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PRESENTACION

La Tesis Doctoral que aqui se presenta ha sido realizada en el grupo de
investigacion de anafilaxia de la Seccion de Alergia del Servicio de Medicina Interna del
Hospital Universitari Vall d'Hebron, adscrito a la Facultad de Medicina de la Universitat
Autonoma de Barcelona, bajo la direccién de la Dra. Victoria Cardona Dahl y del Prof.
Josep Angel Bosch Gil.

El objetivo de esta Tesis Doctoral es investigar los mediadores mastocitarios
implicados en la fisiopatologia de la anafilaxia, reacciéon de instauraciéon rapida y
potencialmente mortal. Se presenta como un compendio de dos trabajos. El primero,
ya publicado en una revista indexada, investiga la utilidad y las limitaciones de la
triptasa, el marcador diagnostico disponible en la actualidad. El segundo, estudia otros
posibles mediadores implicados en la fisiopatologia de la anafilaxia, y evalua el papel
del sistema de contacto y de la coagulaciéon durante la anafilaxia, encontrando
novedosos resultados que estan pendientes de publicacion. Una parte de este segundo
estudio, en la que se analiza el sistema de contacto y de la coagulacién, ha sido
desarrollada por la Doctoranda en el Departamento de Medicina y Cirugia Molecular
del Karolinska Institutet, en Stockholm, Suecia, liderado por el Profesor Thomas Renné,
hematologo y quimico de gran prestigio a nivel mundial por sus conocimientos sobre el
sistema de contacto.

La Tesis Doctoral consta de los siguientes apartados: Introduccion, Justificacién e
Hipdtesis, Objetivos, Resultados, Discusion, Conclusiones, Bibliografia y Anexos. En la
Introduccion se tratan los aspectos mas relevantes sobre la anafilaxia, definiéndola y
describiendo la fisiopatologia, el diagnostico, la clasificacion, la etiologia y el
tratamiento. También se describe el sistema de contacto y la coagulacion, incluyendo la
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fisiopatologia y los componentes implicados en ellos, ya que son dos de los aspectos
evaluados en el segundo trabajo, comentando la bibliografia mas actual publicada al
respecto hasta el momento de realizar la Tesis Doctoral. Tanto en el apartado de los
Objetivos, de los Métodos, de los Resultados como de la Discusion se ha dividido el
contenido en dos partes, cada una de ellas representa un trabajo, para facilitar la
comprension y la lectura, porque aunque los dos estudios siguen una misma linea
(investigar los mediadores mastocitarios durante la anafilaxia) cierta metodologia y los
temas a evaluar y discutir son distintos. En la Discusion se comentan los resultados
obtenidos desde una Optica integradora analizandola con los conocimientos que
tenemos hoy en dia, y aunque el segundo trabajo todavia esta en revision de una
revista cientifica, debido a que los hallazgos de éste son importantes y novedosos se ha
procedido a la presentaciéon de la Tesis previa a su publicacién. Y finalmente, las
Conclusiones recapitulan los aspectos y las aportaciones mas relevantes de la Tesis
Doctoral. En el apartado de Bibliografia se detallan las referencias bibliograficas

citadas en la Tesis Doctoral.
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PRODUCCION CIENTIFICA:

Los resultados obtenidos durante el proceso de investigacion que ha llevado a la
elaboraciéon de esta tesis doctoral han sido publicados previamente en revistas

cientificas indexadas y presentados en congresos cientificos de ambito internacional:

PUBLICACIONES INTERNACIONALES DE LA TESIS

Articulos Originales

1.- “Usefulness and limitations of sequential serum tryptase for the diagnosis of
anaphylaxis in 102 patients”

Sala-Cunill A, Cardona V, Labrador-Horrilo M, Luengo O, Esteso O, Garriga T, Vicario
M, Guilarte M. International Archives of Allergy and Immunology 2013;160:192-199
(DOI:10.1159/000339749). IF 2.54. Editor’s Choice, articulo seleccionado para acceso

abierto.

2.- Activation of the plasma contact-system in patients with Anaphylaxis
(pendiente de publicacién)
Anna Sala-Cunill, Mar Guilarte, Victoria Cardona, Jenny Bjorkqvist, Katrin Nickel,

Moises Labrador-Horrillo, Olga Luengo, Thomas Renné

OTROS RESULTADOS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

1.- Anaphylaxis: usefulness of tryptase in patients attending an emergency
department.

Sala Cunill A, Guilarte M, Labrador M, Luengo O, Esteso O, Garriga T, Cardona V.

29thCongress of the European Academy of Allergology and Clinical Immunology.
London. June 2010. Allergy 2010; Suppl.

Presentado como comunicacién oral en el Congreso Europeo de la EACCI en Londres

2010 y premiado por el jurado como mejor comunicacion oral.

2.- Activation of the Plasma Contact-System in Patients with Anaphylaxis

Anna Sala-Cunill, Mar Guilarte, Victoria Cardona, Jenny Bjorkqvist, Moises Labrador, Katrin
Nickel, Olga Luengo and Thomas Renné

Aceptado como comunicacion oral para el “2013 Annual Meeting of AAAAI” San Antonio,

Texas (Abstract Number: 456846)
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Introduccion

INTRODUCCION

3.1 Andfilaxia

3.1.1 Definicion

No existe una definicion de anafilaxia universalmente admitida, lo que conduce
con frecuencia a una confusion en el diagndstico y en el tratamiento [1]. La
European Academy of Allergy and Clinical Immunology (EACCI) define la anafilaxia
como una reaccion de hipersensibilidad generalizada o sistémica, grave y que
amenaza la vida [2]. La guia espafiola de actuacion en Anafilaxia: GALAXIA
considera que la anafilaxia es una reaccion alérgica grave de instauracién rapida y
potencialmente mortal [3], de acuerdo con la definiciéon propuesta en la segunda
reunion de la NIAID/FAAN [1].

Desde un punto de vista clinico, se trata de un sindrome complejo, con aparicién
de sintomas y signos sugestivos de liberacién generalizada de mediadores de
mastocitos y de basofilos tanto a nivel cutdneo (eritema, prurito generalizado,
urticaria y/o angioedema) cdmo en otros érganos (gastrointestinal, respiratorio o
cardiovascular)[4], que se puede desencadenar tanto por mecanismos

inmunolégicos como no inmunolégicos [5].

3.1.2 Epidemiologia

La prevalencia de la anafilaxia esta entre 0,05 y 2% aunque parece que esta
aumentando, especialmente en gente joven [6], [7], [8] . De todas formas, parece

claro que sigue siendo una patologia infradiagnosticada por parte de los médicos y
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poco reconocida por parte de los pacientes, ocasionando, en muchas casos, un
tratamiento inadecuado [6].

Existen pocos datos sobre la incidencia de anafilaxia en la poblacién general, y
los que hay son dificilmente comparables debido a la amplia variabilidad en los
criterios de inclusion, en la poblaciéon diana y por la falta de una definicion
universalmente aceptada. La mayoria de los articulos indican una incidencia entre
el 3,2 y 30 por 100.000 personas-afio, con una mortalidad entre 0,05y 2% del total
de las reacciones [1], [4]. En EEUU se describen unos 100.000 episodios al afio y al

menos un 1% son mortales [9].

3.1.3 Causas de anafilaxia

Las causas mas frecuentes de anafilaxia a nivel global son los farmacos, seguido
por los alimentos y las picaduras de himendpteros en la mayoria de series
publicadas [1], [10]. La frecuencia de cada uno de ellos varia en funcién de la edad,
asi los alimentos son la causa mas frecuente en la infancia y los farmacos son los
mas frecuentes en adultos [3]. En la tabla 1 se recogen los agentes etiologicos
descritos en series espanolas y resumidos en la Guia Espafiola de actuacion en
Anafilaxia: GALAXIA [11].

Tabla 1. Causas de anafilaxia en Espaiia. Adaptado de [11],[12], [13], [14].

Etiologia Porcentage (%)
Medicamentos y medios diagnosticos 46.7-62
Alimentos 22.6-24.1
Picaduras de insectos 8.6-13.9
Factores fisicos 3.4-4

Otros (incluye latex) 7.26

Idiopatica 3.4-5
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Los alimentos mas frecuentes implicados en los nifios son: huevo, leche, frutos
secos, pescado y marisco y en los adultos son: frutas, frutos secos, marisco y
pescado [12], [13].

Los farmacos mas frecuentemente implicados en reacciones anafilacticas son:
antibidticos betalactamicos, antiinflamatorios no esteroideos, otros agentes
antiinfecciosos no betalactamicos y medios de contraste radiologicos [12] . El latex

constituye una causa importante en el medio hospitalario.

3.1.4 Fisiopatologia

La anafilaxia se produce por una liberacién de mediadores mastocitarios y de

baséfilos. Esta liberacion puede producirse por tres mecanismos distintos:

3.1.4.1 Reaccion de hipersensibilidad mediada por IgE

En la mayoria de pacientes con anafilaxia, la IgE ejerce una funcién
primordial en su patogénesis. El tipo de reaccion de hipersensibilidad, en la que
la IgE esta implicada, es la reaccién de hipersensibilidad inmediata tipo I de la
clasificacion de Gell y Coombs realizada en 1963 [15] . De forma esquematica
se representa éste tipo de reaccidn en la Figura 1. Primero hay una fase de
sensibilizacion y posteriormente, en una re-exposicion al alérgeno, éste se une a
la IgE fijada al receptor de alta afinidad de la IgE (FceRI) de la superficie celular
del mastocito y de los basofilos. El entrecruzamiento entre complejos IgE/ FceRI
producira una activacion celular y una liberacion de los mediadores
mastocitarios. La IgE, ademas, también contribuye a intensificar, a partir de

mecanismos mas alla de la sensibilizacién, la activacion y la liberacion de

25



Introduccion

mediadores mastocitarios, por ejemplo, al potenciar la expresion del FceRI en

los mastocitos y baséfilos [16],[17], [18] .

TEJIDOS
PERIFERICOS

Epitelio respiratorio Mucosa digestiva Piel

Mediadores

(Histamina, serctonina, PGs, LTs,...) 1 0 \1 Alérgeno
1 &HN 3 i
.
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O [

Linfocito T_ Linfocto B\ /
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EFERENTE SISTEMICA

Figura 1 Fases de la reaccion alérgica mediada por IgE. FASE DE SENSIBILIZACION. 1/
Entrada de alérgenos en los tejidos periféricos y captacion por las células presentadoras de antigeno
(CPA) inmaduras; 2/ CPA madura con antigeno procesado; 3a/ Llegada del antigeno, libre y procesado
por CPA, al ganglio linfatico; 3b/ Llegada de linfocitos B y T pre-inmunes al ganglio linfatico; 4/
Presentacién del antigeno procesado al linfocito T. Activacién del linfocito T; 5/ Presentacion del
antigeno libre al linfocito B. Activaciéon del linfocito B por el linfocito T activado; 6/ Expansion clonal de
los linfocitos B y diferenciacién a células plasmaticas productoras de IgE especifica; 7/ Transporte de IgE
especifica a los tejidos periféricos; 8/ Union de la IgE a los receptores de alta y baja afinidad de las
células efectoras; 9/ Sensibilizacidn de las células efectoras, mastocitos y eosinéfilos. FASE EFECTORA.
10/ Segundo contacto con el alérgeno tras fase de sensibilizacién; 11/ Polarizacién de IgE positiva al
alérgeno e inicio de la desgranulacion de los mastocitos; 12/ Liberacién de mediadores inflamatorios.
Fase de expresion clinica. (Reproducido con permiso del Dr. M. Labrador ) [19].

3.1.4.2 Reaccion inmunoldgica no IgE

En humanos, la anafilaxia por otros mecanismos inmunoldgicos que no
implican la IgE es mucho menos frecuente y esta menos estudiada. Entre estos

mecanismos se incluyen complejos de antigeno-IgG, activacion del
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complemento y del sistema de coagulacién , y posiblemente otros mecanismos
como son la citotoxicidad, la activacion de células T, Iliberacion de
neuropéptidos (sustancia P), o autoinmunidad [16],[20],[21],[22],[18]. Hay
pruebas indirectas de que después de la administracion de un antigeno a dosis
altas se puede desencadenar una anafilaxia, como son la generacion de
complejos IgG-antigeno y la liberacion del factor de activacion de plaquetas.
Por ejemplo, en pacientes que recibian tratamiento con infliximab se describio
una respuesta IgG especifica contra la inmunoglobulina murina [23],[24],[25].
Otro ejemplo, bien documentado, sobre la implicacién del sistema del
complemento y la coagulacion en la anafilaxia, es la anafilaxia desencadenada
por la heparina contaminada con condroitin sulfato sobre sulfatado (OSCS,
acronimo del inglés “Over Sulphate Condroitin-Sulphate”), la cual se produce
por una activacion del complemento, por el exceso de cargas negativas que
contiene el OSCS, conduciendo a la generacion de bradicinina, asi como de
anafilotoxinas C3a y C5a, y también a la activacion del sistema de la coagulacion

a traves del factor XII [20], [26].

3.1.4.3 Reacciones no inmunologicas

Hay factores que pueden activar el mastocito, sin precisar un mecanismo
inmunolégico, como son el ejercicio fisico, el aire frio, la exposicion al agua, al
alcohol, el veneno de insectos, los contrastes radiologicos, y medicaciones como
opioides y vancomicina. Este mecanismo todavia no esta bien dilucidado [16],
[18], [27]. En un mismo paciente, durante un episodio de anafilaxia, puede estar

implicado mas de un mecanismo distinto.
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3.1.5 Diagnostico

3.1.5.1Diagnéstico clinico

3.1.5.1.1 Sospecha clinica.

El diagnostico de anafilaxia es, fundamentalmente, clinico, hecho que
hace imprescindible el rapido reconocimiento de los signos y sintomas de la
anafilaxia para poder evitar un desenlace mortal y para poder identificar el
agente causal y, asi, evitar nuevos episodios. Otro problema afiadido, es la
diferencia de criterios entre autores sobre los sintomas que tiene que
presentar un paciente para poder realizar el diagnostico de anafilaxia. Hay
autores que describen como anafilaxia cualquier reaccion sistémica, aunque
solo sea con afectacidon cutanea, y otros sélo consideran anafilaxia cuando
hay hipotension asociada [28].

