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“No se puede ensefiar nada a un ser humano, solo se le puede
ayudar a descubrirse a si mismo”

Galileo Galilei (1564 — 1642)
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ABREVIATURAS

MC - Mastocito(s)

B - Basofilo(s)

E - Eosinofilo(s)

N - Neutrofilo(s)

PLAQ - Plaqueta(s)

NK - Célula(s) Natural Killer

DC - Célula(s) Dendritica(s)

MF - Macroéfago(s)

L - Linfocito(s)

LT - Linfocito(s) T

IgE - Inmunoglobulina E

slgE — Inmunoglobulina E especifica

FceRI - Receptor de Alta Afinidad para IgE

FceRlIl - Receptor de Baja Afinidad para IgE

FcyRI - Receptor de Baja Afinidad para IgG o antigeno CD64
FcyRIl - Receptor de Alta Afinidad para IgG o antigeno CD32
FcyRIll - Receptor de Alta Afinidad para I1gG o antigeno CD16
MRGPRS - receptor acoplado a proteina G relacionado con Mas
TRK - receptor de tirosina quinasa

SCFR - receptor del factor de células madre

TLR - receptor tipo Toll

HR - receptor de histamina

TNFR - receptor del factor de necrosis tumoral

PAFR - receptor del factor activador de plasmina

GM-CSFR - receptor del factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
PAR - receptor activado por proteasa

CysLTR - receptor de cisteinil leucotrienos

EP - receptor de prostanoides E

Chy - Quimasa

CPA - Carboxipeptidasa A

LT — Leucotrieno(s)

LTB4 - Leucotrieno B4



LTC4 - Leucotrieno C4

LTD4 - Leucotrieno D4

LTE4 - Leucotrieno E4

PG - Prostaglandina

PGD2 - Prostaglandina D2

PGE2 - Prostaglandina E2

PAF - Factor Activador de Plaquetas (Platelet-Activating Factor)

TXA2 - Tromboxano A2 (Thromboxane A2)

ET-1 - Endotelina-1 (Endothelin-1)

Ang | - Angiotensina | (Angiotensin 1)

Ang Il - Angiotensina Il (Angiotensin Il)

TGF-B - Factor de Crecimiento Transformante Beta (Transforming Growth Factor Beta)

ICAM-1 - Molécula de Adhesion Intercelular 1 (Intercellular Adhesion Molecule 1)

VCAM-1 - Molécula de Adhesion Vascular 1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1)

PECAM-1 - Molécula de Adhesion de Células Endoteliales y Plaquetarias 1 (Platelet Endothelial
Cell Adhesion Molecule 1)

E-Selectin - Selectina E

P-Selectin - Selectina P

ROS - Especies Reactivas de Oxigeno (Reactive Oxygen Species)

SOD - Superoéxido Dismutasa (Superoxide Dismutase)

eNOS - Oxido Nitrico Sintasa Endotelial (Endothelial Nitric Oxide Synthase)

MCP-1 - Proteina Quimiotactica de Monocitos 1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1)

CXCL - Quimiocina (C-X-C Motif) Ligando

CXCL1 - Quimiocina (C-X-C Motif) Ligando 1, también conocida como GROa (Growth-Regulated
Oncogene Alpha)

CXCL2 - Quimiocina (C-X-C Motif) Ligando 2, también conocida como proteina inflamatoria de
los macréfagos 2-alfa (MIP2-alfa), proteina beta regulada por el crecimiento (Gro-beta) i Gro
oncogen-2 (Gro-2)

CXCL12 - Quimiocina (C-X-C Motif) Ligando 12, también conocida como factor 1 derivado de
células del estroma (SDF-1)

IL - Interleucina(s)

TNF-a - Factor de Necrosis Tumoral Alfa

TNF-B - Factor de Necrosis Tumoral Beta

IFN-y - Interferén Gamma



IL-1 - Interleucina 1

IL-2 - Interleucina 2

IL-3 - Interleucina 3

IL-4 - Interleucina 4

IL-5 - Interleucina 5

IL-6 - Interleucina 6

IL-7 - Interleucina 7

IL-8 - Interleucina 8

IL-10 - Interleucina 10

IL-12 - Interleucina 12

IL-13 - Interleucina 13

IL-17A - Interleucina 17A

IL-18 - Interleucina 18

IL-22 - Interleucina 22

IL-23 - Interleucina 23

IL-31 - Interleucina 31

IL-33 - Interleucina 33

GM-CSF - Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Macréfagos

TSLP - Linfopoyetina Estromal Timica

CCL3 - Quimiocina Ligando de Motivo CC 3 (Chemokine (C-C Motif) Ligand 3) también conocida
como MIP-1a (Proteina Inflamatoria de Macrdéfagos 1 Alfa)

CCL4 - Quimiocina Ligando de Motivo CC 4 (Chemokine (C-C Motif) Ligand 4) también conocida
como MIP-1pB (Proteina Inflamatoria de Macroéfagos 1 Beta)

CCL5 - Quimiocina Ligando de Motivo CC 5 (Chemokine (C-C Motif) Ligand 5) también conocida
como RANTES (Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted)

CCL26 - Quimiocina Ligando de Motivo CC 26 (Chemokine (C-C Motif) Ligand 26) también
conocida como eotaxina 3

MMPs - Metaloproteinasas de Matriz (Matrix Metalloproteinases)

MPO — Mieloperoxidasa

OSM - Oncostatina M

PLA2 - Fosfolipasa A2 (Phospholipase A2)

NGF - Factor de Crecimiento Nervioso (Nerve Growth Factor)

VEGF - Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (Vascular Endothelial Growth Factor)

B-FGF - Factor de Crecimiento de Fibroblastos Basico (Basic Fibroblast Growth Factor)



PCR - Proteina C Reactiva

MCP-1 - Proteina Quimiotactica de Monocitos 1

PAF - Factor Activador de Plaquetas

Tryp - Triptasa

H - Histamina

COAG - Coagulacion

vWEF - Factor de Von Willebrand

TF - Factor Tisular

TM - Trombomodulina

PLG - Plasmindgeno

tPA - Activador del Plasmindgeno Tisular

uPA - Activador del Plasminégeno Uroquinasa

PAI-1 - Inhibidor del Activador del Plasmindgeno 1 (Plasminogen Activator Inhibitor 1)
PAI-2 - Inhibidor del Activador del Plasmindgeno 2 (Plasminogen Activator Inhibitor 2)
TAFI - Inhibidor de la Fibrindlisis Activable por Trombina (Thrombin Activatable Fibrinolysis
Inhibitor)

02-AP - Inhibidor de la Plasmina a2 (Alpha-2 Antiplasmin)

a2-M - Macroglobulina a2 (Alpha-2 Macroglobulin)

FDP - Productos de Degradacién de la Fibrina

DD - Dimero D

TP - Tiempo de Protrombina (Prothrombin Time)

INR - Razén Normalizada Internacional (International Normalized Ratio)

TTPA - Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado (Activated Partial Thromboplastin Time)

TT - Tiempo de Trombina (Thrombin Time)

FI - Factor |

FIl - Factor Il

FIll - Factor I
FIV - Factor IV
FV - Factor V

FVI - Factor VI
FVII - Factor VII
FVIII - Factor VIII
FIX - Factor IX
FX - Factor X
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FXI - Factor XI

FXII - Factor XII (Factor de Hageman)

FXII - Factor Xl

HMWEK - Cinindgeno de Alto Peso Molecular

PPK — Precalicreina plasmatica

PK — Calicreina plasmatica

BK — Bradicinina

B1R — Receptor 1 de la bradicina

B2R - Receptor 2 de la bradicina

Clqg - Componente 1q del Complemento

Clr - Componente 1r del Complemento

Cls - Componente 1s del Complemento

C2 - Componente 2 del Complemento

C3 - Componente 3 del Complemento

C3a - Anafilatoxina C3a

C3b - Fragmento C3b

C3c - Fragmento C3c

C3d - Fragmento C3d

C4 - Componente 4 del Complemento

C4a - Anafilatoxina C4a

C4b - Fragmento C4b

C5 - Componente 5 del Complemento

C5a - Anafilatoxina C5a

C5b - Fragmento C5b

CR1 - Receptor 1 del Complemento (Complement Receptor 1)
CR2 - Receptor 2 del Complemento (Complement Receptor 2)
CR3 - Receptor 3 del Complemento (Complement Receptor 3)
CR4 - Receptor 4 del Complemento (Complement Receptor 4)
C1-INH - Inhibidor de C1 Esterasa

KIS - Inhibidor de la Calicreina Plasmatica (Kallikrein Inhibitor System)
TFPI - Inhibidor de la Via del Factor Tisular (Tissue Factor Pathway Inhibitor)
SERPING1 - Serpina G1, otro nombre para el inhibidor de C1
DPPI - Dipeptidil-peptidasa |

a2-M - Macroglobulina a2 (Alpha-2 Macroglobulin) - también inhibidor de calicreina
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nsLTP: non-specific Lipid Transfer Protein

AINE: antiinflamatorio no esteroideo

IECA: inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina

BB: beta-bloqueantes

WAOQ: World Allergy Organization

EAACI: European Academy of Allergy and Clinical Immunology
SEAIC: Sociedad Espaiola de Aleroglogia e Inmunologia Clinica
SCAIC: Sociedad Catalana de Alergologia e Inmunologia Clinica
slgE: Inmunoglobulina E especifica

VRS: via respiratoria superior

VRI: via respiratoria inferior
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RESUMEN

La anafilaxia es una reaccion alérgica grave y potencialmente mortal que se produce de
manera rapida y afecta a multiples sistemas del cuerpo. Actualmente, no existe una
prueba diagndstica definitiva para la anafilaxia, siendo el diagndstico principalmente clinico y
apoyado por biomarcadores como la triptasa, que no es éptima debido a su falta de elevacion
en hasta el 35% de las reacciones mediadas por IgE y en reacciones anafilacticas con baja
implicacion de mastocitos. Otras afecciones como la urticaria y el angioedema complican el
diagndstico diferencial. La hipdtesis de esta tesis es que existe un biomarcador de anafilaxia
gue complementa o supera a la triptasa y éste se haya en la coagulacion, fibrindlisis o en
sistema de contacto o se trata de una perfil de citocinas y que puede ser util para poder util
paras apoyar al diagndstico de la anafilaxia. Se realizé un estudio observacional longitudinal de
casos controles unicéntrico con muestras agudas durante brote de anafilaxia, urticaria y
angioedema y muestras basales y se determinaron los niveles de Fibrindgeno, TTPA(s), Dimero
D, FXII, FXI, anti-Xa, C3, C4, C1INH, ECA, asi como se realizaron pruebas in vitro en contexto de
investigacion con inmunoensayo para determinar del sistema de contacto los valores de
complejo C1INH-FXI, complejo C1INH-FXIl, complejo C1INH-PK, cHK y un panel de citocinas

elegidas por estar relacionadas con grupos celulares mas alla de mastocito y basofilo.

Nuestro estudio demostré que la triptasa sérica se eleva en sélo el 74.5% de los individuos con
anafilaxia aguda, siendo menos sensible especialmente en casos de alergia alimentaria. La
triptasa sérica fue mas util para identificar anafilaxias mediadas por IgE y menos efectiva en las
no mediadas por IgE. En contraste, el Dimero D mostré una mayor frecuencia de elevacion
(85.9%) y se relaciond con la gravedad de la anafilaxia, sugiriendo su potencial como
biomarcador complementario. El complejo plasmina-alfa-2-antiplasmina (PAP) también se
correlacioné con la gravedad de la anafilaxia, destacandose en el endotipo de liberacién de
citocinas. Las citocinas IL-6 y CCL5/RANTES se elevaron frecuentemente, incluyendo casos con
triptasa negativa, indicando su utilidad complementaria. La IL-13 y PAI-1 también mostraron
correlaciones significativas con la gravedad de la anafilaxia. Ademas, se observé que la
anafilaxia de causa alimentaria tiene un perfil inflamatorio distintivo, sugiriendo Ia
participacion de otros mecanismos celulares. Los individuos con urticaria y angioedema

mostraron un perfil inflamatorio menos intenso y la elevacidn de algunas citocinas especificas.

Este trabajo demuestra la implicacién de los tres sistemas en las reacciones anafilacticas y
destaca potenciales biomarcadores dentro de ellos para mejorar el diagndstico y la evaluacion

de la gravedad de la anafilaxia.
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SUMMARY

Anaphylaxis is a severe and potentially life-threatening allergic reaction that occurs rapidly and
affects multiple body systems. Currently, there is no definitive diagnostic test for anaphylaxis,
with diagnosis being primarily clinical and supported by biomarkers such as tryptase, which is
suboptimal due to its lack of elevation in up to 35% of IgE-mediated reactions and in
anaphylactic reactions with low mast cell involvement. Other conditions such as urticaria and
angioedema complicate the differential diagnosis. The hypothesis of this thesis is that there is
a biomarker of anaphylaxis that complements or surpasses tryptase and that it is found in
coagulation, fibrinolysis or in the contact system or is a cytokine profile and that it may be
useful to support the diagnosis of anaphylaxis. A longitudinal, single-center, observational
case-control study was conducted with acute samples during anaphylaxis, urticaria and
angioedema flares and baseline samples. Fibrinogen, TTPA(s), D-Dimer, FXII, FXI, anti-Xa, C3,
C4, C1INH, ACE levels were determined, as well as in vitro tests in a research context with
immunoassay to determine the values of the C1INH-FXI complex, C1INH-FXII complex, C1INH-
PK complex, cHK and a panel of cytokines chosen for being related to cell groups beyond mast

cells and basophils.

Our study showed that serum tryptase is elevated in only 74.5% of patients with acute
anaphylaxis, being less sensitive especially in cases of food allergy. Serum tryptase was more
useful to identify IgE-mediated anaphylaxis and less effective in non-IgE-mediated anaphylaxis.
In contrast, D-dimer showed a higher frequency of elevation (85.9%) and was related to the
severity of anaphylaxis, suggesting its potential as a complementary biomarker. Plasmin-alpha-
2-antiplasmin (PAP) complex also correlated with the severity of anaphylaxis, standing out in
the cytokine release endotype. Cytokines IL-6 and CCL5/RANTES were frequently elevated,
including tryptase-negative cases, indicating their complementary utility. IL-13 and PAI-1 also
showed significant correlations with the severity of anaphylaxis. Furthermore, food-induced
anaphylaxis was found to have a distinctive inflammatory profile, suggesting the involvement
of other cellular mechanisms. Patients with urticaria and angioedema showed a less intense

inflammatory profile and elevation of some specific cytokines.

This work demonstrates the involvement of the three systems in anaphylactic reactions and
highlights potential biomarkers within them to improve the diagnosis and assessment of the

severity of anaphylaxis.
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1. INTRODUCCION

1.1. Anafilaxia

1.1.1. Definicién

La anafilaxia es definida como una reaccién inmunomediada de instauracién aguda, rapida y
potencialmente mortal. Su definicidon se basa en criterios clinicos, al igual que su diagndstico,
dado que su gravedad requiere intervencion médica inmediata. A pesar de que las nuevas
guias clinicas incluyen en su definicién la afectacion de un sélo sistema con potencial riesgo
mortal, como la via respiratoria o el sistema circulatorio™? en la mayoria de casos la anafilaxia
cumple criterios para considerarse un sindrome multisistémico que agrupa una serie de signos
clinicos y sintomas que reflejan la afectacion de diferentes sistemas de érganos °. Estas
manifestaciones son por tanto muy variables e incluyen entre otras: eritema, prurito, urticaria,
rinitis, conjuntivitis, dolor abdominal, vomitos, diarrea, metrorragia, disnea, tos, ahogo,
broncoespasmo, mareo, confusién, somnolencia, hipotensién. Los datos reportados en la
literatura muestran que la mayoria de individuos presenta sintomas en piel y mucosas (90%),

seguido de sintomas que involucran el sistema respiratorio y cardiovascular (>50%) .

Por tanto, por definicién, toda anafilaxia es una emergencia clinica y todos los profesionales

sanitarios deben estar familiarizados con su reconocimiento y tratamiento.

1.1.2. Epidemiologia

El conocimiento sobre la epidemiologia de la anafilaxia se basa en datos de diversas fuentes:
practica clinica, grandes bases de datos clinicos secundarios y administrativos de individuos de
atencién primaria u hospitalizados, y encuestas recientes con muestras representativas de la
poblacién general. Por ello se considera que los ratios obtenidos hasta el momento pueden
tener muchos sesgos y se considera que la anafilaxia sigue siendo a dia de hoy una entidad
infradiagnosticada. La prevalencia descrita varia segun edad, género, raza y localizacidn
geografica a nivel mundial, con tasas mds altas en los EE.UU. y Europa. La prevalencia de la
anafilaxia a lo largo de la vida se estima actualmente en 0,05-2 % en EE. UU. y ~3 % en Europa *.
Los datos muestran una prevalencia con tendencia creciente, con un aumento de 5 a 7 veces
en las admisiones hospitalarias en los Gltimos 10 a 15 afios °, particularmente en nifios y debido
a desencadenantes relacionados con los alimentos ®. Se han reportado diferencias de

prevalencia segln la etnia, sobretodo estudiado en cohortes de Reino Unido dénde
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evidenciaron que presentaban mayor incidencia poblaciones no blancas, especialmente

provenientes del sud-este asiatico’?.

Las ultimas revisiones de tasa de mortalidad en anafilaxia muestran datos relativamente bajos,
con una tasa para todas las causas de anafilaxia del 0,002 a 2,51 muertes por milléon de
personas-afio, siendo mas significativa y mostrando aumento de prevalencia en el tiempo en el

caso de anafilaxia por farmacos y alimentos ***°

. Aunque la fatalidad sea lo mas destacable, no
son menospreciables los datos de hospitalizacién por anafilaxia, que han mostrado tendencia al

aumento en anafilaxia inducida por alimentos y medicamentos en afios recientes >**.

1.1.3. Etiologia

La prevalencia de las diversas causas de anafilaxia depende de la edad, la raza y varia en
diferentes regiones geograficas. Los alimentos, los medicamentos y el veneno de

himendpteros son los desencadenantes principales de las reacciones anafilacticas ***%. L

a
comida es el desencadenante mas comun tanto en la poblacidn pediatrica como adolescente.
En Europa, los desencadenantes tipicos de anafilaxia inducida por alimentos en nifios incluyen
frutos secos, leche y huevo, mientras que en adultos predominan cereales como el trigo,
vegetales y frutas y mariscos >**. En nifios menores de 3 afios, los huevos vy la leche de vaca
fueron los alimentos desencadenantes mas comunes de la anafilaxia, seguidos de los frutos
secos en nifilos de 3 a 6 afios y causas mas variadas en nifios de 6-17 afios, ganando
importancia el marisco y los vegetales™°. El veneno de avispa y abeja es la causa habitual de
la anafilaxia inducida por veneno sin diferencias entre poblacién pediatrica o adulta *”*%. En
adultos la primera causa de anafilaxia son los farmacos, seguido por los alimentos™™. La

anafilaxia inducida por medicamentos suele ser causada por antibidticos y antiinflamatorios no

esteroides. Entre los antibidticos, los beta-lactdmicos son los alérgenos principales implicados

20,21

En algunos casos no se descubre la causa de la anafilaxia y estas quedan etiquetadas de
anafilaxia idiopatica, lo que requiere investigaciones sobre alérgenos ocultos o infrecuentes o

diagndsticos diferenciales *.
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1.1.4. Factores de riesgo

Nos referimos como factores de riesgo a cualquier condicién o evento que incremente la
posibilidad de desarrollar una anafilaxia. En el campo de la anafilaxia también se han definido
los llamados cofactores, cualquier factor o condicidon temporal o persistente que pueda
aumentar la gravedad de la anafilaxia, como el uso concomitante de farmacos, el tipo de

alérgeno vy la cantidad y via de administracién®***

. En la literatura nos encontramos que la
colocacién de los factores en un grupo u otro es inconsistente puesto que no siempre existe
una diferenciacién clara entre ellos y los factores de riesgo y cofactores frecuentemente se
superponen®. El conocimiento de los factores de riesgo y los factores agravantes o cofactores,
al igual que en otras patologias, es importante para tomar medidas preventivas especificas y

disefiar planes de accién para cada perfil de paciente.

- Factores de riesgo :

La edad es el factor de riesgo dominante para la anafilaxia grave. El registro europeo de
anafilaxia mostro que cada afio de mas edad se asocié con un aumento del 1,6% (IC: 1,4% -
1,9%) en las probabilidades de experimentar un evento anafilactico grave . En estudios
previos, los individuos mayores (65 afios) y aquellos con enfermedades cardiacas y pulmonares
tenian mas probabilidades de ser admitidos en la UCI, de ser intubados o de tener resultados
casi fatales . Esto se puede explicar por qué implica mecanismos compensatorios fisiolégicos
alterados y una incapacidad para tolerar complicaciones relacionadas con la anafilaxia, como
hipotensidn e hipoxia. Ampliamente conocido si nos centramos especificamente en la alergia
alimentaria, los adolescentes suponen una poblacidn de riesgo para padecer mas anafilaxias y
reacciones mas graves por conductas de riesgo, entre ellas unas normas de evitacion del
alérgeno mas laxas, mas situaciones de descontrol como el abuso de sustancias psicoactivas y

mal cumplimiento al no llevar siempre consigo el autoinyector de adrenalina®’ .

En un estudio previo de Ruéff et al. 2009 *°, investigaron a individuos alérgicos al veneno de
insectos e indicaron el sexo masculino como un factor de riesgo de anafilaxia grave. Los
autores explican esto por un patrén de exposicion diferente a los insectos en hombres y
muijeres, pero el andlisis del registro europeo de anafilaxia * sugiere que el sexo masculino es

un factor de riesgo de anafilaxia grave independiente del desencadenante.

La mastocitosis, enfermedad clonal de los mastocitos que incrementa el nimero de estas

células y su activacion, se asocia con un aumento de numero de anafilaxias superior a otros
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individuos sanos o alérgicos *' . Los individuos con mastocitosis tienen un riesgo relativo 1,59
veces mayor de desarrollar una respuesta de anafilaxia mds grave que los individuos sin
mastocitosis y este riego aumenta si la causa de la anafilaxia es provocada por veneno de

himendptero .

Los individuos con antecedentes de patologia psiquiatrica activa antes de la reaccidn tenian
1,40 (IC: 1,19 - 1,61) veces mas probabilidades de desarrollar una anafilaxia mas grave que sus
homélogos 2. Existe evidencia de que el sistema nervioso central puede regular la secrecién de

mediadores de mastocitos en ratones *%.

Las enfermedades cardiovasculares concomitantes son un predictor importante de anafilaxia
grave. La miocardiopatia estd asociada con un mayor nimero de mastocitos, al igual que la
coronariopatia en la que a combinacidén con una estenosis subyacente lleva a un mayor riesgo
de hipoxia miocardica y las probabilidades de anafilaxia grave pueden ser mayores ** . La
enfermedad cardiaca no se relaciond con la anafilaxia grave en la edad pediatrica. Esto puede
explicarse por el hecho de que las enfermedades cardiacas en la infancia son sustancialmente

diferentes a las de los adultos ** .

Los estudios retrospectivos, particularmente los estudios observacionales de anafilaxia fatal

3536 reportaron una asociacidon entre asma y muerte por anafilaxia,

inducida por alimentos
pero la literatura reciente sugiere que el asma en si no es un fuerte predictor de anafilaxia mas
grave >*°, Los estudios de reacciones fatales y casi fatales a la inmunoterapia con alérgenos
sugieren que un control subdéptimo del asma, en lugar de simplemente la presencia de asma,

puede aumentar la probabilidad de que un paciente sufra anafilaxia grave > .

Los medicamentos para reducir el colesterol (estatinas) podrian suponer un factor de riesgo
en la anafilaxia y algunos grupos encontraron una asociacién con gravedad *. Estos farmacos
aumentan la concentracién plasmatica de PAF al reducir la actividad de PAF-AH *° , y este

aumento se ha correlacionado con la gravedad de la anafilaxia ** .

Los farmacos como etiologia de anafilaxia, aunque sean un grupo muy heterogéneo, han
demostrado en analisis multivariables que aumentan la gravedad de la reaccién y la fatalidad™.
Los fdrmacos mds comunes implicados en la anafilaxia mortal fueron los antibiéticos, seguidos
de los agentes de radiocontraste y otros agentes de diagndstico y los antineoplasicos’. La
anestesia general y los bloqueadores neuromusculares también se asocian con anafilaxia

farmacoldgica mortal ** . La via de administracion esta relacionada con este aumento del
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riesgo puesto que se ha demostrado que las reacciones alérgicas son mas graves cuando el

farmaco se administra por via parenteral *** .

- Factores agravantes de las reacciones alérgicas: cofactores

Los antiinflamatorios no esteroides (AINE) estdn presentes en hasta el 22% de los casos de
anafilaxia grave inducida por alimentos, constituyendo un agravante y factor de riesgo para
anafilaxia con un odds ratio >11 *°. En el drea mediterranea, los AINE estan implicados hasta en
el 58% de los episodios de anafilaxia relacionada con los alimentos inducidos por cofactores,
siendo el principal alérgeno alimentario implicado (hasta en el 33% de los casos) la proteina

%47 Se sugiere que el aumento de la

transferidora de lipidos no especifica (nsLTP)
permeabilidad gastrointestinal, la absorcién de alérgenos y la inhibicion de sintesis de

prostaglandinas pueden explicar el efecto de aumento de gravedad de sintomas de los AINE

48,49

El alcohol es uno de los cofactores mas frecuentes, descrito hasta en el 15% de las reacciones
s s 50 . . . . .
anafilacticas >". Se ha descrito su efecto potenciador en alergia alimentaria como nsLTP, leche,

huevo “***

. Aunque los mecanismos subyacentes no estan bien establecidos, el alcohol puede
aumentar la absorcién de alérgenos aumentando la permeabilidad intestinal®® y podria

aumentar la activaciéon de mastocitos (MC) y baséfilos (B) inducida por FceRI>>.

240" Seglin el registro

El ejercicio estd implicado en el 10% de las reacciones anafilacticas
europeo de anafilaxia los individuos que informaron ejercicio vigoroso durante (o antes) de
una reaccion determinada tuvieron un mayor riesgo de desarrollar anafilaxia grave . El trigo
es el alimento que mas frecuentemente se implica en anafilaxias potenciadas por ejercicio **,
seguido por la alergia alimentaria a vegetales por nsLTP, marisco, leche y huevo . El
conocimiento de su mecanismo patogénico aun no se comprende bien, aunque se ha
postulado el incremento en la absorcidn de alérgenos por lesion en mucosa® o situacién de

isquemia por la desviacién del flujo sanguineo®”*® . Por otro lado existe un efecto directo del

ejercicio sobre la activacién del mastocito, descrito en urticaria colinérgica *.

La anafilaxia es mds frecuente en mujeres que en hombres, pero sélo durante los afios
. . , ~ 24

reproductivos, lo que sugiere que las hormonas sexuales podrian desempefiar un papel =". Al

igual que los episodios de asma o urticaria asociados al ciclo menstrual, se han descrito

episodios recurrentes de reacciones anafilacticas alrededor de la menstruacion, sefalando a
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los estrégenos o la progesterona como factores potenciadores implicados %. La relevancia del

estrégeno en la gravedad de la anafilaxia se ha podido confirmar en modelos murinos °*.

Los datos de estudios de inmunoterapia oral con alimentos han destacado que algunos
individuos experimentan una caida en el umbral de reaccién si presentan infecciones virales, y

esto puede aumentar la gravedad de cualquier sintoma experimentado *>%

. Sin embargo, las
enfermedades intercurrentes no se asociaron con la gravedad de la reaccién en un estudio

prospectivo con adultos alérgicos al cacahuete * o en el Registro Europeo de Anafilaxia »* .

Los farmacos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) y los B
bloqueantes (BB) se han descrito y reafirmado desde hace afios como factores potenciadores

385 La revisién del registro de anafilaxia europeo ** mostré que

de las reacciones anafilacticas
aumentaban el riesgo de desarrollar anafilaxia grave independientemente del
desencadenante. El odds ratio establecido para los BB fue de 6,8 y de 13 para los IECA.
Mientras que se sabe que los farmacos BB atenuan el efecto de la adrenalina sobre sus
receptores, el efecto agravante de la ECA se habia tan sélo teorizado por su importante papel
en la degradacién de la bradicinina, un péptido que regula la permeabilidad vascular y que

podria favorecer o dificultar la reversibilidad del shock®®.

Nuevos estudios han encontrado que el ritmo circadiano es un potente regulador de la

activacion de los mastocitos, tanto dependiente como independiente de IgE®®%. L

0s
mastocitos tienen un umbral de activacién mas bajo durante la fase de reposo (durante la
noche en humanos) que durante la fase activa (diurna en humanos) bajo el control de la

actividad del reloj circadiano®.

La falta de suefio también se ha descrito como un factor agravante independiente en
anafilaxia® . En el estudio de Dua et al..”° la falta de suefio redujo significativamente el umbral
(dosis necesaria para desencadenar una reaccidon objetiva) e impactd en la gravedad en
personas con alergia al cacahuete, lo que las pone en mayor riesgo de sufrir una reaccién
anafilactica. EI mecanismo por el cual esto podria ocurrir no estad claro. Algunos autores
sugieren que la privacidon de suefio aumenta el estrés, lo que podria afectar la permeabilidad

del intestino delgado’”.

A pesar de que ya se han multiples factores de riesgo y agravantes, los registros de anafilaxia
muestran reacciones graves en individuos que no los cumplen, por lo que es asumible que

todavia hay factores de riesgo identificables y potencialmente controlables.
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1.1.5. Mecanismos y endotipos descritos

El principal mecanismo molecular subyacente a la anafilaxia es la cldsica reaccién alérgica
mediada por IgE que involucra la activacion y liberacion de mediadores por mastocitos y
baséfilos 2. Ambos tipos de células expresan en su superficie el receptor de alta afinidad de la
IGE (FceRl1) y se consideran las principales células efectoras en este evento patoldgico ’3. Otro
mecanismo descrito que conduce a anafilaxia es la unién de anticuerpos IgG a sus receptores
de superficie (FcyR) en mastocitos, baséfilos, neutrdfilos, monocitos y macréfagos . Este
mecanismo se ha demostrado sobretodo en modelos murinos pero también hay estudios en
neutréfilos humanos que han mostrado su activacion mediante IgG especifica a farmacos”. La
cantidad de anticuerpos y antigenos parece ser crucial para determinar la anafilaxia
dependiente de IgG o IgE. Para inducir una respuesta similar en la anafilaxia dependiente de

IgG, se requiere una dosis mds alta de antigeno en comparacién con la dependiente de IgE °.

El complemento también puede desencadenar una reacciéon anafilactica en condiciones
determinadas. C3a y C5a, conocidas como anafilotoxinas, son potentes mediadores
inflamatorios generados tras la activacion de las cascadas del complemento ”’. Se ha descrito
que algunas sustancias, como el cacahuete o determinados farmacos, tienen la capacidad de
activar rapidamente el complemento, con produccion de grandes cantidades de anafilotoxinas

que estimulan los macréfagos, baséfilos y MC que contribuyen a la induccidn de anafilaxia 2.

