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RESUMO

Introducao: A tropomiosina dos invertebrados é o pan-alergénio que une crustaceos, moluscos, aracnideos,
insectos e parasitas, encontrando-se significativa homologia de sequéncia entre as proteinas dos varios grupos. Os
perceves sdo um tipo de crustaceo particularmente apreciado e consumido no nosso pais; no entanto, a alergia a este
crustdceo é uma situacdo bastante rara da qual sé existe um trabalho publicado na literatura. Caso clinico:
Apresentamos 0 caso de uma crianca do sexo masculino, de 9 anos de idade, com asma brdnquica, rinoconjuntivite
alérgica e eczema atopico, sensibilizada a acaros e baratas. Aos 7 anos, 10 minutos ap6s a primeira ingestdo de perceves,
refere sindrome de alergia oral, angioedema periorbitario e rinoconjuntivite. Aos 8 anos, ocorreram 4 episodios
semelhantes ap6s ingestdo de caracol, camardo, lula e choco (referindo ingestdo prévia destes alimentos sem queixas).
Aos 9 anos, refere episodio de urticaria da face e angioedema periorbitario com inalagdo de vapores de cozedura de
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camardo. Foram realizados testes cutaneos por prick que se revelaram positivos para perceves, camarao, caracol, lula,
choco, polvo e améijoa em natureza, e para gamba, caranguejo e mexilhdo com extractos comerciais. Os doseamen-
tos de IgE especifica sérica revelaram-se positivos para camardo, caracol, lula, polvo e améijoa, bem como para
perceves e tropomiosina recombinante. Foi efectuado SDS-PAGE immunoblotting com extracto de perceves que reve-
lou vérias fraccdes alergénicas com grande variacdo de pesos moleculares (19-88 kDa); foi ainda efectuado estudo de
inibicdo com D. pteronyssinus, que inibiu varias fracces fixadoras de IgE no extracto de perceves. Discussao:
Apresenta-se um caso raro de uma crianca, com quadro de alergia respiratoria associada a sensibilizacdo a acaros e
baratas, com alergia alimentar a crustaceos — incluindo a perceves — e moluscos gastrépodes, bivalves e cefalépodes.
Foram caracterizados os alergénios implicados na alergia a perceves e demonstrada a presenca da tropomiosina como
alergénio implicado, bem como a reactividade cruzada entre estes crustaceos e 0s acaros.

Palavras-chave: alergia alimentar, reactividade cruzada, crustaceos, perceves, moluscos, &caros.

ABSTRACT

Background: Invertebrate tropomyosin is the pan-allergen uniting crustaceans, molluscs, arachnids, insects and parasites,
and there is a significant sequence homology among the proteins of each of these groups of invertebrates. Barnacles are seafood
particularly appreciated and consumed in Portugal, but barnacle allergy is a rare condition of which there is only one reference
in the indexed literature. Clinical Case: We present the case of a 9-year-old male, with asthma, allergic rhinoconjunctivitis and
atopic eczema, sensitised to mites and cockroaches. At 7 years of age, he has an episode of oral allergy syndrome, periorbitary
angioedema and rhinoconjunctivitis, 10 minutes after his first ingestion of barnacles; he had 4 similar subsequent episodes after
the ingestion of snail, shrimp, squid and cuttlefish when he was 8 years old (prior ingestion without any symptoms), and at age
9 years he had an episode of facial urticaria and periorbitary angioedema related to the inhalation of shrimp cooking vapours.
The skin prick tests performed were positive to barnacle, shrimp, snail, squid, cuttlefish, octopus, and clam (prick to prick skin
test) and prawn, crab and mussel (commercial extracts). Specific serum IgE quantification was positive to shrimp, snail, squid,
octopus and clam, as well as to barnacle and recombinant tropomyosin. SDS-PAGE immunoblotting to barnacle revealed seve-
ral allergenic fractions with a wide variation in molecular masses (19-88 kDa); the inhibition-immunoblotting assay with
D. pteronyssinus inhibited several IgE-binding fractions in the barnacle extract. Discussion: We present an unusual case of a
child with respiratory allergy associated to the sensitisation to mites and cockroaches, with food allergy to crustaceans - inclu-
ding barnacles - and molluscs (gastropods, bivalves and cephalopods). The allergens implicated in the allergy to barnacles were
characterized and we also demonstrated the presence of tropomyosin as an important implicated allergen, as well as the cross-
reactivity between these crustaceans and mites.