Actualmente, se acepta que se debe sospechar una anafilaxia cuando
aparece de manera aguda (en minutos o pocas horas) un sindrome
rapidamente progresivo que afecta a la piel y/o mucosas y que se acompaiia
de compromiso respiratorio y/o circulatorio (Tabla 2, criterio 1) [1]. Como
la mayoria de las anafilaxias cursan con sintomas cutaneos (>80%) [29], con
este criterio al menos un 80% de las anafilaxias son identificadas. Sin
embargo, existen presentaciones menos tipicas que no quedarian incluidas,
como es el caso de las que cursan sin afectacion en la piel (hasta un 20%), o
de las que presentan exclusivamente hipotension [30]. También es

importante tener en cuenta que la concurrencia de una exposicién a un
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alérgeno potencial o conocido para el paciente apoya el diagndstico. Por
todo esto se han establecido dos criterios mas de sospecha de anafilaxia
representados en la Tabla 2 [1].

Tabla 2. Criterios clinicos para el diagnéstico de anafilaxia. Adaptado de [1].

. |
La anafilaxia es muy probable cuando se cumple uno de los tres criterios
siguientes:

1. Inicio agudo (minutos o horas) de un sindrome que afecta a la piel y/o
mucosas (ej. Urticaria generalizada, prurito, eritema, “flushing”, edema
de labios, uvula o lengua) junto con a menos uno de los siguientes :

a. Compromiso respiratorio (ej. Disnea, sibilancias, estridor,
disminucién del PEF, hipoxemia)

b. Disminucion de la TA o sintomas asociados de disfuncién
organica (ej. Hipotonia, sincope, incontinencia)

2. Aparicién rapida de dos o mas tras la exposicion a un alérgeno potencial:
a. Afectacién de piel y/o mucosas
b. Compromiso respiratorio
c. Disminucion de la TA o sintomas asociados

d. Sintomas gastrointestinales persistentes

3. Disminucién de la TA en minutos o algunas horas tras la exposicién a un alérgeno
conocido para ese paciente.

a. Lactantes y nifios: TA baja o descenso superior al 30% de la TA sist6lica*

b. Adultos: TA sistélica inferior a 90mmHg o descenso superior al 30% sobre la
basal

. ____________________________________________________________________________________________________|
1

EF, pico flujo espiratorio; TA, tensidn arterial. *TA sistdlica baja en la infancia: menor de 70

mmHg de 1 mes a 1 afio, menor de [70mmHg + (2 x edad)] de uno a 10 afios, y menor de
90mmHg de 11 a 17 afios.

Cuando existe afectacion cardiovascular con hipotension se habla de
shock anafilactico.
Hay que recordar que la anafilaxia se puede presentar con

manifestaciones inusuales como son las metrorragias [31], [32],
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convulsiones o otras alteraciones neuroldgicas [33], y hemorragia
suprarrenal [29] .

La dificultad en el diagnostico estriba en que no hay ningun signo o
sintoma patognomonico; lo que si que es tipico es la rapida progresién en la
gravedad o intensidad de los sintomas y esta caracteristica es valida tanto

para nifios como adultos.

3.1.5.1.2 Evaluacion de la gravedad

La gravedad de la anafilaxia se relaciona con la rapidez en la progresion
de los sintomas, con el tipo de antigeno y su via de entrada, y con los 6rganos
afectados. Sin embargo, existen factores relacionados con el propio paciente
que también se han asociado a una mayor gravedad de la reacciéon y mayor
mortalidad, como son la edad avanzada, la presencia de patologia
respiratoria (especialmente asma) o cardiovascular asociada, el tratamiento

con IECA o betabloqueantes, o tener una mastocitosis [27], [34].

3.1.5.1.3 Clasificacion de la gravedad

Valorar la gravedad de la anafilaxia puede ser dificil, porque los sintomas
iniciales pueden ser leves. Pero tardar en reconocer los signos y sintomas
derivados de la anafilaxia, puede llevar a un desenlace fatal debido al grado
de obstrucciéon maxima de la via aérea o al colapso vascular.

Se han propuesto varias clasificaciones de gravedad de la anafilaxia, con
la finalidad de unificar criterios, basandose en los érganos o aparatos

afectados:
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Una de las mas utilizada es la clasificacion de Mueller [35], que clasifica
la anafilaxia en cuatro grados segun su gravedad, correspondiendo a
anafilaxia grave los grados IIl y IV. Otros autores, como Ring [28], afiaden un
quinto grado, en el que existe paro respiratorio, bradicardia extrema y/o
hipotensién o parada cardiaca.

Sin embargo, la mas actual es la clasificacion de Brown SGA et al [30], que
usa los términos leve para referirse a la reaccién de hipersensibilidad que
afecta puramente a nivel cutaneo-mucoso; moderada cuando los sintomas
cutaneos estan asociados a afectacion de las via respiratoria o del aparato
gastrointestinal y grave cuando ademas de lo anterior, hay afectaciéon
cardiovascular o de otros érganos, tal y como se muestra en la Tabla 3.
Recientemente, Stone et al [36] han demostrado que esta clasificacion tiene
una buena correlacion con los niveles de triptasa sérica durante la anafilaxia.

Tabla 3. Grados de gravedad de las reacciones sistémicas de

hipersensibilidad. Adaptada de Brown SGA [30] .

Grado Definido por

Leve Eritema generalizado, urticaria, o
(piel y tejido subcutaneo sélo) angioedema

Moderado Nauseas, vomitos o dolor abdominal,

(caracteristicas sugestivas de involucrar disnea, estridor, sibilantes, mareo,
el aparato respiratorio, cardiovascular, (presincope), diaforesis, o ocupacién

o gastrointestinal) de gargantas

Grave Cianosis o *Sp02 <92%, hipotension
(hipoxemia, hipotensidn, o compromiso (Presién Arterial sistélica < 90 mmHg
neurolégico) en adultos), confusién, colapso,

pérdida de conciencia o incontinencia

*Sp02- Saturacién de Oxigeno, medida por pulsioximetria.
Note que el grado leve no corresponde a un diagnoéstico de anafilaxia, teniendo en cuenta los

criterios del Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades Infecciosas-FAAN[1]
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3.1.5.2Diagnéstico de laboratorio

Las pruebas de laboratorio disponibles actualmente para apoyar el
diagndstico clinico de anafilaxia son los niveles plasmaticos de histamina y de
triptasa total. Incluso en las condiciones mas dptimas, los niveles de histamina y
triptasa pueden ser normales; esto no es infrecuente en la anafilaxia por
alimentos, situacion en la cual parece que la implicacidn de los basoéfilos es mas
importante que la de los mastocitos [1], [34] .

Tras una activacion anafilactica del mastocito, sus mediadores son
liberados por exocitosis en pocos minutos. La sintesis de metabolitos del acido
araquidonico, incluyendo prostagandinas (PG) y leucotrienos (LT) también se
produce en pocos minutos, mientras la activaciéon de la sintesis de citocinas
inflamatorias y quimiocinas puede tardar horas [37].

Los mastocitos generan y liberan un grupo heterogéneo de mediadores
implicados en el proceso anafilactico que difieren en potencia y actividad
bioldgica. La activacién del mastocito da lugar a dos tipos de respuesta: una la
secrecion del contenido preformado de los granulos por exocitosis, que se
produce a los pocos minutos de la activacion celular, y en segundo lugar la
sintesis de nuevos mediadores [37].

Los mediadores del mastocito pueden ser divididos en tres grupos [37]:
- Mediadores preformados contenidos en los granulos: aminas biégenas

(histamina, serotonina (5-HT), proteasas neutras (triptasa, quimasa,

carboxipeptidasa A), proteoglicanos (heparina, condroitin sulfato, acido

hialurénico), péptidos (hormona liberadora de corticotropina, sustancia P,
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factor de crecimiento del endotelio vascular, urocortina, péptido vasoactivo
intestinal), citocinas (TNF-alfa e IL-6).

- Mediadores derivados de lipidos: derivados del acido araquidonico
(prostaglandinas (PG) D2, leucotrieno (LT) B4, LTC4, LTD4, LTE4), factor
activador de plaquetas.

- Citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento: citocinas (IL-1, IL-2, IL-
3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-16, INF-gamma, TNF-alfa),
quimiocinas (IL-8, RANTES, MIP-1alfa, MIP-1beta, MCP-1, MCP-3, MCP-4, I-
309), factores de crecimiento.

Las caracteristicas de los principales mediadores del proceso de anafilaxia son:

3.1.5.2.1 Histamina

Es el mediador principal y el que mas rapidamente se eleva en la
anafilaxia. Sin embargo, una vez en el medio extracelular es rapidamente
metabolizada (vida media 30 minutos) mediante la enzima histamina metil
transferasa (Figura 2). Ademas para su medicién es necesario procesar las
muestras de manera inmediata a 42C [38]. Ambos hechos limitan su uso
como marcador de activacion mastocitaria util en la actividad clinica

habitual.

3.1.5.2.2 Triptasa

La triptasa es una proteasa neutra especifica de los mastocitos. Cuando
se libera, se secreta como un complejo proteoglicano activo de gran tamafio
(200-250KDa) que limita su difusion mas alla de los lugares de activacion

del mastocito. Asi, los niveles circulantes de triptasa aumentan solo tras la
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activacion mastocitaria masiva, como ocurre en la anafilaxia o en la
mastocitosis. Ademas, la triptasa puede propagar la sefial de degranulacion
de mastocito a mastocito. La triptasa sérica alcanza su pico maximo a los 60-
90 minutos del inicio de la anafilaxia y permanece elevada durante unas 5
horas (figura 2), disminuyendo de forma progresiva en las siguientes horas
[37]. Se han descrito tres isoformas: triptasa alfa, beta y gamma. Las mas
estudiadas y que presentan interés para la anafilaxia son la alfa y la beta. La
alfa-triptasa se secreta constitutivamente como forma inactiva en pequefias
cantidades, no esta almacenada en los granulos de secrecion, y es la forma
mas frecuentemente presente en el suero de individuos normales (los
valores varian de 1-10 ng/ml en controles sanos). Se eleva de forma
significativa en pacientes afectos de mastocitosis. La beta-triptasa se
almacena en los granulos secretores y es la forma que se libera de forma
masiva tras una activacion anafilactica. La ratio entre triptasa total y beta-
triptasa puede ser util para diferenciar anafilaxia de mastocitosis [38]. Los
valores de triptasa varian en funcion de la gravedad y de la etiologia de la
anafilaxia, como en el caso de la anafilaxia inducida por alimentos donde no
siempre se observa un aumento de la triptasa sérica [1]. Podria ser debido a
la activacidon de los mastocitos de la mucosa intestinal, donde predominan
los mastocitos que contienen triptasa (MCT) mientras que en otras
localizaciones predominan mastocitos que contienen tanto triptasa como
quimasa (MCTC) y que contienen concentraciones de triptasa muy
superiores a los MCT. Ademas, en un estudio multicéntrico de 78 pacientes
que acudieron a urgencias por anafilaxia, un nimero no despreciable de

pacientes (36%) presentaban unos niveles de triptasa normales [36]. Se
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recomienda realizar determinaciones seriadas de los valores de triptasa
sérica para aumentar la sensibilidad de la prueba [38], [39]. Asi, niveles
normales de triptasa total sérica ante un episodio clinicamente compatible
con una anafilaxia, no descartan el diagnostico.
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Figura 2. Metabolismo de la histamina y triptasa [37].

3.1.5.2.3 Quimasa

Al igual que la triptasa, la quimasa es otra proteasa que se encuentra
unida a proteoglicanos y es almacenada en los mismos granulos de secrecion
del mastocito. Se presenta unicamente en los MCTC, que se localizan
preferentemente en la piel y en tejido submucoso del tracto respiratorio y
gastrointestinal. Al igual que los otros mediadores preformados del
mastocito, es liberada tras la activacién mastocitaria, tanto de forma brusca
en las reacciones anafilacticas como de tipo progresivo (“piecemeal”). La
quimasa se libera en un complejo macromolecular junto con la

carboxipeptidasa y los proteoglicanos de forma independiente a la triptasa
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[37]. La quimasa actia en el sistema renina-angiotensina, mediante la
conversion de la angiotensina I a angiotensina Il para compensar la pérdida
de volumen intravascular secundario al aumento de la permeabilidad
vascular. Ademas, también participa en la reparacion de heridas y en la
formacién del tejido de granulacién [40] . Existen pocas publicaciones en las
que se estudie la relacion entre quimasa y anafilaxia. En un estudio post-
mortem de ocho individuos fallecidos por anafilaxia se encontr6 elevada
[41], mientras que se mantuvo por debajo de los niveles de detecciéon en 104

individuos fallecidos por otra causa.

3.1.5.2.4 Carboxipeptidasa A3

Las carboxipeptidasas son los enzimas mas abundantes en los
mastocitos, tanto en humanos como en roedores [40],[42]. Se encuentra en
los granulos secretores de los MCTC, co-localizdndose con la quimasa.
Existen datos que indican que los niveles séricos de carboxipeptidasa A3
estan elevados en pacientes con diagnostico clinico de anafilaxia, incluso en
aquellos pacientes en los que no se detecta un aumento de la triptasa.

Ademas, se mantienen elevados durante mas tiempo que la triptasa [40].

3.1.5.2.5 Beta-hexosaminidasa

Se secreta de forma paralela a la histamina después de la activacién del
mastocito. Es otro mediador preformado en los granulos del mastocito. Los
mastocitos humanos son una de las fuentes mas ricas en beta-
hexosaminidasa [43] . No existen estudios de la liberacion de esta enzima

durante la anafilaxia en humanos.
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3.1.5.2.6 Eicosanoides

Los mastocitos humanos generan y secretan prostaglandinas (PG) y
leucotrienos (LT), siendo una de las principales fuentes de PGD2 y LTC4. En
cambio, los basofilos no producen PGD2. Después de ser sintetizada por los
mastocitos, la PGD2 es excretada y se une a sus receptores presentes en la
mayoria de los tejidos. Los mastocitos, cutaneos producen principalmente
PGD2, mientras que los mastocitos de pulmén, corazén y tracto
gastrointestinal secretan PGD2 y LTC4 [40], [44]. Se ha observado un
aumento de PGD2 y LTC4 de forma paralela a la histamina y a la triptasa en
lavados broncoalveolares de pacientes asmaticos [45]. El metabolito de la
PGD2, 9alfa, 11 beta-PGF2 es un marcador de activacién mastocitaria por
alérgenos en la provocacidon especifica bronquial en pacientes con asma
alérgica [46]. La PGD2 produce broncoconstriccion, vasodilatacion periférica
y vasoconstriccion arterial pulmonar y coronaria, por lo que su liberacion
masiva por parte de los mastocitos tras la activacion anafilactica podria
contribuir al desarrollo de los sintomas cardiovasculares y pulmonares
presentes en la anafilaxia. Se han descrito niveles urinarios elevados del

metabolito de PGD2 tras un shock anafilactico por salicilamida [47].