En la anafilaxia se han descrito diferentes vias de activacion no inmunoldgica. Una variedad de
sustancias catidnicas, llamadas secretagogos basicos, pueden inducir una activacién del MC
independiente de los anticuerpos. Entre esos secretagogos, se encuentran péptidos con
efectos proinflamatorios y varios farmacos (p. ej., opioides, bloqueadores neuromusculares,
quinolonas), desencadenan la degranulacidn a través del miembro X2 del receptor acoplado a

) 81,82

proteina G relacionado con Mas (MRGPRX2 . Otros farmacos han mostrado que pueden
activar el mastocito mediante la activacidn inespecifica del complemento (contrastes yodados,
farmacos liposomales o con solventes como creméforo), la liberacién de fosfolipasas
(vancomicina) que se unen a su receptor especifico o la formacién de leucotrienos (AINE)®. En
este Ultimo caso, la reactividad cruzada a AINE antes denominada intolerancia a AINE, se
define por reacciones con AINE de diferente grupo estructural debido a la propiedad

farmacolégica comun de la aspirina y otros AINE potentes inhibidores de la ciclooxigenasa
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(COX)-1, que inhiben la via de la ciclooxigenasa y, por ende, la sobreproduccién de cistenil-
leucotrienos, que son capaces de activar predominantemente el mastocito y el basdfilo
mediante sus receptores espcificos®. También factores externos como el ejercicio fisico, la
exposicién al frio o la radiaciéon ultravioleta han sido definidos de per se cdmo activadores

potentes del mastocito y causa de reacciones anafilacticas *
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Figura 1: Mecanismos de activacion de mastocitos en anafilaxia

Los MC se activan a través de multiples mecanismos moleculares en la anafilaxia. Clasicamente, los MC se pueden activar por la
presencia de un alérgeno mediante FceRI (panel superior izquierdo). También pueden responder a complejos inmunes 1gG (panel
inferior izquierdo). Otros ligandos y/o sefiales activan los MC a través de receptores como MRGPRX2, receptores del complemento
y muchos otros receptores. APC indica célula presentadora de antigeno; células TH, linfocitos T auxiliares; células B, linfocitos B;
FceRl, receptor | de Fc épsilon; FcyRI, receptor | de Fc gamma; MRGPRX2, miembro X2 del receptor acoplado a proteina G
relacionado con Mas; C3a, componente 3a del complemento; C5a, componente del complemento 5a; C3aR, receptor del
componente 3a del complemento; C5aR, receptor del componente 5a del complemento; PAR2, receptor 2 activado por proteasa;
CysLTR, receptores de cisteinil leucotrienos, NSAID: farmacos antiinflamatorios no esteroideos. Adaptada de Fernandez-Bravo S, et
al. 2022

Otro endotipo descubierto debido al uso cada vez mas comun de anticuerpos monoclonales y
agentes quimioterapéuticos es la reaccién de liberacion de citocinas. Se ha demostrado que
en estas reacciones hay una hiperrespuesta inmune de células del sistema inmune innato,
incluido el mastocito, probablemente en relacién a destruccion de células tumorales, donde se
aumentan citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), IL-1B e IL-6 y su origen sea

probablemente la activacion inespecifica de MC, monocitos y células T3>,

Teniendo en cuenta todo lo anterior, los endotipos de anafilaxia se pueden dividir
principalmente en dos grupos diferentes, la anafilaxia mediada por el sistema inmunoldgico

(dependientes y no dependientes de IgE, como las dependientes de IgG, el sistema del
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complemento) y las no inmunoldgicas, como las reacciones de liberacidon de citocinas se

describen en la Tabla 1 donde también se recogen las células efectoras descritas para cada

endotipo asi como sus receptores de activacién en anafilaxia

Tabla 1 Mecanismos celulares de anafilaxia con sus correspondientes células efectoras y receptores de activacion

Causa

Mecanismo

Célula efectora/Receptor

Inmunoldgica

IgE dependiente

Mastocito (FceRl, FceRlIl, HR1-2-3-4, PAFR)

Basdfilo (FceRI, HR1-2-3-4, PAFR)

Eosindfilo (FceRl, FceRll, PAFR)

Neutrofilo (FceRI, HR1-2-4, PAFR)

Monocito/Macréfago (FceRl, HR 1-2, PAFR)

Plagueta (FceRlI, PAFR)

Endotelio (HR 1-2, PAFR, PAR2, CysLTR 1-2, EP1-2-4)

IgG dependiente

Mastocito (FcyRIla, HR1-2-3-4, PARF)

Basdfilo (FcyRlla, HR1-2-3-4, PAFR)

Eosinodfilo (FcyRlla, HR1-2-3-4, PAFR)

Neutrofilo (FcyRlI-lla- 11I-IV, GM-CSFR, HR1-2-4, PAFR)

Monocito/Macréfago (FcyRI-lla-Ill, HR 1-2, PAFR)

Plagueta (FcyRlla, PAFR)

Endotelio (HR 1-2, PAFR, PAR2, CysLTR 1-2, EP1-2-4)

Complemento

Mastocito (C3aR, C5aR)

Basofilo (C3aR, C5aR, C3bR, C3b-C4bCD11b, CD11c)

Eosindfilo (C3aR, C5aR, C3bR, CD11b)

Neutrofilo (C3aR, C5aR,C3b-C4b, CD11b)

Monocito/Macréfago (C3aR, C5aR,C3b-C4b, CD11b)

Plagueta (C3b, C1qR)

Endotelio (C3aR, C5aR)

No-
inmunoldgica

Liberacion
citocinas

Mastocito (IL1R, IL6R soluble)

Eosinofilo (IL1R, IL6R soluble, TNFR)

Neutrdfilo (IL1R, IL6R soluble, TNFR)

Monocito/Macréfago (IL6R soluble, TNFR)

Plaqueta (IL1R, IL6R soluble, TNFR)

Endotelio (IL1R, IL6R soluble, TNFR)

Otros

Mastocito (MRGPRX2, Trk, CysLTR1-2, Fosfolipasa C, A2R, Kit/CD117 (SCFR),
Rec opioide u y d, CD200 R1, Nurikinin-1R)

Basofilo (MRGPRX2, Trk, CysLTR1)

Eosindfilo (Trk, CysLTR1-2)

Neutrdfilo (Trk, FceRIll, GM-CSFR, CysLT1)

Monocito/Macréfago (MRGPRX2, Trk, CysLT1-2)

Plagueta (FceRll)

Endotelio (HR 1-2, PAFR, PAR2, CysLTR 1-2, EP1-2-4)

FceRI: receptor de IgE de alta afinidad; FceRIl (CD23): receptor de IgE de baja afinidad; FcyRlla: receptor de IgG; Mrgprs: receptor

acoplado a proteina G relacionado con Mas; Trk: receptor de tirosina quinasa; SCFR: receptor del factor de células madre; TLR:

receptor tipo Toll; HR: receptor de histamina; TNFR: receptor del factor de necrosis tumoral; PAFR: receptor del factor activador

de plasmina; GM-CSFR, receptor del factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos; PAR, receptor activado por

proteasa; CysLTR, receptor de cisteinil leucotrienos; EP: receptor de prostanoides E.

A pesar de que hemos descrito por separado estos mecanismos, en algunos individuos pueden

coexistir diferentes mecanismo de activacion o endotipos , como se ha descrito ampliamente

en reacciones por agentes bioldgicos ”>.
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1.1.6. Biomarcadores descritos

Durante la anafilaxia hay una liberacion rapida de mediadores de diferentes fuentes, pero la
mas importante es la de mastocitos y los basdéfilos. Estos mediadores son proteasas,
polisacaridos sulfatados, citocinas, quimiocinas, agentes vasoactivos (histamina, bradicinina) y
mediadores lipidicos proinflamatorios, entre otros. Por lo general, se dividen en tres clases:
mediadores preformados (que se almacenan en grdnulos citoplasmaticos), recién generados
en minutos (mediadores lipidicos proinflamatorios) y recién generados en horas (factores de

crecimiento, citocinas y quimiocinas).

- Mediadores preformados:

Histamina: La histamina plasmatica es una amina secretada por MC y basdfilos con funciones
vasoactivas y proinflamatorias®’. Existe evidencia de que los neutrdfilos también pueden
sintetizar y liberar histamina en circunstancias especificas®. La histamina liberada actta a
través de sus receptores de proteina G (H1, H2, H3 y H4), provocando vasodilatacidon arteriolar,
aumento de la permeabilidad capilar, broncoconstriccion, picazén, hinchazén, rinorrea,
urticaria y rinitis , entre otros®. La histamina tiene una efecto potencial en la coagulacién
extrinseca, y se ha demostrado que induce la expresién de factor tisular (FT) en células
vasculares activando el receptor H1 °*** | El pico de histamina se produce entre 5y 10 minutos
desde el inicio de la reaccién y se metaboliza rapidamente en metil-histamina por la N-
metiltransferasa o en imidazol acetaldehido por la diamino oxidasa, y luego se secreta en la
orina”. En la practica diaria, la histamina no es un buen biomarcador de diagndstico de

anafilaxia debido a su corta vida media”®.

Metabolitos de histamina: La metilhistamina y el imidazol acetaldehido tienen una vida media
mas larga en comparacion con la histamina y pueden medirse en orina o plasma después de 30
a 60 minutos del inicio de la reaccién®®. Los niveles normales no excluyen una reaccién de
hipersensibilidad y los falsos positivos pueden ocurrir debido a la ingestidon de alimentos con
altas concentraciones de histamina (por ejemplo, en la intoxicacién por histamina en
pescados), la produccién enddgena por otro tipo de células como neuronas o células similares
a enterocromafines en el estdmago, o por ciertas bacterias **. En la préctica no se disponen de

técnicas en la mayoria de laboratorios para su determinacion.

Triptasa: es una serina proteasa neutra altamente especifica de mastocitos, almacenada en

grandes cantidades en granulos citoplasmaticos. Los basdfilos producen triptasa pero en
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cantidades mucho menores. La triptasa actia uniéndose al receptor activado por proteasa tipo
2 (PAR-2, presente en neuronas gastrointestinales, cardiovasculares, entre otros)®. Tiene un
efecto quimiotactico sobre los neutréfilos y eosindfilos a través de la IL-8 *°. Durante la
anafilaxia, la triptasa es responsable de la vasodilatacion vascular (activando el sistema de
contacto para generar bradicinina) y la hiperreactividad bronquial®. Actualmente es el
biomarcador diagndstico de anafilaxia mas extendido y de mayor sensibilidad y especificidad.

96
I

La triptasa basal en individuos sanos oscila entre 0 y 11,4 ng/ml *. En los trastornos de

mastocitos, una triptasa basal > 20 ng/ml se considera un criterio menor de mastocitosis *’.

96,98. La

Los niveles de triptasa aumentan de 15 min a 3 h después del inicio de la anafilaxia
medicién secuencial de la triptasa sérica durante la anafilaxia y los niveles séricos basales
aumenta la sensibilidad y la especificidad del diagnéstico®®. Actualmente, se acepta que los
niveles del 120% del valor basal mas 2 ng/mL (1,2 x triptasa basal + 2 ng/mL) es un aumento

%9 Un ratio de triptasa maximo/basal mas

significativo, lo que indica activacidon de mastocitos
alto se correlaciona con sintomas mas graves'®. No obstante, la triptasa puede no estar
elevada hasta en el 30% de las anafilaxias, sobre todo si son de causa alimentaria o por un

endotipo que implique menos al mastocitos y basofilos™ .

Quimasa: es una serina endopeptidasa que también se encuentra en mastocitos y basdfilos.
Generalmente se libera durante la activacién de mastocitos/baséfilos y se ha observado que su
concentracidén en suero es estable. La actividad de la quimasa mastocitaria depende de la
heparina y es responsable de la degradacion e inactivacién tanto de la trombina como de la
plasmina, lo que sugiere que los complejos de quimasa-heparina de los mastocitos tienen una
funcién potencial en la regulacién de los procesos de coagulacién extravascular, asi como en el

102103 Tanto la quimasa humana como su

sistema activador del plasmindgeno/plasmina
homdlogo de ratdn, la proteasa-4 de mastocitos, tenian la capacidad de reducir los niveles y la
funcién del FXllla, el factor estabilizador de fibrina, mediante degradacién proteolitica.
Ademas, los incrementos FXlla en condiciones de deficiencia de quimasa provocé una
reduccidn de los tiempos de sangrado en condiciones homeostéticas y durante la sepsis . No

existen kits comercializados para medir la quimasa, por lo que no se utiliza de forma rutinaria

en reacciones anafilacticas'®.

Carboxipeptidasa A3: es otra metaloproteinasa contenida en los granulos de mastocitos y
baséfilos. Zhou et al. '® midieron los niveles de carboxipeptidasa A3 en casos de anafilaxia,

mastocitosis sistémica y grupos de control. Se encontraron niveles significativamente elevados
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8 h después del inicio de una reaccién alérgica en comparacion con la cohorte de control. No

existen métodos comerciales disponibles para su cuantificacion en la prdactica diaria.

Basogranulina: es una proteina granular de baséfilos que se libera en paralelo con Ia

107

histamina. Comparte receptores y vias con la histamina™ . Hoy en dia, no existen métodos

disponibles para su medicion®.

Heparina: la heparina sulfatada se preforma en mastocitos (predominantemente) y también
en granulos de basdfilos y se almacena en su forma activa con carga negativa. Se ha reportado
que la heparina tiene un papel importante en la activacion del sistema de contacto del plasma
ya que debido a su carga negativa es capaz de activar la via dependiente de FXIl y escindir el
cinindgeno de alto peso molecular (HK) y liberar bradicinina, lo que aumenta la permeabilidad
vascular'®'® | La heparina no se puede medir directamente, tan sélo a través del anti-Xa y por

el momento no se han estandarizado niveles que ayuden al diagndstico de anafilaxia.

Dipeptidil-peptidasa | (DPPI)/catepsina C: es un miembro de las proteasas de la familia de la
papaina que se expresa en numerosos tipos de células, incluidos mastocitos y basoéfilos. Se ha
demostrado que los niveles de quimasa y DDPI aumentan y se correlacionan durante la

111,112

anafilaxia, pero no se correlacionan con la triptasa . Su actividad fuera de las células es

limitada. Actualmente no existen métodos de medicidn disponibles para su cuantificacion.

Catepsina G: es una proteasa relacionada con la quimasa y tiene funciones similares (escision
de angiotensina | en angiotensina I1)"". Se encuentra en los granulos de mastocitos. No existen

técnicas disponibles para medirlo.

- Generados de novo en minutos

Mediadores lipidicos: derivan del acido araquiddnico y tienen funciones vasoactivas vy
proinflamatorias. Los leucotrienos son productos de la lipoxigenasa, y el leucotrieno mas
estudiado en anafilaxia es el leucotrieno E4 (LTE4), el metabolito mas estable de Ia

13114 Es producido por mastocitos activados, neutréfilos, eosindfilos y macréfagos

lipoxigenasa
y se une a tres receptores diferentes (CysLTR1, CysLTR2, CysLTR3). Su activacién provoca
constricciéon de las vias respiratorias, contraccion del musculo liso y aumento de la
permeabilidad vascular *. El LTE4 se puede medir en orina pero su deteccidn por técnica de
laboratorio no esta extendida y tan sélo se ha usado en investigacién'. Las prostaglandinas y
tromboxanos son productos de la ciclooxigenasa. En varios estudios en animales y humanos se

116,117
.L

han detectado la generacion de tromboxano A2 y B2, prostaglandina (PG) D2, E2 y F2 a
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PGD2 es el principal producto de la ciclooxigenasa formado en los mastocitos activados,
también producido por neutréfilos, monocitos, macréfagos y plaguetas, pero no por basdfilos.
PGD2 se une a sus receptores DP1 y/o DP2 y aumenta la permeabilidad vascular e induce

118

broncoconstriccion™°. PGD2 tiene una rapida degradacion a metabolitos mas estables como D-

prostaglandina (PGD), F-prostaglandina (PGF) y J-prostaglandina (PGJ), que se excretan en la

orina’™. Nassiri y et al.'*

sugieren que los niveles séricos de 9a,11B-PGF2 podrian ser
biomarcadores utiles de anafilaxia. El metabolito urinario 2,3-dinor-11B-PGF2a se puede medir

en la orina®, pero su método de deteccion no estd extendido.

Factor activador de plaquetas (PAF): es un derivado de fosfolipidos producido por mastocitos
activados, células endoteliales, neutrdfilos, eosindfilos, macréfagos, monocitos y plaguetas. Se
metaboliza rapidamente en su metabolito inactivo liso-PAF (mediante la enzima PAF
acetilhidrolasa—PAF-AH)**"*??>. Durante la anafilaxia, el PAF se une a su receptor e induce una
potente broncoconstriccion y vasodilatacién con edema, participa en la agregacién plaquetaria
y también en la activacion de eosindéfilos y neutréfilos. Los niveles elevados de PAF se

correlacionan con la gravedad de la anafilaxia®"**

y existe una correlacidn inversa entre la
actividad de PAF y PAF-AH. Se ha observado que la actividad plasmdtica del PAF-AH fue
significativamente menor en individuos con antecedentes de anafilaxia en comparacion con el
grupo control con antecedentes atdpicos negativos ** y que fue un marcador de gravedad en

2 No obstante, este biomarcador parece no

alergia alimentaria en cacahuete en nifios
modificarse durante la fase aguda de la anafilaxia '*>. Vadas et al.. ** demostraron que el PAF
se correlaciona mejor con la gravedad de la anafilaxia en comparacién con la histamina y la
triptasa. Uno de los desafios de medir PAF y PAF-AH en la practica diaria es su corta vida media

y las precauciones de transporte que requiere.

C3a y C5a: las anafilotoxinas resultantes de la activaciéon de la cascada del complemento
pueden unirse a los receptores en células efectoras y provocar vasodilatacion y la contracciéon
de los musculos lisos”’. Los baséfilos y los mastocitos reaccionan ante esta estimulacién con la
liberacién de histamina’’. En macréfagos, neutréfilos y eosindfilos, C3a y C5a pueden
desencadenar un estallido oxidativo’®. Estos componentes se pueden medir en laboratorio

pero se desconoce su valor diagndstico puesto dependera del endotipo.

Bradicinina (BK): Es un nonapéptido de la familia de las quininas con funciones vasoactivas que

se ha demostrado que se libera durante la anafilaxia mediante la activacién del sistema de
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109,110

contacto La BK tiene una vida media muy corta, menos de 1 minuto, debido a su rapido

metabolismo por enzimas especificas'?®. La BK actla a través de sus receptores especificos, B1
(B1R) y B2 (B2R), induciendo un aumento de la permeabilidad vascular y extravasacién de

plasma™’

. Actualmente, no se realiza la determinacién de BK en la practica diaria debido a su
poca estabilidad por su corta vida media. No obstante, existe un kit comercial de ELISA para
medirla, aunque en el ambiente de investigacién lo mas extendido son métodos indirectos

para evaluarla, como la cuantificacion de la escisién de su proteina de origen, el HK'*%.

- Generados de novo a las horas

Factores de crecimiento:

El factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) es un factor de
crecimiento hematopoyético que aumenta en individuos con anafilaxia. El GM-CSF modula la
maduracién de varias células inmunes e inflamatorias, incluidas las principales células
efectoras de la reaccion'®. Ademds, desempefia un papel en la inflamacién al mediar en la

130 El

comunicacion entre los tejidos y las células inmunitarias factor plaquetario 4 (PF4) /

CXCL4 es liberado por las plaquetas después de la activacién del sistema de coagulacion, y se

131 E| factor de

ha descubierto que sus niveles aumentan en modelos anafilacticos en conejos
crecimiento endotelial vascular (VEGF) es una molécula liberada por células como EC, células
musculares lisas vasculares y mastocitos y Takashi et al."*’> demostraron que sus niveles
estaban elevados en el suero de un paciente con shock anafilactico. El factor de crecimiento
tumoral B (TGF-B) se produce principalmente por mastocitos activados y tiene un efecto

133

inhibidor de la reaccidn anafilactica al bloquear la liberacidon de TNF-a°. El TGF-B aumenta en

el suero de individuos con anafilaxia™*.

Citocinas:

Stone et al..*”

analizaron las concentraciones maximas de diferentes mediadores, incluyendo
histamina, triptasa, citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, interferdn (IFN)-gamma y factor
de necrosis tumoral (TNF)-alfa y TNFRI en un estudio prospectivo en individuos que sufrieron
anafilaxia. Todos estos mediadores fueron mayores en individuos anafilacticos en comparacion
con el grupo de control. En este estudio, sélo la triptasa, la histamina, la IL-2, la IL-6, la IL-10 y

el TNFRI se correlacionaron con la hipotensién, un hallazgo similar al encontrado por Brown et

al.”®. Ademas, la IL-6 y otras citocinas inflamatorias como la IL-8, el TNF-a, el interferén
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gamma (IFN-y) y la IL-1B inducen la inactivacidn de la cadherina, que media la adhesién
celular, lo que provoca fuga vascular por aumento de la permeabilidad capilar'®®. Se ha
postulado que la IL-1 liberada por monocitos y macréfagos activa la expresién endotelial de
ON, lo que conduce a esta permeabilidad capilar®’. Por otro lado, se ha descrito el papel de la
IL-6 como un excelente biomarcador de reacciones de liberacién de citocinas debido a su
correlacion con la gravedad de las reacciones y su longevidad en el suero sanguineo™®.
Ademas, se ha demostrado el papel de la IL-6 en el sindrome de respuesta inflamatoria

sistémica (SRIS)™®

. Se ha descrito que la IL-6 puede amplificar la activacién de la coagulacidn
mediante la regulacidn positiva del Factor Tisular (TF) **° . Existen datos prometedores sobre el
factor quimiotactico de los basdfilos principales, el ligando 2 de quimiocina (motivo C-C) o
CCL-2, también llamado MCP-1. Se ha descubierto que la concentracion de CCL-2 es
significativamente mayor en individuos con anafilaxia en comparacién con la cohorte de
control sana, y se han identificado casos potencialmente graves de anafilaxia'”. La
mieloperoxidasa (MPO) es una enzima liberada por neutréfilos tras su activaciéon. En el estudio

de Francis A et al.**

se vio que las concentraciones de MPO fueron significativamente
elevadas en individuos con anafilaxia en comparacibn con controles sanos,
independientemente de la gravedad de la reaccién y que fue mayor en individuos graves que

en individuos moderados durante el transcurso de su reaccién.

Otras:
La elastasa es una serina proteasa liberada principalmente por los neutréfilos, aunque también

142

puede estar presente en los granulos de los basdfilos y los mastocitos ™. Esta proteina puede

escindir la cadena ligera de quinina activando el sistema de contacto'*®

. Se ha descrito que las
trampas extracelulares de neutrdfilos, que se detectan como complejos de ADN-
mieloperoxidasa junto con elastasa, aumentan durante la anafilaxia humana de acuerdo con la

gravedad de los episodios™****.

Debido al conocimiento cada vez mas extensos de los receptores y las células efectoras
implicadas en anafilaxia, se han postulado multiples citocinas como posibles biomarcadores
cuya utilidad adn estd por demostrar. En la Tabla 2 se muestran todos los biomarcadores
mencionados, sus células productoras, su vida media, si disponen de métodos para su

determinacidn de rutina y si se han relacionado con grado de gravedad de la anafilaxia.
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La revisiéon de todos los biomarcadores descritos hasta el momento se adjunta en el articulo ya

publicado titulado “New biomarkers in anaphylaxis (beyond tryptase)”’que se encuentra en el

apartado 11.6. del Anexo. Después de esta revision exhaustiva de todos los biomarcadores

mencionados es importante sefialar que, hasta el momento, estos biomarcadores han sido

investigados y estudiados de forma aislada, sin considerar su interaccion o combinacién en un

contexto integral. La fisiopatologia de la anafilaxia implica la activacién de multiples vias mas

alla de la IgE, diferentes tipos de células y una amplia gama de mediadores. Por lo tanto, medir

solo un mediador puede no ser suficiente para diagnosticar la anafilaxia. Esto podria explicar

en parte la falta actual de biomarcadores 6ptimos para confirmar el diagnéstico.

Tabla 2 Resumen de los principales mediadores en anafilaxia, sus principales fuentes celulares, el mejor
momento de muestreo y la disponibilidad de ensayos comerciales.

Mediador Célula fuente
Preformados

Histamina (plasma,MC, B NT
orina)

Histamina (24-hMC, B, NT
orina)

N-m-histamina MC, B, NT

(plasma, 24-h orina)

N-m-imidazol acidoMC, B, NT

acético (24-h orina)

Triptasa MC, B

(suero/plasma)

Quimasa (suero) MC, B
Carboxipeptidasa A3MC, B

(suero/ plasma)
Basogranulina B
(suero)

Heparina (plasma) MC, B
DPPI/catepsina CMC, B

(suero)

Tiempo de muestreoMétodos
analisis de rutina

recomendado

0-30 min

0-24 h

0-24 h

0-24 h

15 min-3 h

0-24 h
0-8 h

NC

NC
NC

Catepsina G (suero) MC, B, EOS,NC
NT

Generados “de novo” en minutos
Bradicinina (plasma) Plasma
FXIl, PK, HK, Plasma

Trombina (plasma)

NC
NC

LTE4 (24-h orina,MC, B, EOS,0-24 h

plasma) NT, MAC
LTB4, LTC4, LTD4MC, B, NT

(24-h orina)
PGD2 (suero)

(24-h orina)

TXA2 (suero/plasma,MC, EOS, PT

orina)
TXB2 (suero/plasma,MC
orina)

PAF* (plasma)

0-24 h

MC, EOS, NT,0-24 h
MN, PT
9a,116-PGF2 (suero) MC, PT
2,3-dinor-116-PGF2a MC, PT

NC (5-15 min)
NC (0-24 h)

NC

NC

MC, B, EOS,NC

NT, MAC, MN,
PT, EC

PAF-AH (suero) MC, MAC, PTNC
plasma

Oxido nitrico EC NC

Si
Si
Si
Si
Si

No
No

No

No
No

No
No
FXII, trombina
No
No
No

No
No

No
No

No

No

No

disponibles

paraCorrelacion
con gravedad

Si

Si

Si

NC

Si

Si
NC

No

Si
NC

NC

Si

NC

Si

NC

Si

NC
NC

NC

NC

Si

Si

NC

Vida media

<15 min
NC (0-24 h)
NC (0-24 h)
NC (0-24 h)
~2h

>24

triptasa (2-8 h)

NC

NC

NC (similar a

histamina)
NC

<1 min
NC

7 min
<7 min
30 min

NC
NC

30S
60 min

<5 min

30 min

NC
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C3a, Cha (plasma) Plasma NC No No NC

TNF-a* MC, MAS, NT,NC Si NC 30 min

(suero/plasma) MAC

Generados “de novo” en horas

Factor de célulasMC NC No Si** NC

madre

(suero/plasma)

TGF-B MC, EOS NC Si NC, 2-3 min activo

(suero/plasma) potencial** 90 min
latente**

CXCL4/PF4, PDGF PT NC No NC <3 min

IL-1b (suero/plasma) MC, NT 0-15 min No NC 19 min**

IL-2, IL-22MC 0-10 h No IL-2 Si NC

(suero/plasma)

IL-4/IL-13 MC, B, EOS NC (0-24 h) No IL-4 Si** 35-90 min

(suero/plasma)

IL-10 (suero/plasma) MC, EOS NC (0-24 h) Si Si 1-35h

IL-6 (suero/plasma) MC, B, NT,NC (0-24 h) Si Si 2-6 h

MAC

IL-8 (suero/plasma) MC, EOS, NT NC (<3th) No No <4 h

CCL2/MCP-1 MC, NT, MAC,NC (0-30 min) No NC, potencial 30 min

(suero/plasma) MN, EC

CCL5/RANTES MC, EOS, MN NC No NC 14-18 h

(suero/plasma)

MPO (suero/plasma) NT, MN NC (<5 h No Si NC 4-5 h**

Otros posibles Condritin sulfato (MC, BS), elastasa* (NT), TSLP (MC, EC, SMC), IL-31 (MC, B, EOS, MAC, LT),

biomarcadores IL-33 (MC, B), IL-3 /IL-5/IL-16/IL-18 (MC, EOS), IL-17 (NT), IL-23/IL-27/FGF (MAC), G-CSF (MC,

(células fuente) NT, MAC, MN, EC), GM-CSF y (MC, B, EC), M-CSF (MC, MN, EC), VEGF (MC, MAC, PT), S1P

(MC, PT, EC, ERY), IFN- (NT , LT, NK), endotelina-1 (MC, MAC, MN, EC, SMC), prostaciclina
(MC, PT, EC, SMC), activador del plasminégeno (MC), MBP (EOS)
MC, mastocitos; B, basofilo; NT, neutrdfilos; PT, plaquetas; EOS, eosindfilos; MAC, macréfagos; MN, monocitos; CE, célula
endotelial; SMC, célula de musculo liso; ERY, eritrocitos; LT, linfocitos T; NK, célula asesina natural; N-m, N-metilo: DPPI, dipeptidil
peptidasa I; FXII, factor de coagulacion XlI; PK: precalicreina; HK, cininégeno de alto peso molecular; PAF, factor activador de
plasmina; PAF-AH, acetilhidrolasa; LTE4, leucotrieno E4; LT84, leucotrieno B4; LTC4, leucotrieno C4; LTD4, leucotrieno D4; PGD2,
prostaglandina D2; TXA2, A2 tromboxano; TX82, B2 tromboxano; TGF-B, factor beta de crecimiento tumoral; TNF-a, factor de
necrosis tumoral alfa; CXCL4/PF4, factor plaquetario 4; PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas; TSLP: linfopoyetina del
estroma timico; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos; G-CSFR, receptor del factor estimulante de colonias de granulocitos;
GM-CSFR, receptor del factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos; M-CSF, factor estimulante de colonias de
macréfagos; VEGF, factor de crecimiento vascular endotelial; CCL2/MCP-1, ligando (motivo C-C) 2/ proteina quimioatrayente-1;
CCL5/RANTES, ligando (motivo C-C) 5; S1P, esfingosina-1-fosfato; MPO, mieloperoxidasa; MBP, proteina bdésica principal; IFN-y,
interferén gamma
*También preformado, pero principalmente de nueva generacién
**Estudios realizados en mamiferos, no en humanos

1.1.7. Fenotipos descritos

La anafilaxia puede manifestarse con signos y sintomas en multiples drganos y, para un mismo
alérgeno y/o un mismo paciente, no se reproduce siempre de la misma forma. Por ello se cree
que los mecanismos de activacion y los mediadores tienen mucho que decir sobre cémo se va
a manifestar la anafilaxia. Probablemente, factores de riesgo o agravantes del paciente pueden

afectar a los érganos implicados.

De forma clasica, la anafilaxia mediada por IgE, 1gG o por activacién directa de los receptores
de mastocitos y baséfilos se manifestard con sintomas resultantes de la liberacién de
mediadores mastocitarios y basoéfilos, manifestdndose en forma de vasodilatacién (a nivel

cutaneo manifestandose como edema, a nivel de circulacién periférica pudiendo provocar
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hipotensidn por shock distributivo), eritema y prurito (localizado o generalizado con la
aparicion de eritrodermia o urticaria), contraccion de musculo liso (a nivel respiratorio
broncoconstriccion, a nivel gastrointestinal vomitos o diarrea, a nivel ginecoldgico dismenorrea
o metrorragia) y con clinica neuroldégica en forma de obnubilacion o somnolencia

(mayormente por la histamina)™.

Aunque, desde un punto de vista clinico, las reacciones debidas a la activacién del
complemento no pueden diferenciarse de las reacciones mediadas por IgE, si tienen
caracteristicas especificas: pueden presentarse en el primer tratamiento y las reexposiciones

se relacionan con reacciones mas leves o sin reacciones’”.

Las reacciones no-inmunoldgicas por AINE o reactividad cruzada a AINE por inhibicién de COX-
1 tienen fenotipos clinicos distintivos que se dividen en diferentes categorias basadas en las
caracteristicas de las reacciones y la cronicidad de la enfermedad subyacente. Los principales
fenotipos clinicos incluyen: 1) la Exacerbacidn Respiratoria Inducida por AINE (EREA) que
sucede en individuos con asma y/o poliposis nasal y sinusitis cronica en los que hay un estado

145 Clinicamente estos

basal de inhibicion COX-2 y potenciacién de la 5-lipoxigenasa (5-LO)
individuos presentan habitualmente a los 60-120min clinica de sibilancias, dificultad
respiratoria, congestién nasal o rinorrea. Hasta en un 20% de los casos se pueden asociar

sintomas en otros sistemas”e

. 2) La Exacerbacion de Urticaria Crdnica Inducida por AINE
(NECD) en individuos que presentan agravamiento de urticaria crdnica existente a los 60-
120min de la ingesta de AINE. 3) La Urticaria/Angioedema Inducida por AINE (NIUA) en los que
aparece urticaria o angioedema a los 60-120min de la toma de AINE sin el antecedente de

urticaria crénica de base.

Las reacciones provocadas por liberacién de citocinas, si no se acompafan de activacion de
mastocito o baséfilo, se pueden diferenciar facilmente puesto que sus sintomas se producen
mayormente por la liberacién de IL-1, IL-6 y TNF. En la clinica presentada predominara el dolor
lumbar o la opresion tordcica, el temblor distal y la aparicion de febricula o fiebre. La
afectacidn cutdnea tiende a ser sin prurito ni urticaria y suele aparecer tan solo un eritema de
hemicuerpo superior. Puede aparecer la disnea baja y la hipoxemia pero muchas veces sin
presencia de broncoespasmo, clinica gastrointestinal de nausea y vémitos y es mas habitual la

hipertension arterial que la hipotensién .
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En la Figura 2 se muestran los fenotipos clinicos descritos para cada mecanismo y los
biomarcadores recomendados en el momento actual de prdctica habitual para ayudar a

establecer el endotipo subyacente de las mismas.