Key-words: food allergy, cross-reactivity, crustaceans, barnacles, molluscs, mites.
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INTRODUCAO

S crustaceos sdo reconhecidos como uma

causa comum de alergia alimentar, particular-

mente em idade adulta, sendo esta uma si-
tuacdo de frequéncia crescente e um importante proble-
ma de salde (também relacionado com a popularidade e
consumo crescentes deste tipo de mariscos).*? Os
perceves sdo um tipo de crustaceo particularmente apre-
ciado e consumido no nosso pais, bem como em
Espanha, Franca e na América do Sul; no entanto, a aler-
gia a este crustaceo é uma situacdo bastante rara, da qual
s6 existe uma referéncia publicada na literatura indexa-
da® Os alergénios moleculares implicados e possiveis
fendmenos de reactividade cruzada, nomeadamente com
acaros, ndo foram ainda identificados.

A tropomiosina dos invertebrados é o pan-alergénio
que une crustaceos, moluscos, aracnideos, insectos e
parasitas, encontrando-se significativa homologia de
sequéncia entre as proteinas dos varios grupos.*® A
existéncia de fendmenos de reactividade cruzada entre
acaros e crustaceos tem sido documentada por diversos
autores, bem como entre acaros e moluscos gastré-
podes, particularmente caracol, com claras implicacdes
clinicas.®® No que diz respeito as interac¢bes entre
acaros e moluscos bivalves, e particularmente entre
acaros e moluscos cefalépodes, embora haja alguns casos
descritos, ndo estdo tdo bem definidas.

O crescente consumo de marisco e o0 subsequente
risco aumentado de alergia tornam importante a eluci-
dacdo das bases moleculares da alergia ao marisco
através da identificacdo dos alergénios implicados ao
nivel molecular.

Os autores apresentam um caso raro de alergia ali-
mentar IgE-mediada a crustaceos (incluindo perceves) e
a moluscos (incluindo as trés classes: gastropodes, bi-
valves e cefal6podes) numa crianc¢a sensibilizada a 4caros
e baratas.

CASO CLINICO

Crianga do sexo masculino, com 9 anos de idade e de
raca caucasiana, com antecedentes familiares alérgicos
(mde com asma e alergia ao latex; irmdo com asma e
alergia a penicilina), com histéria de asma brdnquica,
rinoconjuntivite alérgica e eczema atépico, sensibilizada a
acaros (Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatopha-
goides farinae e Blomia tropicalis) e baratas (Blattella ger-
manica e Periplaneta americana).

Aos 7 anos de idade, 10 minutos ap6s a primeira
ingestdo de perceves, refere quadro de prurido orofarin-
geo, angioedema periorbitdrio e rinoconjuntivite.
Posteriormente, ocorreram 4 episédios de caracteristi-
cas semelhantes apds ingestdo de caracol, camardo, lula
e choco, aos 8 anos de idade, referindo ingestdo prévia
destes alimentos sem queixas. Aos 9 anos de idade re-
fere episodio de urticaria da face e angioedema perior-
bitario na sequéncia da inalacdo de vapores de cozedura
de camardo. Nega queixas relacionadas com a ingestdo
de outros crustaceos ou bivalves; nunca ingeriu polvo.

Encontra-se em eviccdo de crustaceos e moluscos
(gastrépodes, bivalves e cefaldpodes) desde os 8 anos de
idade. Nunca fez imunoterapia especifica para nenhum
dos aeroalergénios a que se encontra sensibilizado.

Na consulta de Imunoalergologia foram efectuados
testes cutdneos por prick que foram positivos para
perceves, camardo, caracol, lula, choco, polvo e améijoa
em natureza; e para gamba, caranguejo e mexilhdo com
extractos comerciais (Quadro 1).

Uma vez que nunca houve referéncia a queixas asso-
ciadas a bivalves (que ingeria previamente sem proble-
mas), tendo-se mantido em evic¢do dos mesmos apos 0s
episddios associados a ingestdo de outros moluscos, foi
proposta prova de provoca¢do com améijoa, que foi
recusada (também com base no facto de se tratar de um
alimento ndo indispensavel na dieta).