3.1.5.2.7 Factor activador de plaquetas (PAF)

El factor activador de plaquetas es liberado por los mastocitos durante la
anafilaxia. Sin embargo, existe s6lo un estudio realizado en humanos [48],

que evalie su papel durante la anafilaxia. En dicho articulo, Vadas y
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colaboradores, demostraron, que en 41 pacientes con anafilaxia, los niveles
séricos del factor activador de plaquetas estaban aumentados y ademas se
correlacionaban con la gravedad de la reaccion, con diferencias significativas
comparando con el grupo control o con los mismos pacientes en condiciones
basales. Ademas, también encontraron que los niveles de la acetilhidrolasa
del PAF (enzima que metaboliza el PAF) estaban inversamente
correlacionados con los niveles de PAF y con el grado de anafilaxia,
encontrando niveles muy bajos en anafilaxias fatales por cacahuete.
Concluyen que estos niveles tan bajos de acetilhidrolasa del PAF en
anafilaxias graves pueden ser los responsables de los altos niveles de PAF y
de sus consecuencias. No obstante, éste grupo no compard los niveles del

PAF con los de la triptasa, ya que no midieron este ultimo marcador.

3.1.5.2.8 Citocinas y quimiocinas

Los mastocitos liberan citocinas y quimiocinas que contribuyen a la
reaccion anafilactica. Participan sobretodo en las reacciones bifasicas
(reactivacion de la reaccion anafilactica entre 2 y 72 horas después del
episodio inicial de anafilaxia). La principal citocina implicada es el TNF-alfa
que se encuentra preformada en los mastocitos y se libera en respuesta a
estimulaciéon via IgE, IgG o toll-like receptor. Una vez liberada, activa los
neutrofilos, incrementa la quimiotaxis de los monocitos y aumenta la
produccion de otras citocinas por parte de linfocitos T [43]. El nimero de
quimiocinas y citocinas implicadas en la anafilaxia cada vez es mas
numeroso (RANTES, CCL-7, CCL-1, CCL-11, GM-CSF, M-CSF, IL1-beta, IL3,

IL4, IL6, IL8, IL10, IL13, IL16, IL22). El dltimo articulo sobre este tema,
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publicado en octubre de 2009, por Stone y colaboradores [36], demostr6 un

aumento de IL6 y IL10 durante la anafilaxia.

3.1.6 Diagnostico diferencial

Generalmente el diagnodstico de anafilaxia es facil de sospechar, especialmente si
las manifestaciones cutaneas estan presentes y si existe el antecedente inmediato
de administracién de un farmaco o exposicion a un alérgeno. Sin embargo, cuando
faltan las manifestaciones cutaneas, o se produce un colapso vascular aislado y no
se puede obtener una historia, la anafilaxia se puede confundir con otras
enfermedades que cursan con afectacion cardiovascular o respiratoria. En la Tabla
4 se recoge el diagnostico diferencial [29],[49] .

Tabla 4. Adaptado de la Guia de Actuacién en Anafilaxia [11]

Dignéstico diferencial de Anafilaxia

Urticaria/Angioedema: urticaria idiopatica, déficit C1 inhibidor, angioedema por IECA.

Enfermedades que simulan edema de la via respiratoria alta: reacciones disténicas por
metoclopramida, proclorperazina, antihistaminics o reflujo esofagico agudo.

Sindromes que cursan con eritema o “flushing”: carcinoide, postmenopdausico, inducido por alcohol,
carcinoma medular de tiroides, VIPomes, sindrome del hombre rojo.

Sindromes neuroldgicos: epilepsia, accidente cerebrovascular.
Otras causas de shock: séptico, cardiogénico, hemorragico.

Distrés respiratorio agudo: asma, embolisme pulmonar agudo, crisis de panico, globo histérico,
laringoespasmo, disfuncién de cuerdas vocales.

Miscelanea: reacciones vasovagales, escombroidosis, sindrome del restaurante chino, sulfitos,
enfermedad del suero, feocromocitoma, sindrome de hipermeabilidad capilar generalitzado, hipotonia
tras espasmo del sollozo, shock séptico del nifio.
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3.1.7 Tratamiento de la anafilaxia

El éxito del tratamiento de una reaccion anafilactica depende de varios factores:
el reconocimiento temprano de la anafilaxia, la preparacion del personal que
atiende al paciente y el tratamiento precoz y agresivo [1]. Los principios basicos de

tratamiento son los mismos para todos los grupos de edad [50],[51].

3.1.7.1 Requisitos minimos de la atencion a un paciente con sospecha
de anafilaxia

- Reconocimiento de su estado de gravedad.

- Solicitud temprana de ayuda.

- Tratamiento inicial basado en la aproximaciéon ABCDE [51].
- Adrenalina cuando esté indicado.

- Estudio y seguimiento posterior por un alergélogo.

3.1.7.2 Posicion del paciente

Los pacientes que han sufrido una anafilaxia se deben colocar en posicion
comoda, tumbados, con las piernas elevadas para asi aumentar el flujo
sanguineo. Deben evitarse cambios posturales, especialmente levantar al
paciente o mantenerle en bipedestacidn, ya que puede empeorar el compromiso
hemodinamico.

Esta posicibn no es aconsejable en caso de vomitos o dificultad
respiratoria, donde los pacientes se deberan colocar en decubito lateral. De la
misma forma deberdn colocarse los pacientes que estén inconscientes o las
mujeres embarazadas para evitar compresion de la vena cava.

Se debe asegurar la permeabilidad de la via respiratoria en todo momento.

40



Introduccion

3.1.7.3 Retirada del alérgeno

Siempre que sea posible debe retirarse el alérgeno. Debe tenerse en cuenta:

- Suspender la administracion de farmacos supuestamente responsables de la
anafilaxia (Ej. Suspender la administracion IV de un antibiotico o un
analgésico).

- Retirar el aguijon tras picadura de abeja. En este caso prima la rapidez de la
extraccion sobre la forma de hacerlo [52].

- No intentar provocar el vomito en una anafilaxia producida por alimentos,
pero si retirar restos alimentarios de la boca.

- Evitar productos de latex (guantes, sondas...) si se sospecha alergia al
mismo.

- Noretrasar el tratamiento definitivo si la evitacion del alérgeno no es facil.

3.1.7.4 Parada cardiorrespiratoria

La anafilaxia es una causa infrecuente, pero potencialmente reversible, de
parada cardiorrespiratoria. El tratamiento estara basado en un soporte vital
basico y avanzado [53] .

Son signos y/o sintomas de alarma: la rapida progresion de los sintomas, el
distrés respiratorio (sibilancias, ronquera, taquipnea, estridor, cianosis), los
vOmitos persistentes, la hipotension, las arritmias, el sincope, el dolor toracico,

la confusidn, la somnolencia y el coma.
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3.1.7.5 Farmacos y forma de administracion

3.1.7.5.1 Adrenalina

La adrenalina es el farmaco mas eficaz para el tratamiento de la

anafilaxia. Es capaz de prevenir o revertir el broncoespasmo y el colapso

cardiovascular. Debe administrarse de forma precoz, ya que mejora la

supervivencia [54], [55] .

Presenta un inicio de accion rapida y una vida media corta con un estrecho

margen terapéutico-toxico. (Tabla 5 y 6).

Tabla 5. Efectos terapéuticos de la adrenalina. Adaptado de [56].

Frecuentes y transitorios Ansiedad, miedo, inquietud, mareos, cefalea,
(pueden aparecer con dosis palpitaciones, palidez, temblor.
terapéuticas)
Raros (mas frecuentes si Arritmias ventriculares, isquemia miocardica,
sobredosis, uso concomitante edema pulmonar, crisis de hipertension,
otros farmacos, comorbilidad hemorragiaintracraneal.
asociada)
Tabla 6. Efectos adversos de la adrenalina. Adaptado de [56].
Agonista sobre receptores al Aumenta vasoconstriccidbn y resistencia
adrenérgicos vascular periférica.

Disminuye el edema mucoso.
Agonista sobre receptores B1 Efecto inotropo y cronotropo positivo.
adrenérgicos
Agonistas sobre receptores 2 Incrementalabroncodilatacién.
adrenérgicos Disminuye liberaciéon de mediadores de

inflamacion de mastocitos y baséfilos.

La via intramuscular (IM) es la via de elecciéon para administrar

la adrenalina en el tratamiento inicial de la anafilaxia en cualquier

situacion. Se obtienen unas concentraciones plasmdticas mas rapidas y
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elevadas que por via subcutanea (SC) [57]. Presenta un mayor margen de
seguridad que la administracion intravenosa (IV). Se debe monitorizar al
paciente lo mas precozmente posible (FC, TA, ECG, saturacion de oxigeno).
El mejor sitio de administracidn es la cara anterolateral del muslo (Figura
3).

La dosis recomendada para adultos (1mg=1ml de adrenalina en solucién
acuosa 1/1000) es de 0,3 a 0,5 mg en dosis Unica . Este tratamiento puede
repetirse cada 5 a 15 minutos segun la gravedad y tolerancia del paciente.
En lactantes y nifios, la dosis recomendada es 0.01 mg por kilogramo,

maximo 0.3 mg, repitiéndose en 5 a 15 minutos en caso necesario.

———— e
| —@~ EpiPen’ (M

| =@ Epinephrine IM ()

i Epinephrine IM (A)
-9~ Epinephrine SC {A)
~{3~ Saline IM (A}
—&7-- Saline 5C (A)

=
£
£
[o)
8
c
el
&
2
E
[
®
0
c
o}
O
o
£
£
o}
@
£
o
w
o}
£
w
ko)
o

40 60 80 100 120 140 160
Time (min)

Figura 3. Concentraciones plasmaticas de adrenalina en funcion de la via de
administracion y del lugar. Adaptado de [57].

En amarillo, el autoinyector EpiPen intramuscular administrado en el muslo. En naranja la
adrenalina intramuscular también administrada en el muslo. En azul, la adrenalina
intramuscular en el brazo. En verde, la adrenalina subcutanea en brazo. En blanco, el suero
salino intramuscular y subcutdneo en brazo.

No existen contraindicaciones absolutas en el uso de adrenalina y es el

tratamiento de eleccion en situacion de anafilaxia [56], [54].
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Presentan mayor riesgo de efectos adversos los siguientes pacientes:

o Ancianos o pacientes con patologias asociadas (cardiopatia
isquémica, arteriopatia periférica, HTA, hipertiroidismo, cirugia
intracraneal reciente, aneurismo aértico) [58] .

o Pacientes en tratamiento con IMAO (bloquean el metabolismo de la
adrenalina), antidepresivos triciclicos (prolongan la vida media de la
adrenalina), beta bloqueantes (respuesta parcial de la adrenalina),
aminofilina, salbutamol IV u otros farmacos vasoconstrictores o
arritmogénicos.

o Intoxicacién por cocaina, anfetaminas.

En estos casos se debe monitorizar exhaustivamente al paciente y vigilar

signos de toxicidad, utilizando la minima dosis eficaz.

3.1.7.5.2 Broncodilatadores

Los broncodilatadores beta-adrenérgicos deben utilizarse siempre que el
paciente presente broncoespasmo durante una anafilaxia [59]. Ademas,
estan indicados en el tratamiento del broncospasmo refractario a

adrenalina.

3.1.7.5.3 Glucagon

Los pacientes que reciban beta-bloqueantes pueden ser resistentes al
tratamiento con adrenalina y desarrollar hipotension refractaria y
bradicardia prolongada. En estos casos el glucagén esta indicado debido a

que su accion, inotropica y cronotroépica, no esta mediada por los receptores
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beta-adrenérgicos [60]. También se puede plantear su uso en pacientes

cardi6patas.

3.1.7.5.4 Atropina y farmacos vasopresores

La atropina esta indicada en caso de bradicardia prolongada. Se
administra en dosis de 0,5-1 mg IV en bolo, pudiéndose repetir hasta dosis
de 3 mg. En nifios, la dosis es de 0.02 mg/Kg [61]. También estaria indicado
el tratamiento adyuvante con dopamina, dobutamina, noradrenalina o

vasopresina [62].

3.1.7.5.5 Oxigeno
Se debe usar de forma precoz, manteniendo una Saturacion de 02 > 95%

Utilizar mascarillas tipo Venturi a alto flujo (FI0250-100%, 10-15 1/min)

para evitar el colapso de la via respiratoria.

3.1.7.5.6 Reposicion de liquidos

Todos los pacientes con reaccion anafilactica requieren la administracion
de fluidos de forma precoz [63]. Esto es debido al incremento de la
permeabilidad vascular y a la gran extravasacion de plasma al espacio

intersticial.

3.1.7.5.7 Antihistaminicos

Los antihistaminicos constituyen la segunda linea de tratamiento de una
reaccion anafilactica. Aunque son escasos los datos que demuestran su
eficacia en la anafilaxia, son logicas las razones. Los antihistaminicos pueden

contribuir a tratar algunas acciones de la histamina en la reaccion
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anafilactica [27], [64]. No son eficaces en aquellas reacciones debidas a otro
tipo de mediadores, pero se trata de un grupo de farmacos de un buen perfil
de seguridad. Su utilizacion aislada, es insuficiente como tratamiento aislado

en una anafilaxia.

3.1.7.5.8 Esteroides

Los corticosteroides pueden ser utiles para prevenir o acortar reacciones
prolongadas. En el caso de asma asociada, el tratamiento precoz con
corticosteroides es beneficioso tanto en adultos como en nifios [27], [65]. La
utilizaciéon de glucocorticoides tiene una base empirica en el sentido de que
pudieran prevenir la aparicién de reacciones bifasicas, que podrian darse

hasta en un 20% de los pacientes.