Quimioterdpicos y Anticuerpos Monoclonales
= — = — = Contrastes
Causa .Alim?ntos Condriti‘n sulfato
Himenodpteros Glucosaminoglicanes
Beta-lactdmicos Membranas dialisis
AINEs
Liberaciéon . D ——
IgE / no-IgE deEiodiiEe Mixto P
mrxgprx2 ", . S 8 \/‘$ KIT

% (D816V)

Endotipo ‘
1gG
*Tryptase
Histamine Tryptase
F ti ] Fiebre, tembl, Fiebre, tembl, /rigid
enotipo v 2 o iebre, temblores iebre, temblores /rigidez, i
P Ertema prur:to, urticaria; /rigidez, nausea, ndusea, dolor, cefalea, eritema, Hipotension y
cuetpo.estranavhi, dolor, cefalea, prurito, urticaria, cuerpo P
disnea, ndusea, vémitos, N o (o - desaturacion 02
di hi ot hipotension, estrafio VRA, disnea, vomitos,
larves, hipotension desaturacion 02 diarrea, hipotensiéon

Figura 2: Principales endotipos y fenotipos descritos para anafilaxia. Adaptado de Jiménez-Rodriguez TW et al. &

1.1.8. Gravedad

La gravedad de la anafilaxia sigue siendo dificil de cuantificar, ya que los sintomas se evaltdan
principalmente de forma cualitativa. Actualmente no se han establecido pruebas de
laboratorio cuantitativas objetivas y, por lo tanto, se ha optado por desarrollar sistemas de
clasificacidn para evaluar la gravedad de los eventos anafilacticos, como es el caso de Brown
Y Muraro 8, Mehl **°, Mueller ™°, National Institute of Allergy and Infectious Diseases/Food
Allergy and Anaphylaxis Network (NIAID/FAAN)"™" y Ring and Messmer grading system '*°.
Estas clasificaciones se distribuyen en grados que oscilan entre el | y el V segun el compromiso
vital sea mayor. No en todas ellas se recoge todo el abanico de sintomas que puede presentar

los individuos, y algunas de ellas fueron creadas especificamente para un desencadenante

concreto (farmacos, himendpteros o alimentos).

La gravedad de la anafilaxia deberia describirse y cuantificarse siempre dado que tiene un
valor clinico y prondstico importante para el manejo del paciente. Por un lado, puede influir en
la seleccion de las pruebas diagndsticas alergoldgicas futuras, puesto que no todas comportan

el mismo riesgo con la exposicién. Por otro lado, se aplicardn medidas de evitacién mas
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estrictas y se identificaran los factores de riesgo del paciente con mas detenimiento para

prevenir reacciones anafilacticas fatales en el futuro.

1.1.9. Diagnoéstico

El diagndstico de la anafilaxia sigue siendo a dia de hoy exclusivamente clinico. Se basa en la
presencia de signos y sintomas clinicos después de la exposicién a un potencial alérgeno o
evento. Tanto la guia espafiola de manejo de la anafilaxia GALAXIA *’ como la guia de la World
Allergy Organization (WAO)! como la guia de la European Academy of Alllergy and Clinical
Immunology  coinciden que se puede establecer el diagndstico de anafilaxia si se cumplen uno

de los siguientes:

1. Inicio agudo de una enfermedad (de minutos a varias horas) con afectacidn de la piel, el
tejido mucoso o ambos (por ejemplo, urticaria generalizada, prurito o enrojecimiento, labios,
lengua y Uvula hinchados) y al menos uno de los siguientes:

a. Compromiso respiratorio (por ejemplo, disnea, sibilancias, broncoespasmo, estridor,
flujo espiratorio maximo (PEF) reducido e hipoxemia)

b. Tensidn arterial (TA) reducida o sintomas asociados de disfuncion de érganos
terminales (por ejemplo, hipotonia (colapso), sincope, incontinencia)
2. Dos o mas de los siguientes sintomas que ocurren rapidamente después de la exposicion a
un alérgeno probable para ese paciente (de minutos a varias horas):

a. Afectaciéon de la piel-tejido mucoso (p. ej., urticaria generalizada, picazon-
enrojecimiento, hinchazén de labios-lengua-uvula

b. Compromiso respiratorio (p. ej., disnea, sibilancias-broncoespasmo, estridor, PEF
reducido, hipoxemia)

c. TA reducida o sintomas asociados (por ejemplo, hipotonia (colapso), sincope,
incontinencia)

d. Sintomas gastrointestinales persistentes (por ejemplo, dolor abdominal tipo cdlico,
vomitos)
3. TA reducida después de la exposiciéon a un alérgeno conocido para ese paciente (minutos a
varias horas) incluso en ausencia de clinica cutanea:
a. Lactantes y nifos: PA sistdlica baja (especifica por edad) o disminuciéon >30 % de la TA

sistdlica

42



b. Adultos: presién arterial sistélica <90 mmHg o >30 % de disminucién con respecto al valor
inicial de esa persona
4. Broncoespasmo o afectacion laringea después de la exposicién a un alérgeno conocido para

ese paciente (minutos a varias horas) incluso en ausencia de clinica cutanea.

* Este 49 punto tan sélo es descrito en guias de la WAO vy se justifica por el riesgo vital que
supone el érgano involucrado que justifica el uso de adrenalina como tratamiento al ser

identificado como anafilaxia.

Respecto pruebas diagndsticas, la que hoy en dia aporta mas rentabilidad y apoya el
diagndstico de anafilaxia es la extraccidon de suero en los primeros 30min-2h de la reaccién
para determinar la triptasa sérica aguda seguida de una medicién basal al menos 24 h después

L2 Sin embargo, incluso cuando el muestreo de triptasa es oportuno, no es

de la reaccion
detectable un aumento en todos los casos, especialmente en la alergia alimentaria en los casos
en que la anafilaxia se produzca por un mecanismo que no implique el MC, como la liberacién

de citocinas %4101,

Hoy en dia ninguna prueba diagndstica permite un diagndstico inequivoco de anafilaxia. Por lo

tanto, la anafilaxia sigue siendo poco reconocida, diagnosticada, tratada y comprendida.

1.1.10. Diagnéstico diferencial
La anafilaxia puede presentarse con una gran variedad de sintomas, lo que dificulta su

diagndstico .

Puesto que la urticaria y el angioedema son una manifestacion clinica muy habitual de la
anafilaxia, forman parte del diagndstico diferencial mdas habitual. Caracteristicamente se
presentan de forma aislada, sin afectacion de otros sistemas, y pueden producirse de forma
idiopatica o posterior a un estimulo alergénico. El por qué una persona desarrolla una
activacidon mastocitaria Unicamente en la piel y otra se produce de forma sistémica después de
la exposicidn a aun alérgeno queda por dilucidar. La urticaria se caracteriza por inflamacidon de
la epidermis y dermis superficial de corta duracién (<24h) con la lesién tipica de habdén vy
acompafiada de prurito. Se clasifica en aguda o crénica dependiendo de si la recurrencia del
habén se produce durante menos o mads de seis semanas. El angioedema en cambio afecta a la
dermis profunda y la hipodermis, y por ello no veremos la tipica lesién de habdn, sino una

placa eritematosa, edematosa y pruriginosa. Existe un mecanismo de angioedema distinto al
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de la activacién mastocitaria, el angioedema mediado por bradicinina. En este caso de produce
el aumento de la permeabilidad vascular por la presencia de bradicinina, y no por la histamina.
El angioedema por bradicinina requiere mds tiempo para su resolucion y tipicamente no es
pruriginoso ni eritematoso. Puesto que comparten la activacién de MC y basdfilo, la urticaria 'y
el angioedema mediado por mastocito comparten con la anafilaxia mediadores como la
histamina, leucotrienos, prostaglandinas, factor activador de plaquetas y algunas citocinas®*

> También se han visto biomarcadores comunes en el sistema de la coagulacién,

156-158 159

fibrinolisis y sistema de contacto™". En la Tabla 3 se resumen los biomarcadores descritos

en urticaria y angioedema que se han descrito en anafilaxia también.

Tabla 3 Biomarcadores comunes con anafilaxia descritos en urticaria y angioedema

URTICARIA ANGIOEDEMA

BIOMARCADORES | IL-6, 1L-18, TNF-a, IL-31, | IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, IL-17, TNF-a, cHK, BK, dimero D,
cHK, VEGF, MMP-9, dimero | PAI-1, VEGF, endotelina-1, PAF-AH, elastasa, MPO, G-CSF, GM-
D CS, FGF-B

IL, interleucina; cHK, cininégeno de alto peso molecular escindido; BK, bradicinina; PAF-AH, factor activador de plasmina
acetilhidrolasa; TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa; MMP-9, metaloproteinasa de matriz-9; PAI-1, inhibidor del activador del
plasmindgeno-1; G-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos; GM-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos-
macroéfagos; VEGF, factor de crecimiento vascular endotelial; MPO, mieloperoxidasa; MBP, proteina basica principal; IFN-y,
interferén gamma; FGF-B, factor de crecimiento de fibroblastos beta

Una de las afecciones mds comunes que se confunden con anafilaxia porqué se presentan
durante la administraciéon de tratamientos o pruebas diagndsticas son las reacciones
vasovagales, que se caracterizan por hipotensidn, palidez, bradicardia, debilidad, nauseas,
vomitos y diaforesis que se resuelven en minutos sin necesidad de ningun tratamiento. La
urticaria, el prurito, el angioedema, la taquicardia y el broncoespasmo no forman parte de esta
entidad. La descompensacion respiratoria aguda por ataques de asma graves, aspiracion de
cuerpo extrafio y embolia pulmonar puede presentar sintomas respiratorios que sugieren
anafilaxia, pero faltan otras caracteristicas (p. ej., prurito, urticaria, angioedema). Afecciones
neurolégicas como algunas formas de epilepsia, enfermedades cardiacas como infarto de
miocardio y/o arritmias o la insuficiencia cardiaca se pueden manifestar con disnea que
ocasione rubicundez, pero se distinguen facilmente clinicamente. En un paciente con
afectacién circulatoria es importante descartar otras causas de shock, sobre todo si no se
evidencia afectacidn cutdnea clasica. El shock cardiogénico o el shock séptico son
ocasionalmente confundidos inicialmente con anafilaxia pero la historia y otros datos clinicos

180 Existen

como la fiebre o electrocardiograma alterado nos ayuda a orientar el cuadro
entidades con menos involucracién organica que también pueden ser dificiles de diferenciar,

como es la disfuncion de cuerdas vocales, una crisis de panico o el sindrome de
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hiperventilaciéon, que se pueden manifestar con sensacién de muerte inminente, dificultad
para respirar, enrojecimiento, sudoracidn, temblores, palpitaciones, sensacion de globo
(sensacion de un nudo en la garganta), aturdimiento, dolor en el pecho y entumecimiento u

hormigueo en las extremidades?.

Existen las llamadas pseudoanafilaxias o reacciones anafilactoides que se pueden producir
por algunos farmacos o intoxicaciones alimentarias y que clinicamente pueden simular una
anafilaxia. La intoxicacidn alimentaria por histamina o escombroidosis, la anisakiasis, la
intoxicacion alimentaria por glutamato o el sindrome del restaurante chino o la intolerancia a
sulfitos, sobretodo en asmaticos, presenta clinica cutdnea con afectacion de aparato
respiratorio o digestivo y de per se cumpliria criterios de anafilaxia (responden al mismo

tratamiento, asi que eso no seria un problema) ****%,

1.1.11. Tratamiento

La anafilaxia es una emergencia médica que requiere una rapida identificacion y tratamiento.
La deteccion temprana de anafilaxia, tanto por parte de los individuos como de los
profesionales de la salud, basada en la aparicién de sintomas alérgicos que afectan a varios

sistemas organicos simultaneamente, es crucial para iniciar un tratamiento inmediato.

Una vez se establece la sospecha diagndstica los primeros pasos seran marcados por el ABCDE
clasico de las emergencias médicas, dando impetu en la importancia de eliminar la exposicion
al desencadenante si es posible, seguido de evaluar la via aérea, la respiracién, la circulacion,
el estado mental y la piel, y colocar al paciente en posicidon supina durante la anafilaxia (a

12,27,163 - A pesar de no haber un claro consenso aun,

menos que haya dificultad respiratoria)
colocar al paciente en posicién de Trendelenburg puede favorecer al sistema circulatorio en
caso de shock. El primer farmaco de eleccién en todas las anafilaxias es la adrenalina
intramuscular. La dosis recomendada en el paciente pediatrico y adulto es de 0,01 mg/kg de
peso corporal, hasta una dosis total maxima de 0,5 mg, administrada por via intramuscular en
el vasto externo de la pierna, pudiendo repetir la dosis cada 5 a 15 minutos si los sintomas no
mejoran “*?’. En caso de que sea necesaria la via intravenosa, debido a la posibilidad de
aparicidn de arritmias fatales en su uso en bolus, debe realizarse preferiblemente por infusion
intravenosa mediante una bomba de infusidn a velocidades lentas y lentamente progresivas

164163 En casos de anafilaxia sin respuesta éptima a la adrenalina, especialmente en individuos
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que toman betabloqueantes, se puede considerar la administracién de glucagén, aunque la

evidencia es limitada **°.

Una vez administrada la adrenalina, se procedera al resto de terapias complementarias:
administracién de oxigenoterapia preferiblemente al 100%, conseguir acceso intravenoso para
la administracion de liquidos intravenosos a individuos con inestabilidad cardiovascular y/o
antihistaminicos H1 y/o glucocorticoides sistémicos “*’. La administracién de
glucocorticoides puede ser util para prevenir sintomas prolongados y reacciones bifasicas,

aunque su uso rutinario esta siendo cuestionado debido a evidencia contradictoria **"*%.

Los algoritmos de tratamiento actuales para las reacciones por liberacion de citocinas se basan
en la opinidn de expertos y representan una union perfecta de la experiencia de los pioneros
en el campo de las inmunoterapias que involucran células T y los alergdlogos. El esquema de
clasificacion mas utilizado para la gravedad de las reacciones adversas a farmacos que
producen reaccion por liberacién de citocinas (anticuerpos monoclonales y terapia T-CAR) fue

desarrollado por el Instituto Nacional del Cancer (NCI) **.

Las de bajo grado se tratan
sintomdaticamente con antihistaminicos, antipiréticos y reposicién de liquidos endovenosos. En
el paciente inmunodeprimido, si no se puede descartar una infeccion con certeza, se debe

170 "En caso de

considerar el hemocultivo seriado y el inicio de una terapia antibidtica empirica
presentar criterios de anafilaxia, a pesar de que el fenotipo sea de liberacién de citocinas, si se
produce durante la administracion de un farmaco, se administrard adrenalina IM segun

protocolo de anafilaxia.

Los individuos con anafilaxia deben observarse unas 12h al menos, especialmente aquellos
con reacciones graves o que requieren multiples dosis de adrenalina, ya que aproximadamente
la mitad de las reacciones bifasicas ocurren dentro de las primeras 6 a 12 horas después de la

reaccion inicial Y72,

1.1.12. Prevencidn

Las medidas preventivas a largo plazo incluyen el reconocimiento y el manejo de los factores
de riesgo de anafilaxia en general, asi como medidas dirigidas a los desencadenantes
especificos en particular. Todo paciente que haya sufrido un episodio de anafilaxia debe ser
remitido de forma preferente a un especialista en alergologia con la finalidad de establecer el
diagndstico etioldgico, establecer el riesgo futuro y asegurar que el paciente y los cuidadores,

en caso de nifios, reciben las instrucciones para establecer las medidas de evitacidn
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adecuadas. El especialista indicara la prescripcion de adrenalina y entrenara al paciente y/o
cuidadores en su administracién, asi como en el manejo de futuras reacciones. Es importante
identificar y controlar las condiciones comdrbidas que aumentan el riesgo de una reaccién

21173 ndemas, la

anafilactica grave: asma, enfermedades cardiovasculares y mastocitosis, etc.
administracién de ciertos medicamentos, como los betabloqueantes y los IECAs, puede
interferir en la gravedad o con la respuesta terapéutica a la adrenalina, como se menciond
anteriormente, y por ello en algunos individuos se podria valorar su cambio por otra

alternativa terapéutica.

1.2. Coagulacion y fibrindlisis

1.2.1. Definicion

La coagulacidén y la fibrindlisis son dos sistemas bioldgicos estrechamente conectados para
regularse mutuamente y mantener un equilibrio entre la hemostasia (la formacién de coagulos
sanguineos para detener el sangrado) y la fibrindlisis (la disolucidon de estos codgulos una vez

que la lesion estd reparada).
La coagulacién se divide para su estudio molecular en primaria y secundaria ’.

La hemostasia primaria se caracteriza por el reclutamiento y activacién de las plaquetas para
formar el tapdén plaquetario y tiene 3 fases: 1) adhesidn: ante una lesidn vascular, las plaquetas
se unen al subendotelio o al tejido perivascular expuesto a la sangre mediante receptores
especificos para cada proteina adhesiva (coldgeno - el factor de von Willebrand (FVW) -

GPIb/I1X). 2) activacidn y secrecién: una vez unidas al coldgeno las plaguetas se activan y

secretan sustancias procoagulantes y proinflamatorias (adenosina trifosfato, factor plaquetario
4, calcio serotonina, factor de crecimiento derivado de plaquetas, tromboxano A2, factor V
(FV), fibrindgeno). 3) agregacidn: Algunas de estas sustancias consideradas agonistas
(adrenalina, trombina, adenosin-trifosfato, coldgeno, tromboxano A2) estimulan la unién de
unas plaquetas con otras, mediante fibrindgeno y GPIIb/Ill, y el reclutamiento de mas

plaquetas y el crecimiento del coagulo.

La hemostasia secundaria comprende la activacion de las cascadas de coagulacién y se divide
en tres fases: 1) Iniciacidn: El factor tisular (FT), también conocido como tromboplastina o
factor Ill, es sintetizado por diferentes tipos celulares y expresado en las membranas celulares

cuando hay lesion endotelial. El factor VII (FVIl) se une estrechamente al factor tisular

47



activando rdpidamente a proteasas procoagulantes y anticoagulantes como el factor X (FX) y IX
(FIX). EI FX activa al FV y puede combinarse con el FVa para producir pequefias cantidades de
trombina. 2) Amplificacién: Las pequefias cantidades de trombina son un potente activador
plaquetario a través de la via de los receptores activados por proteasas (PAR), que libera FV
procoagulante. La trombina también activa al factor XI (FXI) y activa el factor VIII (FVIII). 3)
Propagacioén: el FIXa junto con el FVIlla, se unen a la membrana de las plaquetas, formando en
complejo de “Xasa”. El complejo de «Xasa» activa al FX, resultando en una répida formacion de
FXay FIXa, FVIlla, FX y calcio. El FVa, FXa y calcio transforma la protrombina a trombina (factor
I1), la cual actua sobre el fibrindgeno (factor 1) transformandolo en mondémeros de fibrina
(factor la) que se polimerizan y se estabilizan por accion del factor Xllla (FXllla), formando el

tapon hemostatico o coagulo.

Vias de la coagulacién

La cascada de coagulacion se divide para su estudio, cldsicamente en tres vias: la via de
activacion por contacto (via intrinseca), la via del factor tisular (via extrinseca) y la via comun
> Tanto la via intrinseca como la via extrinseca son vias de iniciacién de la cascada que

desembocan en la conversién del FX en FXa, punto en el que se inicia la via comun (Figura 3).

La via extrinseca es la via primaria para la iniciacién de la coagulacién y se inicia con la
formacién del complejo conformado por el FT, el FVIla circulante, iones de Ca++ y fosfolipidos,

el cual activa tanto al FX, como al FIX.

La via intrinseca sirve como mecanismo de amplificacién de la coagulacidn y red de seguridad
de la hemostasia. Se inicia tras un dafio vascular, con la exposicion de superficies cargadas
negativamente que interaccionan con los factores de contacto (FXIl, FXI, precalicreina
plasmatica (PPK) y HK) e inician el proceso de activacion secuencial, donde el FXII funciona
como verdadero iniciador, puesto que si bien es una proenzima, posee una pequefia actividad
catalitica que alcanza para activar a la PPK, convirtiéndola en calicreina plasmatica (PK). En
segunda instancia la PK actta sobre el FXII para convertirlo en FXlla, una enzima mucho mas
eficiente que actua activando el FXI, que en presencia de iones de Ca++ activara al FIX. Se
forma el complejo “Xasa”, el cual activa el FX.

Finalmente, en la via comiin, convergen las dos vias a nivel del factor Xa.
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Figura 3: Diagrama de la cascada de coagulacion clasificada segun la vision clasica de las vias de activacion

En negro los factores de la coagulacién con su numeracién clasica. En rojo los inhibidores de la coagulacion. El tiempo parcial de
tromboplastina activada (TTPa) es el tiempo requerido para la aparicién de fibrina tras mezclar plasma con sustitutos de los
fosfolipidos plaquetarios y se usa como screening de alteracién en las vias intrinseca y comun de la coagulacién. El tiempo de
protrombina (TP) es la medida de actividad de los factores plasmaticos de la via extrinseca de la coagulacion. FT: Factor Tisular,
HK: cininégeno de alto peso molecular, PK: calicreina plasmatica, vW: Factor de von Willebrand, CA++: calcio idnico.

La mayoria de los inhibidores de la coagulacién se asocian a una superfamilia de proteinas

denominada serpinas o inhibidores de proteasas de serina, siendo uno de sus principales
representantes la antitrombina Il (ATIIl), que actda junto al heparan sulfato para inhibir a la
trombina, asi como a los factores Vlla, IXa, Xa, Xla, Xlla y la PK. El inhibidor del componente C1
del complemento (C1INH), es una serpina que inhibe a la trombina, la PK, los factores Xla y
Xlla. Adicionalmente, otros inhibidores no serpinas son el inhibidor de la via del factor tisular
(TFPI1), que inhibe al FXa en presencia de la Proteina S y al complejo FXa/FT/FVlla, asi como el
sistema formado por la Proteina C/Trombomodulina/Trombina, que inhibe por protedlisis a los

factores Vay Vllla.

Tras la curacién del vaso sanguineo lesionado, el trombo ha se der destruido para reinstaurar
la correcta circulacién. En este momento se pone en marcha el sistema de la fibrindlisis. La
plasmina, encargada de la lisis del codgulo, se genera a partir del zimdégeno plasmindgeno en la
superficie del codgulo de fibrina, o en las superficies celulares, mediante el activador tisular del
plasminégeno (tPA) o la uroquinasa (uPA). Ambos activadores tienen vidas medias en
circulacidon extremadamente cortas (4-8 minutos), el tPA es sintetizado y liberado por células

endoteliales y el uPA es producido por monocitos y macréfagos. Otros activadores descritos

49



del plasmindgeno son el factor Xla, Xlla y la PK. La protedlisis de la fibrina da lugar a productos
de degradacién de fibrina solubles (FDP). Cuando la plasmina escinde los polimeros de fibrina
en el sitio del fragmento D, el fragmento resultante se llama dimero D y refleja el grado de

trombosis y actividad de la plasmina '°.

Los inhibidores de la fibrindlisis la controlan estrechamente mediante tres serpinas: el

inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1), el inhibidor del activador del
plasmindgeno-2 (PAI-2) y la a2-antiplasmina (A2AP). Otros inhibidores de la plasmina distintos
de las serpinas incluyen la a2-macroglobulina (A2M), el inhibidor de la esterasa Cl vy el
inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina (TAFI) que se activa mediante la trombina
asociada a trombomodulina’’®. En la Figura 4 se pueden ver los activadores e inhibidores de la

fibrindlisis.

PLASMINOGENO

PAI-1 | tPA
PAI-2 | uPA

A2AP
|PLASMINA T M

+ Xla, Xlla, PK

TAFI —>
"&
\

POLIMEROS FIBRINA PRODUCTOS DE DEGRADACION

FIBRINA (D-dimero, ...)

Figura 4: Cascada de la fibrindlisis con sus activadores e inhibidores

tPA: activador tisular del plasminégeno, uPA: activador tisular de la uroquinasa, PAIl: inhibidor del activador de plasmindgeno,
A2AP: a2-antiplasmina, A2M: a2-macroglobulina, TAFI: inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina.

1.2.2. Biomarcadores en anafilaxia
En relacion con la anafilaxia, se han investigado diversos biomarcadores de la coagulacion con

el objetivo de ayudar en su diagndstico y evaluacidn. Sin embargo, hasta la fecha los estudios
son escasos y no se ha identificado un biomarcador especifico de la coagulaciéon que pueda
utilizarse de manera confiable y exclusiva para diagnosticar la anafilaxia. En un caso de
anafilaxia por picadura de avispa, se observé un tiempo de tromboplastina parcial activada
(TTPa) prolongado y una actividad anti-Xa significativamente elevada, con un nivel de

Y7 El anti-Xa se

fibrinégeno extremadamente bajo con sélo un ligero aumento del dimero D
basa en la medicidon de la actividad residual del factor Xa y evalda la actividad de los

inhibidores del factor Xa en el plasma de los individuos'’®. Se hipotetizé que estos efectos
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fueron causados por tetrameros de triptasa estabilizados y por la heparina liberada por los
mastocitos. Por un lado, la heparina actia como anticoagulante uniéndose a la antitrombina y
es responsable de la actividad anti-Xa y del TTPa. Por otro lado, los tetrdmeros de triptasa
actuan directamente sobre la via fibrinolitica activando la uroquinasa y posteriormente
degradando el fibrindgeno, aumentando la presencia de dimero D. Truong HT et al..'’”
describieron un estado hiperfibrinolitico (elevacién dimero D y productos de degradacién de la
fibrina) en shock anafilactico por suxametonio. Nuestro grupo también evalud el sistema de
coagulacién en anafilaxia midiendo anti-Xa y TTPa, presentando sdlo el 20% de los individuos
un TTPa prolongado, y casi todos mostraron un anti-Xa elevado '®. Como se ha comentado en
el apartado de biomarcadores mastocitarios, la quimasa mastocitaria reduce los niveles y
funcién del FXlla y FXIlla. También se ha demostrado que los exosomas derivados de

mastocitos activan las células endoteliales para secretar el PAI-1 ¥,

1.3. Sistema de contacto y calicreina-cininas

1.3.1. Definicion

El sistema de contacto, también conocido como sistema del cinindgeno-calicreina, es una via
proteolitica en el plasma sanguineo que desencadena respuestas inflamatorias y participa en la
regulaciéon de la coagulacion y la permeabilidad vascular. Estd formado por tres serin
proteasas: el FXlla, la PK y el HK. Estas proteinas plasmaticas se agruparon como sistema de
contacto, porque requerian contacto con superficies artificiales cargadas negativamente para
la activacién del zimdégeno in vitro. Tras la activacién de este sistema, puede desencadenar la
coagulacién sanguinea (por via intrinseca mediante factor Xl y Xll) y es responsable de la
generacidon de productos proinflamatorios como la BK. Este sistema se denomina sistema

calicreina-cinina plasmatica 2.

En plasma, alrededor del 75% de la PPK circula unida de forma no covalente a HK, mientras

10 ademds de PPK, HK forma un heterodimero con

que el resto de la PPK circula libremente
FXI; tanto PK como FXI estan unidos a la superficie a través de HK y comparten un sitio de

.y 182
unién de HK conservado **%.

51



Coagulacion Sistema contacto

Figura 5: El FXlla actia como nexo de unidn entre la coagulacion y el sistema de contacto. Adaptado de de Maat

2014%%,

FXI, factor XI; FXla, factor Xl activado ; HKa, cinindgeno de bajo peso molecular ; FXlla, factor Xll activado; PPK, precalicreina
plasmética; PK, calicreina plasmatica

Una vez que el FXIl se une a las superficies, sufre cambios conformacionales para autoactivarse
(Xlla) y dejar expuesta su porcion con actividad enzimatica. El FXlla cataliza la activacion de
PPK con la liberacién de PK. Mientras tanto, el FXIl es cada vez mas susceptible a la escision por
la PKy el propio FXlla, formando asi un circuito de retroalimentacion de activacion, que supera
la inactivacion de PK y FXII por sus inhibidores homélogos, como el C1INH. Una vez que se
activan PK y FXII, el HK de cadena simple se puede escindir en HKa de dos cadenas y liberar BK.
La BK se puede unir a 2 tipos de receptores: 1) B2R se expresa constitutivamente en diversas
células vasculares y no vasculares y se desensibiliza rapidamente, 2) B1R es inducido por
citocinas inflamatorias y resistente a la desensibilizacién. Cuando se activa la cinina B2R,
aumenta la permeabilidad vascular, entre otras cosas a través de la relajacién inducida por el
6éxido nitrico de las células del musculo liso perivascular **2. La BK es un péptido de vida corta y
la principal enzima de degradacidn es la quininasa Il, que también se conoce como enzima
convertidora de angiotensina (ECA). Ademas de la ECA, la BK también es degradada por otras
enzimas como la quininasa |, la aminopeptidasa P, la dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV) vy la
catepsina K. La ECA y la quininasa Il son las mismas enzimas que convierten la Angiotensina |
inactiva en Angiotensina Il. La inhibicién de la ECA por farmacos como los IECAs, no sdlo
disminuye la Angiotensina Il, sino que también retrasa la degradacion de la BK. El sistema
Renina-angiotensina y el sistema calicreina-cinina también interactian a nivel de receptor
mediante dimerizacion heterdloga entre el receptor de angiotensina tipo 1 (AT1) y el receptor

de angiotensina tipo 2 (AT2), que modula las vias de sefalizacion del receptor (Figura 6).
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Figura 6: Vias de interaccion entre el sistema de contacto, el sistema calicreina-bradicinina y el sistema renina

. . 181

angiotensina

La activacién del sistema de contacto conduce a la generacion de trombina con formacién de codgulo de fibrina y activacion
plaquetaria. La eliminacién del factor XII (FXII) (p. ej., ratones F12/) o FXI (p. €j., ratones F11/ ) reduce la formacion de trombina y
la trombosis por activacidn por contacto. La activacion del sistema calicreina/cinina con estimulacion del B2R y del B1R da como
resultado vasodilatacion con formacién de éxido nitrico (NO), liberacién de PGI2 (prostaciclina) y liberacidon del activador tisular
del plasmindgeno (tPA), lo que conduce a la inhibicidn plaquetaria y a la reduccion del factor tisular (TF) de la pared vascular. La
bradicinina es metabolizada por la enzima convertidora de angiotensina (ACE) para producir bradicinina-(1-5). La actividad de la
ACE también produce angiotensina Il (Angll) a partir de angiotensina I. Normalmente, el receptor de angiotensina 1 (AT1R) es
dominante en la expresidon en el compartimento intravascular y la Angll da como resultado vasoconstriccién con TF elevado e
inhibidor del activador del plasmindgeno 1 (PAI-1). Angll se une al AT1R y al AT2R con igual afinidad. Angll es degradada por la
prolicarboxipeptidasa (PRCP) en angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7)). Ang-(1-7) se une a un receptor Mas. El agonismo combinado de
AT2R y Mas, da como resultado una mayor liberacion de PGI2 que reduce el TF de la pared vascular e inhibe la activacion
plaquetaria. lla, factor Il activado; Xla, factor Xl activado; XII - factor XlI; Xlla - factor Xl activado; HK, cininégeno de alto peso
molecular, PK, precalicreina plasmatica; Kal, calicreina plasmatica, BK, bradicinina; B1R, receptor 1 de la bradicina; B2R, receptor 2
de la bradicina; Angll, angiotensina Il; ACE, enzima convertidora de angiotensina; AT1R, receptor 1 de la angiotensina; AT2R,
receptor 2 de la angiotensina.

Debido a que actuan sobre las vias que regulan la biodisponibilidad de bradicinina, muchos
farmacos cardiovasculares y diabéticos han sido foco de sospecha como causa de angioedema
mediado por BK. Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) y los
inhibidores de neprilisina alteran el catabolismo de BK. Los inhibidores de la dipeptidil
peptidasa-IV (DPP-IV) reducen la degradacion de BK y la sustancia P (SP). Ademas, los
bloqueadores de los receptores de angiotensina, los agentes tromboliticos y las estatinas
también podrian incrementar la presencia de BK en plasma y potencialmente causar

angioedema .

Se han descubierto varios inhibidores enddgenos de las proteasas del sistema de contacto en

el plasma humano, dirigidos a diferentes miembros de la cascada proteolitica™™ (Figura 7). El
mas importante es el C1INH, una glicoproteina de 105 kDa codificada por el gen producida

principalmente en el higado y también en monocitos activados'®*. EI C1INH es capaz de inhibir
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el sistema de contacto por su accién sobre el Xlla, el PK, la PPK y también inhibe la activacion
de Xlla a través de la inhibicién de la plasmina de la via fibrinolitica. La antitrombina (AT) es
una glicoproteina de 52 kDa codificada por el gen SERPING1 también producida principalmente
por hepatocitos. Sus dianas inhibitorias dentro del sistema de contacto incluyen FXla, FXlla y
PK. La actividad inhibidora de AT aumenta en gran medida mediante la unién a la heparina. La
alfa-2-antiplasmina (a2AP) es un inhibidor de la serina proteasa de 70 kDa codificado por el
gen SERPINF2 producido principalmente en el higado. Es el principal inhibidor de la plasmina e
inhibe también el FXIl y la actividad del tPA. La alfa-2-macroglobulina (a2M) es una
glicoproteina de 180 kDa codificada por el gen A2M producida principalmente en el higado v,
en menor medida, en macréfagos y fibroblastos. a2M se dirige a PK y FXlla, pero también a

otras proteasas plasmaticas, incluidas la plasmina o la trombina.