Foram preparados extractos de perceves cru e co-
zinhado para a realizacdo dos estudos in vitro: determi-
nacdo de IgE especifica através do método UniCAP®
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System, immunoblotting e estudo de inibicdo com D.
pteronyssinus.

Os doseamentos de IgE especifica sérica revelaram-
se positivos para perceves (extracto de perceves cru e
cozinhado) e tropomiosina recombinante (Quadro 1),
bem como para &caros do pé (D. pteronyssinus, D. fari-
nae), baratas (B. germanica, P. americana), camardo, cara-
col, lula, polvo e améijoa.

Foi efectuado estudo de immunoblotting para perceves
(fase solida) para analisar os componentes alergénicos

implicados na sensibilizacdo a este crustaceo (Fig. 1 e
Quadro 2). Este estudo revelou varias fraccdes alergéni-
cas com grande variacdo de pesos moleculares (19 a 88
kDa), sendo os resultados muito similares comparando o
extracto de perceves cru com o cozinhado. Salienta-se
uma banda de 37 kDa, identificada em ambos os extrac-
tos, que poderéa corresponder a tropomiosina.

Com vista ao estudo de possivel reactividade cruza-
da entre perceves e acaros, foi também efectuado um
estudo de immunoblotting-inibicdo com extracto de

Quadro 1. Resultados dos testes cutaneos (TC) por prick e dos doseamentos de IgE especifica sérica

Alergénios TC por prick IgE especifica sérica
(diametro médio da papula em mm) (kum
D. pteronyssinus 5 >100
D. farinae 35 >100
B. tropicalis 6,5 nd
B. germanica 4 37,3
P. americana 35 11,2
Perceves cru/ 9,5 0,82
Perceves cozinhado 9,5 3,65
(PP/ extracto preparado para sIgE)
Tropomiosina recombinante nd 86,0
Camardo (PP) 7 -
(EC) nd 85,2
Caracol  (PP) 8,5 -
(EC) nd 20,0
Ameéijoa (PP) 7 -
(EC) 15 >100
Lula (PP) 9 -
(EC) nd 6,41
Polvo (PP) 9 -
(EC) nd 38,6
Choco  (PP) 6 -

EC = extracto comercial; PP = teste cutaneo prick to prick; nd = ndo determinado.
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KDa M ] ¥ 3 4 Quadro 2. Pesos moleculares (kDa) das frac¢des antigénicas reconhecidas
nos estudos de immunoblotting e immunoblotting-inibicédo
o7 - Immunoblotting-inibicdo
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Figura 1. IgE immunoblotting para perceves e IgE- 30 305 30
immunoblotting-inibicdo usando extracto de 27,6
perceves cru na fase sélida e extracto de D.
! o 25 25,6
pteronyssinus como inibidor.
M: Marcador de peso molecular. Linha 1: 235 24
immunoblotting para perceves (extracto cru); Linha
/ LA L 22 23
2: controlo de immunoblotting-inibigdo - soro pré-in-
cubado com extracto de perceves; Linha 3: 19 20
immunoblotting-inibi¢do - soro pré-incubado com
extracto de D. pteronyssinus; Linha 4: immunoblotting
para D. pteronyssinus (fase sélida).
perceves, no qual o soro do doente foi pré-incubado DISCUSSAO

com extracto de D. pteronyssinus, procedendo-se poste-
riormente ao immunoblotting com extracto de perceves
na fase solida. Foram inibidas varias frac¢des fixadoras de
IgE no extracto de perceves, entre 19 e 74 kDa, incluin-
do a banda de 37 kDa, permanecendo duas bandas, de 30
e 60 kDa, que ndo foram inibidas (Quadro 2 e Fig. 1).

Embora as reacgdes alérgicas IgE-mediadas a crusta-
ceos sejam frequentes, quadros associados de alergia a
moluscos gastropodes, bivalves e cefalépodes sdo situa-
¢Oes pouco comuns, particularmente em idade pediétrica.

No caso particular dos perceves, apesar de muito apre-
ciados em Portugal, bem como noutros paises da Europa
mediterranea, apenas um trabalho os aponta como agentes
implicados em quadros de alergia®, 0 que esta provavel-
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mente relacionado com o seu consumo limitado.