46



Introduccion

Algoritmo de actuacion general en la anafilaxia. Adaptado de la “Guia de

Actuaciéon en AnafiLAXIA: GALAXIA” [11].

Reconocimiento precoz de los sintomas: 80% sintomas cutaneos. Otros:
respiratorios, gastrointestinales, cardiovasculares, neurolégicos.
Valorar signos de alarma

¥

Valorar permeabilidad via aérea, respiracion, estado cardiocirculatorio

LF

I 1.- Adrenalina IM I
2.- Terapia adyuvante:
Valorar Salbutamol inhalado o
intubacion, Medio nebulizado si
traqueotomia o intrahospitalario: broncoespasmo.
cricotirotomia y Estabilizar via aérea. Dexclorfeniramina:5-
ventilacion 02 alto flujo (6-8lpm al 10mg/8h,si sintomas
mecanica si 100%). Cl-ltal.leos
estridor marcado o Asegurar accesos venosos Corticoides 1V:
paro respiratorio. de grueso calibre (14-16G). hidrocortisona
Iniciar soporte Reposicién de fluidos 200mg/6h o
vital Monitorizacién continua metilprednisolona 1-
(FC, TA, Sat02, diuresis) 2mg/Kg V.

Sintomas refractarios I

LF

Repetir dosis de Adrenalina im:
Iniciar perfusién adrenalina IV
Glucagoén si tratamiento con beta bloqueantes.
Atropina si bradicardia prolongada.
Vasopresores (dopamina, NA) si hipotension
refractaria.
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3.2 Sistema de contacto

3.2.1 Definicion

El sistema de contacto es una cascada plasmatica de proteasas, iniciada por el
factor XII (FXII) de la coagulacion que provoca una reaccidon proinflamatoria y

procoagulante [66].

3.2.2 Componentes del sistema de contacto

3.2.2.1 Factor XII (FXII) o Factor de Hageman.

El FXII es producido por un unico gen, en el higado, situado en el
cromosoma 5. Este gen tiene 12 kilobases (kb) y se compone de 13
intrones y de 14 exones. El FXII tiene multiples dominios con una extensa
region homoéloga con el factor activador del plasminogeno tisular (tPA) y la
fibronectina [67]. La concentracién en plasma es de alrededor de 30 pg/ml
(rango 15-47).

Después del contacto con superficies de carga negativa, el FXII es
auto-activado. Hay evidencia de que la unién del FXII a la molécula de Zn?*
induce un cambio conformacional que hace que la proteina sea mas
susceptible a desarrollar una actividad enzimatica cuando se asocia con
superficies de carga negativa [68], [69], [70]. Finalmente, tanto la union al
Zn?*, como la unidén a superficies con carga negativa provocaran su
autoactivacion induciendo un cambio conformacional. Hay dos formas del

FXII activado: el FXIla, una proteina de 80 KDa que contiene dos cadenas
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unidas por un puente disulfurico y el FXIIf (fragmentos del factor
Hageman) de unos 28-30 KDa [71] (Figura 4). A su vez, otras proteasas
plasmaticas, como la calicreina plasmatica (PK) y la plasmina, activan el
FXII, escindiéndolo en 2 cadenas, la pesada (de 353 residuos y con un peso
de 50KDa) y la ligera (de 242 residuos con un peso de 30 KDa), que se
unen mediante un puente disulfurico. La cadena pesada es la que contiene
dos regiones de union a superficies artificiales [67].

El mayor inhibidor de las proteasas FXIla y FXIIf es el inhibidor
del C1, que representa mas del 90% de la inhibicién en plasma y las inhibe
de una forma irreversible. A su vez, el FXIla también es inhibido (aunque
en una proporciéon mucho menor) por la antitrombina III [72] y el

inhibidor del activador del plasmin6geno (PAI) [73].

> ) SYVH
C) 540 { afe 6
A 0060

: By ¥ {
© 0 EOODHEGE a G N
( SOOMEFNT q e

Dominio Catalitico g,

Figura 4. Estructura del factor XII (adaptado de [67]). La activacién del factor
XII (factorXlla) resulta de la proteolisis en la regién de la arginina 334, 343 y 353
(flechas). Los circulos grises representan el dominio de unién a superficies artificiales de
la cadena pesada del Factor XII. Los circulos con lineas horizontales representan los dos
dominios de unién al Zinc.
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3.2.2.2 Precalicreina plasmatica o Factor Fletcher (PPK).

La PPK es producida por un unico gen situado en el cromosoma 4. La
estructura del gen de la PPK es similar al del FXI, con una homologia del
58% en la secuencia de aminoacidos [74]. Esta dividida en 2 partes: una
cadena pesada de 371 aminoacidos y una de ligera de 248 aminoacidos,
unidas por un puente disulftrico (Figura 5). La PPK tiene cuatro grupos de
90 a 91 aminoacidos que se organizan en una estructura similar a una
manzana y se denominan “dominios manzana” [75]. La misma estructura
se ha descrito en el factor XI [76], sugiriendo una duplicacion del gen
ancestral tanto por la PPK como para el FXI.

En plasma, la PPK aparece como un doblete de 85 y 88 KDa,
dependiendo de si la proteina esta en condiciones de reducciéon. Su
concentracion es de alrededor de 35 a 50 pg/ml [75]. Parece que la
sintesis es también hepatica, de hecho en enfermedades hepaticas los
niveles de PK disminuyen [77]. Cuando la PPK se activa a calicreina
plasmatica (PK) por el FXIla o el FXIIf, la proteina observada en un gel de
electroforesis en condiciones de reduccion con dodecil sulfato sddico
(SDS) presenta dos subunidades: una cadena pesada de aproximadamente
52 KDa y 2 cadenas ligeras de 36 y 33 KDa. El lugar activo de la PK esta en
la cadena ligera (Figura 5). De hecho, si se incuba con la propia PK se auto-
digiere en la parte de la cadena pesada en dos bandas de 33 y 22 KDa [78].
Estas escisiones ocurren donde el tindem en la cadena pesada se va

repitiendo y produce una proteina que cada vez escinde el cininégeno de
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alto peso molecular (HK) mas lentamente hasta fallar en la activacion [75].
En ausencia de FXII, la PPK no se puede activar en una superficie artificial.
Es por este motivo que a éste sistema se le denomina sistema de contacto.
Las proteasas que inhiben la activacién de la PPK son: el inhibidor del
C1, la alfa-2-macroglobulina [79] y la antitrombina III [80], aunque ésta
ultima de una forma mucho mas débil. El inhibidor de la proteina C

también ha sido reconocido como un potente inhibidor de la PK [81].
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Figura 5. Estructura de la precalicreina (adaptado de [82]). Las letras A1, A2, A3, A4
representan los “dominios manzana” de la cadena pesada de la precalicreina. La flecha del Factor Xlla
indica el aminoacido 371 (arginina) y representa el sitio de activacién del FXlIla en la precalicreina. Los
circulos negros (415, 464, 559) representan los dominios activos cataliticos. Los circulos grises
representan las regiones implicadas en la uniéon del cinin6geno de alto peso molecular.
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Existe otra calicreina, la calicreina tisular (TK), que aunque tiene un
nombre similar, no esta relacionada ni estructuralmente ni por evolucion
[83]. La TK se activa a nivel tisular a partir de una proteasa, la
precalicreina tisular (PTK), que provoca su protedlisis de una forma
limitada. El enzima que activa la PTK todavia no se ha identificado [84].

El sustrato de la TK es el cinin6geno de bajo peso molecular (LK) [83].

3.2.2.3 Cinindgeno de alto peso molecular (HK) o Factor Fitzgerald

El HK es una proteina producida por un unico gen en el cromosoma 3. Este
gen es el mismo que codifica para el cinindgeno de bajo peso molecular
(LK). El gen consiste en 11 exones de 27 Kb que producen mRNA para HK y
LK (Figura 6). El HK y el LK comparten la region de codificacién de los
nueve primeros exones y una parte del exdn 10 que codifica para la
bradicinina (BK). El resto del ex6n 10 codifica la secuencia entera de la
cadena ligera del HK. Por otro lado, el exén 11 codifica la cadena ligera del
LK [85]. ElI LK es una beta-globulina de unos 66 KDa con una
concentracion plasmatica de 160 pg/ml y el HK es una alfa-globulina de
unos 120 KDa con una concentracion plasmatica de 80 pg/ml [86]. Se
sintetizan en el higado. Las regiones de los cinin6genos se dividen en
varios dominios (Figura 6). Hay tres estructuras principales: la cadena
pesada (D1-D3), la BK en HK (D4) y la Lys-BK en LK (D4) y la cadena ligera
(D51 en el LK de 4 KDa y D5y-D6nen el HK de 56 KDa). Esta diferencia en
los ultimos dominios hace que el LK sea mas corto (626 kilobases el HK

versus 409 el LK).
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Cadena pesada BK Cadena ligera
Ll 1

HN= D1 | D2 |D3 | D4 | D5, |=COOH Cininégeno de bajo peso
2 t molecular (LK)

Gen del
E1 E2 E3 E4 ES5 E6 E7 E8 E9 10 | E11 Cininégeno
H,N= D1 D2 D3 D4 D5, | D6, |=COOH Cininégeno de alto peso
molecular (HK)
1 I [ I | I
INH INH INH BK Uniodn Union
FNA CaIpal’n@ Papaina SPF . PK/FXI

Union celular

Figura 6. La estructura de los dominios del cininégeno (adaptado de [67]). Los dos
cininégenos son producidos por un Unico gen con 11 exones (E1-E11). Los exones E1-E3
codifican para el dominio 1 (D1) en los dos cininégenos (HK y LK). Parte del D1 inhibe el
factor natriurético atrial (FNA). Los exones E4-E6 codifican para el dominio 2 (D2), que
tiene una secuencia inhibitoria de la calpaina. Los exones E7-E9 codifican para el dominio 3
(D3), que tiene una secuencia inhibitoria de la papaina. El dominio 4 (D4) es codificado por
una parte del exén E10. Este dominio pertenece a la bradicinina (BK). La otra parte del
exoén E10 codifica por los dominios 5y 6 (D5uy D6n) de la cadena ligera del cinin6geno de
alto peso molecular (HK). El dominio 5 (D5u4) es una regiéon de unién a superficies
artificiales (SPF) y el dominio 6 (D6x) tiene la regién de unién al factor XI (FXI) y a la
calicreina plasmatica (PK). Los dominios 3, 4, y 5 del HK también participan en la unién
celular. El exén E11 codifica por el dinico dominio (D51) de la cadena ligera del cinin6geno
de bajo peso molecular (LK).

La PK sera la proteasa que escindira el HK por la parte C-Terminal,
por el sitio donde la Bk se une a la cadena ligera (Arg371-Ser372) [87],y
generara 2 cadenas de HK, pero la BK seguira unida a la cadena pesada
del HK. Posteriormente, la PK producira otra escision en Lys362-Arg363,
liberando la BK de la cadena pesada del HK [88].

La actividad procoagulante del HK depende de dos factores: 1) de
la capacidad del HK para unirse a superficies anidnicas via D5xy 2) de la
capacidad del HK para unirse a la PPK y al FXI en el dominio 6 [89], [90].

La union de la PPK al HK inicia una secuencia que conducira a la
activacion de la PPK en la superficie de sustancias bioldgicas
independiente de la activacion del FXII (Figura 7).
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Figura 7. Estructura del cinin6geno de alto peso molecular (HK). Adaptado
de [67]. Los circulos con lineas delgadas verticales representan el dominio de la
inhibicion de la papaina. Los circulos con lineas delgadas horizontales
representan el dominio de inhibiciéon de la calpaina. Los circulos con lineas
gruesas horizontales representan los nueve aminoadcidos que forman Ia
bradicinina (H363-R371). Los circulos negros representan los dominios de uni6on
de las superficies celulares. El circulo remarcado negro y blanco en el interior
representa el dominio de uniéon del factor XI (P556-M613). El circulo gris
representa el dominio de unién de la PK (S565-K595). Del aminoacido A361-
A370 a forman el dominio 4 del HK que corresponde a la bradicinina.

3.2.2.4 Cininas

Las cininas son hormonas peptidicas de vida media muy corta y que inducen
varios efectos inflamatorios y fisiologicos. Constituyen una familia de pépidos
vasoactivos que incluye la bradicinina (BK), la calidina (Lys-BK) y sus productos
de degradacion respectivamente.

La bradicinina es un nonapéptido (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-
Arg) de bajo peso molecular (1060.21 Da: C5oH73N15011), que se forma a partir
de la escisidon del HK mediante la PK y produciendo su liberacion (Figura 7).

Contrariamente, la generacion del decapéptido de calidina (que contiene un
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residuo mas que la BK, una lisina en el extremo N-terminal) es constitutiva y se

produce por la escision del LK mediante la TK. In vitro, la calidina se puede

convertir rapidamente en BK mediante la aminopeptidasa, que escinde el

residuo de lisina en la parte N-terminal, tal y como se muestra en la figura 8. La

calidina contribuye a mantener la homeostasis de la presion arterial, por eso en

ratones deficientes de TK, tienen niveles altos de presion arterial sistdlica [91] .

HK

Plasma

Tejido

LK

Calicreinas PK

TK

Cininas unidas

Aminopeptidasa

al RB2 BK

€

\2

Calidina

Cininasa I
(Carboxipeptidasa N)

A 4

Cininasa II
(ECA)

Union al RB1 des-Arg®-BK

Cininasa I

(Carboxipeptidasa N)

Péptido inactivo

v

des-Arg10-Calidina

Cininasa II
(ECA]

Figura 8. Esquema superficial de la formacion de las cininas, union a sus
receptores y degradacion, tanto en plasma como en tejido.

La BK y la calidina formada que se una al receptor 2 (RBK2), es la que

ejercera su funcion. Pero las cininas son rapidamente metabolizadas por las

cininasas endogenas. Una de las cininasas mas importantes es la cininasa I o
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carboxipeptidasa N, que escinde el residuo de arginina de la parte C-Terminal,
tanto de la BK como de la calidina. El péptido resultante es la des-Arg®-BK y la
des-Arg!0-calidina, respectivamente, que ya no se podra unir al RBK2. De todas
formas, estas dos moléculas se pueden unir al receptor 1 y también producir
aumento de la permeabilidad vascular parecido al receptor 2 [92].