-A2M
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= C1-INH

= C1-INH
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~

T d
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lasminogen > W
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- PAI -A2M = C1-INH

Figura 7: Principales vias de inhibicion del sistema de contacto, algunas de ellas comunes con la coagulacién y la
fibrindlisis.

C1-INH es el inhibidor mas importante de la activacién por contacto y un inhibidor débil de la plasmina. La antitrombina (AT)
inhibe la coagulacién y la a-2-antiplasmina inhibe la plasmina; Los complejos entre enzimas y estos inhibidores se pueden medir
en plasma como biomarcadores de activacion por contacto, coagulacion y fibrindlisis. PAI-1 inhibe la activacidn del plasminégeno
mediante la inhibicion de tPA y uPA. TAFI modula el plasmindgeno para evitar la activacién. Abreviaturas: factor tisular TF, factor
XII activador FXlla, precalicreina plasmatica PK, calicreina KK, cinindgeno de alto peso molecular HMWK, bradicinina BK, inhibidor
C1-INH C1, antitrombina AT, antiplasmina a2APa2, inhibidor de fibrindlisis activable por trombina TAFI, inhibidor del activador del
plasmindgeno PAI, activador del plasmindgeno tisular tPA, uroquinasa del activador del plasminégeno uPA. Adaptado de Hofman

2016

1.3.2. Biomarcadores en anafilaxia
Durante una reaccién anafilactica el angioedema puede ser una de las manifestaciones clinicas

y puesto que se ha relacionado la liberaciéon de BK en procesos en los que hay vasodilatacién
masiva, el interés en buscar biomarcadores dentro del sistema de contacto es indudable. La BK
solo estd presente en la circulaciéon durante unos segundos después de ser liberada por el HK,

y los productos de activacién del sistema de contacto en plasma tienden a sufrir activacion
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preanalitica in vitro, por lo que las mediciones precisas han demostrado ser desafiantes y
relativamente laboriosas. Se ha observado un fuerte consumo de factores del sistema de
contacto en modelos de anafilaxia en ratones mediados por IgE'®y en individuos con
anafilaxia’® . La deficiencia o inhibicién farmacoldgica de FXII, calicreina plasmatica, HK o el
receptor de bradicinina B2 (BK2R), atenué en gran medida la hiperreactividad de los
mastocitos mediada por alérgenos/IgE en ratones'®. En este estudio, tanto los ratones con
deficiencia de FXIl como de BK2R, resistentes a la sefializacidon de BK, estuvieron protegidos de
la hipotensién sistémica durante las reacciones anafilacticas, lo que indica que el sistema de
contacto estd activo y contribuye a la anafilaxia sistémica. En individuos con shock anafilactico
a la inmunoterapia con veneno de abeja, se ha visto activacién de la coagulacion intravascular
y disminucién de la HMWK plasmatica™® y se ha descrito que la prueba de provocacién en
individuos con anafilaxia inducida por picadura promueve la generacion de complejos de Xlla-

19 sala-Cunill et al.*® demostraron la

C1INH y calicreina-C1INH, asi como escision de HK
activacion del FXIl y la calicreina plasmatica en individuos con anafilaxia inducida por alimentos
o farmacos, asi como una escision del HK asociada a degranulacion de los mastocitos y
liberacion de heparina al plasma. En este estudio, incluso los individuos con una reaccion
moderada A (sintomas gastrointestinales) mostraron una degradacién del 60 % de su reserva
de HK. La evidencia de la relevancia clinica de la bradicinina durante la anafilaxia con
hipotensidn se demostrd aiin mas en modelos animales. En particular, la activacidn del sistema
de contacto impulsada por mastocitos no estd asociada con la activacidn del FXI sino que es la
heparina la que desencadena la cascada de coagulacién intrinseca'”. En conjunto, estos
hallazgos indican que la degranulacién de los mastocitos durante la anafilaxia puede
desencadenar la activacién de factor Xll y la generacidn de BK a través de la liberacion de
heparina, triptasa y posiblemente poliP, elastasa u otros mediadores. Sin embargo, es
necesario explorar mas a fondo el papel de otros mediadores de mastocitos en la activacion

del sistema de contacto.

1.4. Interrelacion del sistema de la coagulacion, la fibrindlisis y el sistema de
contacto

Como se ha desarrollado en los puntos anteriores, los tres sistemas de coagulacién, fibrindlisis
y sistema de contacto, se interrelacionan en multiples puntos y por tanto pueden
retroalimentarse en su activacion y modular su inhibicién. En la Figura 8 se resumen las vias de

activacion del mastocito y su interaccién con los tres sistemas.
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Figura 8: Los diferentes receptores y mediadores de activacion del mastocito incluyendo la via de la coagulacién y
del sistema de contacto.

FceRl, receptor de IgE de alta afinidad; FceRIl (CD23), receptor de IgE de baja afinidad; FcyRlla, receptor de 1gG; Mrgprs, receptor
acoplado a proteina G relacionado con Mas; Trk, receptor de tirosina quinasa; TLR, receptor tipo Toll; HR, receptor de histamina;
PAFR, receptor del factor activador de plasmina; NK-1R, receptor 1 de neuroquinina; Tryp, triptasa; Hist, histamina; PAF, factor
activador plaquetario; Chy, quimasa; CPA3, carboxipeptidasa A3; DPPI, dipeptidil peptidasa I/catepsina C; CAT-G, catepsina G;
LTE4, producto de lipoxigenasa E4; PGD2, prostaglandina D2; TXA2, tromboxano A2; HEP, heparina; FXII, factor XII; FXlla, factor XII
activado; LCR, factor de células madre; HMWK, cininégeno de alto peso molecular; TNF-alfa, factor de necrosis tumoral alfa.
Adaptada de Galvan-Blasco P et al.. 2022

La activacion de los 3 sistemas secundaria a la activacion de célula mastocitaria, como se ha
comentado anteriormente, también ha sido extensamente descrita. En la Figura 9 se muestran

los puntos de unién entre los 3 sistemas.
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Figura 9: La participacion de los mediadores de los mastocitos en la coagulacion y el sistema calicreina-quinina
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La figura ilustra los efectos que los mediadores de los mastocitos liberados tras la activacion durante la anafilaxia ejercen en los
sistemas calicreina-cinina, coagulacién vy fibrinolitico. Las lineas continuas representan vias activadas. Las lineas discontinuas son
vias inhibidoras. Los factores del sistema formador de quininas estdn representados en azul; el sistema fibrinolitico estd
representado en rojo; la via comun de coagulacion en violeta oscuro; la via de coagulacidn extrinseca en violeta medio; la via de
coagulacion intrinseca en violeta claro. PolyP, polifosfatos; TF, factor tisular; PK: precalicreina; KK, calicreina; BK, bradicinina; HK,
cininégeno de alto peso molecular; tPA, activador del plasmindgeno tisular; uPA, activador del plasminégeno uroquinasa; FDP,
productos de degradacion de fibrina; PAF, factor activador de plaquetas. Adaptado de Guilarte 2017 ***
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En la actualidad no existe aun una prueba diagndéstica que confirme el diagndstico de
anafilaxia. El diagndstico sigue siendo clinico con biomarcadores que ayudan a apoyar el
diagndstico con mayor o menor precision, y sabiendo que estos biomarcadores se pueden ver
alterados por la interacciéon de multiples vias. La triptasa es el biomarcador con uso mas
extendido, no obstante, no es un biomarcador éptimo para anafilaxia puesto que hasta en el

35% de las reacciones no se objetiva su elevacion.

Existen otras entidades en las que estd implicado el mastocito que pueden hacer dificil el
diagnéstico diferencial de la anafilaxia, como la urticaria y el angioedema. Se desconoce por
gué mecanismos algunas personas sdlo presentan urticaria o angioedema, algunas presentan
las dos entidades juntas y otras presentan reacciones sistémicas con afectacion de otros

sistemas ademas o sin la afectacién cutanea.

La triptasa no nos permite endotipar los mecanismos de activacidn celular detrds de un
fenotipo concreto que cumpla los criterios de anafilaxia. Las reacciones en las que el mastocito
no esta especialmente implicado (como por ejemplo en las reacciones con farmacos bioldgicos
0 quimioterapicos) aun no disponen de biomarcadores éptimos de técnica rutinaria. En las
reacciones infusionales por liberacién de citocinas se han descrito algunas citocinas que
resultan elevadas respecto su determinacién basal y esto apunta a que un panel de estos
biomarcadores podria ser Util para endotipar las reacciones. Hoy en dia no hay suficiente
conocimiento sobre los grupos celulares implicados en estas reacciones ni si estos grupos
celulares o sus citocinas se liberan en la anafilaxia mediada por mastocito y especialmente la
IgE mediada. Ademas, no existe hoy en dia una explicacién fisiopatoldgica que justifique por
qué durante la anafilaxia algunos individuos presentan clinica cutdnea, respiratoria, digestiva,
circulatoria o neuroldgica. EI mejor conocimiento de los mecanismos que determinan los
distintos fenotipos ayudaria a comprender mejor la fisiopatologia de la anafilaxia y qué células

y tejidos interactian entre ellos cuando ésta se desencadena.

Hay que encontrar nuevos biomarcadores que ayuden a endotipar las reacciones anafilacticas
y ahondar en los factores intrinsecos y extrinsecos del paciente y la reaccién para entender
mejor los diferentes fenotipos que nos encontramos. Entender adecuadamente el mecanismo
de la anafilaxia y sus factores de riesgo permitird hacer un mejor diagndstico, un mejor

tratamiento y una mejor prevencién en el futuro.
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Nuestro grupo ha demostrado la activacién del sistema de contacto en la anafilaxia'®. En otras
enfermedades mediadas por mastocitos y el sistema de contacto se ha demostrado que
pardmetros de la coagulacién y la fibrindlisis se ven alterados y se han postulado como
biomarcadores prometedores. Los datos apuntan que éstos podrian aportar valor en el

diagndstico, endotipado y fenotipado de las anafilaxias.
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3. HIPOTESIS

Existe un biomarcador de anafilaxia que complementa o supera a la triptasa para apoyar al
diagndstico de la anafilaxia y éste se haya en el sistema de la coagulacién, en el sistema de la

fibrindlisis, en el sistema de contacto o en un conjunto de citocinas.
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4. OBJETIVOS

4.1. Principal

Investigar nuevos biomarcadores del sistema de la coagulacion y de la fibrindlisis, del sistema

de contacto y citocinas implicados en la fisiopatologia de la anafilaxia.

4.2. Secundarios

1. Determinar si existen diferencias demogrdaficas entre la anafilaxia y la urticaria y el
angioedema y asi como entre los controles e identificar factores de riesgo y de gravedad.

2. Determinar si hay diferencias en los valores de triptasa sérica, de los biomarcadores del
sistema de la coagulacién, de la fibrindlisis y del sistema de contacto y citocinas en individuos
con anafilaxia segln la etiologia de ésta.

3. Identificar si hay un biomarcador de la coagulacién, la fibrindlisis, el sistema de contacto o
citocinas que complemente, iguale o mejore a la triptasa sérica y que ayude a diferenciar
entre anafilaxia, urticaria y angioedema.

4. |dentificar si hay un biomarcador del sistema de la coagulacion, de la fibrindlisis, o del
sistema de contacto o citocinas que ayude a endotipar y a fenotipar la anafilaxia, la urticaria y

el angioedema.

61



5. METODOLOGIA

5.1. Diseio del estudio y seleccién de individuos

Para alcanzar los objetivos, esta tesis se divide en dos trabajos. En el primer trabajo se
incluyeron pacientes con anafilaxia y se determinaron biomarcadores dels sistema de
contacto, de la coagulacién, de la fibrindlisis, asi como un perfil de citosina stanto durante el
episodio de anafilaxia como basalmente. En el segundo trabajo se incluyeron pacientes con
urticaria, angioedema y controles para comparra si existian diferencias con la anafilaxia en los

biomarcadores estudiados.

5.1.1. Primer trabajo

Se realizd un estudio observacional transversal unicéntrico en el que se incluyeron individuos
mayores de 18 afios que acudian a urgencias, hospital de dia o consultas externas de
Alergologia del Hospital Universitario Vall d’'Hebron con diagndstico de anafilaxia seguin los
criterios de la EAACI y GALAXIA y corroborado por un especialista de alergologia, desde enero
de 2017 hasta abril de 2019. A estos individuos, previa firma de un consentimiento informado,
se les realizd una o dos extracciones de sangre durante el momento agudo de la anafilaxia
(30min-2h y/o 6-12h) y una extraccidn basal dias mas tarde (> 48 horas del episodio) en la
visita en consultas externas de Alergologia segun los intérvalos del protocolo habitual de
determinacion de triptasa sérica®® (Figura 10). La sanre obtenida, tanto plasma como suero, se
centrifugd, se alicutotd y se conservd a -802C hasta su andlisis. En la visita posterior en
consultas externas de Alergologia se realizé una anamnesis detallada para obtener todos los
datos demograficos y clinicos (edad, sexo, etnia, zona de residencia, habitos todxicos,
antecedentes familiares, antecedentes personales, antecedentes patolégicos, medicacion
habitual) y las circunstancias relacionadas con la reaccion anafilactica (etiologia, cofactores,
manifestaciones clinicas, tratamiento recibidoy repuesta al mismo, tiempo de ingreso).
También se realizaron cuando fue necesario pruebas cutdneas intraepidérmicas y/o
intradérmicas, determinacion de IgE especifica por ImmunoCAP y/o prueba de provocacion.
Con los datos obtenidos se realizo la orientacion diagndstica final para clasificar la gravedad de

la anafilaxia y establecer el endotipo y fenotipo de ésta.
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Figura 10: Disefio de la obtencidn de muestras dentro del estudio

5.1.2. Segundo trabajo

Se realizé un estudio observacional longitudinal de casos controles unicéntrico para comparar
individuos anafilaxia con individuos con urticaria o angioedema y controles. Por tanto, se
incluyendo los individuos del primer trabajo (individuos adultos > 18 afios que acudian a
urgencias, hospital de dia o consultas externas de Alergologia del Hospital Universitario Vall
d’Hebron con diagndstico de anafilaxia segun los criterios de la EAACI y GALAXIA y corroborado
por un especialista de alergologia), asi como también individuos que acudian a urgencias o
consultas externas con episodio agudo de urticaria o angioedema. Los controles se
seleccionaron de individuos adultos de > 18 afios que consultaron en consultas externas de
alergologia atdpicos y no atépicos sin antecedente de anafilaxia, urticaria o angioedema y que
dieron su consentimiento para participar en el estudio. La inclusion de individuos se realizé
desde enero de 2017 hasta abril de 2019. A estos individuos se les realiz6 con su
consentimiento una o dos extracciones de sangre durante el momento agudo del brote de
urticaria y angioedema (30min-2h y/o 6-12h) y una extraccidn basal dias mas tarde (> 48 horas
del episodio) en la visita en consultas externas de Alergologia. A los controles sélo se les realizd
una Unica extraccion basal. En la visita en consultas externas se realizé ademas una anamnesis
detallada para obtener todos los datos demogréficos y clinicos y las circunstancias
relacionadas con el episodio de urticaria y angioedema (etiologia, cofactores, clinica,
tratamiento, repuesta al tratamiento, tiempo de ingreso). También se recogieron las pruebas
de alergologia realizadas posteriormente (pruebas cutaneas, IgE especifica ImmunoCAP) y la

orientacién diagnéstica final para catalogar el endotipo de la urticaria y el angioedema.
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5.2. Aspectos éticos y consentimiento informado

Todos los individuos dieron su consentimiento por escrito para participar en el estudio, que
fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario Vall d’Hebron (PR.....). La
colaboracidn en este estudio no supuso pruebas diagndsticas adicionales para el paciente a las

gue se realizan en la practica habitual.

5.3. Datos demograficos y clinicos

Se recogieron los siguientes datos demograficos: sexo, edad, tabaquismo, enolismo, otras
drogas, zona de residencia (urbana o rural), etnia, antecedentes familiares de atopia,
antecedentes personales de atopia (rinitis, asma, alergia alimentaria, urticaria, angioedema,

anafilaxia, alergias a medicamentos, dermatitis atépica, dermatitis de contacto).

5.4. Clasificacion de la gravedad de la anafilaxia

La gravedad de la anafilaxia se clasificé en funcién del sistema de gradacion publicado por Sala-

Cunill et al."® basada en sintomas clinicos (Tabla 4).

Tabla 4: Clasificacion de la gravedad de la anafilaxia

Grado Clinica

1- Leve Piel + mucosas

2 - Moderado A Dolor abdominal, vomitos, diarrea

3 — Moderado B Disnea baja, broncoespasmo, afectacion
laringea, opresion tordcica

4- Grave Cianosis 0 Sat02 < 92% aa, hipotension
(TAS < 90mmHg), mareo intenso,
sincope o incontinencia

5- Fatal Parada cardiorrespiratoria

5.5. Etiologia de la anafilaxia

Se clasifico la etiologia de la anafilaxia en los siguientes grupos: alimento, farmaco (no
bioldgico), farmaco bioldgico, quimioterapico, veneno de himendptero, latex, anisakis, medio

de contraste iodado, medio de contraste paramagnético, suero/plasma y causa desconocida.

5.6. Factores de riesgo para la anafilaxia

Se recogieron datos relacionados a factores implicados en la gravedad de la anafilaxia descritos
y también datos exploratorios de posibles: edad, factores de riesgo cardiovascular,
enfermedad pulmonar, otras enfermedades atdpicas, mastocitosis, habitos tdxicos,
enfermedades metabdlicas, enfermedades del tracto digestivo, insuficiencia renal o hepatica,

enfermedades psiquiatricas, espina bifida, enfermedades del sistema inmune, uso habitual de
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farmacos (IECA, B-bloqueantes, B2-agonsitas, corticoides inhalados, corticoides sistémicos,

antihistaminicos H1 o H2, antileucotrienos, AINE, inmunosupresores, cromoglicato disddico,

opiaceos y anticoagulantes).

Se preguntd a los individuos tanto en el momento agudo y/o en la visita de control sobre la

presencia de los siguientes cofactores durante el episodio: alcohol, AINE, ejercicio, estrés,

menstruacion, falta de suefio, infecciones.

5.7. Endotipo de anafilaxia y angioedema

El mecanismo fisiopatoldgico de la anafilaxia se clasificd en cinco tipos: “endotipo IgE-

mediado”, “endotipo no IgE mediado/inhibicion COX-1”, “endotipo liberacidn de citocinas”,

“endotipo mixto”, y “endotipo desconocido”. El “endotipo desconocido” corresponde a

aqueloos casos en los que tras el estudio alergolégico no pudo determinar el mecanismo

subyacente.

En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas de cada endotipo.

Tabla 5: Caracteristicas clinicas e inmunolégicas de los distintos endotipos de la anafilaxia

IgE mediado

Alérgeno conocido, prueba cutanea positiva. Clinica en los primeros 60min de su contacto
sugestiva de liberacién de mediadores mastocitarios.

No IgE mediado /
inhibicion COX-1

Alérgeno AINE, prueba cutdnea negativa, clinica con mdas de un AINE sin similitud
estructural. Clinica mas alla de los 60min de su contacto sugestiva de mecanismo inhibicién
COX-1 (angioedema palpebral o broncoespasmo)

Liberacion de | Alérgeno farmaco bioldgico o quimioterapico, prueba cutdanea negativa. Clinica en los
citocinas primeros 30min de su contacto sugestiva de liberacion de citocinas.
Mixto Alérgeno farmaco bioldgico o quimioterapico, prueba cutanea negativa, elevacién de

triptasa. Clinica en los primeros 30min de su contacto sugestiva de liberaciéon de mediadores
mastocitarios y citocinas.

Desconocido

No cumple ninguno de los anteriores endotipos

COX-1: ciclooxigenasa 1

El mecanismo fisiopatoldgico del angioedema se clasificé segln trabajos previos de la

literatura en los siguientes tipos: “endotipo mediado por mastocito”, “endotipo mediado por

bradicinina” y “endotipo por IECA”.

Como el mecanismo patogénico de la urticaria tanto aguda como crénica incluye un solo

endotipo, mediado por mastocitos, esta entidad se clasificd en aguda o crénica segln si su

duracidn era inferior o superior a 6 semanas.

5.8. Fenotipos de la anafilaxia

Para fenotipar la anafilaxia se agruparon los sintomas clinicos de la anafilaxia segun los

distintos aparatos o sistemas implicados. Se establecieron siete fenotipos: circulatorio o
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cardiovascular, respiratorio, via respiratoria superior (VRS), via respiratoria inferior (VRI),

digestivo, cutdneo y neuroldgico.

5.9. Obtencion de muestras, procesamiento y almacenamiento

Tal y como muestra la Figura 10, las muestras se obtuvieron en el momento agudo de la
reaccién o el brote en 1 o 2 intervalos de tiempo: entre los 30min y las 2h del inicio de la
clinica (T1) y entre las 6 y las 12h del inicio de la clinica (T2). Posteriormente se obtuvo una
muestra basal (TO) mas de 48h después del episodio agudo del paciente, en estado basal (TO),

indiscriminadamente en ayunas o no.
Muestras de suero

La extraccion de sangre se realizd utilizando tubos Vacutainer SST® con gelosa (BD S.A,,
Madrid, Espana). A cada paciente se le extrajeron tres tubos de 5mL en cada intervalo de
tiempo. Tras la extraccidon se dejo coagular la sangre a temperatura ambiente durante 1 horay
posteriormente se centrifugé a 3000 G durante 5 minutos. El suero sobrenadante se recogio
con una pipeta Pasteur y se alicuoto 500 microlitros en tubos Eppendorf® (Eppendorf Ibérica.
Madrid. Espafia) de 1,5 ml. Los tubos fueron debidamente etiquetados con el niumero del

paciente y almacenados a menos 202C hasta su analisis.

Muestras de plasma

La extraccidn de sangre se realizé utilizando tubo con citrato trisédico 0,129M 3,8% Vacutainer
SST® (BD S.A., Madrid, Espafia). Inmediatamente tras la extraccién se invirtié suavemente el
tubo para favorecer que la sangre se mezclara bien con el anticoagulante. A cada paciente se
le extrajeron 4 tubos de 5 ml por intérvalo de tiempo. Posteriormente se centrifugaron los
tubos a 2500 g durante 15 minutos. El plasma sobrenadante se recogid en una pipeta Pasteury
se procedid a alicuotar 500 microlitos en tubos de Eppendorf® (Eppendorf Ibérica, Madrid,
Espafia) de 1,5 ml. Los tubos fueron debidamente etiquetados con numero del paciente y
almacenados a menos 802C para optimizar la preservacion del plasma. Su manipulacion

posterior se hizo con hielo seco para prevenir la descongelacién del plasma.
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5.10. Estudio alergoldgico: pruebas cutaneas, IgE especifica, prueba de
exposicion
Pruebas cutaneas

Se realizaron pruebas cutdneas intraepidérmicas (prick test) y pruebas intradérmicas para
determinar el alérgeno responsable de la anafilaxia. Para llevar a cabo estas pruebas, el
paciente debia suspender la toma de antihistaminicos y corticoides una semana antes de su
realizacion. Se utilizé una bateria estandar de alérgenos ambientales y de alimentos Leti (Leti
unipersonal SL, Madrid, Espafia) de nuestro centro, que incluyen: Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, epitelio de perro, epitelio de gato, Aspergillus spp.,
Alternaria alternata, Penicillium spp., |atex, Cupressus sempervirens, Olea europea, Platanus
acerifolia, Parietaria judaica, Artemisia vulgaris, Plantago lanceolata, Phleum pratense,
anisakis, nuez, avellana, melocoton (piel y pulpa), lentejas, garbanzos, gluten mezcla de
harinas, pescado, gamba, huevo y leche. Cuando el causante de la reaccién fue un farmaco, se
realizaron las pruebas cutaneas (prick test e intradérmicas) al farmaco implicado a la
concentracién especifica seglin el Tratado de Alergologia de la SEAIC (Sociedad Espafiola de
Alergologia e Inmunologia Clinica)*®. Se utiliz6 a a concentracién de 10 miligramos mililito y
como control negativo suero fisioldgico estéril 0,9%. Las pruebas cutdneas se realizaran
mediante el procedimiento estandar en la cara a volar del antebrazo utilizando lancetas de
punta de 1 mm estériles de la casa comercial ALK (ALK-Abelld, S.A., Madrid, Espafia). Se utilizd
una lanceta para cada alérgeno para evitar contaminaciones. Transcurrido 15 minutos de la
prueba prick test se consideraron positivas papulas cuyo didametro mayor era igual o superior a
3 mm, siendo el control con suero fisioldgico negativo'™®. En el caso de las pruebas
intradérmicas, se inyectd una concentracién de entre 0.02-0.04 ml del farmaco a la
concentracion indicada y se esperd unos 20 minutos a hacer la lectura. Se consideran positivas
pruebas cutdneas en la cual la papula habia crecido mds de 1,5 mm y presentaban eritema

acompafiante'®.

Determinacion de la Inmunoglobulina E especifica
Las concentraciones de Inmunoglogulina E especifica (slge) frente a los alérgenos
potencialmente implicados se cuantificaron con InmunoCAP™ (Thermo Fisher Scientific,

Uppsala, Suecia) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados se expresan en kilo-
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unidades por litro (KU/L) como indica el fabricante, se consideran resultados positivos si la sIgE

era superior a 0,35 KU/L.

Prueba de exposicidn controlada con o sin placebo (PEC)

En caso de prueba cutdnea negativa al alimento o al fdrmaco implicado o busqueda de un AINE
alternativo se realizé en el Hospital de Dia de Alergologia una prueba de exposicidon controlada
parenteral u oral graduada en todos los individuos que accedieron, incluidos los individuos con
prick test positivo y/o sIgE positiva si habia dudas sobre su implicacidn en la reaccién. Tanto un
médico como una enfermera estuvieron presentes en todo momento y la PEC se realizd
siguiendo las recomendaciones de ENDA™' y PRACTALL™? y siguiendo las recomendaciones del
documento RESCAL de la SEAIC'®. La primera dosis se administré con 1/10 parte de dosis del
alimento o, en caso de tratarse de un farmaco, administrando una capsula preparada de
farmacia con lactosa (placebo). Antes de cada dosis, el paciente se sometia a un examen clinico
que incluya inspeccién de la piel, auscultacidon pulmonar, auscultacion abdominal y mediciéon
de la presidn arterial, frecuencia cardiaca y saturacién de oxigeno. Ademads, se pregunté al
paciente si presentaba prurito (en la mucosa bucal, la piel o ambas), sintomas laringeos, dolor
abdominal, mareos y cualquier otra molestia nueva. Si no se observé reaccién, se administrd
una segunda dosis correspondiente % parte de dosis 30 minutos después de la primera dosis.
Si tampoco se observaba reaccion, se administrd una tercera dosis correspondiente al resto de
la dosis del alimento o fdrmaco. Los individuos fueron observados durante 120min antes de
abandonar el hospital. La PEC se detuvo si se producia una reaccion clinica significativa sgun las
guias ENDA™" y PRACTALL"? y el criterio del alergdlogo que ese dia estaba de responsable en

Hospital de dia.

5.11. Determinacidn de triptasa en suero

Los niveles de triptasa sérica se midieron mediante la técnica comercial de
fluoroinmunoensayo ImmunoCAP™ (Thermo Fisher, Scientific Uppsala, Suecia) de forma
rutinaria y siguiendo las instrucciones del fabricante. La sensibilidad de la prueba es de 1
microgramo por litro (mcg/L). La concentracidn sérica de triptasa superior a 11,4 mcg/L se
considerd elevada en muestras basales seglin recomendacion de fabricante. La elevacién de la
triptasa aguda respecto la basal de 120% +2 se considerd significativa (curva de triptasa

positiva)'**.
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5.12. Estudio de biomarcadores de la coagulacion y la fibrindlisis

Cuantificacion del tiempo parcial de protrombina

Para medir la actividad de la via extrinseca de la coagulacién se cuantifico el tiempo parcial de
protrombina (TTPA). La determinacion se realizd en las muestras de plasma en el momento de
su procesamiento con la técnica de rutina del laboratorio clinico de nuestro hospital mediante
estudio coagulométrico, siendo el rango de referencia de la prueba 15,8-23,8 segundos como

intervalo dentro de la normalidad™®.
Cuantificacion del Factor Xl y Factor XlI de la coagulacion

La determinacidon del Factor XI y del Factor XIl de la coagulacién se utilizaron como
marcadores de la actividad de la via intrinseca de la coagulacién. Mediante estudio
coagulomeétrico se determinaron los valores en las muestras de plasma en el laboratorio clinico
de nuestro hospital, siendo 65-150% el rango de referencia de la normalidad para e Factor Xl y

50-150% para el Factor XII'.
Cuantificacion de la enzima convertidora de angiotensina

La determinacién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) se realizd mediante
espectrofotometria en las muestras de plasma en el momento de su procesamiento con la
técnica de rutina del laboratorio clinico de nuestro hospital, siendo el rango de referencia de la

prueba 13-63 U/L como intervalo dentro de la normalidad™”.
Cuantificacion del anti-Xa

Para determinar de forma indirecta a los niveles de heparina se estudiaron los niveles de anti-
Xa (Ul/ml). Se utilizé el sistema automatico de coagulacion sanguinea segln técnica rutinaria
del laboratorio del Hospital, siendo siendo el rango de referencia de la prueba 0,20 i 0,50

Ul/mI** en pacientes no heparinizados.
Cuantificacion del fibrinégeno

La determinacion se realizd en las muestras de plasma en el momento de su procesamiento
con la técnica de rutina del laboratorio clinico de nuestro hospital por el método Von Clauss.
Se calcula directamente a partir del tiempo de coagulacidn obtenido con un reactivo especifico
de trombina. El rango de referencia de la prueba 2,38-2,98 g/L como intervalo dentro de la

- 1
normalidad™®.
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Cuantificacion del dimero D

Los niveles de dimero D se utilizaron como biomarcador de la firbinolisis. Se estudiaron
mediante inmunoensayo de particulas de latex en las muestras de plasma segun la técnica de
rutina del laboratorio clinico de nuestro hospital. El rango de referencia de la prueba es de 0-

243 ng/ml como intervalo dentro de la normalidad™®”.

Cuantificacion del complejo plasmina-alfa-2-antiplasmina (PAP)

Esta técnica se realizé en el Laboratorium voor Klinische Chemie en Hematologie (LKCH) de la
University Medical Center (UMC) de Utrecht en las muestras de plasma, que fueron enviadas
en condiciones de congelacion a -202C mediante correo aéreo. El complejo plasmina-alfa-2-
antiplasmina (PAP) es un marcador de actividad fibrinolitica, existiendo una correlacién entre

19 se utilizéd un kit

el nivel de productos de divisién de fibrina y el nivel de complejos PAP
comercial Kit ELISA complejo PAP TECHNOZYMP®. Estel kit se basa en un anticuerpo de captura
monoclonal que se dirige contra el sitio neoantigénico del complejo, un epitopo que solo se
expresa en los propios complejos. Por lo tanto, este anticuerpo es especifico sélo para
complejos y no reconoce la a2-antiplasmina ni el plasmindgeno libres. La deteccion de

complejos unidos se realiza con un segundo anticuerpo monoclonal marcado con peroxidasa

que reconoce un epitopo diferente en el complejo.

El protocolo detallado del procedimiento se encuentra en el Anexo 11.1.

5.13. Estudio del complemento

C3yCa

La determinacion de C3 y C4 se realizaron en las muestras de suero mediante nfelometria en el
laboratorio clinico de nuestro hospital, siendo el rango de referencia 85-180 mg/dL y 10-40

mg/dL, respectivamente, como intervalo dentro de la normalidad™®.

C1 inhibidor funcional y cuantitativo

La determinacion funcional de C1INH se realizé en las muestras de plasma conservadas
mediante inmunoensayo ELISA en el laboratorio clinico de nuestro hospital, siendo el rango de

referencia >65% para ser normal*®.
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La determinacion cuantitativa de C1INH se realizé en las muestras de plasma conservadas
mediante nefelometria también en el laboratorio clinico de nuestro hospital, siendo el rango

de referencia 15-35 mg/dL como intervalo dentro de la normalidad™®.
Clq

La determinacion se realizd mediante turbidimetria en las muestras de suero en el laboratorio
clinico de nuestro hospita, siendo el rango de referencia 15,7-30,6 mg/dL como intervalo

dentro de la normalidad®®.

