
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0,5% con BSA al 0,1% a la dilucién 1/100 y por duplicado y se incubaron dos horas a 37°C.
Tras lavar se anadieron 100 pl por pocillo de inmunoglobulinas de cabra anti-IlgA humana
conjugada con peroxidada (BioSource, Camarillo, CA, USA) a la dilucion 1/3000. El
anticuerpo marcado se incubd una hora a 372C, las placas se lavaron y se procedi6 al
revelado mediante la adicion de 100 pl/pocillo de o-fenileno-diamina al 0,04% en tampdn
citrato-fosfato pH 5 con perdxido de hidrégeno al 0,04%. Tras una incubacion de 15
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad las placas se frenaron con 50 pl de acido
sulfirico 3N y se leyeron a 490 nm en un lector de placas ELx808 (Biotek).
Simultdaneamente se realizé un control de ELISA con los mismos sueros sin la adicién de
antigeno, restandose la fijacion inespecifica a la BSA utilizada en el bloqueo de las placas

(5).

El tratamiento estadistico de los datos se llevé a cabo con el programa informatico
Statgraphics Centurion XVI expresando los resultados como media * desviacion estandar
y realizdndose las comparaciones entre grupos mediante la aplicacién del test de Duncan
con un intervalo de confianza del 95%.

RESULTADOS

Determinacién de los niveles de IgA especifica por ELISA frente a los extractos
antigénicos totales en los sueros de los pacientes seleccionados.
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Figura 1. Niveles de IgA frente a (Octv C) Octopus vulgaris cocido, (Octv) O. vulgaris crudo, (Myte) Mytilus
edulis crudo, (Myte C) M. edulis cocido, (Venp) Venerupis phillipinarum y (Anis) Anisakis simplex
expresados en D.O. en los 79 sueros estudiados y distribuidos por patologias (AGA, UC-y UC+)

Los valores medidos en D.O. para todos los sueros se recogen en la tabla 1.
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Origen del Media t desviacion estandar
extracto Totales AGA ucC- UcC+

O. vulgaris cocido 0,979+0,521 1,046+0,505 1,044+0,546 | 0,86710,497
O. vulgaris crudo 0,491+0,325 0,487+0,285 0,525+0,328 | 0,454+0,348
M. edulis crudo 0,714+0,355 0,789+0,321 0,771+0,412 | 0,608+0,276
M. edulis cocido 0,783%0,413 0,97610,473 0,759+0,466 | 0,706+0,269
V. phillipinarum 0,534+0,379 0,642+0,425 0,555+0,387 | 0,453+0,339
A. simplex 0,963+0,763 1,236+0,904 0,693+0,52 1,12940,841

Tabla 1. Medias * desviacién estandar de los valores de IgA expresados en D.O. en funcién del extracto
para la totalidad de los sueros y diferenciando en funcién de las patologias diagnosticadas.

En el caso de A. simplex el grupo UC- presentaba diferencias significativas con los
grupos UC+ y AGA, formando estos un grupo homogéneo. Asi mismo, en el caso de Myte
C (mejillén cocido), el grupo UC+ presentaba diferencias significativas con AGA lo que

sugiere la inexistencia de reaccion cruzada entre ambos extractos.

También se clasificaron los sueros segun la edad y el sexo, obteniéndose los
resultados que figuran en las tablas 2 y 3. No se observaron diferencias significativas en

los valores de IgA obtenidos.

Origen del extracto 17-40 aios 41-60 aiios 61+ anos
Pulpo cocido 1,05+0,518 0,927+0,504 0,925+0,546
Pulpo crudo 0,545+0,324 0,479+40,322 0,429+0,329

Mejillén crudo 0,73510,333 0,66410,413 0,728+0,345
Mejillén cocido 0,726+0,338 0,760,427 0,879+0,489
Almeja 0,559+10,38 0,527+0,383 0,507+0,389
Anisakis 0,785+0,599 0,9585+0,764 1,209+0,911

Tabla 2. Medias * desviacion estandar en funciéon del extracto y la edad de los pacientes.

Origen del extracto Varones Mujeres
Pulpo cocido 0,908+0,504 1,025+0,531
Pulpo crudo 0,46510,35 0,509+10,31

Mejillén crudo 0,644+0,245 0,760,406
Mejillén cocido 0,66810,284 0,858+0,466
Almeja 0,457+0,329 0,58510,405
Anisakis 0,90310,743 1,002+0,782

Tabla 3. Medias + desviacion estandar en funcion del extracto y el sexo de los pacientes.

Finalmente, se trabajé con los datos teniendo solo en cuenta la presencia o
ausencia de urticaria crénica independientemente de que existiera o no sensibilizacion a
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A. simplex, obteniéndose los resultados que se reflejan en la tabla 4.

Origen del extracto No urticaria crénica Urticaria crénica
Pulpo cocido 1,046+0,505 0,962+0,527
Pulpo crudo 0,487+0,285 0,492+0,336

Mejillén crudo 0,789+0,321 0,696+0,363
Mejillén cocido 0,976+0,473 0,735+0,386
Almeja 0,632+0,425 0,508+0,366
Anisakis 1,260,904 0,894+0,715

Tabla 4. Medias * desviacidn estandar en funcion del extracto y la presencia o ausencia de UC.

En este caso se encontraron diferencias significativas en el caso de A. simplex y
mejillén cocido, siendo mayores los niveles de IgA en los pacientes sin urticaria crénica.

CONCLUSIONES

Como era de esperar, los valores de IgA frente a A. simplex fueron superiores en el
grupo diagnosticado de AGA y UC+, existiendo diferencias significativas con el grupo de
pacientes diagnosticados de UC-. Esto demuestra que ambos grupos de pacientes
constituyen un grupo homogéneo en su respuesta de IgA anti-A. simplex y por lo tanto, el
hecho de que los valores de IgA frente al extracto de mejillon cocido resultaran
significativamente mas elevados en el grupo diagnosticado de AGA comparados con los
obtenidos en el grupo de UC+ demuestra la inexistencia de reaccién cruzada entre ambos
extractos antigénicos.

Teniendo en cuenta la presencia o ausencia de Urticaria Crodnica
independientemente de que exista o no relacién con la sensibilizacidon a A. simplex, se
observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de IgA frente al
extracto de mejilléon cocido entre los grupos de AGA y Urticaria Crdnica, lo que hace
sospechar una asociacion entre estos niveles bajos de IgA especifica, considerada como
factor protector, y presencia de Urticaria Crénica independientemente de la presencia o
ausencia de sensibilizacion a A. simplex.
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