La BK y la calidina que no se une al receptor 2, es rapidamente
metabolizada por metaloproteasas enddgenas. De hecho, la BK tiene una vida
media muy corta, de aproximadamente unos 15 segundos, y los niveles
circulantes son extremadamente bajos [93], [94], [95]. De las proteasas
encargadas de su degradacion, la mas importante es la cininasa II o enzima
convertidor de angiotensina (ECA). Aunque otros enzimas, como la
endopeptidasa neutral (NEP o neprilisina), dipeptidil peptidasa IV y Ila
aminopeptidasa P también ayudan a su degradacion. En la figura 9 se muestra el

metabolismo de la bradicinina.

3.2.2.5 Receptores de las cininas

La bradicinina, igual que la calidina, para ejercer su funciéon debera
unirse a sus receptores. Existen actualmente 2 receptores de la bradicinina
[96]. El receptor 1 (RBK1), que es inducible, y que se expresa en la superficie
celular en condiciones de inflamacion, cuando hay aumento de TGF-beta e IL-1,
y su papel fisiopatoldgico no esta del todo claro. Los principales agonistas de
éste receptor son la des-Arg®-BK y la des-Argl0-Calidina[92]. El receptor 2
(RBK2), que es constitutivo, es el que mas se conoce actualmente y es el
causante de que cuando la BK y/o la calidina se unen a él produzca aumento de

la permeabilidad vascular e inflamacién (Figura 8). De hecho, existen farmacos
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que inhiben el RBK2 y que han demostrado, en enfermedades como el
angioedema hereditario (AEH) [97], que en brotes de angioedema inhibiendo el
RBK2 se autolimita la permeabilidad vascular. El patrén de activacion a través
de la movilizacion de Ca2+ de los dos receptores es distinto, por lo que esto

podria explicar sus distintos papeles fisiopatolégicos [96].

< Enzima convertidora de la
angiotensina o cininasa II.

«— Endopeptidasa.

l«—— Aminopeptidasa/Dipeptidil

peptidasa IV
Uni6n a RBk1 Uni6n a RBK2 M
\ / Bradicinina
Permeabilidad vascular Inactiva

Inflamacion

Figura 9. Metabolismo de la Bradicinina (BK). La BK se degrada mediante el enzima convertidor
de la angiotensina (ECA) o cininasa II, la endopeptidasa y la aminopeptidasa/dipeptidil peptidasa IV
convertiéndose en BK inactiva. A su vez la carboxipeptidasa N o cininasa I metaboliza la BK en Des-Arg-
bradicinina que es también un metabolito activo y que ejercera su funcién si se une al receptor 1 de la
BK (RBK1), que es inducible. Por otra parte, la BK no metabolizada se unira al receptor 2 (RBK2),
constitutivo, y ejercera su accion.

Cada vez son mas las enfermedades descritas por un aumento de la BK y por
consecuente por su union a sus receptores [95].
Los efectos de la bradicinina, tanto fisioldgicos como patoldgicos estan

resumidos en la figura 10.
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Figura 10. Efectos de la bradicinina (BK) en diferentes estados fisiopatoldgicos.

Adaptado de [95].

Los cuadrados grises representan las acciones fisioldgicas de la

bradicinina, en rojo los estados fisiopatoldgicos que provocan sus acciones y en verde sus

estados beneficiosos que también provocan sus acciones.

3.2.3 Fisiologia

3.2.3.1 Activacion del sistema de contacto. ;Como se forma la

bradicinina?

La cascada de formacién de la BK es iniciada por la activacién del

complejo del cinindgeno de alto peso molecular (HK), la precalicreina y el

FXII al unirse éste ultimo a cargas negativas. Esto produce una

autoactivacion del FXII, que se convierte en FXII activado (FXIla), quien

convierte el proenzima precalicreina (PPK) en calicreina plasmatica (PK);

luego el HK es escindido por la calicreina plasmatica y se libera bradicinina

(Figura 11). Cabe destacar, que una modesta autoactivacidon del FXII puede
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promover a una exponencial formacion de calicreina [84], [98].

A su vez,

el FXII también activa a su sustrato, el FXI, quien activara la via intrinseca

de la coagulacion para formar, como objetivo final, fibrina.

Inflamacion

)

Endotelio Trombocito

Permeabilidad vascular Activacion de la via intrinseca
\ de la coagulacion
Bradicinina f

Figura 11. La activacion del factor XII (FXII) de la coagulacién conduce a una activacién del
sistema de contacto. Moléculas con cargas negativas en la superficie como los polifosfatos
derivados de las plaquetas (representados con una flecha negra), activan el FXII de las células
endoteliales e inician una cascada proinflamatoria y procoagulante. El FXII activa su substrato,
el FXI, conduciendo a la formacién de fibrina a través de la via intrinseca de la coagulacion.
Alternativamente, el FXII inicia la formacidn de bradicinina (BK), a través de la activacion de la
calicreina plasmatica que provocara la escisién del cinindgeno de alto peso molecular (HK) de
la superficie del endotelio de los proteoglicanos (PG) y por lo tanto se producira la liberacién
de la bradicinina. Este nonapéptido, BK, es un mediador inflamatorio y aumentard la

permeabilidad vascular. (Adaptada de [66]).

3.2.3.2 Activadores del sistema de contacto.

Por su carga negativa existen numerosos activadores fisiolégicos y no

fisioldgicos del sistema de contacto. En la tabla 7 se enumeran los activadores

mas importantes [99], [100].
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Tabla 7. Activadores del sistema de contacto

. |
Activadores no fisiolégicos Activadores fisioldgicos

Cristal DNA/RNA

Caolin Sulfatidos/Micelas

Silice Cristales de urea

Polietileno Colageno

Dextran sulfato Glicosaminoglicanos

Silicona Acidos grasos

Acido elagico Endotoxinas
Protoporfirinas
Hematina
Lipopolisacaridos

Proteinas fibrosas de la superficie bacteriana
Condroitin sulfato

Polifosfatos

Heparina

Proteinas desdobladas
|
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3.3 Hemostasia

3.3.1 Definicion

La hemostasia espontanea o natural puede ser definida como el conjunto de
procesos bioldgicos que tienen como finalidad conseguir la fluidez de la sangre y la
integridad de los vasos, evitando la pérdida sanguinea a través de posibles defectos
vasculares. Para conseguir una correcta hemostasia vascular tienen que haber unas
complejas interacciones entre la pared vascular, las plaquetas y las proteinas
plasmaticas implicadas en la coagulacion [101].

Ante una lesion vascular, la hemostasia se activa para poder detener la
hemorragia. Este proceso esta constituido por tres fases: una fase vascular, en la
que hay una respuesta de vasoconstriccion, y en la que a parte de disminuir la
pérdida de sangre, inicia la segunda fase, la fase plaquetaria o hemostasia
primaria, facilitando la adhesidn de las plaquetas. En esta segunda fase se realiza la
constitucion del trombo o clavo plaquetario. Esta fase, es llevada a cabo por la
accion del factor de von Willebrand (FvW), glucoproteina adhesiva, que sera la
responsable de favorecer la adhesividad de las plaquetas al endotelio gracias a la
fijacion a los receptores de la membrana plaquetaria de la glucoproteina Ib (Gplb)
provocando un cambio conformacional de éstas y consecuentemente la liberacion
de factores para la tercera fase, la de formacion del coagulo o hemostasia
secundaria, e incluso se producirdn una liberacién de mediadores para aumentar
la accion de la primera fase (serotonina como accion vasoconstrictora) [102]. En

la tercera fase hay una activacién del sistema de coagulacion, que se explicara a
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continuacidon. Una vez se ha producido el coagulo, se debe poner en marcha la
cuarta fase, el proceso de fibrindlisis, que eliminara el coagulo.

Este sistema tiene mecanismos de seguridad: 1) cada componente es inactivo y
se tiene que activar, 2) la mayoria de los componentes forman complejos con la
superficie de las membranas que estan localizados sélo en la region del vaso
lesionado y, finalmente, 3) existen los inhibidores del proceso para evitar una

activacion de la coagulacion y fibrinélisis mas alla de la lesién [101].

3.3.2 Sistema de la coagulacion

La cascada de la coagulacién comprende dos vias: la via extrinseca, que
ocurre cuando hay una lesién vascular. Después de una lesion vascular se
produce el contacto de la sangre circulante con el subendotelio, lo que favorece
la union del factor tisular (FT o factor III) circulante con el FVII y su posterior
activacion. El complejo FT/FVIIa activa al factor X. En éste momento, en la
activacion del factor X a Xa, convergen las dos vias. Por otro lado, la via
intrinseca, se inicia cuando el FXII entra en contacto con la superficie del
coagulo (con iones de calcio y fosfolipidos secretados por las plaquetas) y con
superficies expuestas a cargas negativas y se activa y por ende, el FXII activa al
PK y éste al HK (explicado en apartado anterior). A esta fase se la denomina
fase de contacto. No obstante, la via intrinseca requiere de otros factores de
coagulacion como VIII, IX, XI. La fase final de la via intrinseca también resulta
de la activacidn del factor X donde converge con la extrinseca [99], tal y como se

muestra en la figura 12.
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Figura 12. Un esquema de las dos vias de la coagulacién. En rojo , la via extrinseca y en azul la via
intrinseca. En verde la parte comtn de las dos. TP: tiempo de protrombina que sirve para medir la
via extrinseca y TTpa es el tiempo de tromboplastina parcial activada que sirve para medir la via

intrinseca.

Sin embargo, estas dos vias no operan de forma independiente, ya que el

complejo FT/VIIa no s6lo activa el factor X, sino también el factor IX. De alli que

se dice que la via extrinseca tiene una mayor importancia in vivo en el

mantenimiento de la hemostasia (Figura 13) [103].
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Hemostasis Formacion del trombo
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Activacion de plaquetas

Figura 13. Una revisién del modelo de formacion del trombo. (A) La formacién de trombina (FII)
en el lugar de la lesién es predominantemente llevada a cabo por el Factor tisular (FT) expuesto a la
matriz subendotelial. EI FT junto con el FVII inicia la formacién del trombo. La contribucién del
factor XII (FXII) en la hemostasia es menor, (A). Una actividad adicional de formaciéon de fibrina es
necesaria para la formaciéon del trombo. La activacién del FXII en la superficie del codgulo en
crecimiento contribuye a la generaciéon del trombo y una activaciéon adicional de las plaquetas,
propagando el crecimiento del trombo (B) (figura adaptada de [103]).

De hecho, las dos vias convergen en la activacion del factor X a Xa. El
factor Xa hidroliza y activa la protrombina a trombina. La trombina puede por
ende activar los factores XI, VIII, V por lo que ayuda a que proceda la cascada.
Basicamente, el papel de la trombina es convertir el fibrin6geno a fibrina y
activar el factor XIII a XIlIa. El factor XIIla se une a polimeros de fibrina y asi

solidifica el coagulo (Figura 12)[104].
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3.3.3 Sistema fibrinolitico

Una vez formado el codgulo, tiene lugar la fibrinélisis, que es el sistema
encargado de la degradacion de la fibrina, y es necesario para prevenir la
coagulacion de la sangre intravascular lejos de la zona lesionada y para disolver el
coagulo una vez cumpla su funcién hemostatica. En este sistema participa la
plasmina, producida a partir de un precursor inactivo, el plasminégeno por la
accion del activador tisular (t-PA) y activador tipo uroquinasa (u-PA) [105]. Los
sistemas formadores y de degradacion de fibrina estan intimamente relacionados:
la activacidon del sistema formador de fibrina activa también el sistema fibrinolitico
(Figura 11).

El sistema de la coagulacidn debe estar regulado para mantener la hemostasia, y
evitar la generacion de excesivas cantidades de trombina. Ello se lleva a cabo por la
accion de sistemas anticoagulantes naturales, presentes en el endotelio vascular, en
el que los mas importantes son el inhibidor de la via del factor tisular (TFPI), la
antitrombina y el sistema de la proteina C [106]. El TFPI impide la coagulaciéon
inicial, la antitrombina inhibe la trombina y otros factores de la coagulacién como el
FXa y FIXa. Por ultimo, el sistema de proteina C, en colaboracion con la proteina S,
inhiben los factores V y VIII y disminuye la generacion de trombina, ademas de

poseer otras propiedades anticoagulantes y antiinflamatorias [106].

3.3.4 Componentes del sistema de la coagulacion

Los factores de la coagulacion, asi como su nombre comun y la via de la

coagulacion en la que estan implicados estan resumidos en la tabla 8 .
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Tabla 8. Factores de la coagulacion (Adaptado de [102]).

Factor Nombre(s) Comin (es) Via
I Fibrin6geno Ambas
II Protrombina Ambas
I11 Factor tisular Extrinseca
IV Calcio Ambas
A/ Proacelerina, factor 1abil Ambas
VI Acelerina Ambas
VII Proconvertina, factor estable Extrinseca
VIII Factor antihemofilico A Intrinseca
IX Factor antihemofilico B, factor Intrinseca

de Christmas

X Factor Stuart-Prower Ambas

XI Precursor de la tromboplastina Intrinseca
plasmatica, factor
antihemofilico C

XII Factor Hageman Intrinseca

XIII Factor estabilizante de la Ambas
fibrina, fibrinoligasa

3.3.5 Pruebas de laboratorio para estudiar la hemostasia

3.3.5.1 Tiempo de sangrado

Valora la hemostasia primaria, es decir, el vaso sanguineo, las plaquetas y
el factor von Willebrand; esta prueba desde su inicio nos orienta acerca de si
existe algin defecto en los mecanismos que intervienen en la formacion del
tapon plaquetario. EI método mas recomendable es el Ivy que consiste en

realizar una puncion en el antebrazo con un bisturi a una profundidad de 1 mm,
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sometiendo el brazo a una presion arterial media de 40mmHg con el
esfingomanometro y medir el tiempo que dura el sangrado [107].

Los limites de referencia normal fluctiian entre 3 a 9 minutos[107].

3.3.5.2 Tiempo de Protrombina (TP)

Esta prueba valora la llamada via extrinseca de la coagulacion, es decir el
factor VII; ademas también valora la via comun, factor X, IX, V, I, I y la
formacién del coagulo. La tromboplastina tisular y el calcio se afiaden al plasma.
El tiempo normal de coagulacion es de 10 a 14 segundos [108].