5.14. Estudio de biomarcadores del sistema de contacto

Este estudio de los biomarcadores del sistema de contafcto se realizé en el Laboratorium voor
Klinische Chemie en Hematologie (LKCH) de la University Medical Center (UMC) de Utrecht
(Holanda) enviando las muestras de plasma en condiciones de congelacion a -202C mediante

correo aéreo.
Cuantificacion del cininégeno de alto peso molecular escindido

El cinindgeno de alto peso molecular (HK) es una proteina plasmatica que, tras la escision por
la enzima calicreina, libera el péptido vasoactivo bradicinina. La bradicinina se degrada
rapidamente mientras que el cinindgeno escindido (cHK) permanece durante varias horas en el
torrente sanguineo por lo que puede utilizarse como biomarcador de la liberacion de
bradicinina. Se realizé la identificacion de cHK con una técnica de inmunoensayo ELISA
consistente en un nanocuerpo (VHH-D1) para detectar especificamente el cHK desarrollada en
el LKCH de la UMC de Utrecht'’. El contenido capturado por VHH-D1 en una placa de
microtitulacién se detecta mediante el nanocuerpo VHH-H4 biotinilado que detecta
cinindgeno. En el plasma, es necesaria la adicion de un compuesto polianidnico para amplificar

la cantidad total de cinindgeno capturado y aumentar la avidez de unién (Figura 11).

El protocolo detallado del procedimiento se encuentra en el Anexo 11.2.
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Figura 11: Descripcion de la técnica de ELISA para la deteccion del cHK desarrikkada en la UMC de Utrecht,
Holanda

Cuantificaciéon de complejos CLINH-FXI, CLINH-FXIIl y C1LINH-PK

El inhibidor del C1 (C1INH), ademas de su efecto inhibidor sobre la via clasica del sistema del
complemento, desempefia un papel en la inhibicidon de varias proteasas plasmaticas
adicionales, siendo un inhibidor dominante de la calicreina plasmatica, el FXla y el FXlla. Tras la
activacion de estas proteasas de la coagulacion y el sistema de contacto se consume C1INH
durante el proceso inhibidor. C1INH forma complejos covalentes estables proteasa/C1INH que
se pueden medir en el plasma y reflejan la activacién de sistemas regulados por el C1INH. El
laboratorio de LKCH dispone de reactivos y protocolo para realizar un ensayo ELISA sensible,
donde los niveles de los complejos FXIA/C1-INH, FXIIA/C1-INH, PK/C1-INH se pueden expresar
de forma estandarizada, como concentraciones molares'®®. Esta técnica de inmunoensayo
ELISA consiste en un nanocuerpo (1B12) para detectar reconoce inhibidor de la esterasa C1
escindido y complejado. El contenido capturado por 1B12 en una placa de microtitulacion se
detecta, para cada proteasa, mediante el nanocuerpo policlonal biotinilado anti-FXIl, anti-PK
policlonal de oveja/cabra y I1gG policlonal anti-FXI de oveja/cabra.

Los protocolos detallados de los tres ensayos realizados se encuentran en el Anexo 11.3.

5.15. Cuantificacion de citocinas
La determinacién de IL-6 y IL-10 se realizaré mediante fluoroinmunoensayo (ELLA), técnica de
rutina del laboratorio clinico de nuestro hospital mediante fluoroinmunoensayo (ELLA), siendo

el rango de referencia para la IL-6 desconocido y para la IL-10 de 0 — 7,8 pg/mL ***.
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Para la determinacidon de resto de citocinas incluidas en estat tesis se utilizé un kit comercial
de inmunoensayo magnético Luminex® (Biotechne R&D Systems, Inc.. Minneapolis, USA). Se
trata de un ensayo multiplex basado en coating magnético que permite realizar un perfil
personalizado para analizar simultdneamente hasta 50 analitos utilizando muestras de
sobrenadante de cultivo celular, suero o plasma. Requiere un pequefio volumen de muestra
(<50 pl) y se ejecuta en un tiempo medio de 3-4 horas. Los estandares estan calibrados en
masa para obtener resultados consistentes con cada nuevo lote de material. Este analisis de

citocinas se realizé en un subgrupo de pacientes dadas las limitaciones econdmicas y técnicas.

Basandonos en la busqueda bibliografica sobre citocinas y grupos celulares potencialmente
implicados en anafilaxia se disefio un kit que incluia las citocinas que se muestran en la Tabla

6.

Tabla 6: Célula fuente principal de las citocinas analizadas

CELULA CITOCINAS
“, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-16, IL-18, 1L-33, CCL26 (eotaxina 3),
ﬁ TSLP, CCL5/RANTES
Mastocito Wipd
Basoéfilo

IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-13, IL-16, IL-18, CCL5/RANTES

@ IL-4, IL-6, IL-13, IL-33, CCL26 (eotaxina 3), CCL5/RANTES
!
Eosinofilo <

IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8/CXCLS, IL-17A, MPO, OSM, MMP (1,2,3,7,8,9,10,12,13), VEGF-D,
@ VEGF-A
Neutréfilo
. IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8/CXCLS, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IL-23, Osteopontina, CXCL2,
‘j CCL4/MIP-1B, VEGF-D, VEGF-A, TNF-a, MPO, CCL5/RANTES
Monocito/Macréfago ;
-. CXCL12, MMP (1,2,3,7,8,9,10,12,13), P-selectina, VEGF-D, VEGF-A, MPO,
=1
Plaquetas i

IL-2, IL-12, IL-13,IL-15, IL-17A, IL-22, FAS, FAS-ligand, granzima B, TNF-a, TNF-B,

Y ‘ CCL5/RANTES

Natural Killer

IL-12, IL-23, Osteopontina

Célula Dendritica

TSLP, IL-25, IL-33, VCAM-1, PAI-1, CCL11 (eotaxina 1)

Y- %

Endotelio

IL, interleucina; TGF-B, factor beta de crecimiento tumoral; TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa; CXCL, ligando de quimiocina con
motivo CXC; TSLP: linfopoyetina del estroma timico; VEGF, factor de crecimiento vascular endotelial; CCL, ligando (motivo C-C);
S1P, esfingosina-1-fosfato; MPO, mieloperoxidasa; MBP, proteina basica principal; IFN-y, interferén gamma, VCAM, molécula de
adhesion vascular; MMP, metaloproteinasas de matriz; MPO, mieloperoxidasa; OSM, oncostatina M; PAI-1, inhibidor del activador
del plasminégeno.
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Se seleccionaron 26 pacientes y se realizd la técnica en dos dias consecutivos para asegurar la
reproducibilidad de la técnica. Se analizaron en muestras se suero, realizando un duplicado en
una pequefia seleccién con muestra de plasma para ver si habia diferencias entre los 2 tipos de

muestras.

El protocolo detallado de la técnica realizada se encuentra en el Anexo 11.4.

5.16. Base de datos y estudio estadistico

Los datos demogréficos y clinicos se recuperaron de la historia clinica electrénica SAP®
Netweaver 740 (SAP Germany, EU) y mediante la anamnesis dirigida durante la visita en
consultas externas. Se realizo la base de datos en el programa IBM® SPSS® stadistics version 26
(SPSS Inc, Chicago IL, USA) con pseudoanonimizacién de los individuos para mantener la

confidencialidad de los datos.

El andlisis estadistico se realizd con la ayuda del departamento de estadistica del instituto de
recerca del Hospital Vall d’Hebron (VHIR) con financiacion de 2 becas otorgadas a la
investigacion de las Sociedades Espafiola (SEAIC) y Catalana (SCAIC) de Alergologia e
Inmunologia Clinica. Todos los andlisis se realizaron con el programa estadistico “R” (R version
4.3.0 (2023-04-21 ucrt), Copyright (C) 2015 The R Foundation for Statistical Computing). Los
datos se expresan como mediana (rango intercuartilico - IQR) [IC 95%] a no ser que se
especifique lo contrario. Para comparar variables no paramétricas entre dos o mas grupos, se
uso el test no-paramétrico Mann-Whitney U. Para comparar la distribucion de frecuencias de
variables categdricas entre dos grupos se usé el test no-paramétrico de Chi-Cuadrado (x?). Se
us6 el test ANOVA para la comparacién de datos paramétricos de los biomarcadores en el
anadlisis multivariable. Para aquellas comparaciones de variables categdricas con muestras
pequefias donde la frecuencia esperada es baja, como fue el caso del analisis de citocinas, se
uso6 el test exacto de Fisher. Para hacer en analisis de cluster seguin endotipo o fenotipo se

utilizo el test paramétrico Kruskal-Wallis.
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6. RESULTADOS
6.1. PRIMER TRABAJO

6.1.1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los individuos

En el primer estudio se incluyeron un total de 98 pacientes con anafilaxia. El 48% (n=47) de
los individuos eran hombres y su mediana de edad fue de 55,5 afios (IQR 43-66). La mayoria
(91%, 89/98) eran de etnia blanca no hispana. El 41,8% (41/98) tenian antecedentes
personales de atopia, siendo el antecedente previo de anafilaxia el mas prevalente (35,7%),
seguido de la rinitis alérgica (27,6%) y la reaccidn adversa a medicamentos (RAM) (26,5%). El
12,2% de los sujetos eran asmiiaticos y el 15% tenia alergia a alimentos. El 72,4% (71/98)
tenian antecedentes patoldgicos, siendo el mas prevalente la neoplasia (37,8%), seguido de la
enfermedad cardiovascular (35,7%) y neumoldgica (30,6%). El 56,1% (55/98) de los individuos
recibian por ello tratamiento crénico con uno varios farmacos, siendo el mas habitual un AINE
(15,3%), seguido de corticoides sistémicos o inhalados (13,3%) y los B-2-agonistas (12.2%). Dos
individuos tenian diagndstico de mastocitosis sistémica. El 71,9% estaban sensbilizados a
neumoalérgenos, el 43,8% a alimentos, el 22,9% a anisakis y ninguno al latex. La informacidn

completa sobre estos pacientes se encuentra en la Tabla 12 (pag. 96).

6.1.2. Procedencia de los pacientes y tratamiento agudo recibido durante la reaccion
anafilactica

La mayoria de los pacientes con anafilaxia (49%, 48/98) procedian de hospitalizacién, el 38,8%
(38/98) de urgencias, el 10,2% (10/98) de consultas externas de Alergologia y dos pacientes

sufrieron una anaflaxia en quiréfano.

De todos ellos, sélo el 62,2% recibid tratamiento con adrenalina intramuscular, mientras que el
88% recibid antihistaminico y/p corticoide parenteral. No se observd ninguna reaccidn adversa
a la adrenalina. Dos pacientes beta-bloqueado recibieron glucagén intramuscular para el

tratamiento de la anafilaxia, observdandose una adecuada respuesta y tolerancia.

6.1.3. Estudio alergoloégico

Se realizaron pruebas cutaneas a los farmacos en el 90% (88/98) de los sujetos con anafilaxia

de etiologia farmacoldgica, siendo positivos en el 40% (35/88) y confirmando asi la causalidad.
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Al 60,5% (32/53) de los individuos con prueba cutanea negativa se les realizd una prueba de

exposicidén controlada, siendo la provocacion positiva en el 89,7% (29/32) de los individuos.

El resumen de las pruebas cutdneas realizadas, su resultado y las pruebas de exposicion

realizadas se encuentra en la Tabla suplementaria del Anexo 11.5.

6.1.4. Etiologia de la anafilaxia

La causa mas habitual de anafilaxia fueron los farmacos no bioldgicos (35,7%, 35/98) seguido
de quimioterapicos (25,5%, 25/98), alimentos (12,2%, 12/98) y farmacos bioldgicos (11,2%,
11/98), contrastes paramagnéticos (4,1%, 4/98), anisakis (2%, 2/98), contraste iodado (1%,
1/98), veneno de himendptero (1%, 1/98), reaccidon por suero/plasma (1%, 1/98). No se
identificd la causa tras el estudio alergoldgico en seis individuos (6,1%). Las causas de la

anafilaxia se resumen en la Tabla 7.

El metamizol fue el principal AINE implicado en las reacciones anafilacticas (en 8 pacientes),

mientras que la amoxicilina fue el antibiético que causé mds anafilaxia (en 6 pacientes).

De los pacientes que sufrieron una anafilaxia por fdrmaco quimioterapico, los taxanos fueron
los mayoritariamente implicados (en 6 pacientes), en concreto el paclitaxel, seguido por los

platinos (en 8 pacientes), sobretodo carboplatino.

El rituximab fue el principal farmaco biolégico causante de anafilaxia (en 6 pacientes) en

nuestra corte de pacientes.

Dentro de los alimentos, los vegetales con proteina nsLTP fueron la principal causa de

anafilaxia (en 6 pacientes), seguido por el marisco (en 3 pacientes).

Tabla 7: Etiologia de anafilaxia

CAUSA N (%)
ALIMENTOS 12 (12.2%)
ANISAKIS 2 (2%)
FARMACO BIOLOGICO 11 (11.2%)
QUIMIOTERAPICO TAXOL 9(9,2%)
PLATINO 8 (8,2%)
OTRO 8 (8,2%)
FARMACO NO BIOLOGICO ANTIBIOTICO BETA-LACTAMICO 9 (9,2%)
OTRO ANTIBIOTICO 3(3,1%)
AINE 19 (19,4%)
OTRO FARMACO 4(4,1%)
CONTRASTE YODADO 1(1%)
CONTRASTE PARAMAGNETICO 4 (4.1%)
VENENO HIMENOPTERO 1(1%)
SUERO/PLASMA 1 (1%)]
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DESCONOCIDO 6 (6.1%)

6.1.5. Endotipos de anafilaxia

El 47% (n=46) de las anafilaxias fueron mediadas por “endotipo IgE”)y el 19,4% (n=19) fueron
por “endotipo liberacidn de citocinas”. En un 10% (n=10) de los casos el endotipo implicadofu
el “endotipo no IgE / inhibicion de COX-1”, y en el 11,2% ( n=11) fue “endotipo mixto”
(mastocito + liberacion de citocinas). En el 12,2% (n=12) de los casos no se pudo dilucidar el

mecanismo subyacente y se catalogaron como “endotipo desconocido” (Figura 12)

IgE
Liberacidn citocinas
Desconocido

Mixto

No-IgE/inhib COX-1

Figura 12: Distribucion de los individuos seguin endotipo de anafilaxia (n individuos)

6.1.6. Fenotipos de anafilaxia

De forma global, la manifestacidn clinica mas comun fue la clinica cutanea (84,7%, 83/98),
seguida de la digestiva 40,8%, 40/98), respiratoria (38,8%, 38/98) vy la circulatoria (31,6, 31/98).
La afectacion neuroldgica fue la menos prevalente, tan sélo presente en el 25,5% (25/98) de

los sujetos.

Si separdbamos los aparatos o sistemas afectados en la anafilaxia segin endotipos se

encontraron resultados interesantes.

” u

Los individuos con endotipos mediado por mastocito (“endotipo IgE mediado”, “endotipo no
IgE emdiadio /inhibicion COX-1" y “endotipo mixto”) presentaron con mas frecuencia sintomas

cutaneos que los individuos con “endotipo liberacién de citocinas”.

Los individuos con “endotipo no IgE mediado / inhibicién COX-1” presentaron mayor

afectacién respiratoria (especialmente via respiratoria alta) y circulatoria que los otros grupos.
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En el “endotipo liberacién de citocinas” se observd con menor frecuencia la presencia de

clinica digestiva durante la anafilaxia.

Los individuos con “endotipo desconocido” presentaron con menor frecuencia que otros

grupos afectacidn de la via respiratoria baja.

La afectaciéon de clinica neurolégica fue similar en todos los endotipos, siendo un poco menos

Ill

frecuente en el “endotipo mixto”.

El resumen de los resultados se encuentra en la Figura 13.

IgE

No IgE/inhib COX-1 | Circulatoria

M Respiratoria

H VRI
Mixto
VRS
m Digestiva
) L Cutdnea
Liberacidn citocinas
Neuroldgica

Desconocido

0% 10% 20% 30%  40% 50% 60% 70% 80% 90%  100%

Figura 13: Aparatos o sistemas afectados seguin el endotipo de anafilaxia (% individuos)
VRI, via respiratoria inferior; VRS, via respiratoria superior

Cuando analizabamos las manifestaciones clinicas segln la causa de la anafilaxia, observamos
patrones. Como se puede apreciar en la Figura 14, la afectacién cutdnea era la mas prevalente
independientemente de la causa de la anafilaxia, a excepcidon de la causa farmaco
quimioterapico y la causa desconocida. La afectacidn de via respiratoria alta (Afectacion de la
rinofaringe o la hipofaringe) fue mas frecuente en la causa de alergia alimentaria y en
tratamientos bioldgicos. La afectacion digestiva fue similar en todos los grupos, a excepcion de
la causa contraste paramagnético, donde estuvo presente en todos los individuos, y en la
causa desconocida, presente en el 66% de los individuos. La afectacidn neuroldgica estuvo

repartida en casi todos los grupos de forma parecida, al igual que la afectacién respiratoria
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baja. Respecto a la afectacion circulatoria, fue mds prevalente en la anafilaxia por contraste

yodado y por veneno de himendptero.

Desconocido ﬁ | ‘ ‘ ‘ ‘

Himendptero

Suero/plasma

Anisakis M Circulatoria
M Respiratoria
Contraste paramagnético = VRI
VRS
Contraste yodado
m Digestiva
Alimento m Cutdnea

| | ™ Neuroldgica
Farmaco bioldgico

Quimioterapico

Farmaco

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 14: Aparatos o sistemas afectados segun la etiologia de anafilaxia (% individuos)
VRI, via respiratoria inferior; VRS, via respiratoria superior

6.1.7. Gravedad de la anafilaxia

De las 98 anafilaxias incluidas, el 31% (30/98) fueron leves, el 11% (11/98) moderadas A, el
13% (12/98) moderadas B y el 45% (44/98) fueron graves. No hubo ninguna anafilaxia fatal.

En la Figura 15 se resume la distribucién de la gravedad segun los diferentes endotipos. En
general hubo una distribucion homogénea excepto por una excepcidn. Los individuos con
“endotipo IgE mediado” presentaron anafilaxias de grado moderada A a diferencia de los otros
tres endotipos (“endotipo liberacidén de citocinas”, “endotipo no IgE / inhibicién COX-1" y
“endotipo mixto”). Los individuos de “endotipo desconocido” presentaban una distribucién de
gravedad similar a los individuos de “endotipo IgE-mediado” y ninguno presentd anafilaxias de

grado moderada B.
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Figura 15: Gravedad de la anafilaxia segiin endotipo de anafilaxia (% individuos)

También se analixd la distribucion de la gravedad segun la etiologia de la anafilaxia (Figura 16).

Los farmacos no bioldgicos y los farmacos quimioterdpicos fueron los principales causantes de

anafilaxias graves. Todas las reacciones por contraste yodado, suero/plasma, anisakis y veneno

de himendptero fueron graves. Ninguna de las reacciones por contraste fue leve. Ninguna de

las anafilaxias por farmacos bioldgicos presentaron criterio de Moderada A.

Desconocido
Himendpteros
Suero/plasma

Anisakis
Contraste paramagnético

Contraste yodado

Alimento

Farmaco bioldgico

"I'I'I'I'I'r

Quimioterapico

Farmaco

|

o

N
Do —
o + —
o)

10 12 14

16

18

B Grave
Moderada B
Moderada A

Leve

Figura 16: Distribucion de los grados de gravedad segtin la etiologia (n individuos)
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6.1.8. Cofactores

Sélo un 8,1% (n= 7) de los individuos del grupo anafilaxia asocié cofactores, siendo los mas

frecuentes el alcohol (n=2, el ejercicio (n=2) y el AINE (n=2).

Cuando el cofactor estaba presente, el 57% de las anafilaxias fueron graves, 28,6% moderadas

y el 24,4% leves.

6.1.9. Valores basales y agudos de la triptasa sérica

La media de triptasa sérica basal fue de 6 + 8 mcg/L, siendo > a 11,4 mcg/L en los dos pacientes
con mastocitosis. Si se comparaban las tritpasas séricas basales segun gravedad de la reaccién,
etiologia, endotipo o fenotipo no se hallaron diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05).

El 74.5% (73/98) de pacientes elevaron la triptasa durante la anafilaxia. Se considerd elevacion
significatvia de la triptasa cuando era igual o superior al 120% + 2 del valor basal a las 2h o a las

6h de la reaccion anafilactica.

6.1.9.1. Elevacion de la triptasa sérica segtn la etiologia de la andfilaxia

La elevacion de triptasa fue mayor cuando la causa de la anafilaxia fue por suero/plasma,
anisakis y contraste yodado, destacando que los individuos incluidos en estos grupos fueron
pocos y también que la graduacion de anafilaxia por estas causas fue grave. Mds del 60% de los
individuos elevaron la triptasa sérica en el grupo de farmacos bioldgicos y quimioterapicos. En
cambio, sdélo el 50% de los individuos con reaccién por farmacos no bioldgicos y alimentos
elevd la triptasa. En los casos de causa desconocida, tan sélo un 33,3% elevaron triptasa y el
paciente con anafilaxia por himendptero no elevd triptasa. En la Figura 17 se resumen estos

resultados.
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Desconocido

Alimento

Contraste paramagnético
Farmaco

Farmaco bioldgico
Quimioterdpico
Suero/plasma

Anisakis

Contraste yodado

m D Triptasa sérica

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 17: Elevacion de triptasa sérica igula o superior a 120%+2 de la basal segun la etiologia de la anafilaxia

6.1.9.2. Elevacion de la triptasa sérica segun la gravedad de la andfilaxia
La elevacion de triptasa fue superior a mayor gravedad de la reaccion de forma
estadisticamente significativa tanto para la determinacién en T1 (p=0,009) como en T2

(p=0,024). Figura 18.
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Figura 18: diferencia entre la triptasa sérica aguda y su basal (mcg/L) a las 2h (T1) y 6h (T2) segun la gravedad de
la anafilaxia.

Diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el
valor maximo.

Mod A, moderada A; Mod B, moderada B

6.1.9.3. Elevacion de la triptasa sérica segtin el endotipo de la anafilaxia

La triptasa en T1 y T2 de la reaccién se elevd mas en el “endotipo IgE mediado” (22.6 + 28.8 y
14,3+12,2) y “endotipo mixto” (27,3+£30,7 y 19,7+11,5) respecto al “endotipo liberacién de
citocinas” (10,7+13,9 y 9,8+11,7) y al “endotipo no IgE / inhib COX-1” (8,2%4 y 8,3%5,6) de

forma estadisticamente significativa (p=0,022 y p=0,007 respectivamente). Figura 19.
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Figura 19: elevacion de la triptasa sérica (mcg/L) a las 2h-T1 (A) y las 6h-T2 (B) segtin el endotipo de anafilaxia.
Diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el
valor maximo.

0= IgE mediado, 1= Infusional, 2= no IgE/inhibicién COX-1, 4 = Mixto, 5= Desconocido.

6.1.9.4. Elevacion de la triptasa sérica segtn el fenotipo de la andfilaxia

La afectacidn circulatoria y digestiva se asocid a mayor elevacion de la triptasa sérica en T1

(p=0,001 y p=0,014 respectivamente) y T2 (p=0,003 y p=0,036). Figura 20.
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Figura 20: Diferencia entre la triptasa sérica aguda y su basal (mcg/L) a las 2h (T1) y 6h (T2) segun la presencia o
no de sintomas cardiovasculares o digestivos.

Diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el
valor méaximo.
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No hubo diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en los valores de la triptasa aguda

respecto el basal para el resto de fenotipos de la anafilaxia.

6.1.10. Valores basales y agudos de los biomarcadores de la coagulacién y la
fibrindlisis

A nivel global, todos los pacientes presentaron valores basales de TTPA, FXI y FXII, anti-Xa,
fibrindgeno, dimero D dentro de los rangos de la normalidad. Los valores basales de complejo

PAP fueron de 0,22 + 10,2.

En la Tabla 8 se representan el porcentaje de sujetos que presentaron una elevacion de al
menos un 20% respecto a su valor basal de los biomarcadores analizados durante la fase aguda
de la anafilaxia. Los biomarcadores que se elevaron en la mayoria de las reacciones
anafilacticas fueron el dimero D (85,9%), en anti-Xa (66,2%) i el complejo PAP (65,5%). El
dimero D se elevé con mas frecuencia que la triptasa sérica (85,9% vs 74,%) en la fase aguda

de la anafilaxia.

Tabla 8: % de individuos que presentaron una elevacion 220% respecto a su valor basal durante la fase aguda de
la anafilaxia

Anti-Xa
66,2%

Dimero D
85,9%

TTPA (seg)
11,5%

Complejo PAP
65,5% 31%

Fibrinégeno FXI FXII
31,2% | 24,7%

La Tabla 9 muestra el resultado del analisis multivariante por la variable no elevacién de
triptasa sérica 2120%+2 de la triptasa sérica basal. Se seleccionaron aquellos biomarcadores
que tenian mas de 5 individuos con un aumento >20% en T1y T2 de la anafilaxia respecto a TO.

El dimero D y el anti-Xa son aquellos que muestran mayor fuerza de asociacion.

Tabla 9: Odds ratio de prediccion de anafilaxia para los biomarcadores elevados en individuos sin elevacion de
triptasa sérica

Odds Ratio Cl (lower) ClI (upper) Pr(>]z]) | N
Dimero D 2.39 0.66 7.91 0.16 96
FXI 1.09 0.36 3.73 0.887 94
FXII 1.06 0.33 4.13 0.921 94
Anti-Xa 1.70 0.08 18.97 0.674 69

6.1.10.1. Biomarcadores de la coagulacion y la fibrindlisis segun la etiologia de la anafilaxia
Si estratificdbamos los valores basales de los biomarcadores de coagulacién y fibrinolisis por
etiologia de la reaccidon anafilactica no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (p>0,05).
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En cambio, cuando comparabamos la determinacién basal con la aguda durante la reaccién
anafilactica se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el dimeroD en Tly
T2h, que estaba menos elevado de forma significativa en la causa por anisakis respecto al resto
de causas (p<0,005). No hubo diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) para el resto

de biomarcadores (TTPA, FXI, FXII, anti-Xa, fibrindgeno y complejo PAP).

6.1.10.2. Biomarcadores de la coagulacion y la fibrindlisis seguin gravedad de la andafilaxia

Si estratificdbamos los valores basales de los biomarcadores de coagulacién vy fibrinolisis por
gravedad de la reaccidon anafilactica no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05), pero se observaban tendencias a niveles de dimero D, FXI, FXIl y anti-Xa

mas elevados a mayor gravedad.

Si comparabamos la determinaciéon basal con la aguda durante la reaccion anafilactica se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para valores de dimero D en T1 entre
leve y grave (p=0.003) y comparativo en todos los grupos en T2 (p=0,001), y el complejo PAP
en T2 (p=0,017), estando mas aumentado en la fase aguda de los individuos con anafilaxias

graves (Figura 21).
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Figura 21: Elevacién de dimero D (ng/ml) y del complejo PAP (nM) a las 2h (T1) y 6h (T2) segun la gravedad de la
anafilaxia

Diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el
valor maximo.

MOD A, moderada A; MOD B, moderada B

No hubo diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) para el resto de biomarcadores

(TTPA, FXI, FXII, anti-Xa y fibrindgeno).

6.1.10.3. Biomarcadores de la coagulacion y la fibrindlisis segtin endotipo de andfilaxia
Se observaron diferencias estadisticamente significativas cuando se compararon los valores
basales de anti-Xa (p=0,039) y fibrindgeno basales (p=0,026) segun el endotipo de anafilaxia,

mostrandose mas elevado en el “endotipo liberacién de citocinas” y “endotipo mixto” (Figura

22).
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Figura 22: valores basales de fibrindgeno (A) y anti-Xa (B) seguin el endotipo de la anafilaxia

Diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el
valor maximo.

1= IgE mediado, 2= Liberacién citocinas, 3= No IgE/inhibicion COX-1, 4 = Mixto, 5= Desconocido.

Si comparabamos la determinacién basal con la aguda durante la reaccion anafilactica, el

Ill

Factor Xll de la coagulacién disminuyd de forma significativa (p=0,03) en T1 en el “endotipo
liberacion de citocinas” y “endotipo mixto” respecto los otros endotipos. El dimero D en T1 se
elevé de forma significativa en el “endotipo liberacién de citocinas” y casi no se elevé en el
“endotipo no IgE / inhibicién COX-1” (p= 0,004). En T2 se elevd en los endotipos “liberacién de

citocinas” y “mixto” y, de nuevo, casi no se elevé en el “endotipo no IgE / inhibicién COX-1"

(p=0,035) (Figura 23).
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Figura 23: Elevacion de biomarcadores coagulacion y fibrinolisis setin el endotipo de anafilaxia.

A) Valores de Factor XII (%) a las 2h(T1); B) Valores de dimero (ng/mL) a las 2h(T1); C) Valores de dimero (ng/mL) a
las 6h (T2). Representados en diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana,
el tercer cuartil (superior) y el valor maximo.

1= IgE mediado, 2= Liberacidn citocinas, 3= No IgE/inhibicion COX-1, 4 = Mixto, 5= Desconocido.

El fibrindgeno, TTPA(seg), factor XI y complejo PAP no mostraron cambios estadisticamente

significativos durante la fase aguda.
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6.1.10.4. Biomarcadores de la coagulacion y la fibrindlisis segtin fenotipo de anafilaxia
No hubo diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en los valores basales de TTPA,
FXI, FXIl, anti-Xa, fibrindgeno, dimero D y complejo PAP si se comparaban los pacientes segln

el fenotipo de anafilaxia.

Los individuos con sintomatologia cutanea mostraron niveles de dimero D en T1 (p=0,021) y

complejo PAP (p=0,014) en T2 mas bajos que los que no.

Los individuos con afectacidn circulatoria mostraron niveles de dimero D en T1y T2 (p=0,001)

y complejos PAP en T1 (p=0,002) y T2 (p=0,005) mas elevados que los que no.

Los individuos con clinica digestiva disminuyeron mas los niveles de fibrindgeno en T1

(p=0,018) que los que no.

Los individuos con clinica respiratoria consumian menos factor Xl y Xl que los que no la
presentaban, siendo estadisticamente significativo solo para FXI en T1 (p=0,023) vy T2

(p=0,026).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) para sintomas

neuroldgicos.

6.1.11. Valores basales y agudos de biomarcadores de sistema de contacto
A nivel global, todos los pacientes presentaron valores basales de C3, C4 y ECA, dentro de los

rangos de la normalidad.

Los valores basales (nM) de cHK fueron de 1,68 * 1,42, los del complejo FXla/C1-INH fueron de
0,54 + 0,46, los del complejo FXlla/C1-INH fueron de 0,11 + 0,07 y los del complejo PK/C1-INH
fueron de 0,095 +0,25.

En la Tabla 10 se representan el porcentaje de individuos que presentaron una elevacion de al
menos un 20% respecto a su valor basal del biomarcador durante la fase aguda de la anafilaxia.
Ninguno de los biomarcadores del sistema de contacto superd a la triptasa en proporcion de
individuos con elevacion en la fase aguda.

Tabla 10: Porcentaje de individuos que presentaron una elevacién de al menos un 20% respecto a su valor basal
durante la fase aguda de la anafilaxia

Complejos PK/C1-INH | Complejos FXIIA/C1-INH | cHK | ECA | €3 | ca | Complejos FXIA/C1-INH |
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67,9% 59,3% 54,8% | 51,3% | 48,5% | 39,4% 25,9%
N=19 N=16 N=17 | N=40 | N=16 | N=13 (N=7)

Se realizé un andlisis multivariante por la variable no elevacion de triptasa sérica 2120%+2 de
la triptasa sérica basal. Se seleccionaron aquellos biomarcadores que tenian mas de 5
individuos con un aumento 220% en T1 y T2 de la anafilaxia respecto a TO. La ECA fue el
pardmetro que mostré mas fuerza de asociacidn con anafilaxia cuando la triptasa no se

elevaba, con un Odds ratio de 0,62, seguido del C3 (OR 2,20) y C4 (OR 1,73).

6.1.11.1. Biomarcadores de sistema de contacto segun la etiologia de la andfilaxia

Ninguna biomarcador del sistema de contacto dio resultados estadisticamente significativos
(p>0,05) si comparabamos sus valores basales y agudos segln la etiologia de la anafilaxia.