No caso clinico apresentado, foi confirmada a exis-
téncia de alergia IgE-mediada a perceves, quer por testes
in vivo — testes cutdneos positivos para perceves em
natureza, quer por testes in vitro — presenca de IgE
especifica para perceves identificada por UniCAP®) e
immunoblotting.

E de salientar a sensibilizagio a acaros observada
nesta crianga, tal como descrito na maioria dos casos de
alergia a crustaceos reportados na literatura, o que nos
levou a investigar a presenga de fenébmenos de reactivi-
dade cruzada entre perceves e D. pteronyssinus, tendo
demonstrado a presenca de epitopos fixadores de IgE
comuns e confirmando a existéncia de reactividade
cruzada entre estes invertebrados.

Verifichmos tratar-se de um caso em que ha inibicdo
do extracto de perceves pelo extracto de D. pteronyssi-
nus, salientando-se a inibicdo de uma banda de 37 kDa,
que podera corresponder a tropomiosina. Confirmou-se
ainda a existéncia de IgE especifica para tropomiosina
recombinante (86 kU/I).

A alergia a crustaceos tem sido estudada exaustiva-
mente e existem inimeros trabalhos apontando a
tropomiosina como o alergénio major envolvido na reac-
tividade a varias espécies desta classe. Esta molécula,
com um peso molecular de 36-37 kDa, pertence a uma
familia de proteinas com estrutura altamente conservada
e com mdltiplas isoformas, encontrada em células mus-
culares e ndo musculares, sendo ubiquitaria no reino ani-
mal. Devido ao seu alto grau de conservacéo e significa-
tiva homologia de sequéncia entre os invertebrados, a
tropomiosina € apontada como o pan-alergénio homalo-
go implicado nas reac¢des de reactividade cruzada IgE-
mediada clinicamente importantes entre varias espécies
de invertebrados, desde os crustaceos (camardo, lagosta,
caranguejo) a moluscos (caracol, lula, améijoa), arac-
nideos (&caros), insectos (baratas) e mesmo neméato-
dos.**

Recentemente, um novo alergénio de 39,9 kDa, do
camardo Penaeus monodon (Pen m 2), foi identificado uti-

lizando soros de doentes com alergia a este crustaceo.
Esta proteina revelou grande semelhanca com a arginina-
quinase dos crustéaceos e foi identificada como um novo
alergénio implicado na reactividade cruzada entre esta
classe de invertebrados.** No doente apresentado, ndo se
observou nenhuma banda no estudo de immunoblotting
com extracto de perceves com peso molecular similar.

Nos estudos in vitro efectuados neste caso, verificou-
-se a presenca de duas bandas proteicas de 30 e 60 kDa
no estudo de immunoblotting com extracto de perceves,
que ndo foram inibidas pelo extracto de D. pteronyssinus,
e que poderdo corresponder a alergénios especificos de
perceves. Uma proteina de peso molecular rondando os
60 kDa foi também identificada no estudo de Moreno
Escobosa et al.?

Embora uma ligacdo entre imunoterapia especifica
para acaros e 0 aparecimento de alergia alimentar a
crustdceos e moluscos tenha sido reportada,? é de
salientar que a crianga em causa nunca foi submetida a
esta terapéutica.

Analisando o caso apresentado, parece-nos plausivel
assumir que fendmenos de reactividade cruzada com
acaros estejam implicados no que diz respeito a alergia a
perceves, dado que 0s sintomas ocorreram aquando da
primeira ingestdo e foi confirmada a inbigdo in vitro de
mdltiplas fracgdes alergénicas pelo extracto de D. pte-
ronyssinus.

No que se refere a alergia a moluscos, € licito colocar
a mesma hipGtese, embora possamos também estar em
presenca de co-sensibilizacdo. Mais estudos, utilizando uma
maior variedade de extractos de crustaceos e moluscos,
serdo necessarios para esclarecer esta situagao.

Contacto:

Susana Marinho

Servigo de Imunoalergologia

Hospital de Dona Estefania

Rua Jacinta Marto

1169-045 Lisboa

E-mail: hde.imunoalergo@mail.telepac.pt
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