El aumento en el TP puede deberse a: deficiencia de vitamina K, terapia con
cumarinicos (warfarina), deficiencia del factor VII, deficiencia del factor X,
deficiencia del factor II (protrombina), deficiencia del factor V y deficiencia del

factor I (fibrin6geno) [108].

3.3.5.3 Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (TTpa)

Determina los factores del sistema intrinseco: VIII, IX, XI y XII ademas de
los factores comunes de ambos sistemas.

Tres sustancias, fosfolipidos sintéticos (cefalina), un activador de
superficie y el calcio, se afiaden al plasma. El tiempo normal de coagulacién es
de aproximadamente 25 a 46 segundos [109].

Un resultado del TTpa anormal (demasiado prolongado) puede deberse a:
deficiencia del factor XII, hemofilia A, hemofilia B, hipofibrinogenemia,
anticoagulantes lupicos, malabsorcidn, deficiencia de vitamina K o enfermedad

de von Willebrand [110].
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3.3.5.4 Anti-Xa

Esta prueba mide el factor anti-Xa en sangre. La cantidad de factor Xa en la
sangre disminuye en funcion de los niveles de heparina, es decir, a mayores
niveles de heparina en sangre, mayor inhibicion del FXa. Por dicho motivo, esta
prueba se usa para monitorizar los niveles de heparina en pacientes que estan

con éste tratamiento [111].

3.3.5.5 Tiempo de trombina (TT)

Esta prueba mide el tiempo necesario para que el plasma coagule cuando
se le afiade trombina. Normalmente el coagulo se forma con rapidez, si no lo
hace, significa que existe una deficiencia de fibrindgeno [112].

El TT mide formacién de fibrina inducida por trombina y la agregacion de
fibrina.

El TT es una pruebas de screening para diagnosticar los defectos en la
formacién de fibrina. Depende de la calidad y cantidad del fibrindgeno de la
muestra.

Es sensible a la presencia de heparina.

Su tiempo de coagulacion oscila entre 10 y 12 segundos [112].
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3.4 Relacion entre los mediadores mastocitarios y la activacion del
sistema de contacto.

Hay muy pocos estudios que evalien la relacion entre los mediadores
mastocitarios y el sistema de contacto en humanos, porque es extremadamente
dificil medir la bradicinina de forma directa, por su vida media cortisima y sus bajas
concentraciones. La forma para evaluar una activacién del sistema de contacto es
mediante métodos de inmunodeteccidn, objetivando la escision del HK (que de
forma indirecta indica la formacion de BK) [95].

Se ha descrito la posible implicacion del sistema de contacto en la
fisiopatologia de enfermedades alérgicas en algunos estudios. En el estudio de
Lotvall y colaboradores [113], usando un modelo animal con cobayas, objetivaron
que después de la inhalacién de bradicinina a nivel pulmonar, los niveles de
exudacidon plasmatica aumentaban progresivamente dependiendo de la dosis de
BK y ademas se producian cambios a nivel de la funciéon pulmonar. En otro
estudio, Proud y colaboradores [114], también demostraron la implicacién de la Bk
en los sintomas nasales. Teniendo en cuenta que en la rinitis alérgica, existe una
activacion de los mastocitos con liberacion de sus mediadores inflamatorios y que
en la nariz existen receptores B1 y B2 de la BK y dado que es un lugar accesible, en
este mismo estudio [114], pudieron objetivar que después de la insuflacion de BK
nasal se reproducian los sintomas de rinitis alérgica mucho mas que con histamina.
No obstante, en anafilaxia no hay practicamente ningin estudio, a excepcion del
trabajo de Van der Linden y colaboradores [115], en el cual evaluaron la activacion

del sistema de contacto después de la picadura de abejas en pacientes alérgicos.
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Objetivaron una activacion del sistema de contacto en 7 de los 12 pacientes y en
ninguno de los controles. Sin embargo, la mayoria de los pacientes incluidos sé6lo
habian presentado urticaria y el mecanismo por el que el sistema de contacto se
activo no fue estudiado.

Recientemente en un modelo murino de anafilaxia se ha demostrado el posible
papel de la heparina liberada por el mastocito en la activacion del sistema de

contacto [116].

3.4.1 La heparina mastocitaria activa el sistema de contacto.

En un modelo murino descrito recientemente [116] se ha demostrado
que la heparina derivada de los mastocitos es capaz de activar el sistema de
contacto. Oschartz y colaboradores [116], aislaron heparina de alto peso
molecular (500-750KDa) de los mastocitos peritoneales de ratas y analizaron
la potencia de estos glicosaminoglicanos para formar BK. Posteriormente se
incubaron cantidades crecientes de heparina con plasma humano y se analiz6
la capacidad de escindir el HK y por tanto de formar BK mediante
inmunodeteccion y ELISA. Como control, los glicosaminoglicanos de los
mastocitos fueron incubados previamente con heparinasa y posteriormente
con plasma humano. Este enzima digiere especificamente la heparina y tal y

como se muestra en la figura 14, inhibe la formacion de bradicinina [116].
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Figura 14. La heparina de los mastocitos inicia la formacién de BK mediante la

activacion del sistema de contacto. El plasma humano fue incubado a 372 con heparina
derivada de los mastocitos y se analizé la integridad de la molécula de HK (118KDa) por
inmunodeteccion y la formacién de BK por ELISA. (A) Una concentracién de
glicosaminoglicanos (heparina) de mas de 4 pug/ml inicia la escisiéon del HK en plasma y por
ende la formacion de BK. (B) Incubacién del plasma con heparinasa con la consecuencia de la
abolicién de la formacién de BK. Imagen reproducida con el permiso de Thomas Renné [116].

Ademas, se demostré que la activacion del sistema de contacto por parte
de la heparina era a partir de la activacion del FXII y de la PK, dado que como se
puede observar en la figura 15, en plasma humano deficiente de FXII o PK la

heparina es incapaz de iniciar la escision del HK.
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Figura 15. La heparina de los mastocitos inicia la formacion de BK mediante la
activacion del sistema de contacto. (C) La incubacién de 20 ug/ml de heparina derivada
de los mastocitos durante 30 minutos con plasma deficiente de FXII, FXI, PK y plasma normal
(NP), permite observar que la formacién de BK queda abolida en plasma deficiente de FXII o de
PK. Imagen reproducida con el permiso de Thomas Renné [116].
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Esta capacidad de activar el sistema de contacto es dependiente de la
carga negativa de la heparina. De lo contrario, si la heparina es desulfatada, su

capacidad de formar BK queda abolida también, como se muestra en la figura

16.
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Figura 16. La heparina derivada de los mastocitos induce la formacién de BK
dependiendo de su carga negativa. El plasma humano fue incubado a 372 con heparina
derivada de los mastocitos (A) y con heparina desulfatada (B) y se analiz6 la integridad de la
molécula de HK (118KDa) por inmunodeteccién y la formacién de BK por ELISA. Imagen
reproducida con el permiso de Thomas Renné [116].

Para confirmar “in vivo” que la heparina es capaz de producir edema a
partir de la formacion de bradicinina, se aplicé heparina en distintos tipos de
ratones de forma tdpica (figura 17), a nivel cutaneo, y se pudo observar que en
los ratones deficitarios de FXII o del receptor de la bradicinina no se producida
edema, contrariamente en los “wild type” (cepa salvaje) (WT) se producia
edema y en los ratones con déficit de Serpingl (proteina que codifica para el
inhibidor del C1, el mas potente inhibidor del sistema de contacto) el edema fue
exagerado, igual que en los ratones con mutacién en el Kit (ya que tienen mas

mastocitos), como se muestra en la figura 17.
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Figura 17. La heparina aumenta la permeabilidad vascular de 1la
microvascularidad cutanea. La extravasacién de un marcador fluorescente, de los
microvasos cutdneos de la parte dorsal de los ratones, fue grabada a través de un microscopio
con laser que escaned las imagenes a tiempo real. La heparina fue tdpicamente aplicada sobre la
piel de ratones salvajes (WT), con deficiencia de FXII (F12+/-), con deficiencia de receptor 2 de la
BK (Bdkrb2/-), con la mutacién del Kit (Kitwsh/W-sh)y con deficiencia del serpingl (Serpingl-/).
Como control, se aplic6é heparina tratada con heparinasa a los WT (columna 2) y histamina a los
ratones con deficiencia de FXII y Bdkrb2-/- (columna 7). El marcador de intensidad blanco
representa la maxima extravasacion y el negro la minima, respectivamente. Las imagenes fueron
tomadas a los 5, 10, 20 y 30 minutos después de la estimulacion con heparina en el minuto 0.
Imagen reproducida con el permiso de Thomas Renné [116].

La estimulacion de los mastocitos a través de un alérgeno induce edema
mediado por bradicinina en un modelo murino.

Para evaluar el papel de los mastocitos en la producciéon de edema
cutaneo a través del sistema de contacto, en condiciones patolégicas, se cre6 un
modelo murino de anafilaxia cutanea pasiva, una reaccién de hipersensibilidad
mediada por IgE [117]. La histamina fue aplicada como control positivo e
indujo edema a nivel cutdneo comparable en todos los ratones (WT, F12-/,
Bdkrb2-/-, Kitw-sh/W-sh — Serping1l/-) como se muestra en la figura 18.
Contrariamente, la aplicacion de heparina tratada con heparinasa no
aumentaba la permeabilidad vascular en ningun tipo de ratéon. Ademas, se
sensibilizé topicamente a los ratones mediante una inyeccién con IgE anti-

DNP, se provocaron 20 horas después con una inyeccidn retroorbitaria de
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dinitrofenil-albimina sérica humana (DNP-HAS), y se analizé la extravasacion a
los 30 minutos posteriores a la provocacion (Figura 18). La exposicion al
alérgeno provocé un incremento de la permeabilidad vascular en los WT de
mas de 26.6 + 5.0 campos, mientras que los otros ratones deficientes de F12-/,
Bdkrb2~/- y con la mutacién del Kitw-sh/W-sh  fyeron resistentes al edema
provocado por la estimulacion alergénica. Por el contrario, los ratones con un
déficit del Serpingl, proteina que codifica el inhibidor del C1 (potente inhibidor
del sistema de contacto) presentaron un aumento de la permeabilidad vascular
mucho mas importante que los WT. Estos resultados son consistentes con la
hipdtesis de que la BK juega un papel importante en el edema producido

durante la anafilaxia.
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Figura 18. La Bradicinina contribuye al edema en un modelo murino de
anafilaxia. Se inyecté suero salino e IgE a los ratones y 20 horas después fueron provocados,
con una inyeccion intravenosa de DNP-HSA con el marcador azul Evans y con heparina tratada
con heparinasa (Hase). El marcador de Evans fue extraido en su totalidad del lugar del edema
cutaneo de los ratones WT, F12/-, Bdkrb2-/-, Kitw-sh/W-shy Serping1-/- y fue cuantificado. Imagen
reproducida con el permiso de Thomas Renné [116].
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4 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El mastocito libera durante el proceso de anafilaxia distintos mediadores.
Algunos de éstos como la histamina presentan escasa utilidad como marcadores
séricos diagndsticos en la practica clinica habitual dado la rapida ventana de
liberaciéon que presentan en suero y la dificultad para obtener y procesar las
muestras adecuadamente (procesamiento, refrigeracion, etc). Sin embargo, la
determinacion de marcadores proteicos que son mas estables y con importante
trazabilidad como la triptasa (el inico marcador hoy en dia disponible de forma
rutinaria junto con la histamina) son utiles en la practica clinica diaria
especialmente para el diagnostico y tratamiento preventivo de nuevos episodios de
anafilaxia.

En la actualidad s6lo hay un estudio de una serie amplia que evalue la utilidad
de la triptasa para el diagndstico de anafilaxia [36], pero no existen estudios que
evallen a parte de su utilidad como marcador diagnéstico midiendo la triptasa en
distintos tiempos, su utilidad como marcador de gravedad y su relacién con
distintas etiologias.

De todas formas, sigue habiendo desconocimiento de muchos de los
mecanismos fisiopatologicos implicados en la anafilaxia. Recientemente, se ha
descrito, en un modelo murino de anafilaxia, el posible papel de la heparina
liberada por los mastocitos en la activacion del sistema de contacto y la formaciéon
de la BK [116], pero no ha sido demostrado en humanos.

Todos éstos hechos, hacen que la anafilaxia, una reaccion de rapida instauracion
y potencialmente mortal, y de la cual su incidencia esta en aumento, siga estando

infradiagnosticada por parte de los profesionales sanitarios e infratratada, por lo
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que es muy importante avanzar en el conocimiento de sus mecanismos
fisiopatolégicos para encontrar marcadores mas sensibles y poder buscar nuevas
vias de tratamiento.

Por todo ello, los resultado de este estudio pretenden contribuir a: 1) valorar la
utilidad de la triptasa en el diagnostico de la anafilaxia, ya que es el marcador
actualmente disponible y utilizado para su diagndstico; 2) detectar factores de
riesgo que puedan indicar una evolucion fatal de la reaccion; 3) mejorar el
conocimiento fisiopatologico de la anafilaxia; 4) demostrar la implicacién de otros
sistemas en la fisiopatologia de la anafilaxia, como el sistema de contacto y el de
coagulacion.

Todo ello, permitira abrir nuevas lineas de investigacién para mejorar el

diagnostico y el tratamiento de ésta reaccidon potencialmente mortal.

4.1 HIPOTESIS DEL PRIMER TRABAJO

La triptasa es un marcador 6ptimo para el diagndstico de la anafilaxia, ademas

de correlacionarse con la gravedad de la reaccion.