6.1.11.2. Biomarcadores de sistema de contacto segun la gravedad de la andfilaxia

Si estratificAbamos el grupo anafilaxia segin gravedad, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para valores basales de complejo FXla/C1-INH (p=0,032), como
se puede observar en la Figura 24, estando mas disminuido en las anafilaxias moderadas y
graves. No fueron estadisticamente significativos (p>0,05) para complejo FXlla/C1-INH,
complejo PK/C1-INH, ECA, C3 y C4 pero mostraron tendencia a estar mas disminuidos, y el cHK

a estar mas aumentado, en las anafilaxias mas graves.
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Figura 24: valores basales de complejos FXla/C1-INH (nM) segtin la gravedad de la anafilaxia.
Diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el
valor maximo.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en la fase aguda para
los valores de C3, C4, ECA, cHK, complejo FXla/C1-INH, complejo FXlla/C1-INH y complejo
PK/C1-INH.
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6.1.11.3. Biomarcadores de sistema de contacto segtn el endotipo
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en los valores basales y
agudos de C3, C4, ECA, cHK, complejo FXla/C1-INH, complejo FXlla/C1-INH y complejo PK/C1-

INH si estratificdAbamos por endotipo de anafilaxia.

6.1.11.4. Biomarcadores de sistema de contacto segtn el fenotipo
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en los valores basales
de C3, C4, ECA, cHK, complejo FXIA/C1-INH, complejo FXIIA/C1-INH y complejo PK/C1-INH si

estratificdbamos por fenotipo de anafilaxia

En la determinacién aguda durante la reaccidon anafilactica, los individuos con sintomas
cutédneos mostraron valores de cHK a las 6h (p=0,007), complejos FXIA/C1-INH en T1 (p=0,005)
y T2 (p=0,048) y complejos PK/C1-INH en T1 (p=0,05) mas elevados que los que no la

presentaron (Figura 25)
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Figura 25: Elevacion de biomarcadores coagulacion y fibrinolisis segtin la presencia de clinica cutanea.
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A) Valores de complejo FXla/C1-INH a las 2h (T1); B) Valores de complejo FXla/C1-INH a las 6h(T2); C) Valores de
complejos PK/C1-INH a las 2h (t1); D) Valores de cHK a las 6h(T2). Representados en diagrama de caja que muestra
el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el valor maximo.

No se encontraron diferencias estadisticamente significatives (p>0,05) para sintomas

respiratorios, digestivos, neuroldgicos o circulatorios.

6.1.12. Valores basales y agudos de citocinas

Se recogieron los resultados de IL-6 y IL-10 realizados de forma rutinaria en nuestro hospital y
se analizaron en un subgrupo de 26 pacientes con anafilaxia mediante inmunoensayo
magnético el resto de citocinas. Este subgrupo estuvo formado por anafilaxias de diferentes
endotipos, etiologias y gravedad, quedando distribuidas de la siguiente forma: diez con
anafilaxia por quimioterapia (cinco con “endotipo IgE mediado” y cinco con “endotipo
liberacion de citocinas”), ocho con anafilaxia por AINE (cuatro con endoipo IgE mediado y
cuatro con endotipo no IgE / intolerancia COX-1), cuatro con anafilaxia por alimentos
(“endotipo IgE mediado”) y cuatro anafilaxias graves con afectacidén circulatoria (choque
anafilactico). Durante la realizacidn del analisis se perdieron parte de los resultados de una de
las placas de inmunoensayo magnético realizadas, motivo por el que las citocinas TNFa, TNFj,
IL23, IL4, VEGFA, MMP-3, MMP-8, TSLP, VCAM-1 tan sélo se realizaron en 19 individuos. La
comparacién entre muestras de plasma y suero mostraron que las citocinas daban resultados
comparables a excepcién de MMP-1, MMP-8, MMP-9, RANTES, MPO, PAI-1, IL-33, IL-8, , P-
selectina, y osteopontina que daban valores mas altos en suero y VEGF-A que daba valores

mas altos en plasma.

La Tabla 11 muestra los valores basales en mediana y rango intercuartilico (IQR) de las

citocinas estudiadas.

Tabla 11: valores basales de las citocinas estudiadas en los pacientes con anafilaxia

MMP9 MMP2 RANTES MPO TNFa MMP3 VEGFA MMP8 IL4 TNFb P-SELEC

Mediana 244591 5285,81 327,505 1784,44 22,59 14672 99,61 6602 235 2,435 62248

(pg/mL)
IQR 1696,23  1023,9375 465,405 2899,305 12,39 10642 104,45 8875 59  1,8025 46692

PAI-1 IL6 IL33 IL3 IL8 MMP1 MMP7 IL-10 CXCL2 IL1b IL25
Mediana 543315 4,05 69,39 39,79 33,54 15185 1501 10,89 403,5 21,62 618
(pg/mL)
IQR 188815,75 6,56 37,48 16,48 65,698 2965 2003,25 6,96 586,25 7,87 301,25

MMP12 1L22 cCL4 IL1b FAS-L FAS IL17 L2 CCL26 IL13
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Mediana 24,205 5,865 1103,5 23,38 28,35 7602,5 11,9 10,95 30,67 662,5

(pg/mL)

IQR 4,84 10,53 334,25 6,49 15,57 86655 4,17 535 16,10 740,31
GRANZB OSM IL15 VEGFD MMP10  IL23  CCL11 IL18 TSLP MMP13  IL5

Mediana 92,66 8470 30,65 676 596 115 192,5 373 7,69 610 5,12

(pg/mL)

IQR 28,77 3216 12,69 19525 534,55 174,995 79,00 431 3,88 219,25 23,45

Debido al tamafio de la muestra inferior de los individuos incluidos en el estudio de citocinas
respecto el total de pacientes con determinacién de triptasa sérica (26 vs 98), no se pudieron
obtener resultados estadisticamente significativos al comparar estos biomarcadores con la
triptasa sérica. Tampoco tenemos puntos de cortes a partir de los cuales se pueda indicar que
una citocina estd elevada o disminuida, puesto que los valores normales en la poblacién no
estdn claramente definidos y hay mucha variabilidad interindividual. Por ello se realizd una
valoracidon de incrementos y descensos del 20% de cada citocina, asumiendo que esta
diferencia podria no estar tan ligada al azar y puesto que para la triptasa se aceptd durante un
tiempo un incremento del 20% respecto al valor basal. También se compard si cuando se
observaban incrementos o disminuciones >20% de la citocina en un numero significativos de
individuos (>40%), esto se correlacionaba con una elevacién significativa de la triptasa sérica,

para comparar este posible biomarcador con la triptasa sérica.

La IL-10 se incrementd un 20% en >50% de los individuos con mayor frecuencia que la triptasa
sérica (19/26 vs 17/26) y se correlacionaba con la elevacidn de triptasa sérica. MMP-8 se elevd
un 20% en igual proporcidén que la triptasa sérica (11/19 vs 11/19) y P-selectina en menor

proporcion que la triptasa sérica (13/26 vs 17/26).

PAI-1 disminuyd un 20% en >50% de los individuos, en mayor proporcién que la triptasa sérica
(19/26 vs 17/26) y la IL-22 y la Osteopontina en menor proporcion que la triptasa sérica (15/26
y 13/26 vs 17/26). No se correlacionaba con la elevacidn de triptasa sérica, por lo que la

complementaban.

La IL-6 y CCL5/RANTES se incrementaron un 20% en >50% de los individuos con la misma

frecuencia que la triptasa sérica (17/26 vs 17/26) y MMP-10 por debajo de la triptasa sérica
(14/26 vs 17/26). Tampoco se correlacionaban con la elevacidn de triptasa sérica, por lo que la

complementaban.

Las siguientes citocinas no se elevaron o disminuyeron mas de un 20% respecto a su valor

basal con mas frecuencia que la triptasa sérica: TNF alfa y TNF beta, IL-1a, IL-16, IL-2, IL-3, IL-4,
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IL-5, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-18, IL-23, IL-25, IL-33, CXCL2/MIP-2 alfa, CCL4, VEGF-A, VEGF-
D, MPO, OSM, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-12, MMP-13, FAS, FAS-L,
Granzima B, TSLP, CCL-26, CXCL11/Eotaxina-1

En la Figura 26 se representa representa el porcentaje de pacientes que presentaban elevacion
de IL-6, IL-10, CCL5/RANTES y disminucién de PAI-1 en relacién con la elevacién de triptasa

sérica en el subgrupo analizado para citocinas.

Triptasa ¢

MIL-6
65,4% (n=17)

4 CCL5/RANTES
65,4% (n=17)

4 PAI-1
73,1% (n=19)

Triptasa Triptasa @

M IL-10
26,9% (n=7)

Triptasa ¢

Figura 26: Citocinas elevadas en mayor proporciéon que a triptasa sérica y solapamiento con triptasa sérica
elevada

6.1.12.1. Valores de citocinas segtn la etiologia de la andfilaxia

Ninguna citocina dio resultados estadisticamente significativos (p>0,05) si comparabamos sus
valores basales y agudos segln la etiologia de la anafilaxia.

En los pacientes con anafilaxia por alimentos se observé una disminucion de la IL-2, IL-3, IL-
8/CXCLS, IL-13, IL-22, osteopontina, MMP-1, MMP-7, CCL-26 en la fase aguda de >20% de su
valor basal. CCL11 presenté tendencia a la disminucidnen este grupo. La IL-10 aumentd en
todos los isujetos >20% respecto su valor basal, superando a la triptasa sérica en este grupo

(100% vs 60%).

En el grupo de anafilaxia por AINE todos los individuos a excepcion de 1 (7/8) presentaron una
disminucion >20% de la MPO y 6/8 un incremento >20% de la MMP-8. CCL5/RANTES aumento
>20% respecto su valor basal en todos los individuos con reaccidn IgE mediada a AINE, a

diferencia de los otros grupos que no fue tan frecuente su elevacion.
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6.1.12.2. Valores de citocinas segun la gravedad de la andfilaxia

Ninguna citocina dio resultados estadisticamente significativos (p>0,05) si comparabamos sus
valores basales y agudos segln la etiologia de la anafilaxia.

La IL-10 y el MMP-9 aumentaron en la fase aguda >20% y el MMP-2 disminuyé >20% de su
valor basal en todos los individuos con anafilaxia grave con afectacién circulatoria. Ademas,
todos estos individuos presentaban valores indetectables de MMP-13 tanto a nivel basal como
agudo. El 60% de los individuos con anafilaxia grave con afectacion circulatoria presentaron un
incremento de >20% del PAI-1, y el otro 40% presentd un incremento que no llegd al 20%

respecto el valor basal, cosa que no se objetivé en el resto de grupos.

6.1.12.3. Valores de citocinas segun el endotipo de andfilaxia
MMP-9, RANTES, MPO presentaron una elevacion estadisticamente significativa en su valor
basal (p=0,022, p=0,046 y p=0,006 respectivamente) para los endotipos de predominio

activacion MC, el “endotipo IgE mediado” y el “endotipo no IgE / inhibicion COX-1".

La IL-13 estaba basalmente elevada (p=0,035) para en el “endotipo no IgE / inhibicion COX-1".
El MMP-8 y el MMP-10 presentaron una elevacidn estadisticamente significativa respecto su
valor basal para el “endotipo liberacién de citocinas” y el “endotipo mixto” (p=0,047 y p= 0,032

respectivamente).

IM

Todos los individuos del “endotipo liberacion de citocinas” presentban una IL-6 basal superior

a el resto de endotipos de forma estadisticamente significativa (p=0,042). Figura 27.
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Figura 27: Citocinas (pg/mL) que presentaron una elevacion estadisticamente significativa en su valor basal segtin
el endotipo

Diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el
valor maximo.

1= IgE mediado, 2= Liberacidn citocinas, 3= no IgE/inhibicion COX-1, 4 = Mixto

6.1.12.4. Valores de citocinas segtn el fenotipo de anafilaxia

Ninguna citocina dio resultados estadisticamente significativos (p>0,05) o tendencias para sus
valores basales o agudos segln el aparato o sistema afectado durante el episodio de anafilaxia.
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6.2. SEGUNDO TABAJO

6.2.1. Algoritmo del estudio

En el segundo estudio se incluyeron los 98 pacientes con anafilaxia del primer trabajo, 59
pacientes con angioedema, 12 pacientes con urticaria y 12 controles (Figura 28). Este grupo
control estuvo compuesto un 50% por individuos con antecedentes atdpicos y un 50% por
individuos no atépicos para de esta forma valorar si habia diferencias en los valores basales

entre los dos grupos.

Inclusién de
pacientes
2017-2019
I T T 1
Grupo Grupo Grupo
Anafilaxia Urticaria Angioedema
(n=98) (n=12) (n=59)
—
l_lﬁ r T 1
Aguda Crénica f\iedidadolnor Mixto Mediacola Atopicos No atépicos
mastocito - bradicinina
(n=6) (n=6) (n=45) (n=6) (n=8) (n=6) (n=6)

Figura 28: Algoritmo de la distribucién de individuos del segundo trabajo

6.2.2. Caracteristicas demograficas y clinicas de los sujetos

La distribucion por sexo fue similar en los 4 grupos (aproximadamente itad y mitad mujeres) y
el rango de edades fue similar en los grupos anafilaxia, urticaria y angioedema (medianas entre
54 y 60 afios), mientras que en el grupo control eran mas jévenes, con mediana de 35,5 afos.
La mayoria de individuos eran de etnia blanca no hispana en todos los grupos. Entre el 40 y el
50% de los individuos tenian antecedentes personales de atopia, excepto en el grupo
angioedema, donde solo eran un 25,4%. La anafilaxia previa y el asma fueron mas prevalentes
en el grupo anafilaxia, la reaccién adversa a medicamentos (RAM) en el grupo urticaria y la
rinitis alérgica en el angioedema. En todos los grupos al menos el 50% de los individuos tenian
antecedentes patoldgicos y recibian por ello tratamiento crénico con algun o varios farmacos.
Habia mas asmaticos con uso habitual de B-2-agonista en el grupo control que en el grupo

anafilaxia (25% vs 12,2%).
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Los individuos del grupo anafilaxia estaban mas sensibilizados a alérgenos cutaneos (p<0,001)

gue el grupo urticaria y angioedema.

La Tabla 12 resume las caracteristicas demograficas y clinicas de los 4 grupos.

Tabla 12: Caracteristicas demograficas y clinicas de los individuos incluidos en el segundo trabajo.

SEXO MASCULINO n(%)

EDAD mediana afios
[1aR]

FUMADOR n(%)
ENOLISMO n(%)
OTROS TOXICOS n(%)
RESIDENCIA URBANA n(%)
RAZA CAUCASICA n(%)
ANTEC. FAMILIARES ATOPIA
ANTEC. PERSONALES ATOPIA
rinitis n(%)
asma n(%)
alergia alimentos n(%)
ram n(%)
dermatits atépica n(%)
dermatitis contacto n(%)
urticaria n(%)
anafilaxia n(%)
MASTOCITOSIS n(%)
ANTEC. PATOLOGICOS n(%)
enf. cardiovascular n(%)
enf. neumologica n(%)
enf. autoinmune n(%)
inmundeficiencia n(%)
neoplasia n(%)
enf. digestiva n(%)

insuf. renal crénica n(%)

insuf hepatica crénica n(%)

enf. psiquiatrica n(%)

enf. endocrina n(%)

enf. neuroldgica n(%)
TRATAMIENTO CRONICO n(%)

inmunosupresores n(%)

ieca n(%)

aine n(%)

corticoide n(%)

antileucotrieno n(%)

antidepresivo n(%)

CONTROL  ANAFILAXIA  URTICARIA  ANGIOEDEMA  p.value
12(6.63%) 98 (54.14%) 12 (6.63%) 59 (32.6%)

5(41.7%) 47 (48%) 5 (41.7%) 32 (54.2%) 0.752
355 55.5 54 60 0.159
[31,57.5]  [43, 66] [47.5,635] [44,71]

3 (25%) 35(35.7%)  4(33.3%) 14 (23.7%) 0.443
1(8.3%) 9 (9.2%) 1(8.3%) 4 (6.8%) 0.965
0 (0%) 3(3.1%) 1(8.3%) 0 (0%) 0.194
11(91.7%) 96 (98%) 12 (100%) 59 (100%) 0.373
10(83.3%) 89(90.8%)  10(83.3%) 54 (91.5%) 0.223
3 (25%) 9 (9.2%) 1(8.3%) 2 (3.4%) 0.087
4(33,3%)  41(41.8%)  5(41.7%) 15 (25.4%) 0.134
5(41.7%)  27(27.6%)  0(0%) 6 (10.2%) 0.002
3 (25%) 12 (12.2%)  0(0%) 2 (3.4%) 0.044
1(8.3%) 15(15.3%) 0 (0%) 4 (6.8%) 0.275
2(16.7%)  26(26.5%)  4(33.3%) 4 (6.8%) 0.008
0 (0%) 2 (2%) 0 (0%) 0 (0%) 0.637
1(8.3%) 0 (0%) 1(8.3%) 0 (0%) 0.166
0 (0%) 22(22,5%)  0(0%) 6 (10,2%) 0.038
0 (0%) 35(35,7%)  0(0%) 0 (0%) 0.006
0 (0%) 2 (2%) 0 (0%) 0 (0%) 0.646
6 (50%) 71(72.4%)  11(91.7%) 40 (67.8%) 0.15
2(16.7%)  35(35.7%)  1(8.3%) 26 (44.1%) 0.055
2(16.7%)  30(30.6%) 2 (16.7%) 11(18.6%) 035
1(8.3%) 16(16.3%) 3 (25%) 5 (8.5%) 0.29
0 (0%) 2 (2%) 0 (0%) 4 (6.8%) 0.406
0 (0%) 37(37.8%) 3 (25%) 4 (6.8%) <0.001
1(8.3%) 5(5.1%) 2 (16.7%) 2 (3.4%) 0.18
0 (0%) 2 (2%) 0 (0%) 0 (0%) 0.669
0 (0%) 2 (2%) 0 (0%) 0 (0%) 0.644
1(8.3%) 7 (7.1%) 4(333%)  4(6.8%) 0.053
4(33.3%)  19(19.4%)  3(25%) 18 (30.5%) 0331
2(16.7%)  10(10.2%)  1(8.3%) 7 (11.9%) 0.857
6 (50%) 55(56.1%) 8 (66.7%) 36 (61%) 0.79
1(8.3%) 10(10.2%) 2 (16.7%) 3(5.2%) 0.424
2(16.7%)  11(11.2%)  0(0%) 9 (15.5%) 0.488
0 (0%) 15(15.3%) 3 (25%) 4 (6.9%) 0.121
1(8.3%) 13(13.3%) 2 (16.7%) 2 (3.4%) 0.127
0 (0%) 4(4.1%) 0 (0%) 0 (0%) 0.616
1(8.3%) 10(10.2%) 3 (25%) 3(5.2%) 0.165
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cromoglicato n(%) 0 (0%) 1(1%) 0 (0%) 0 (0%) 13

anti-h1 n(%) 0 (0%) 4(4.1%) 1(8.3%) 4 (6.9%) 0.595
anti-h2 n(%) 0 (0%) 1(1%) 0 (0%) 0(0%) 13
opiaceo n(%) 0 (0%) 7 (7.1%) 0 (0%) 1(1.7%) 0.509
B-2-agonista n(%) 3 (25%) 12 (12.2%) 0 (0%) 6 (10.3%) 0.297
B-bloqueante n(%) 1(8.3%) 9(9.2%) 0 (0%) 4 (6.9%) 0.846
anticoagulante oral n(%) 1(8.3%) 10 (10.2%) 0 (0%) 2 (3.4%) 0.891
COFACTOR n(%) 0(0%) 7 (8.1%) 1(25%) 4(57.1%) 0.002
PC INHALNTES + n(%) 4(66.7%)  23(71.9%) 2(33.3%) 8 (30.8%) <0.001
PC ALIMENTOS + n(%) 1 (20%) 14 (43.8%) 2(28.6%) 2 (8%) 0.014
PC LATEX + n(%) 1(14.3%)  0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0.173
PC ANISAKIS + n(%) 0 (0%) 8(22.9%) 0(0%) 6 (20%) 0.441

ANTEC, antecedente; ENF. Enfermedad; IECA, inhibidor del enzima convertidos de angiotensina; AINE, antiinflamatorio no
esteroideo; TC, pruebas cutaneas, ds, disddico.

6.2.3. Factores de riesgo
El grupo anafilaxia tenia significativamente mas antecedentes de anafilaxia previa (p=0,006) y
urticaria (0,038) que el resto de grupos. La reaccién adversa a medicamentos (RAM) fue

significativamente mas prevalente en el grupo urticaria (p=0.008).

Respecto antecedentes patoldgicos, tener el antecedente de neoplasia era significativamente
mayor en el grupo anafilaxia que en el grupo control (p<0.01). Los dos individuos con

diagndstico de mastocitosis presentaron reacciones anafilacticas graves.

A pesar de que la distribucién de edad entre grupos no mostrd diferencias estadisticamente
significativas, si se estratificaba por gravedad de la anafilaxia, la una edad mas elevada se

asocio de forma estadisticamente significativa (p<0,05) a reacciones mas graves.

6.2.4. Cofactores

Los cofactores fueron significativamente (p=0,002) mas prevalentes en el grupo angioedema,
estando presentes en el 57,1% de los individuos y en el 25% de los del grupo urticaria (ver

Tabla 14 del apartado 6.2.1.) El cofactor en estos 2 grupos de individuos fue siempre el AINE.
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6.2.5. Comparaciéon de los valores basales y agudos de triptasa basal entre la
anafilaxia, la urticaria, el angioedema y los controles

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en los valores basales de
triptasa sérica entre anafilaxia (6,78 mcg/l), urticaria (4,8 + 6.1 mcg/L), angioedema (5,5 + 2.8)

y controles (5.8 + 3.2 mcg/L).

Como ya se ha comentado en el Primer Trabajo, el 74.5% (n=73) de pacientes del grupo
anafilaxia elevaron la triptasa igual o mdas de 120%+2 del valor basal en T1 o T2. El 33,3% (n=4)
de los pacientes con urticaria elevd la triptasa sérica en T1 o T2 mientras que ningun paciente

con angioedema mostré elevacidn de la misma.

La triptasa aguda en T2 fue estadisticamente significativa (p<0,001) para diferenciar la

anafilaxia y la urticaria del angioedema (Figura 29).
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Figura 29: Elevacién de triptasa (mcg/L) a las 6h(T2) entre anafilaxia, angioedema vy urticaria (UA)

Representado en diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior)
y el valor maximo.

AFX, anafilaxia; AE, angioedema; UA, urticaria

No se observaron diferencias significativas en los valores de triptasa basal o aguda segun los
distintos endotipos de angioedema o si la urticaria era aguda o crénica.

6.2.6. Comparacion de valores basales y agudos de biomarcadores de la coagulacion
y la fibrindlisis de forma aguda entre la anafilaxia, la urticaria, el angioedema vy los
controles

A nivel global, no hubieron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en los valores
basales de TTPA, FXI y FXIl, anti-Xa, fibrinégeno, dimero D y complejo PAP, entre los distintos

grupos.
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Sin embargo, los valores agudos de FXI y FXII fueron estadisticamente significativas (p=0,001 y
p=0,003 respectivamente) para diferenciar la anafilaxia de la urticaria y el angioedema. EL FXl y

FXIl estaban mas disminuidos en anafilaxia respecto la urticaria y el angioedema (Figura 30).
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Figura 30: Valores de FXI (%), FXIl (%),C3 (mg/dL) y ECA (mg/dL) a las 6h(T2) entre anafilaxia, angioedema vy

urticaria
Diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cyartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el

valor maximo.
AFX, anafilaxia; AE, angioedema; UA, urticaria

- Segun endotipo de angioedema vy en urticaria

Respecto a endotipo de angioedema, se encontraron resultados estadisticamente significativos
para los niveles basales de FXII que estaban mas disminuidos y el TTPA mas elevado de forma

basal en el “endotipo mediado por mastocito” (p=0,027 y p= 0,028) (Figura 31).
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Figura 31: Valores basales de FXII (%) y TTPA(seg) segtin endotipo de angioedema
Diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el

valor maximo.
MAST, mediado por mastocito; BRADIC, mediado por bradicinina

Respecto a la urticaria, en los valores basales, encontramos que los individuos con urticaria

crénica tenian niveles de dimero D mds bajos que las urticarias agudas, aunque los resultados
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no resultan estadisticamente significativos. Sin embrago, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para las determinaciones agudas a las 6h de complejos PAP
(p=0,046) que estaban mas aumentados en urticaria aguda y FXIl que estaba mas disminuida
(p=0,05) en urticaria aguda, datos que son congruentes con una activacidon del sistema de

contacto (Figura 32).
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Figura 32: Elevacion de biomarcadores de la coagulacion y firbinolisis seguin el tipo de urticaria

A) Valores de D-dimero basal (ng/dL); B) Valores agudos de complejos PAP (nM) a las 6h(T2); C) Valores agudos de
FXII (%) a las 6h(T2). Representados en diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la
mediana, el tercer cuartil (superior) y el valor maximo.

No se observaron diferencias significativas en el resto de biomarcadores estudiados (TTPA,

anti-Xa, fibrinégeno y FXI).

6.2.7. Comparacion de valores basales y agudos de biomarcadores del sistema de
contacto entre anafilaxia, urticaria angioedema y controles

De forma global, no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en los
valores basales y agudos de C3, C4, cHK, ECA, complejo FXla/C1-INH, complejo FXlla/C1-INH o

complejo PK/C1-INH entre grupo anafilaxia, urticaria, angioedema y control.
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Sin embargo, los valores agudos de ECA y C3 en T2 fueron estadisticamente significativas
(p=0,019 y p=0,049 respectivamente) para diferenciar la anafilaxia de la urticaria y el
angioedema. El C3 estaba mds disminuidos en anafilaxia y la ECA mas disminuida en

angioedema (Figura 33).
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Figura 33: Valores de C3 (mg/dL) y ECA (mg/dL) a las 6h(T2) entre anafilaxia, angioedema y urticaria

Diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el
valor maximo.
AFX, anafilaxia; AE, angioedema; UA, urticaria

- Segun endotipo de angioedema y en urticaria

Respecto a endotipo de angioedema, se encontraron resultados estadisticamente significativos
para los niveles basales de C4, que estaba disminuido de forma basal en el “endotipo mediado
por bradicinina” (p=0,002)y la ECA basal estaba mas disminuida en el “endotipo mixto”, puesto

gue la mayoria de estos individuos recibian tratamiento con IECA de forma basal (Figura 34).
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Figura 34: Valores basales de C4 (mg/dL) y ECA basales (U/L) seguin endotipo de angioedema

Diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el
valor maximo.

MAST, mediado por mastocito; BRADIC, mediado por bradicinina
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Respecto al tipo de urticaria, no hubo diferencias estadisticamente significativas en los valores
basales, pero si en las determinaciones agudas en T1 de complejos FXlla/C1-INH (p=0,046) que

estaban mas aumentados en urticaria aguda.

No se observaron diferencias significativas en el resto de biomarcadores estudiados (C3, C4,

cHK, complejos FXla/C1-INH y PK/C1-INH).

6.2.8. Comparacion de los valores basales y agudos de citocinas entre anafilaxia,
urticaria, angioedema y controles

Se recogieron los resultados de IL-6 y IL-10 realizados de forma rutinaria en nuestro hospital y
se analizaron los resultados del analisis de subgrupo del resto de citocinas realizadas mediante
inmunoensayo magnético. Este subgrupo estuvo formado por los 26 pacientes con anafilaxia
del Primer Tabajo, 6 pacientes con urticarias, 6 pacientes con angieodemas y 4 controles
sanos. Para valorar los diferentes endotipos se incluyeron en el analisis a tres individuos con
urticaria aguda y tres con urticaria crénica, y tres pacientes con angioedema “endotipo

mediado por mastocito” y tres por “endotipo mediado por bradicinina”.

La IL-22 y la IL-13 se observa elevada de forma estadisticamente significativa (p=0,011 vy
p=0,042) de forma basal en los individuos con anafilaxia respecto urticaria y angioedema y

controles sanos (Figura 35)

IL22_BASAL IL13_BASAL
35 = 3 3000 s .
0*
80 5 X 2500 4 o
(o]
gg 71 % 2000
4 4 il
1 = o 1500 1l =
10 1000 4
5 . 500 — [*‘I -+
0 - 24s % ———— S 0 ]
| I | | | | I |
AFX AE CONT UA AFX AE CONT UA

Figura 35: Valores de IL13 y IL-22 basales (pg/mL) en individuos con anafilaxia, urticaria, angioedema y controles.
Diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el
valor maximo.

AFX, anafilaxia; AE, angioedema; CONT, control; UA, urticaria

Las citocinas MMP-2 (p=0,05), MMP-9 (p=0,022), MMP-10 (p=0,006), MMP-13 (p=0,027),
RANTES (p=0,003), MPO (p=0,009), IL-6 (p=0,002), IL-8 (p=0,01), IL-13 (p=0,03), CCL4 (p=0,027),
CCL11 (p=0,028), CCL26 (p=0,042) y OSM (p=0,032) mostraron diferencias estadisticamente
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significativas comparando sus determinaciones agudas (T1 o T2) respecto su basal (TO) para los
3 grupos.

En la Figuras 36 y en la Tabla 13 se muestran las graficas de cada citocina para los 3 grupos y la

representacion grafica de cdmo se comportaban estas citocinas para cada uno de los grupos.
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Figura 36: Citocinas (pg/mL) que mostraron diferencias estadisticamente significativas para anafilaxia,

angioedema y urticaria

Diagrama de caja que muestra el valor minimo, el primer cuartil (inferior), la mediana, el tercer cuartil (superior) y el

valor maximo.

AFX, anafilaxia; AE, angioedema; CONT, control; UA, urticaria

Tabla 13: Elevacion de citocinas en fase aguda segtin se trate de anafilaxia, angioedema o urticaria

Anafilaxia Urticaria Angioedema
IL-6 T~ = -
IL-8 0 ™~ =
IL-13 P = =
cCL4 ™ = =
CCL11 ™~ ™ =
CCL26 ™ ™~ =
MMP2 P PP =
MMP-9 = ™~ ™
MMP-10 PP = P
MMP-13 = ™~ ™
RANTES = P4 P
MPO = ™~ T
osm (%) 0 -
M

MPO, mieloperoxidasa; OSM, oncostatina

- Segun endotipo de angioedema v urticaria

Ninguna citocina dio resultados estadisticamente significativos segun el endotipo de urticariay

angioedema.
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7. DISCUSION

Este trabajo evalua por primera vez de forma simultanea tres sistemas interrelacionados en la
fisiopatologia de la anafilaxia, buscando grupos de biomarcadores que ayuden a su
diagndstico. En la poblacion estudiada la elevacidon de la triptasa sérica en fase aguda de la
anafilaxia se produce en la mayoria de pacientes que han sufrido una anafilaxia (74,5% de los
individuos), similar a las publicaciones previas de Buka RJ et al.’® y Dua S et al.™® y por
nuestro propio grupo en 2013%. No obstante, hay un porcentaje elevado de pacientes en el
cual este biomarcador no apoya el diagndstico de anafilaxia. En nuestro trabajo también
confirmamos que la elevacion de la tritpasa sérica se corelaciona con la gravedad de la

anafilaxia™.

Nuestro grupo evaludé con anterioridad el sistema de coagulacién en anafilaxia midiendo el
anti-Xa y TTPA, presentando sélo el 20% de los pacientes con anafilaxia un TTPA prolongado,

19 En este trabajo no hemos sido capaces de repoducir

pero casi todos un anti-Xa elevado
estos resultados con estos dos biomarcadores ni con el resto de uso rutinario del sistema de la
coagulacién. En nuestro estudio evaluamos de nuevo biomarcadores del sistema de la
fibrindlisis, la mayoria de uso rutinario, y encontramos que el dimero D se elevd >20%
respecto su valor basal en el 85,9% de los pacientes que habian sufrido una anafilaxia,
superando en frecuencia a la triptasa sérica e incluyendo el 76% (19/25) de los individuos en
los que la triptasa no se elevd. Su elevacién se relaciond de forma proporcional a la gravedad
de la anafilaxia de forma significativa a las 2h y las 6h. El dimero D, producto de la degradacion
de la fibrina a expensas de la activacion de la plasmina producia por los activadores tisulares
del plasmindgeno activados por la triptasa mastocitaria, habia sido descrito como un potencial

179
.

biomarcador de anafilaxia en los trabajos anteriores de Truong HT et a , Lombardini et

al..*”” e incluso nuestro propio grupo en trabajos previos de de Sala-Cunill*®”

, pero no hasta
ahora no se habia demostrado con un nimero tan elevado de pacientes ni tampoco se habia
relacionado con la gravedad de la anafilaxia. Por primera vez observamos el potencial como
biomarcador del complejo plasmina-anti-plasmina (PAP), producto también de la activacién de
la plasmina y por tanto de la fibrinolisis, que aunque se elevd con menor frecuencia que la
triptasa (65,5% de las anafilaxias), mostrd estar también correlacionado con la gravedad de
forma significativa a las 6h. A pesar de que como biomarcadores tienen sus limitaciones

porqué marcan activacidon de la fibrindlisis y por tanto podrian verse elevados en otras

patologias que activen esta via, algunas de las cuales pueden estar en el diagndstico diferencial
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de anafilaxia (Ej.: TEP)****, como hemos podido demostrar pueden complementar a la

triptasa sérica para mejorar el diagndstico y graduacion de la anafilaxia.

Respecto el sistema de contacto, decidimos incluir aqui el complemento pensando en que el
consumo de C4 se relacionaria con la activacién del complemento y consumo de C1INH, pero
no conseguimos numero suficiente de muestra para analizar los biomarcadores del
complemento. El estudio de otros biomarcadores del sistema de contacto como el producto de
degradacion de la bradicinina, cHK, que ya fue publicado por nuestro propio grupo por Sala-
Cunill et al. como un biomarcador de gravedad en anafilaxia y relacionado a la activacién de la
coagulacién que producia la heparina liberada por la degranulacidon de mastocitos, en nuestro
trabajo no se ha podido reproducir. El estudio de los complejos resultantes de la inhibicion del
C1INH sobre proteasas, que seria una mediad indirecta de la activacién del sistema de
ocntacto, tampoco nos dio los resutlados esperados, que seria que estuvieran mas elevados en
enafialxias mas graves. Consideramos que esta falta de resultados significativos pueda ser
debida a la dificultad de la técnica y al traslado de las muestras en transporte aéreo donde la
cadena del frio podria haber fallado y haberse producido una activacion del plasma y por tanto
consumo de los mediadores del complemento. A pesar de que no fueron estadisticamente
significativos los valores de cHK, C3 y C4 eran mds bajos a mayor gravedad de la reaccién.
Puesto que la ECA se realizé a nivel local, sus valores eran fiables. Se observd que los niveles
basales de ECA estaban de forma basal mds disminuidos en las anafilaxias graves,
independientemente del consumo de IECAs. Esto nos induce a pensar que uno de los factores
que puede afectar a la gravedad de las reacciones es tener una activacién basal del sistema de

contacto y menor enzima degradadora de la bradicinina.

En este trabajo se realiza un estudio exploratorio de citocinas para valorar si una o un conjunto
podrian mejorar el diagndstico de anafilaxia. Lo primero que demostramos es que todas las
citcinas se pudieron medir correctamente en suero, no siendo tan estables ne plasma, por lo
que su uso de forma rutinaria en suero seria una posibilidad. Al no disponer de puntos de corte
a partir de los cuales se pueda indicar que una citocina esta elevada o disminuida, puesto que
los valores normales en la poblacidn no estdn claramente definidos y hay mucha variabilidad
interindividual, decidimos tener en cuenta aquellas citocinas con cambios de >20% respecto su
valor basal durante la fase aguda de la anafilaxia. Aquellas que mostraron resultados mas
prometedores como biomarcadores generales de anafilaxia fueron la IL-10, el PAI-1 la IL-6 y el
CCL5/RANTES. La IL-10 se incrementd y el PAI-1 disminuyé con mayor frecuencia que la

triptasa sérica correlacionandose con la misma. La IL-10 ademas se correlaciond con gravedad,
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como ya habia sido descrito por Brown et al.’®*, y el PAI-1 estaba elevado en todos los
pacientes con anafilaxia grave, siendo >20% respecto al valor basal en el 60% ellos, apuntando
como marcador de gravedad también. El PAI-1, un inhibidor del activador del plasmindgeno

producido por células endoteliales, entre otros estimulos por la degranulacién mastocitaria*®

3% 'ho tiene por ahora trabajos publicados previos que destaquen su

o la presencia de IL-6
papel como biomarcador de anafilaxia. La IL-6 y CCL5/RANTES se incrementaron con la misma
frecuencia que la triptasa sérica, pero detectaban el 65,4% de los individuos con triptasa sérica
no elevada. La quimiocina proinflamatoria CCL5/RANTES es producida por varias células,
incluidas las células epiteliales, eosindfilos, baséfilos y mastocitos, que la pueden producir y
responder a ella como potente quimioatrayente’®. La MMP-9 aumento y el MMP-2 disminuyé
>20% respecto su valor basal en todos los pacientes con anafilaxia grave analizados. Las MMP
son liberadas predominantemente por neutréfilos y estarian marcando una activacidn de los
mismos durante la anafilaxia, fenémeno que ya ha sido descrito en modelos murinos'*. A

diferencia de los trabajos previos revisados extensamente por Nguyen et al.''®

, no se
encontraron cambios significativos en las citocinas TNFa, IL-1pB, IL-4, CCL-2 ni tampoco relacidon

con gravedad para IL-2 o IL-4.

En nuestro trabajo revisamos los factores de riesgo descritos para anafilaxia y los agravantes y
Iso comparamos con nuestra serie de pacientes incluidos. Ser hombre, los antecedentes de
patologia psiquiatrica, enfermedad cardiovascular o asma, y la toma habitual de estatinas,
beta-bloqueantes o IECAs no se encontraron asociados a anafilaxia. En el grupo de anafilaxia
destaco el antecedente de neoplasia como factor de riesgo, pero esto se trata de un sesgo de
seleccion puesto que muchos pacientes provenian de hospitales de dia de oncologia o
hematologia. Al igual que en revisiones previas, la edad resultd ser un factor asociado a
gravedad de anafilaxia, y también cuando la causa fue el veneno de himendptero, un
contraste yodado, la administracién de suero/plasma o el antecedente de mastocitosis
sistémica. Es importante sefialar que el nimero de pacientes incluidos para estas causas de

anafilaxia fue pequefio, por lo que estos resultados deben interpretarse con cuidado.

Las causas de anafilaxia mas frecuentes en nuestro trabajo fueron los farmacos (77%): AINE y
antibidticos 36%, quimioterdpicos un 25%, bioldgicos 11%. Esto coincide con las series
europeas y espafiolas que definen que los farmacos son la 12 causa de anafilaxia en adultos>*.
La segunda causa mas frecuente fue la alimentaria (12%), la mayoria provocada por la nsLTP
de vegetales. Nuestro trabajo coincide con trabajos previos en que la causa alimentaria fue la

que menos elevd la triptasa sérica de forma aguda, como ya se habia descrito por nuestro

108



1.1 En este grupo fue donde, en nuestro estudio,

grupo en 2013% y por el trabajo e Dua S et a
la elevacion de la L-10 mostré que podria superar a la triptasa claramente, detectando al 100%
de los pacientes con anafilaxia. Otras citocinas mostraron un papel distintivo con la causa
alimentaria. Hubieron incrementos de >20 % de citocinas de produccién mayoritariamente
mastocitarias (IL-2 IL-3, IL-8, IL-13, CCL26/Eotaxina-3), neutrofilicas (IL-8, MMP-1, MMP-7),
osteopontina producida por macréfagos y IL-22 producida por cels. NK. Estos hallazgos
confirman la activacién mastocitaria y de baséfilos en la anafilaxia por alimentos y ademas
sugieren que se pueden estar activando mas células del sistema inmune innato, lo que
justificaria porqué hay un 35% de las anafilaxias por alimentos que no elevan la triptasa sérica.
Puesto que el grupo de individuos de anafilaxia por alimentos en el panel de citocinas es

demasiado pequeiio para extrapolar resultados, no podemos proponer un panel de citocinas

fiable en el momento actual.

Destaca en nuestro trabajo que tan sélo el 50% de las anafilaxias por farmacos no biolégicos
elevaron la triptasa sérica de forma aguda, a diferencia de otras series descritas en que este
porcentaje era muy superior'®®. Esto podria estar justificado porqué > 50% de las anafilaxias en
este grupo no fueron graves. En cuanto al grupo de anafilaxia por AINE, independientemente
del mecanismo, todos los individuos a excepcién de uno presentan una disminucién de la MPO
y el 75 % un incremento de la MMP-8. Ambas citocinas son producidas por neutréfilos, el
papel de los cuales se ha abordado en humanos sobre todo en las reacciones no IgE mediadas
por inhibicion COX-1, donde se ha visto que al tener una actividad mas alta de 5-LO y producen

sobretodo LTA4 2,

Cuando evaluamos los biomarcadores de anafilaxia segin el endotipo, observamos que la
triptasa fue mas util en aquellas anafilaxias con endotipos de activacién mastocitaria
predominante (IgE mediado, mixto y no IgE mediado / inhibicion COX-1). Destacamos que la
elevacién de la triptasa se produjo mas tarde (a partir de las 6h) en el grupo de endotipo no IgE
mediado / inhibicién COX-1, que se explica por la activacion mas tardia del mastocito
secunadaria a la produccidn de leucotrienos, ya descrito con anterioridad por diversos grupos
que han estudiado mediadores de este tipo de reacciones®®, entre ellos el trabajo de Bosso et
al.?®. Por el contrario, el D-dimero estaban mas elevado en el endotipo liberacién de
citocinas, detectdndose también un consumo de FXIl estadisticamente significativo respecto el
resto de endotipos, evidenciando que esta fibrindlisis era probablemente una consecuencia de
una activacion de la coagulacién. La activacién de la fibrindlisis causada por la activacion

mastocitaria ha estado mas que bien descrita, pero por primera vez demostramos que la
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fibrindlisis es un sistema que se activa significativamente en las anafilaxias de endotipo
diferente. Curiosamente el endotipo liberacion de citocinas tenia niveles basales de
fibrinégeno y anti-Xa mas aumentados que el resto. No podemos descartar que esto sea
debido a que los pacientes que presentaron este tipo de reacciones tenian enfermedad

neoplasica activa. Como yo se ha descrito en los trabajos anteriores de Stone et al.'*®

y Brown
et™®® el endotipo liberacién de citocinas muestra un incremento de IL-6 de forma aguda y esto
se confirma en nuestro trabajo donde todos los individuos de este endotipo presentaron un
incremento de la IL-6, aunque no encontramos datos significativos para marcar gravedad a
diferencia de los trabajos previos. Este endotipo mostré en nuestro grupo tener valores
basales de MMP-8 y MMP-10 mas elevados que el resto. En todos los individuos con endotipo
IgE mediado hubo un incremento del CCL5/RANTES, como ya se describid por el grupo et al.
Gawlik et al.’®, sin poder determinar si se relaciona con la gravedad. Como se ha comentado
anteriormente el CCL5/RANTES es producido por baséfilos, eosindfilos, macrdfagos y cels. NK,
destacando la probable implicacidn de estos grupos celulares en las reacciones IgE mediadas.
CCL5/RANTES, al igual que la MMP-9 y MPO mostraron tener valores basales elevados en el
endotipo de predominio activacion MC (IgkE medidado y no IgE / inhibicién COX-1. EL endotipo

no IgE/inhibicion COX-1 presentaba valores basales de IL-13 mas elevados que el resto.

El andlisis de fenotipos de anafilaxia mostré que la triptasa sérica estaba mas elevada en
aquellos pacientes que presentaban manifestaciones clinicas cardiovasculares y digestivas.
Pocos trabajos han evaluado la utilidad de la tritpasa para fenotipar las anafilaxias, pero los
trabajos publicados sobre el tema destacan que la tritpasa y a histamina mastocitaria
presentan correlacion moderada con sintomas cutaneos que eritema y urticaria’®’. Respecto a
clinica cutdnea nosotros encontramos asociacion de los biomarcadores de fibrinolisis dimero D
y complejo PAP, estando menos elevados en los pacientes que los presentan. Sin embargo,
estos pacientes presentaron biomarcadores de sistema de contacto mds elevados, en
concreto el cHK y los complejos FXla/C1-INH y PK/C1-INH. Parece légco concluir que esta
activacion del sistema de contacto se produce en mayor proporcién que la activacion
secudnaria de la coagualciéon por la heparina mastocitaria, puesto que la fibrinolisis no se
activa en tal grado. Lo que de nuevo volvia a salir asociado con la activacion del sistema de la
fibrinolisis era la gravedad en forma de afectacién del sistema circulatorio, presentando estos
pacientes mayores niveles de dimero D y complejos PAP de forma aguda. Los individuos con
clinica digestiva disminuyeron mas los niveles de fibrindgeno de forma aguda y los de clinica

respiratoria consumian menos factor Xl y XIlI.
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En nuestro trbajo nos propusimos comparar los biomarcadores estudiados con otras dos
patologias con mencanismos y expresién clinica cutdena similar, la urticaria y el angioedema,
puesto que estas dos entidades frecuentemente se confuden con reacciones sistémicas y nos
interesaba un biomarcador especifico de anafilaxia. La triptasa sérica a las 6h demostré ser un
biomarcador que nos ayudaba a diferenciar entre angioedema y urticaria y anafilaxia, ya que
los individuos con brote agudo de angioedema no elevaron la triptasa sérica,
independientemente del endotipo. La urticaria elevd la triptasa sérica en un 33,3% de los
individuos, sobre todo a las 6h y mas en el grupo de UCE, y aunque sus valores son inferiores a
la media del grupo anafilaxia, hay individuos del grupo anafilaxia que la elevaron menos o no la
elevaron y por tanto es importante destacar que la triptasa Unicamente no nos va a diferenciar
una urticaria aguda de una anafilaxia en los casos dudosos. La elevacidn de la tryptase sérica
en la urticaria sin criterios de anafilaxia ya se describié por Siles R et al.’®, con un 8.8% de
individuos con urticaria crénica con triptasa 213.5 mcg/L y Aberer E et al.*® demostrando que
un 30% de los individuos con urticaria tenian elevacidon aguda de la triptasa sérica. Incluso el

grupo de Ferrer M et al. ha postulado su utilidad como biomarcador de actividad de UCE**.

Los niveles dimero D fueron mayores y los niveles de fibrinégeno fueron menores a las 6h en
los individuos con anafilaxia, seguido del grupo urticaria y finalmente mds bajos en el grupo
angioedema de forma estadisticamente significativa. Estos resultados nos demuestran que la
fibrindlisis se activa en los 3 procesos, sobre todo cuanto mas “sistémico” es el proceso. La
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elevacién del Dimero D en urticaria ya se describid por Baek et a y en angioedema,

1. mostraban

sobretodo mediado por bradicinina®!. Los trabajos previos de Kolkhir et a
fibrinbgeno aumentado en urticarias comparados con controles sanos y se correlacionaba

significativamente con la gravedad de la enfermedad.

El FXI, FXIl estaban mas consumidos en los pacientes con anafilaxia que en las urticarias y
angieodemas, lo que nos relaciona la activacidnde la firbinolisis como secundria a la activacion

de la coagulacién en la anafilaxia.

De los biomarcador del sistema del sistema de contacto, tan sélo dio resultados
estadisticamente significativos los valores agudos de ECA, la principal enzima de la
degradacion de la bradicinina, estando mas disminuida a las 6h en el grupo de angioedema, Se
descarté que esto fuera debido al consumo de farmacos IECA, por lo que este consumo se
debe atribuir a una inhibiciéon del sistema del contacto que sdélo seria necesaria por su

activacion en fase aguda.
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Respecto a endotipo de angioedema, en endotipo mediado por mastocito mostré niveles
basales de FXIl mas disminuidos y el TTPA mas elevado, miesntras que el endotipo medaido
por bradicinina msotrd niveles basales de C4 mds disminuidos. La ECA basal estaba mas
disminuida en el “endotipo mixto”, puesto que la mayoria de estos individuos recibian
tratamiento con IECA de forma basal. Ningun biomarcador agudo ayudd a diferenciar los
endotipos de angioedema. En multiples trabajos previos, resumidos en la revision de Hofman

et al.*®

se demostrd que en los brotes agudos de angioedema bradicininérgico se elevaban los
complejos de PAP y los complejos FXII-C1INH y FXI-C1INH. Creemos que no hemos obtenido
resultados estadisticamente significativos en mas parametros del sistema de contacto por una
muestra de determinaciones agudas y basales insuficientes de individuos con angioedema
mediado por bradicinina. Respecto a la urticaria, en los valores basales, encontramos que los
individuos con urticaria crénica tenian niveles de dimero D mas bajos que las urticarias agudas,
aunque los resultados no resultan estadisticamente significativos. Las urticaries agudes
presentan mayor elevacién de complejos PAP y complejo FXlla/C1-INH y mayor consumo de
FXIl datos que son congruentes con una activacién del sistema de la coagulacién, de la
fibrinolisis y del sistema de contacto que parece que es mas notable en los brotes agudos que
en la presentacién cronica de la enfermedad. En el trabajo de van der Linden et al.**® los

individuos que sdlo desarrollaron erupcion urticaria como reaccidn al veneno mostraron un

aumento no significativo en los complejos C1-INH.

Respecto a las citocinas analizadas, si se comparaba anafilaxia con urticaria y angioedema, IL-6,
CCL-4, IL-13 tan sdlo se elevaron de forma aguda en la anafilaxia, diferenciando por tanto ésta
de la urticaria y el angioedema. Otras citocinas mostraron patrones de mayor elevacion en
urticaria y angioedema, como CCL-5/RANTES, MPO, MMP-9, MMP-13. MMP-2, IL-8 i CCL-
26/Eotaxina-3 estaban mas elevadas en urticaria que en anafilaxia y angioedema. OSM, CCL-11
no se elevaba en angioedema y MMP-10 en urticaria. MPO, IL-13 y IL-8 ya habian sido descritas

122,y MMP-9 de urticaria por Tedeschi A et

como biomarcador de angioedema por Veszeli et a
al*** y Dilek F et al.. *® IL-6 se habia descrito en ambas patologias por Puxxedu et al. ***. CCL-4,
CCL-5/RANTES, CCL-26/Eotaxina-3, MMP-2 y MMP-13 no habian sido estudiadas en
angioedema y urticaria con anterioridad. La elevacién de OSM y CCL-11 en urticaria y de MMP-

10 en angioedema tampoco habia sido descrita hasta el momento.

Los individuos con anafilaxia tiene un nivel basal de IL-22 elevado, sin embargo el grupo
urticaria tenia los mismos niveles que los controles sanos y el grupo angioedema era

levemente inferior a controles sanos. La IL-22 es una citocina de la familia IL-10 producida por
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células de estirpe linfoide: células T colaboradoras (Th) 17, células T y6, células NKT y células
linfoides innatas (ILC). No obstante, también se ha descrito que macrdéfagos, neutrdfilos y
fibroblastos y células epiteliales de multiples 6rganos son capaces de producir IL-22*'°. Se ha
descrito una expresion de IL-22 elevada de forma basal en individuos con afecciones
inflamatorias, incluidas enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn, artritis

reumatoide y tumores malignos*’**®

. Por tanto, esta IL podria estar elevada de base en este
grupo de individuos o bien porqué teniamos una proporcién elevada con enfermedad
neopldsica o bien por un estado basal de inflamacion. La IL-13 se encontraba elevada en los 3
grupos respecto el grupo control, haciendo pensar que una respuesta de T2 puede estar
presente de base en estos individuos. Las fuentes celulares de la IL-13 son baséfilos,
eosindfilos, mastocitos, células T NK e ILC2. Una expresion elevada de IL-13 se ha descrito en

individuos con dermatitis atépica, rinitis, asma y esofagitis eosinofilica®*>?*°. La 1I-13 se ha

descrito ya como biomarcador de angioedema, pero sélo su elevacién en fase aguda.

Ninguna citocina dio resultados estadisticamente significativos segun el endotipo de urticariay

angioedema.

Las limitaciones mds importantes de este estudio fue un sesgo de seleccidn, puesto el 49% de
los individuos provenian de hospitalizacién y se seleccionaron muchas reacciones a farmacos
guimioterapicos y bioldgicos por este motivo. La comorbilidad asociada a la enfermedad
neopldsica y su situacion proinflamatoria de base podria influir en parte en los resultados
obtenidos. Otra limitacién es la n pequeiia de los individuos del panel de citocinas debido al
coste de la técnica que nos hizo seleccionas individuos concretos de cada grupo para hacer el
estudio exploratorio. Los resultados con n tan pequeias son de interpretacion mdas dudosa y
requerimos estudios con mayo n de individuos para validar los resultados obtenidos. La
fenotipicacion clinica de los individuos se hizo de acuerdo a trabajos previos publicados y
realizados por un Unico observador, pero consideramos que esta clasificacién es poco concisa
comparada con el endotipado y por tanto los resultados de este fenotipado deben ser
interpretados con cautela. Tuvimos en nuestro grupo pocos individuos de algunas causas
(himendpteros y contrastes yodados por ejemplo) y esta infrarrepresentacion hace que no
saguemos resultados para estos probables endotipos concretos. A nivel técnico ya se ha
destacado que el estudio del sistema de contacto es delicado y muy sensible a la manipulacion
de la muestra, por lo que sus resultados en caso de negativos pueden ser debidos a problemas

en la conservacion o la realizacion de la técnica.
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Una de las mayores fortalezas del estudio es el estudio conjunto y comparativo del
biomarcador de referencia, la triptasa sérica con los otros 3 sistemas y el panel de citocinas en
un grupo de individuos con anafilaxia considerable. También es de los pocos trabajos que se
han detenido en endotipar con precisidon las reacciones y a detalladamente fenotipar por

sistemas afectados de cara a encontrar diferencias en sus mecanismos celulares.
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8. CONCLUSIONES

- El dimero D, los complejos plasmina-a-antiplasmina y el inhibidor del activador del
plasminégeno 1, generados tras la activacion de la fibrindlisis, estan elevados en la anafilaxia y
se relacionan con la gravedad de ésta.

- El Factor Xl y XIll, la enzima convertidora de angiotensina y el C3 del complemento apuntan
como biomarcadores diferenciales entre anafilaxia y urticaria y angioedema del sistema de la
coagulacién y del sistema de contacto.

- Las citocinas IL-6, IL-10, CCL-4/MIP1B vy la IL-13 estan elevadas en la anafilaxia, pero no en la
urticaria ni en el angioedema.

- Valores elevados de IL 6 y de CCL4/RANTES vy valores disminuidos de PAI 1 permiten el
diagnéstico de anafilaxia en aquellos individuos en los que no se observa una elevacion de
triptasa sérica.

- La elevacién de triptasa y de la CCL5/RANTES es de mayor utilidad para diagnosticar anafilaxia
en el endotipo “IgE mediado”, endotipo “mixto” y en el endotipo “no IgE mediado” por
inhibicion de COX-1, respecto al endotipo “liberacién de citocinas”, donde la IL-6 es de mas
utilidad

- La elevacién de el dimero D y los complejos plasmina-a-antiplasmina es superior en los
individuos con anafilaxia con afectacion circulatoria y el sistema de contacto se activa en
individuos con clinica cutanea.
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9. LINEAS DE FUTURO

Nuestros siguientes pasos seran ampliar el estudio de citocinas con un mayor nimero de
individuos y realizar un nuevo analisis sobre el sistema de contacto en anafilaxia directamente
en nuestro laboratorio para evitar el transporte de muestras y asi conseguir resultados mas
fiables. Para ello, se planea reclutar una cohorte ampliada que incluya un mayor niamero de
individuos, especialmente aquellos con anafilaxia de causa alimentaria y reacciones no Igk
mediadas, y una mayor diversidad de casos de anafilaxia, asi como individuos con urticaria y
angioedema para un analisis comparativo mas robusto. Se realizardn analisis longitudinales
para hacer un seguimiento de los niveles de citocinas en los individuos durante y después de
un episodio anafilactico, comparandolos con sus niveles basales, y se diversificaran las
citocinas estudiadas para demostrar que algunas concretas son mas indicativas de anafilaxia y
su severidad. Por otro lado nos gustaria seguir explorando los mecanismos celulares y
mediadores de las diferentes manifestaciones fenotipicas de anafilaxias, no utilizando la
clasificacion clasica que ha demostrado ser de poca utilidad, sino clasificando por signos y
sintomas clinicos por aparatos. Consideramos que se puede incorporar los biomarcadores
Dimero D, ECA, IL-6 e IL-10 en un perfil preconfigurado analitico de anafilaxia en nuestro
centro puesto que los resultados de este estudio han demostrado que nos puede ayudar a
diagnosticas anafilaxia y estratificar la gravedad y se trata de técnicas disponibles en la
actualidad. Se plantea informar y colaborar con el resto de profesionales de la salud para
incorporar estos nuevos biomarcadores y métodos de analisis en la practica clinica, mejorando
asi el diagnéstico y tratamiento de la anafilaxia. Este enfoque permitirda obtener una
comprension mas detallada de los mecanismos subyacentes de la anafilaxia, mejorando la
identificacion y el manejo de los diferentes endotipos y posteriormente valorando si en su

manejo existiran diferencias.
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11. ANEXOS

11.1. Técnica de laboratorio del ELISA DE PLASMINA-A2-ANTIPLASMINA
Reactivos:

e Tampon de recubrimiento (stock en refrigerador pH 9,4)

e anticuerpo monoclonal MAB1939 R&D (concentracién 0,5 mg/mL)

* BSA

¢ PBS-Tween 20

* Plasma lisado

¢ Plasma control citratado de Sanquin 2014

e anticuerpo anti-PAP biotina, policlonal de cabra BAF1470 R&D

e anticuerpo estreptavidina poli HRP, 1,0 mg/mL, sanquin #M2051

¢ anticuerpo estreptavidina HRP, P0397 Dako, almacenada a 4 °C

¢ Placa de fondo plano Maxisorp

e 3,3' 5,5'-Tetrametil-bencidina (TMB)

e H2S04

e Estreptoquinasa CSL Berhing

¢ Aprotinina Sigma-Aldrich

e Hirudina Pharmion

* PPACK Haemtech

Procedimiento:

1. Recubrir la placa de fondo plano Maxisorp con 50 pL de tampdn de recubrimiento durante 1
hora.

2. Bloquear con 200 plL de tampdn de bloqueo durante 1 hora.

3. Preparar muestras y la curva estandar a partir de plasma normal y lisado (50 pL) e incubar
durante 1 hora.

4. Lavar la placa 3 veces con 200 pL.

5. Incubar con el segundo anticuerpo biotina anti-PAP, policlonal de cabra (50 pL) durante 1
hora.

6. Lavar la placa 3 veces con 200 pL.

7. Incubar con el tercer anticuerpo estreptavidina HRP (50 uL) durante 1 hora

8. Lavar la placa 3 veces con 200 ulL.

9. Agregar 100 uL de TMB

10. Detener la reaccion después de 8 minutos agregando 50 uL de H2S04. Analizar la absorcion

con Spectramax a 450 nm
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11.2. Técnica de laboratorio del ELISA DE CININOGENO ESCINDIDO (CHK)

Reactivos:

e Pocillos Maxisorp 96 Fondo plano Nunc - Lab Il

e Filtro de 0,45 um Lab |

* Pegatinas de tapa Lab |

e Jeringa de 50 mL Lab |

¢ Tubos multicanal de 0,8 mL Lab |

¢ Aprotinina Sigma-Aldrich

* Plasma de controles

* BFXIIA - Laboratorios de investigacidon

e Sulfato de dextrano Mr ~500 000 Sigma-Aldrich 0,5 pug/ml Sala de productos quimicos,
frigorifico

e VHH D1 5 pg/ml Lab I, 627V5, cajén 5

¢ VHH H4biotina

e 2 ug/mlLab lll, 627V5, cajén 5

e Estreptavidina poli HRP Sanquin 1:2000 Lab I, absystem -20, 2242

¢ 3,3',5,5'-Tetrametil-bencidina (TMB) Tebu Bio - Lab lll, G627K6

* 0,3 M H2S04 -

¢ PBS, PBS1-Tween 20, PBS con leche (mPBS)

Procedimiento:

1. Incubar 5 pg/ml de VHH D1 en 50 pl de PBS en una placa Maxisorb a temperatura ambiente
mientras agita (600 rpm) durante 30 min y a 4 grados durante la noche.

2. Bloquear la placa con mPBS durante (un minimo de) 60 min a temperatura ambiente
mientras agita.

3. Preparar la muestra y el estdndar en Stopmix como se describe en protocolo.

4. Agreguar 50 pl de muestra en duplo en la placa bloqueada, incube 60 min a temperatura
ambiente mientras agita.

5. Lavar la placa 3 veces con PBS.

6. Agregar 50 pl de 2 pg/ml de VHH-H4 en Stopmix Light, incube 60 min a temperatura
ambiente mientras agita.

7. Lavar la placa 3 veces con PBS.

8. Agregar 50 ul de poli-HRP de estreptavidina en una solucidn Stopmix Light, incube 60 min a
temperatura ambiente mientras agita.

9. Lavar la placa 3 veces con PBS.
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10. Agregar 100 ul de TMB, detenga la coloracidn con 50 ul de H2504 0,3 M.

11. Analizar la absorcidn con Spectramax a 450 nm, agite durante 5 segundos antes de leer.
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11.3. Técnica de laboratorio del ELISA DE CAPTURA DE NANOCUERPOS DEL
COMPLEJO INHIBIDOR C1

Reactivos

e Captura: Nanocuerpo 1B12 - reconoce inhibidor de la esterasa C1 escindido y complejado

¢ HBS, Leche HBS, HBS-Tween 20

¢ Nanocuerpo policlonal biotinilado anti-FXII (detecta todos los dominios de FXll(a))

e anti-PK policlonal de oveja/cabra, IgG purificada por afinidad (Cedarlane) - (detecta todos los

dominios de PK)

¢ 1gG policlonal anti-FXI de oveja/cabra, purificada por afinidad (Affinity biologicals) - (detecta
todos los dominios de FXIl(a))

e anti-peroxidasa de oveja/cabra de burro (DAKO)

e estreptavidina-poliHRP (Sanquin)

¢ Solucidn de parada: H2504 0,3 M

Procedimiento:

1. Diluir el nanocuerpo de captura y afadir 50 pl a una placa Maxisorp de 96 pocillos. Sellar la

placa e incubar durante 1 hora a temperatura ambiente, mientras se agita. Continuar la

incubacion a 4 °C durante la noche.

2. Enjuagar los pocillos recubiertos con 200 pl de HBS

3. Bloquear los pocillos afiadiendo 150 ul de mHBS al 1 % (p/v). Sellar la placa e incubar

durante 1 hora a temperatura ambiente, mientras se agita.

4. Retirar la solucion de bloqueo y afadir 50 pl de muestra. Sellar la placa e incubar durante 1

hora a temperatura ambiente, mientras se agita.

5. Enjuagar los pocillos 3 veces con HBS-Tween, después de lo cual puede agregar 50 pl del

anticuerpo de deteccion del primer paso. Sella la placa e incuba durante 1 hora a temperatura

ambiente, mientras agita.

6. Enjuagar los pocillos 3 veces con HBS-Tween, después de lo cual puede agregar 50 pl del

segundo anticuerpo de deteccion/estreptavidina. Sella la placa e incuba durante 1 hora a

temperatura ambiente, mientras agita.

7. Enjuagar los pocillos 3 veces con PBS-Tween y agregue 50 pl de sustrato TMB. Deje que la

placa se desarrolle hasta que se obtenga la sefial deseada (no mas de 45 minutos). Detenga el

desarrollo del sustrato mediante la adicion de 25 pl de H2SO4. Analizar la absorcion con

Spectramax a 450 nm.
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11.4. Técnica de laboratorio del INMUNOENSAYO MULTIPLEX LUMINEX®
DISCOVERY

Reactivos:

e Coctel de microparticulas premezcladas humanas magnéticas 0,6 ml de un céctel de
microparticulas concentrado con conservantes.

¢ Coctel de biotina-Ab premezclado humano 0,6 ml

¢ Concentrado de estreptavidina-ficoeritrina(PE) 0,250 ml|

¢ Diluyente RD2-1 895970 11 ml de una base proteica tamponada con conservantes.

¢ Diluyente de calibrador RD6-52 2 viales (21 ml/vial) de una base proteica tamponada con
conservantes.

¢ Concentrado de tampdn de lavado 21 ml surfactante tamponado con conservante.

¢ Microplaca de 96 pocillos de fondo plano utilizada como recipiente para el ensayo.

¢ Frascos de mezcla 2 de 8 ml utilizados para mezclar microparticulas con diluyente RD2-1.

¢ Selladores de placas 4 tiras de papel de aluminio adhesivo.