4.2 HIPOTESIS DEL SEGUNDO TRABAJO

El sistema de contacto estd activado durante la anafilaxia, ademas de
correlacionarse con la gravedad de la reaccion y de activar el sistema de la

coagulacion.
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5 OBIJETIVOS

5.1 PRINCIPAL

Investigar biomarcadores mastocitarios implicados en la fisiopatologia de la

anafilaxia

5.2 ESPECIFICOS

5.2.1 Primer trabajo

1. Determinar la utilidad y las limitaciones de la triptasa en el diagnostico de la
anafilaxia

2. Correlacionar la gravedad de la anafilaxia con los niveles de triptasa

3. Correlacionar la etiologia de la anafilaxia con los niveles de triptasa

4. Determinar factores de riesgo de gravedad de la anafilaxia

5.2.2 Segundo trabajo

5. Demostrar si hay activacion del sistema de contacto durante la anafilaxia

6. Correlacionar la gravedad de la reaccién con la activacion del sistema de
contacto

7. Correlacionar la activacidn del sistema de contacto con los niveles de triptasa

8. Evaluar el sistema de la coagulacion durante la anafilaxia
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Diseno del estudio y seleccion de pacientes

6.1.1 Primer trabajo

Estudio observacional de cohorte tnica longitudinal, unicéntrico.

Todos los pacientes adultos (=18 afios) que atendieron al Departamento de
Urgencias del Hospital Universitario Vall d’'Hebron de Barcelona, y que cumplian
criterios clinicos de anafilaxia segun los criterios de la NIAID/FAAN [1], desde
Septiembre de 2009 a septiembre de 2010 y que ademas tenian como minimo una
determinacion de triptasa durante el episodio de anafilaxia y otra en condiciones
basales, se incluyeron. Los pacientes fueron visitados posteriormente en la Seccion de
Alergologia donde se realizé un estudio alergologico para confirmar el diagnostico de
anafilaxia por un alergélogo y se registraron los datos demograficos (edad, expresada

en afios y sexo, expresado en hombre o mujer) y sus comorbilidades.

6.1.2 Segundo trabajo

Estudio observacional, exploratorio, de casos y controles, unicéntrico.

Dado que se trata de un estudio exploratorio, se decidié incluir so6lo los 10
primeros pacientes adultos (218 afios) que atendieron al Departamento de Urgencias
del Hospital Universitario Vall d"Hebron de Barcelona, y que cumplian criterios clinicos
de anafilaxia segun los criterios de la NIAID/FAAN [1], desde Julio de 2011 a

septiembre de 2011 y que ademas tenian como minimo una determinacion de triptasa
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sérica y una extraccion de un tubo de plasma durante el episodio de anafilaxia y una
determinacion basal. Los pacientes fueron visitados posteriormente en la Seccion de
Alergologia donde se realizé un estudio alergologico para confirmar el diagnostico de
anafilaxia por un alergélogo y se registraron los datos demograficos (edad, expresada
en afios y sexo, expresado en hombre o mujer) y sus comorbilidades.

También se incluyeron durante éste periodo, el mismo porcentaje de controles
sanos ajustados por sexo y edad, realizdndose también en todos una determinacion de

triptasa y una extraccion de plasma.

6.2 Aspectos éticos. Consentimiento informado

Todos los pacientes dieron su consentimiento por escrito (anexo 1) para
participar en el estudio, que fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Universitario Vall d"Hebron. No obstante, la inclusion en este estudio, no suponia de

exploraciones adicionales a las realizadas en la practica clinica habitual.

6.3 Clasificacion de la gravedad de la andfilaxia

La gravedad de la anafilaxia se clasifico en funcion del sistema de gradaciéon
publicado por Brown S.G.A [30] basado en sintomas clinicos (Tabla 9). Esta
clasificacion fue adaptada y el grupo moderado se dividié en: moderado A (si los
pacientes presentaban clinica gastrointestinal) y moderado B (si los pacientes
presentaban clinica respiratoria o cardiovascular). Solo los pacientes con
reacciones moderadas o graves se incluyeron en el analisis (ya que fueron los que

cumplian criterios clinicos de anafilaxia).
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Tabla 9. Grados de gravedad de la anafilaxia. Adaptado de Brown et al [30].

Grado Definido por

Leve Eritema generalizado, urticaria, o angioedema
(piel y tejido subcutaneo so6lo)

Moderado
(caracteristicas sugestivas de involucrar el
aparato respiratorio, cardiovascular, o

gastrointestinal)
A Ndauseas, vomitos o dolor abdominal
B Disnea, estridor, sibilantes, mareo, (presincope),
diaforesis, u opresidn de garganta
Grave Cianosis o *Sp02 <92%, hipotensién (Presi6n
(hipoxemia, hipotension, o compromiso Arterial sistélica < 90 mmHg en adultos),
neurolégico) confusién, colapso, pérdida de conciencia o

incontinencia

*Sp02: Saturacion de Oxigeno de hemoglobina medida por pulsioximetria
Nota: Las reacciones leves no corresponden al diagndstico de anafilaxia segtn los criterios de NIAID /FAAN [1].

6.4 Tratamiento recibido en el Departamento de urgencias

El tratamiento recibido en urgencias se recogié en el cuaderno de recogida de
datos, después de revisar la historia con la hoja de tratamiento de urgencias. También

se registraron los efectos adversos, en el caso de que los hubiera.

6.5 Etiologia

La etiologia de la anafilaxia se registré realizando una historia clinica detallada,
por un alergologo, de las exposiciones a alérgenos de los pacientes en relacién con
la reaccion y posteriormente realizando un estudio alergolégico, segiin necesidad,
para llegar al diagnéstico etiologico (prick tests, IgE especifica, prueba del cubito o

prueba de provocacion).
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6.6 Factores de riesgo para andfilaxia grave

Los factores clinicos de riesgo de gravedad para la anafilaxia segun describié
Simons y colaboradores [34], [27] fueron evaluados: edad, factores de riesgo
cardiovascular, asma, rinitis y mastocitosis. También se recogieron las
medicaciones concomitantes como beta-bloqueantes, IECA y los antidepresivos

[34].

6.7 Pruebas cutdneas (prick test)

Para llevar a cabo estas pruebas, el paciente debia suspender la toma de
antihistaminicos una semana antes de su realizacidn.

Los pacientes fueron sometidos a pruebas cutdneas en prick (pruebas
intraepidérmicas) para determinar el posible alérgeno responsable de la anafilaxia.
Se realiz6 una bateria estandar de neumoalérgenos y de alimentos para comprobar
o descartar sensibilizacion alérgica. Esta bateria incluia los neumoalérgenos y los
alimentos habituales en nuestro medio. La bateria estdndar esta compuesta por los
siguientes extractos, todos ellos de la casa comercial Leti (Unipersonal SL Madrid,
Espafia): Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Epitelio de
perro, epitelio de gato, Aspergillus spp, Alternaria alternata, Penicillium spp,
Cladosporium herbarum, Latex, polen de Cupressus sempervirens, polen de Olea
europea, polen de Platanus acerifolia, polen de Parietaria judaica, polen de
Artemisa vulgaris, polen de Mercurialis annua, polen de Plantago lanceolata, polen

de mezcla de gramineas, polen de Cynodon dactylon y polen de Phragmites
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communis, Anisakis sp, avellana, almendra, nuez, pifién, pistacho, manzana,
melocoton piel y pulpa, fresa, platano, lechuga, tomate, judia verde, lentejas,
garbanzos, mostaza, soja, cacahuete, cereales, gluten, gliadina, arroz, pescado,
pollo, cerdo, ternera, huevo, leche.

En el caso de sospechar alergia a medicamentos se realizaron las pruebas
cutaneas (prick y/o intradérmica) con los medicamentos implicados para intentar
confirmar sensibilizacion.

Como control positivo se utilizéd histamina a una concentraciéon de 10
mg/ml y como control negativo suero fisiologico estéril 0,9% .

Las pruebas cutaneas se realizaron mediante el procedimiento estadndar
[118] en la cara volar del antebrazo, utilizando lancetas de punta de 1mm estériles
Dome-Hollister-Stier (DHS-Stallergenes, Paris, Francia). Se utilizé una lanceta para
cada alérgeno. Las pruebas se midieron segin el diametro mayor y el
perpendicular de la papula, transcurridos 15 minutos. Se consideraron positivas
las papulas cuyo diametro mayor era igual o superior a 3mm, siendo el control con

suero fisiolégico negativo.

6.8 Prueba del cubito de hielo

En el caso de sospechar una anafilaxia a frigore se realiz6 la prueba del cubito
para confirmar la causa. Esta prueba consiste en la aplicaciéon de un cubito de hielo
en el antebrazo del paciente durante 5-15 minutos. La lectura se realiza a partir de
los 10 minutos, cuando se recalienta el brazo [119]. Es positiva si se observan

habones en la zona de aplicacién.
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6.9 Extraccion de sangre y obtencion de suero

La extraccion se realiz6 utilizando tubos Vacutainer SST® (BD S.A, Madrid,
Espafia) con gelosa. A cada paciente se le extrajeron 2 tubos de 5 ml. Tras la
extraccion, se dejaba coagular la sangre a temperatura ambiente (TA) durante una
hora y posteriormente se centrifugaba a 3000 g durante 5 minutos. El suero
sobrenadante se recogia con una pipeta Pasteur y se procedia a alicuotar 500 pl en
tubos Eppendorf® (Eppendorf Ibérica, Madrid, Espafa) de 1,5 ml. Los tubos fueron
debidamente etiquetados con el numero correspondiente del paciente y

almacenados a -202C hasta su utilizacion.

6.10 IgE especifica

Las concentraciones de IgE especifica frente a los alérgenos
potencialmente implicados se cuantificaron con ImmunoCAP (Phadia, ahora
Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Suecia), siguiendo las instrucciones del
fabricante [120]. Los resultados se expresan en KU/l como lo indica el fabricante. Se

consideraron resultados positivos si la IgE especifica era >0,35 KU/L

6.11 Determinacion de triptasa sérica

La triptasa se midi6 usando el UniCAP-Tryptase fluoroimmunoassay (Phadia,
ahora Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Suecia), siguiendo las instrucciones del
fabricante [120]. La sensibilidad de la prueba es de 1 pg/L. Una concentracion de

triptasa sérica superior a 211.4pug/L se considero6 elevada.

84



Material y métodos

Después del inicio de los sintomas la triptasa se determin6 en: T1) 1-2 horas, T2)
4-6 horas, y T3) 12-24 horas. Una determinacion basal se realizd, como minimo, una
semana mas tarde de la resolucién de los sintomas (TB). Los tubos fueron debidamente
etiquetados con el numero correspondiente del paciente y almacenados a -209C hasta

su utilizacion.

6.12 Extraccion de sangre y obtencion de plasma

La extraccion de sangre se realizé utilizando un tubo azul de extraccién
sanguinea con citrato sddico (1/9). Inmediatamente tras la extraccion se invirtio
suavemente el tubo para favorecer que la sangre se mezclara bien con el
anticoagulante. A cada paciente se le extrajeron 2 tubos de 5 ml. Posteriormente se
centrifugaron los tubos a 2500 g durante 15 minutos. El plasma sobrenadante se
recogié con una pipeta Pasteur y se procedié a alicuotar 500 ul en tubos
Eppendorf® (Eppendorf Ibérica, Madid, Espafia) de 1,5 ml. Los tubos fueron
debidamente etiquetados con el numero correspondiente del paciente y

almacenados a -202C hasta su utilizacion.

6.13 Validez interna del plasma para el estudio del sistema de contacto

Cuantificar el sistema de contacto es dificil y se pueden producir errores en la
cuantificacion si no se procesa el plasma correctamente. Para poder confirmar la
validez interna de nuestras muestras, realizamos un estudio mediante la extraccion
de plasma de controles sanos (siguiendo el mismo procedimiento comentado en el

apartado anterior) y posteriormente los almacenamos de 7 formas distintas (se
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repitio el estudio 5 veces en distintos controles sanos, para comprobar
reproducibilidad) . Un tubo de plasma se dej6 a temperatura ambiente durante 24
horas y después se congel6 a -202C, otro se dejé a 42C durante 24 horas y después
se congeld a -202 C, otro directamente se almaceno a -209C y otro a -802C y todos se
almacenaron durante un minimo de 6 meses. Ademas, otro plasma después del
almacenamiento -202C se someti6 a varios ciclos de congelacion-descongelacion
hasta su analisis. No obstante, para disponer de un control fiable (asegurar la no
activacion del sistema de contacto al 100%), en uno de los plasmas controles se
aplicé de forma instantanea a su extraccion una mezcla de inhibidores del sistema
de contacto [Pefabloc (Boehringer Mannheim Corporation, Indianapolis, IN) y
Aprotinin (Sigma-Aldrich Company, Scotland, UK)], y se analiz6 inmediatamente.
Todos los plasmas de pacientes y controles utilizados para nuestro estudio
fueron directamente congelados a -202C menos de 6 meses y s6lo se descongelaron

una vez para su analisis.

6.14 SDS-PAGE e Inmunodeteccion de HK, PK y FXII

Los SDS-PAGE se realizaron mediante el método de Laemmli [121]. Para separar
las proteinas se utilizé un gel de acrilamida del 8%.

Las muestras de plasma citratado de los pacientes y los controles fueron
diluidas en un tampon que contenia 0,125 mol/L HCL-Tris (pH 6.8) y
desnaturalizadas con 0,1% de SDS y 5% de 2-beta-mercaptoetanol (2ME) a 952C
durante 5 minutos (no se anadi6 2ME cuando se midi6 PK, para que las muestras

estuvieran en condiciones no reductoras). Posteriormente, y de acuerdo con la
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técnica propuesta por Bradford, se aplicaron 20 pl (0,5 pl de plasma) de solucion en
cada carril [122].

Después de la electroforesis, las proteinas separadas se identificaron mediante
la tincion en un gel control con 0,1% de Coomassie Brilliant Blue R-250 diluido en
metanol/ acido acético/ agua destilada (4:1:5). Las bandas proteicas separadas (en
otro gel) fueron transferidas electroforéticamente en una membrana de
nitrocelulosa (NTC), tal y como describieron Towbin y colaboradores [122]. Tras
comprobar que la transferencia habia sido correcta mediante la tincion de la
membrana con una soluciéon de Rojo Ponceau (0,2% Rojo Ponceau, 2% 4acido
acético), era bloqueada durante una hora a temperatura ambiente con 5% de leche

en polvo y 0,05% Tween-20 en PBS.