* Programa analizador MAGPIX®, Luminex® 100/200™, FLEXMAP 3D®, xXMAP INTELLIFLEX® o
Bio-Rad® Bio-Plex® con plataforma X-Y

¢ Iman de microplacas portatil o lavador de placas con plataforma magnética

e Pipetas y puntas de pipeta

¢ Agua desionizada o destilada

¢ Pipeta multicanal, dispensador multiple o unidad de dispensacidon automatica

¢ Probeta graduada de 500 ml

e Agitador de microplacas orbital horizontal (érbita de 0,12") capaz de mantener una velocidad
de 800 = 50 rpm

* Microcentrifuga

* Tubos de ensayo de polipropileno para dilucidn de estandares y muestras

Procedimiento:

1. Preparar todos los reactivos, estandares y muestras como se indica

2. Agregar 50 pL de estandar o muestra por pocillo. Se proporciona un disefio de placa para
registrar los estandares y las muestras analizadas.

3. Resuspender el céctel de microparticulas diluido por inversidn o agitacién con vértex.
Agregar 50 pl del coctel de microparticulas a cada pocillo de la microplaca. Cubrir bien con un
sellador de placas de aluminio. Incube durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador

de microplacas orbital horizontal (6rbita de 0,12”) ajustado a 800 + 50 rpm.
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4. Con un dispositivo magnético disefiado para acomodar una microplaca, lavaraplicando el
iman en la parte inferior de la microplaca, esperar 1 minuto antes de retirar el liquido, llenar
cada pocillo con tampdn de lavado (100 plL) y esperar 1 minuto antes de retirar el liquido
nuevamente. Realice el procedimiento de lavado tres veces.

5. Agregar 50 plL de céctel de anticuerpos y biotina diluido a cada pocillo. Cubra bien con un
sellador de placas de aluminio e incube durante 1 hora a temperatura ambiente en el agitador
ajustado a 800 + 50 rpm.

6. Repetir el lavado como en el paso 4.

7. Agregar 50 plL de estreptavidina-PE diluida a cada pocillo. Cubra bien con un sellador de
placas de aluminio e incube durante 30 minutos a temperatura ambiente en el agitador
ajustado a 800 + 50 rpm.

8. Repetir el lavado como en el paso 4.

9. Resuspender las microparticulas agregando 100 pL de tampdn de lavado a cada pocillo.
Incube durante 2 minutos en el agitador ajustado a 800 = 50 rpm.

10. Leer dentro de los 90 minutos utilizando un analizador Luminex® o Bio-Rad®.
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11.5. Tabla suplementaria

Resumen del estudio alergolégico del endotipo de las anafilaxias por fadrmacos: pruebas cutaneas realizadas y su
resultado y las pruebas de exposicion realizadas.

FARMACO

TC REALIZADOS

TC-

TPO +

TRIPTASA +

CONFIRM ENDOTIPO IGE

PLATINO (N=8)
TAXANOS (N=9)
DOXORUBICINA (N=1)
CETUXIMAB (N=3)
TRASTUZUMAB (N=2)
BEVACIXUMAB (N=1)
PEMBROLIZUMAB (N=1)
CLADRIBINA

AZD0156

RITUXIMAB (N=7)
FABRAZYME (N=3)
CERTOLIZUMAB (N=1)
AMOXICILINA (N=7)
CEFUROXIMA (N=2)
PIPER-TAZO (N=1)
CIPROFLOXACINO (N=2)
RIFAMPICINA
METAMIZOL (N=8)

AAS (N=7)

CELECOXIB (N=2)
NAPROXENO (N=2)
IBUPROFENO (N=1)
PARACETAMOL (N=1)
FERINJECT (N=1)
AMIODARONA EV (N=2)
METILPREDNISOLONA
GADOLINIO (N=4)
VISIPAQUE (N=1)
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11.6. Articulo relacionado con la tesis doctoral
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Abstract

Purpose of Review The purpose of this review is to provide a better understanding of ana-
phylaxis pathophysiology and describe the underlying mechanisms, effector cells, and the
potential biomarkers involved depending on the anaphylaxis endotypes.

Recent Findings New insight into the potential relevance of pathways others than IgE-
dependent anaphylaxis has been unraveled, as well as other biomarkers than tryptase,
such as the role of platelet activation factor, basogranulin, dipeptidyl peptidase I, CCL-2,
and other cytokines.

Summary Gaining knowledge of all the mediators and cellular activation/communication
pathways involved in each endotype of anaphylaxis will allow the application of precision
medicine in patients with anaphylactic reactions, providing insights to the most appropri-
ate approach in each case and helping to stratify severity and risk prediction.
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Introduction

Anaphylaxis is a severe, multisystem syndrome that is
rapid in onset and potentially lethal, requiring imme-
diate medical intervention. However, the diagnosis of
anaphylaxis is still based on clinical symptoms after
exposure to a potential allergen or event, given that
no biomarker allows an unequivocal diagnosis of ana-
phylaxis [1, 2¢]. Therefore, anaphylaxis remains under-
recognized, undertreated, and poorly understood.
The current gold standard laboratory test involves the
measurement of serum total mast cell tryptase (MCT)
during an acute phase followed by a baseline measure-
ment at least 24 h after the reaction. However, even
when sampling of tryptase is timely, an increase is not
detectable in all cases [1, 2¢].

Phenotypes of anaphylaxis are defined by clinical
presentation and endotypes are based on cellular and
molecular mechanisms involved during an anaphylac-
tic reaction [1, 2¢]. The activation of different pathways
during an anaphylaxis will depend on which receptors
are activated in the underlying effector cells and which
mechanism and mediators are involved in the reaction.
This review summarizes the most recent knowledge
of how different effector cells and their mediators are
involved in anaphylaxis depending on the mechanism
providing a better understanding of the pathophysiol-
ogy of anaphylaxis and explores and discusses the role
for new biomarkers of anaphylaxis beyond tryptase.

Endotypes and effector cells involved in anaphylaxis

The type of receptor activated in the different effector cells during an anaphy-
lactic reaction will influence which mediators (tryptase, interleukin [IL]-6, ...)
are released and, subsequently, which can be potential diagnostic biomarkers
[3¢¢]. Depending on these cellular and molecular mechanisms, anaphylaxis
is divided in different endotypes, summarized in Table 1.

The major molecular mechanism underlying anaphylaxis is the classic
allergic IgE-mediated reaction involving mast cells (MC) and basophils.
Both cell types express the high-affinity IgE receptor (FceRI) on their sur-
face and are considered the main effector cells in this pathologic event
[4]. However, a considerable percentage of subjects do not show evidence
of IgE-dependent immune activation; therefore, other effector cells and
pathways must be involved in anaphylaxis. Nowadays, there is enough
evidence to corroborate that IgG antibodies can induce anaphylaxis by
binding to their different receptors (FcyR) [5*¢]. Such receptors are found
in MC, basophils, neutrophils, monocytes, and macrophages conforming
the major cellular types activated by this alternative pathway [3¢¢]. In fact,
some studies have shown that human IgG receptors are capable of acti-
vating macrophages and neutrophils to secrete platelet-activating factor
(PAF), and then PAF can activate mast cells in vitro, reinforcing the role
of this mediator in human anaphylaxis as described below [6]. Moreover,
the amount of antibody and antigen seems to be crucial in determining
IgG- or IgE-dependent anaphylaxis. Thus, to induce a similar response
in IgG-dependent anaphylaxis, a higher dose of antigen is required com-
pared to IgE-dependent [7]. Complement-mediated anaphylaxis has also
been described in human anaphylaxis [8]. C3a and C5a, known as ana-
phylatoxins, are potent inflammatory mediators generated upon acti-
vation of the complement cascades. Some substances, such as peanuts,
have been described to have the ability to rapidly activate complement,
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Table 1 Main effector cells, receptors, and endotype involved in anaphylaxis (3-14, 19, 21, 23, 27-31, 33, 35-38,

40, 42, 43, 46, 47, 49, 80, 83)

Mast cell

Activators

Basophil
Activators

Receptor

FceRI

FceRII (CD23)
FcyRIIa

Mrgprs

Trk

Kit/CD117 (SCFR)
u-5-opioid receptors
TLR 1-9

NTAL

C3aR, CD88/C5aR
HR 1-2-3-4

PAFR

(D200 R1
Neurokinin 1-receptor
IL-33R, TSLPR

IL-4R

IL1R

IL-6R soluble

FceRI

FcyRIIa (CD32)
Mrgprs

Trk

TLR

C3aR, CD88/C5aR

CD35/C3b/C4b/CR1 CD11b/CD18/CR3, C3bR, CD11c/CR4

HR 1-2-4
PAFR
IL-33R, IL-25, TSLPR

Endotype

IgE mediated

IgE mediated

IgG mediated

IgE independent
Non-immunological
Non-immunological
Non-immunological

IgE independent

Unknown

Complement mediated

All

All

Non-immunological
Non-immunological
Unknown

Unknown

Cytokine release syndrome
Cytokine release syndrome

IgE mediated

IgG mediated

IgE independent
Non-immunological
IgE independent
Complement mediated
Complement mediated
All

All

Unknown
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Table 1 (continued)

Eosinophil
Activators

Neutrophil
Activators

Monocyte/macrophage

Activators

Receptor

FceRI

FceRII (CD23)
FcyRIIa (CD32)
Trk

TLR

C3aR, CD88/C5aR

(D35/C3b/C4b/CR1 CD11b/CD18/CR3, C3bR

HR 1-2-3-4

PAFR

IL-33R, IL-25, TSLPR
IL-1R

IL-6R soluble

TNFR

FceRI

FceRII (CD23)
FcyR (I-1V)

Trk

TLR

C3aR, CD88/C5aR

CD35/C3b/C4b/CR1
CD11b/CD18/CR3

HR 1-2-4

PAFR

G-CSFR, GM-CSFR
ILIR

IL-6R soluble
TNFR

FceRI

FcyR (I-III)

Mrgprs

Tyr

TLR

C3aR, CD88/C5aR

CD11b/CD18/CR3, CD35/C3b/C4b/CR1
HR 1-2-4

IL-6R soluble

TNFR

Endotype

IgE mediated

IgE mediated

IgG mediated
Non-immunological

IgE independent
Complement mediated
Complement mediated

All

All

Unknown

Cytokine release syndrome
Cytokine release syndrome

Cytokine release syndrome

IgE mediated
Proteases

IgG mediated
Non-immunological
IgE independent
Complement mediated

Complement mediated

All
All
All
Cytokine release syndrome
Cytokine release syndrome

Cytokine release syndrome

IgE mediated

IgG mediated

IgE independent
Non-immunological
IgE-independent
Complement activation
Complement activation
All

Cytokine release syndrome
Cytokine release syndrome
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Table 1 (continued)

Platelet
Activators

Epithelium

Vasodilation, increased permeability

Receptor Endotype

FceRI IgE mediated

FceRII (CD23) Proteases

FcyRIIa IgG mediated

TLR IgE independent

C3b/CD46 Complement mediated

C1gR Complement mediated
Contact system mediated

IL1R Cytokine release syndrome

IL-6R soluble Cytokine release syndrome

TNFR Cytokine release syndrome

HR 1-2 All

PAFR All

PAR2 (tryptase-R) All

CysLTR 1-2 All

C3aR, CD88/C5aR
Bradykinin 1-2 R

Complement activation
Contact system activation

EP1-2-4, DP Al

IL-4Ra Unknown

IL1R Cytokine release syndrome
IL-6R soluble Cytokine release syndrome
TNFR Cytokine release syndrome

FceRI, high affinity IgE receptor; FceRII ((D23), low affinity IgE receptor; FcyRIIa, IgG receptor; Mrgprs, Mas-related G protein-coupled
receptor; Trk, tyrosine kinase receptor; SCFR, stem cell factor receptor; TLR, Toll-like receptor; NTAL, non-T cell activation linker; HR,
histamine receptor; TNFR, tumor necrosis factor receptor; PAFR, plasmin activator factor receptor; TSLPR, thymic stromal lymphopoietin
receptor; G-CSFR, granulocyte colony stimulating factor receptor; GM-CSFR, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor receptor;
PAR, protease activated receptor; CysLTR, cysteinyl leukotriene receptor; EP, E prostanoid receptor; DP, D prostaglandin receptor

with production of large amounts of anaphylatoxins that stimulates mac-
rophages, basophils, and MC which contribute to the induction of ana-
phylaxis [9, 10]. In addition, the contact and coagulation systems can be
activated in anaphylaxis through immunological and non-immunological
mechanisms [11].

Different non-immunologic activating paths have been described in
anaphylaxis. Some drugs (e.g., opioids, neuromuscular blockers, qui-
nolones) are also capable of activating MC and basophils, triggering
degranulation, through the Mas-related G-protein coupled receptor
member X2 (MRGPRX2) [12, 13]. This is a highly relevant pathway inde-
pendent of specific immunoglobulins. External factors such as physi-
cal exercise, exposure to cold, or ultraviolet radiation may also act as
elicitors of MC [14, 15°¢, 16]. Another endotype discovered due to the
increasingly common use of monoclonal antibodies and chemothera-
peutic agents is cytokine release reaction. These reactions are suspected
to be mediated by tumor necrosis factor alpha (TNFa), IL-1p and IL-6
produced by MC, monocytes, and T cells. In some patients, the endo-
type could be mixed due to co-occurrence of IgE-mediated reactions and
cytokine release reactions [4].
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Mast cell

Considering all the above, anaphylaxis endotypes can be divided mainly
in two different groups, immune-mediated anaphylaxis (IgE-dependent and
non-IgE-dependent such as IgG-dependent, complement system, contact sys-
tem, cytokine release reactions) and non-immunological anaphylaxis.

Basophil

MC are hematopoietic cells that reside in different tissues (such as connective
tissue, blood, skin, among others) and have an important role in inflammation.
MC are the key effector cells in anaphylaxis [16, 17]. They are involved in IgE-
mediated reactions (immediate hypersensitive reactions), due to cross-linking
by allergens of specific IgE (sIgE) attached to its high-affinity receptor (FCeRI)
expressed predominantly by MC and basophils [18]. This interaction, allergen-
sIgE-MC, results in intracellular signaling that triggers the release of MC media-
tors. There are two mayor types of MC, MC (T) that are characterized by a large
content in tryptase and MC (TC) which produce both tryptase and chymase
[19]. Characteristically, MC express an array of different receptors, the activa-
tion of which may induce activation through diverse pathways, as explained
above. Figure 1 outlines the different MC activating receptors and mediators.

Basophils are the largest and least common granular immune cells, represent-
ing about 0.5 to 1% of circulating leukocytes. Unlike MC, they are blood-
circulating leukocytes and not tissue-resident cells [20, 21] Recent studies
suggest that basophils activate complementary to MC and they play a key role
in anaphylaxis, especially in food-induced anaphylaxis [22, 23]. Basophils
share many mediators and receptors with MC [24] and are more commonly
used to perform laboratory allergen-specific activation tests (BAT), since they
are easy to sample from whole blood. BAT has been demonstrated useful to
confirm IgE-mediated allergy and also to monitor allergen immunotherapy,
in order to differentiate short-term desensitization versus sustained unrespon-
siveness to the allergen [25, 26].

Neutrophil, eosinophil, monocyte/macrophage, and platelet

The most recent studies on anaphylaxis have highlighted the role of other
immune effector cells such as monocytes, macrophages, neutrophils, eosino-
phils, and platelets. Most of this evidence is based on murine models, so knowl-
edge about their involvement in human anaphylaxis still remains scarce [27].

The implication of both monocytes and macrophages has been dem-
onstrated in passive and active systemic anaphylaxis. They have been more
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Fig. 1 The different MC activation receptors and mediators. FceRI, high affinity IgE receptor; FceRII (CD23), low affinity
IgE receptor; FcyRIIa, IgG receptor; Mrgprs, Mas-related G protein-coupled receptor; Trk, tyrosine kinase receptor; TLR, Toll-
like receptor; HR, histamine receptor; PAFR, plasmin activator factor receptor; NK-1R, neurokinin receptor 1; Tryp, tryptase;
Hist, histamine; PAF, platelet activator factor; Chy, chymase; CPA3, carboxypeptidase A3; DPPI, dipeptidyl peptidase I/
cathepsin C; CAT-G, cathepsin G; LTE4, lipoxygenase product E4; PGD2, prostaglandin D2; TXA2, thromboxane A2; HEP, hepa-
rin; FXII, factor XII; FXIIa, activated factor XII; CSF, stem cell factor; HMWK, high molecular weight kininogen; TNF-alpha,
necrosis tumoral factor alpha. This image is created with BioRender.com

related to IgG-dependent and cytokine release reaction endotypes [27-29].
However, especially neutrophils have gained much relevance as key cellular
player eliciting non-IgE-dependent anaphylactic reactions [4, 30]. Evidence
in patients has shown elevated circulating serum levels of neutrophil elastase
and myeloperoxidase, major mediators stored in their granules. These results
supported the existence of a neutrophil-associated IgG molecular mechanism
associated with drug-induced anaphylaxis [31-33]. As represented in Table 1,
neutrophils not only express FcyR, but also FceRI and MRGPRX2.

MC and eosinophils share several receptors and mediators (Tables 1 and
2), so suspecting their involvement in anaphylaxis seems reasonable. Accu-
mulation of eosinophils has been detected in passive cutaneous anaphylactic
reactions in guinea pigs, as well as in spleens and coronary arteries from ana-
phylactic human cadavers [34, 35]. And lastly, but by no means less impor-
tantly, there is evidence of platelet contribution in anaphylactic reactions. The
release of important mediators (Table 2) has been observed in both IgE- and
IgG-dependent pathways [6, 36-38].
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Taken together, this data indicate that many myeloid cells have a role in
the physiopathology of anaphylaxis.

Endothelium

The endothelium consists of a single and extensive layer of endothelial cells
(ECs). Molecularly, stabilization of the endothelial barrier depends on a series
of connections, such as tight junctions (TJ) and adherent junctions (AJ). A dys-
functional endothelium is the cause of important cardiovascular diseases such
as thrombosis, atherosclerosis, or hypertension [39]. A damaged endothelium
has been observed in patients with mastocytosis [40] and, in acute inflammatory
situations as in COVID-19 disease, ECs contribute as effector cells to the cytokine
releases syndrome [41]. Therefore, endothelium is an important organ-cell in
anaphylaxis playing a role not only in the control of fluids and the vascular
tone but also as an activation surface for the coagulation, contact system, and
complement [11, 42, 43]. ECs release relevant anaphylactic mediators such as
nitric oxide (NO), together with other molecules (presumably cytokines or inter-
leukins) which also released, contribute to the pool of mediators in the reaction
[3°¢]. Specifically, anaphylactic shock depending on endothelial Gq/G11 has
been characterized in mice [43]. However, the exact contribution of these cells
during anaphylaxis is still not fully understood.

Mediators release in anaphylaxis

During anaphylaxis there is a rapid release of mediators from different sources,
but most important, from MC and basophils. These mediators are proteases,
sulfated polysaccharides, cytokines, chemokines, vasoactive agents (histamine,
bradykinin) and proinflammatory lipid mediators, among others [44]. They
are usually divided into three classes: preformed mediators (that are stored in
cytoplasmic granules), newly generated in minutes (proinflammatory lipid
mediators), and newly generated over hours (growth factors, cytokines, and
chemokines). Table 2 summarizes the main mediators, their major cell sources,
best sampling time, and the availability of commercial assays.

Preformed mediators

Preformed mediators are stored in cytoplasmatic granules of the effector cells
(mainly MC and basophils) and include proteases (tryptase, chymase), highly
sulfated polysaccharides (heparin and other proteoglycans), and histamine
[45].
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Plasma histamine is an amine secreted by MC and basophils with vasoac-
tive and pro-inflammatory functions. It is synthetized from the amino acid
histidine and catalyzed by L-histidine decarboxylase. Histamine is stored
in cytoplasmic granules and can be released when immunological or non-
immunological activation occurs. There is evidence that neutrophils can also
synthetize and release histamine under specific circumstances [46]. When
MC/basophils are activated, histamine is released and it acts through its
g-protein receptors (H1, H2, H3, and H4), causing arteriolar vasodilation,
increased capillary permeability, bronchoconstriction, itching, swelling, rhi-
norrhea, urticaria, and rhinitis, among others [47]. The peak of histamine
is 5-10 min from the onset of the reaction and is rapidly metabolized into
methyl histamine by the N-methyltransferase or into imidazole acetaldehyde
by diamine oxidase, and then secreted in urine [48]. In daily practice, his-
tamine is not a good diagnostic biomarker for anaphylaxis due to its short
half-life [4, 49].

Histamine metabolites

Methyl histamine and imidazole acetaldehyde had longer half-life compared
to histamine and can be measured in urine or plasma after 30-60 min of the
onset of the reaction [48]. Normal levels do not exclude a hypersensitivity
reaction. Some false positive results may occur due to ingestion of foods with
high concentrations of histamine (in example, in scombroidosis), endog-
enous production by other type of cells such as neurons or enterochromaffin-
like cells in stomach, or by certain bacteria [24].

Tryptase

Tryptase is a neutral serine protease highly specific of MC, stored in large
amounts in cytoplasmatic granules. It is currently used as a diagnostic bio-
marker in anaphylaxis. Also, basophils produce tryptase but in much lower
amounts. Tryptase provides information about MC activation, distribution,
and number so it is useful for diagnosis and follow-up of mast cell diseases
[50, 51].

There are two biologically important forms of tryptase, alpha-prot-
ryptase and beta-tryptase. The alpha-protryptase is present in serum as
an inactive proenzyme and is secreted constitutively. Beta-tryptase, on
the other hand, is the functional tryptase, a mature tetramer stabilized
by proteoglycans, stored predominantly in MC secretory granules and
released by active MC. Tryptase acts binding to protease activated recep-
tor type 2 (PAR-2, present in gastrointestinal, cardiovascular, neurons,
among others). It is responsible of cleaving extracellular substrates, such
as calcitonin gene-related peptide, kininogens, fibronectin, and vasoactive
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intestinal peptide; also, it is a potent growth factor for EC, airway smooth
muscle cells, and fibroblasts [45, 52]. It also has a chemotactic effect on
neutrophils and eosinophils via IL-8 [53]. During anaphylaxis, tryptase
is responsible for vascular vasodilation (activating the contact system to
generate bradykinin) and bronchial hyperresponsiveness [49].

Basal tryptase in healthy individuals ranges from 0 to 11.4 ng/mL.
Currently, it is accepted that levels of 120% of the baseline plus 2 ng/
mL (1.2 x baseline tryptase + 2 ng/mL) is a significant increase, indicating
MC activation (54, 55). In MC disorders, a basal tryptase>20 ng/mL is
considered as a minor criteria of mastocytosis [51].

During active MC degranulation in allergic reactions, p-tryptase is
released. Levels of tryptase are increased from 15 min to 3 h after the
anaphylaxis onset [54¢, 56]. Sequential measurement of serum tryptase
during anaphylaxis and basal serum levels increases sensitivity and spe-
cific of the diagnostic. Higher peak/baseline tryptase correlates with more
severe symptoms [57]. Nevertheless, it is important to take into account
that an increase is not detectable in all cases, for example, in food-induced
anaphylaxis where tryptase does not increase as in drug-induced reactions
[56, 58], but may still be useful for diagnosis. Current commercial meth-
ods measure immature alpha and beta tryptase, but as a diagnostic marker
of anaphylaxis, it would be optimal to measure beta-tryptase alone, since
this is the form released by MC.

Chymase is a serine endopeptidase also found in MC (TC). It is usually
released during MC/basophil activation, and its concentration in serum
has been seen to be stable. There are no commercialized kits to measure
chymase, so is not used routinely in anaphylactic reactions [59]. Chymase
participates in local arterial pressure regulation due to the hydrolysis of
angiotensin I into angiotensin II [60]; it also activates endothelin-1 and
2, leading to the production of metalloproteinases and cytokines [24]. It
has been reported alternative methods to evaluate indirectly Chymase via
alpha-2-macroglobulin, but is not systematically used [61]. Postmortem
chymase concentrations in cases of fatal anaphylaxis have been shown to
correlate with levels of tryptase [62].

Carboxypeptidase A3

Carboxypeptidase A3 is another metalloproteinase contained in MC and baso-
phil granules [63]. Zhou et al. [64] measured levels of carboxypeptidase A3 in
cases of anaphylaxis, systemic mastocytosis, and control groups. Significantly
elevated levels were found 8 h after the onset of an allergic reaction compared
to the control cohort. There are no available commercial methods for its quan-
tification in daily practice.
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Basogranulin

Basogranulin is a basophil granule protein that is released in parallel with his-
tamine. It shares receptors and pathways with histamine [65]. Nowadays, there
are no available methods for its measurement [66].

Highly sulfated proteoglycan heparin is preformed in MC (predominantly) and
also in basophil granules. It is stored in its active form with a negative charge. It
has been reported that heparin has an important role in activating the plasma
contact system [11, 67]. Due to its negative charge, it is capable of activating the
EXII-dependent pathway and cleaving high molecular weight kininogen into
bradykinin, leading to increased vascular permeability [11].

Dipeptidyl peptidase I (DPPI)/cathepsin C

Dipeptidyl peptidase I (DPPI)/cathepsin C is a member of the papain family
proteases that is expressed in numerous cell types, including both MC and
basophils. Levels of chymase and DDPI have been shown to increase and corre-
lated during anaphylaxis, but do not correlate with tryptase [68, 69]. Its activity
outside of cells is limited. There are no available measurement methods for its
quantification currently.

Cathepsin G

Cathepsin G is a protease related to chymase and has similar functions (cleavage
of angiotensin I to angiotensin II) [69]. It is found in MC granules. There are no
available techniques to measure it.

Newly generated over minutes

Newly generated mediators are generated over minutes after the onset of
stimuli by the different types of cells involved in the reactions.

Bradykinin (BK)

Is a nonapeptide from the kinin family with vasoactive functions that has been
demonstrated to be released during anaphylaxis by activation of the contact
system |11, 67]. When the contact system is activated by a negative charge (for
instance heparin that is released in anaphylaxis), FXII is activated to FXIIa,
which cleaves prekallikrein to kallikrein, which subsequently hydrolyses the
high molecular weight kininogen to release BK. BK has a very short half-life,
less than 1 min, due to its fast metabolism by the specific enzymes (angiotensin
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converting enzyme, also known as kininase II), dipeptidyl peptidase IV, car-
boxypeptidase N also known as kininase I, and neutral endopeptidase [70]. BK
acts through its specific receptors, B1 and B2, inducing an increase of vascular
permeability and plasma extravasation [71]. Currently, it is not possible to
measure BK in daily practice, due to its short half-life, so indirect methods are
used to assess it in research setting.

Lipid mediators

Lipid mediators are synthetized de novo in activated MC and basophils. They
derive from arachidonic acid and have vasoactive and pro-inflammatory
functions.

Lipoxygenase products: leukotriene E4

Leukotriene E4 (LTE4) is produced by activated MC, neutrophils, eosinophils,
and macrophages. It is derived from the precursor LTA4, converted to LTD4
and finally LTE4. LTE4 is the most stable metabolite of the lipoxygenase
products and binds to three different receptors (CysLTR1, CysL'TR2, CysLTR3).
Its activation causes airway constriction, smooth muscle contraction, and
increased vascular permeability [24]. LTE4 can be measured in urine, but due
to their rapid metabolism, LTC4 and LTD4 cannot be measured [72].

Cyclooxygenase products: prostaglandins and thromboxanes

Generation of metabolites of arachidonic acid (thromboxane A2, throm-
boxane B2, prostaglandin (PG) D2, PGE2, PGF2) in anaphylaxis has been
demonstrated in several studies with animals and humans [73, 74]. PGD2 is
the main cyclooxygenase product formed in activated MC, also produced by
neutrophils, monocytes, macrophages, and platelets, but not by basophils.
PGD2 binds to its receptors DP1 and/or DP2 and increases vascular perme-
ability and induces bronchoconstriction. PGD2 has a rapid degradation to
more stable metabolites such D-prostaglandin (PGD), F-prostaglandin (PGF),
and J-prostaglandin (PGJ), which are excreted in urine [75]. Nassiri et al.
[76] suggest that serum levels of 9a,11p-PGF2 could be useful biomarkers of
anaphylaxis. The urinary metabolite 2,3-dinor-11p-PGF2a can be measured
in urine [75].

Platelet-activating factor (PAF)

PAF is a potent phospholipid derived mediator produced by activated MC,
endothelial cells, polymorphonuclear (PMN) leukocytes, eosinophils,
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macrophages, monocytes, and platelets. It is rapidly metabolized into its
inactive metabolite lyso-PAF (by the enzyme PAF acetylhydrolase—PAF-AH).
During anaphylaxis, PAF binds to its receptor on monocytes, platelets, mac-
rophages, and neutrophil. It induces a potent bronchoconstriction and vaso-
dilation with edema. Also is involved in platelet aggregation, activation of
eosinophils, and PMN-leucocytes. Elevated levels of PAF correlate with the
severity of anaphylaxis [77, 78]. Also, there is an inverse correlation between
PAF and PAF-AH activity. Vadas et al. (79) showed that PAF correlates better
to MC anaphylaxis compared to histamine and tryptase. PAF is common in
both, IgE and IgG anaphylaxis, due to that it is released by all myeloid cell
subsets. In mouse models, it had been demonstrated a synergistic effect with
histamine [27]. One of the challenges of measuring PAF and PAF-AH in a
daily practice is its short half-life and the transport precautions it requires.

C3a and Cha

Activation of complement by immune complexes can lead to the genera-
tion of anaphylatoxins (AT), such as C3a and C5a, which can then bind to
complement receptors on MC. C3a and C5a regulate vasodilation, increase
the permeability of small blood vessels, and induce contraction of smooth
muscles. Basophils and MC react upon AT stimulation with release of hista-
mine [80]. In macrophages, neutrophils, and eosinophils, C3a and C5a can
trigger oxidative burst [81, 84].

Newly generated over hours

Newly generated over hours mediators are mainly growth factors, cytokines,
and chemokines. Specific mediators released by MC may have autocrine,
paracrine, and endocrine effects of interest to the pathogenesis of anaphy-
laxis. The cytokines IL-8 and GM-CSF have paracrine effects on other cells
of leukocyte lineage, including eosinophils, neutrophils, and macrophages
[83]. Similarly, the expression of stem cell factor by MC can have facilitatory
autocrine effects on mast cell survival, chemotaxis, growth, and proliferation
[84, 85]. Another paracrine loop is mast cell-derived histamine binding to
endothelial H1-receptors and leading to the elaboration of NO which con-
tributes to vasodilation [86].

Stone et al. [87] analyzed the peak concentrations of different mediators
including histamine, tryptase, cytokines [IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,
interferon (IFN)-gamma and tumor necrosis factor (TNF)-alpha and TNFRI]
and chemokines in a prospective study in patients who suffered anaphylaxis.
All these mediators were higher in anaphylactic patients compared to control
group. In this study, only tryptase, histamine, IL-2, IL-6, IL-10, and TNFRI
correlated with hypotension, a finding similar to that found by Brown et al.
[88]. Moreover, IL-6 and other inflammatory cytokines such as IL-8, TNF-a,
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interferon gamma (IFN-g), and IL-1b induce the inactivation of cadherin,
which mediate cell adhesion, leading to vascular leakage by increased capil-
lary permeability. It has been postulated that IL-1 released from monocytes
and macrophages activates endothelial expression of NO leading to this cap-
illary permeability. On the other hand, recently, the role of IL-6 has been
described as an excellent biomarker of cytokine release reactions because
of its correlation with the severity of the reactions and its longevity in a
blood serum. In addition, it has been demonstrated the role of IL-6 in the
systemic inflammatory response syndrome (SIRS) [89]. There are promising
data regarding major basophil chemotactic factor, chemokine (C-C motif)
ligand 2, or CCL-2. Concentration of CCL-2 has been found to be significantly
higher in anaphylaxis compared to healthy control cohort, and potentially
identified severe anaphylaxis cases [65]. Latest studies, including human and
murine models, have detailed several novel mediators that may participate
in anaphylaxis reaction [3°¢, 83, 90], as it has been summarized in Table 2.

Conclusions

Pathophysiology of anaphylaxis involves the activation of multiple pathways
beyond IgF, different cell types, and a wide range of mediators. Therefore, meas-
uring only one mediator may not be enough to diagnose anaphylaxis. This could
partly explain the current lack of optimal biomarkers to confirm the diagnosis.

Given that anaphylaxis remains a clinical diagnosis, there is still exist a
challenge in the laboratory diagnosis of anaphylaxis. Biomarkers are useful
to reinforce the diagnosis and distinguish anaphylaxis from similar clinical
scenarios. New biomarkers are pointing their interest such as chymase, car-
boxypeptidaseA3, PAE, PAF-AH, IL-2, IL-6, IL-10, and CCL-2, providing sam-
ple requirements, assay platform, process, and costs. However, a consensus
on a reference range about sample handling and processing requirements for
different biomarkers is needed.

Further studies applying these approaches are needed and they might
provide greater insight into factors determining severity, clinical risk stratifica-
tion, identification of mast cell disorders, and improving our understanding
of this relatively complex acute condition.
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