Las inmunodetecciones (Western Blottings) se realizaron incubando las
membranas durante 2 horas a 42C con el anticuerpo policlonal del FXII (Nordic
Laboratories, oFXII), con el anticuerpo policlonal del PK (affinity biological
laboratories, SAPK-AP) y con el anticuerpo policlonal 1107 contra la cadena ligera
del HK (dominio D5-D6) del grupo de Renné y colaboradores [123] en una dilucién
1:1500. Para la deteccion se incubaron las membranas (después del lavado)
durante 1 hora a temperatura ambiente con peroxidasa de rabano (HRP) y después
del lavado con PBS/Tween Ila sefal fue detectada usando el método de
quimoluminiscencia como recomienda el fabricante (ECL-Plus;Amersham

Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Buck, Reino Unido).
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6.14.1 Escision del HK como biomarcador de activacion del sistema de contacto y

creacion de una curva estandar de cuantificacidon del porcentaje de escision

del HK

Como se ha comentado anteriormente la escision del HK produce BK, y dado
que es muy dificil la cuantificaciéon de la BK por su rapida degradacion y su poca
concentracion en plasma, la mejor forma de demostrar la activacién del sistema de
contacto y por lo tanto la formacion de BK es demostrando la escision del HK
mediante la inmunodeteccion (siguiendo los pasos comentados en el apartado
anterior). No obstante, no siempre nos vamos a encontrar con una escision del
100% o del 0%, por lo que para cuantificar el porcentaje de escisiéon en estos
pacientes, en funcion de la intensidad del Western Blotting, fue necesario realizar
previamente una curva estandar de escision del HK usando dextran sulfato (que es
un activador artificial del sistema de contacto) a distintas concentraciones en un
plasma de control sano.

Para preparar las muestras, se extrajo plasma de un control sano y se
precalent6 a 372C durante 30 minutos. Posteriormente, en este plasma se afiadid
dextran sulfato (100pg/ml) en presencia de tampdn Tris 75mM con Zinc (pH 7.4) y
se calent6 a 372C durante 1 hora. Después la muestra siguié el mismo proceso
comentado anteriormente para realizar el SDS-PAGE y la inmunodeteccion. Este
plasma con 100ug/ml de dextran sulfato escindia el 100% el HK. Por otro lado, el
mismo plasma de un control sano se analizé sin afiadir el dextran sulfato y no se
objetivo activacion del sistema de contacto (0% de escision del HK). Por lo tanto,
teniendo en cuenta ésto, se disefié una curva con distintos porcentajes de escision

del HK mediante distintas diluciones de las dos muestras.
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Posteriormente, para estudiar la intensidad de escisidon de la molécula de HK, se
realizé un densitometrado de las inmunodetecciones con un escaner GS 800 (Bio-
Rad, Richmond, CA, EUA), analizando las imagenes con el software ImageQuant (Bio-
Rad). Para confirmar la reproducibilidad, esta prueba se repiti6 cinco veces.

Posteriormente, esta curva fue usada con las muestras de pacientes y controles
para cuantificar, en funcién de la intensidad de la inmunodeteccion del HK, el
porcentaje de escision del HK y, por lo tanto, el porcentaje de activacion del sistema

de contacto.

6.15 Cuantificacion del TTpa

El TTpa es una prueba que se fundamenta en la medicion del tiempo que tarda
en coagular el plasma en presencia de un reactivo (cefalina, que es como un
sustituto de los fosfolipidos de las plaquetas) de tromboplastina parcial activada
mediante una sustancia de contacto (caolin) mas la presencia de calcio. Refleja la
integridad global del sistema intrinseco de la coagulacion. Esta prueba se basa en la
recalcificacion del plasma in vitro en presencia de fosfolipidos como sustituto de
plaquetas y de una sustancia activadora. Para determinarlo se utilizd plasma
obtenido con un tubo citratado (tubo con el tapén azul). Después se centrifugoé la
muestra por 15 minutos a 2500 g para obtener plasma pobre en plaquetas. La
formacién del coagulo se inicid, siguiendo las instrucciones preestablecidas[124],
con la preincubaciéon de la solucion de 100ul/25mM CaCl; en el coaguléometro
(KC10; Amelung) a 379C. Posteriormente se calentaron por separado a 372 100ul

de plasma anticoagulado con citrato de las muestras de pacientes con anafilaxia y
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100pg del reactivo de tromboplastina parcial activada [cefalina mas caolin de una
concentracion final 30pug/ml (Dade Behring, Marburg, Germany)] y después se
incubaron y mezclaron conjuntamente durante 3 minutos a 37 grados.
Inmediatamente se afiadi6 100ul CaCl; precalentado y se registro el tiempo hasta la
formacién del codgulo mediante un cronémetro (KC4; Amelung). Se consider6

normal un tiempo de hasta 46 segundos.

6.16 Cuantificacion del anti-Xa

Los niveles de anti-Xa (kIE/L) se determinaron con el sistema automatico de
coagulacion sanguinea (BCS® XP; Dade Behring) con los reactivos que indican los

protocolos detallados por el fabricante (http://dadebehring.com), para determinar

de forma indirecta los niveles de heparina.

6.17 Analisis estadistico

6.17.1 Primer trabajo

Los datos fueron recogidos y analizados con el programa SPSS version 17 (SPSS
Inc, Chicago IL, USA) y el programa Prisma 5 (GraphPad Software, La Jolla, Calif).
Las variables continuas se describen como media *+ DS con su intérvalo de
confianza del 95% (IC95%). Las variables categoricas fueron comparadas usando la
prueba del x? y el test exacto de Fisher. El analisis estadistico que se usé para
comparar la concentracion de triptasa en los diferentes tiempos y con las diferentes

etiologias fue la prueba T de Student para datos apareados y para datos
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independientes, respectivamente. Para comparar los niveles de triptasa en T1 con
los distintos grados de gravedad de la anafilaxia se usé el test no paramétrico
Kruskall-Wallis y U-Mann Whitney. Un valor de P de 0.05 o inferior bilateral fue

considerado estadisticamente significativo.

6.17.2 Segundo trabajo

Los datos fueron recogidos y analizados con el programa Prisma 5 (GraphPad
Software, La Jolla, Calif, USA). Las variables continuas estan descritas como
mediana y rango intercuartilico (RIC). Las variables continuas fueron comparadas
con variables categdricas usando los test no paramétricos Kruskall-Wallis y U-
Mann-Whitney en funcién del nimero de variables categéricas comparadas, y en el
caso de datos apareados, usando el test de los rangos de Wilcoxon para datos
apareados. Las correlaciones fueron analizadas con la prueba de los rangos de
Spearman. Un valor de P de 0.05 o inferior bilateral fue considerado

estadisticamente significativo.
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7 RESULTADOS

7.1 Primer trabajo

7.1.1 Algoritmo del estudio y caracteristicas de los pacientes

De los 37.568 pacientes que atendieron al departamento de urgencias de
Medicina Interna durante el periodo de estudio (Septiembre 2009 - Septiembre
2010), 102 pacientes cumplieron los criterios de inclusién y se incluyeron

finalmente en el estudio, como se muestra en la figura 19.

37.568

Pacientes que acudieron a Urgencias MI
(Septiembre 2009-2010)

|

180

Pacientes con diagnéstico de anafilaxia
en Urgencias

30 Excluidos

Pacientes con diagnéstico incorrecto de
anafilaxia (10 Urticarias, 20 angioedemas)

150

Pacientes con diagnéstico clinico de
anafilaxia confirmado por un alergélogo

47 Excluidos

Pacientes que no se les realiz6 extracciéon
de triptasa durante la anafilaxia

1 Excluido

Paciente murio (causa no relacionada con
la anafilaxia)
No disponemos de triptasa basal

102

Pacientes Incluidos

Figura 19. Algoritmo del estudio.
La media de edad de los pacientes fue de 47,4 + 19,1 afios (rango de 18 a 91), con
un predominio de mujeres (61,8%) sobre hombres (38,2%).Las caracteristicas

demograficas y clinicas de los pacientes se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes

Ne Pacientes  Forcentaje (%)

Total 102 100
Sexo
Hombre 39 38,2
Mujer 63 61,8
Edad, afos
18-65 83 81,6
> 65 19 18,4
Gravedad de la Anafilaxia:
Grado Moderado 56 54,9
A 14 13,7
B 42 41,2
Grado Grave 46 45,1

Etiologia de la Anafilaxia:

Farmacos 51 50
Alimentos 35 34,5
Anisakis 5 4,9
Latex 3 2,9
Himendpteros 3 2,9
Frio 1 0,9
Idiopatica 4 3,9
Historia familiar de atopia 21 20,6
Historia personal de atopia 39 38,2
Comorbilidades
Rinitis 33 32,4
Enfermedades cardiovasculares 32 31,4
Asma y otras enfermedades respiratorias 13 12,7
Enfermedad psiquiatrica 10 9,8
Enfermedad neurolégica 4 3,9
Enfermedad tiroidea 3 2,9
Mastocitosis 2 1,96
Medicaciéon Concomitante
IECA 18 17,6
Sedantes/Hipnéticos/Antidepresivos 9 8,8
Beta-bloqueantes 4 3,9
Otros 50 49

IECA, Inhibidor del Enzima Convertidor de la Angiotensina
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De los 102 pacientes incluidos, 39 referian historia personal previa de alergia,
que se distribuyé de la siguiente forma: rinitis 32,4%, alergia alimentaria 13,7%,
asma 10,8%, anafilaxia 4,9% y dermatitis atopica 1%. Soélo 5 pacientes (4,9%)
habian presentado algun episodio previo de anafilaxia.

Teniendo en cuenta la causa de la anafilaxia (Tabla 11), analizando los dos
grupos etioldgicos mas frecuentes (alimentos y farmacos), se observo, que de los 35
pacientes que presentaron anafilaxia por alimentos, s6lo 11 (31,4%) tenian un
diagnostico establecido de alergia alimentaria y referian haber presentado
anafilaxia, urticaria o sindrome de alergia oral (SAO) después de consumir el
alimento causante de la anafilaxia. No obstante, en los 24 pacientes restantes
(68,6%) la anafilaxia fue la primera manifestacion de la enfermedad. En cambio, en
el 98% de las reacciones provocadas por farmacos (50/51), la anafilaxia fue la

primera manifestacion.

7.1.2 Grados de gravedad de la anafilaxia y etiologia

Los distintos grados de gravedad de la anafilaxia que presentaron los pacientes,
con sus respectivos factores etioldgicos estan detallados en la Tabla 11.

Como se puede observar en la tabla 10, la anafilaxia causada por farmacos fue la
causa mas frecuente, seguida por los alimentos. Ademas, la anafilaxia en éste grupo
fue significativamente mas grave que la causada por alimentos [anafilaxia grave en
medicamentos 32/51(62,7%) versus anafilaxia grave en alimentos 10/35(28,5%),

p=0.001].
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En cuanto a la gravedad de la reaccion, la anafilaxia grave fue la mas frecuente,
presentandose en un 45,1% de los pacientes, seguido por la moderada B, presentada

en un 41,2% de los pacientes y la moderada A en un 13,7%.

Tabla 11. Etiologia de la anafilaxia de acuerdo con los grados de gravedad

N¢ total pacientes

(%)
Grados de Anafilaxia: Moderada Grave
A B
Etiologia de la
Anafilaxia:
Farmacos 3 16 32 51 (50)
Alimentos 8 17 10 35(34,5)
Anisakis 2 2 1 5(4,9)
Latex 0 2 1 3(29)
Himenopteros 0 1 2 3(2,9)
Frio 0 1 0 1(0,9)
Idiopatica 1 3 0 4 (3,9)
N Total pacientes (%) 14 (13,7) 42 (41,2) 46 (45,1) 102 (100)

7.1.3 Factores de riesgo de gravedad

Los pacientes que referian alguna comorbilidad presentaron una anafilaxia
significativamente mas grave que los pacientes que no referian ninguna patologia
asociada [55.5% de los pacientes con comorbilidades (30/54) presentaron anafilaxia
grave vs. 33.3% de los pacientes sin patologias (16/48), p=0,024].

Posteriormente, se analizo cada factor de riesgo de anafilaxia grave descrito por
Simons y colaboradores [34],[27] por separado (Tabla 12). La edad avanzada (>65
afios) se asocio de una forma estadisticamente significativa con la anafilaxia grave, asi

como también se asocié de forma significativa el hecho de presentar factores de riesgo
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Resultados

No obstante, no se encontraron diferencias

significativas en los pacientes que presentaban patologia respiratoria asociada, aunque

si que éstos presentaban mas anafilaxia moderada grado B (53,9%) (con sintomas

respiratorios), ni tampoco en pacientes

que estaban en tratamiento

medicamentos. Los dos pacientes con mastocitosis presentaron anafilaxia grave.

Tabla 12. Factores de riesgo de pacientes asociados a anafilaxia grave

o * N¢. de pacientes con Valor de P
anafilaxia grave (%)

Edad 2 65 aiios 19/102 16 (84) 0,002
Factores de riesgo cardiovascular 32/102 23(72) 0,001
Enfermedades respiratorias 13/102 6 (46,1) 0,935
Rinitis 33/102 7 (21,2%) 0,939
Medicacién concomitante

IECA 18/102 15 (83,3) 0,001
Beta-bloqueantes 4/102 2 (50) 0,325
Sedanes/hipnéticos/Antidepresivos 9/102 4 (44,4) 0,613

Los valores de p en negrita indican significacién estadistica (P<.05).

IECA, inhibidores del enzima convertidor de la Angiotensina

* El nimero de pacientes con cada factor de riesgo entre todos los pacientes

7.1.4 Concentracion de triptasa sérica en los distintos intervalos de tiempos

con

So6lo en 63 de los 102 pacientes (61,8%) se observd una concentracion de triptasa

sérica elevada durante el episodio de anafilaxia.

En la tabla 13 y en la figura 20 se muestra el porcentaje de pacientes con

triptasa sérica elevada en los distintos tiempos de medicién. En T1, s6lo 58 de los

91 pacientes (63,7%) mostraron niveles elevados de triptasa durante la reaccidn.
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Aun asi, la concentracion de triptasa sérica medida en éste intervalo de tiempo
(T1) fue significativamente mas alta que en los otros tiempos (T2, T3 y TB), en los
que bajo rapidamente. La diferencia entre la concentraciéon de triptasa en T1 y en
los otros intervalos de tiempo fue en todos los casos estadisticamente significativa
tal y como se describe a continuacion. En T1 versus T2 fue de 5,4 pg/L [IC del 95%
de 2,7 a 8,2]; P<0,001 , en T1 versus T3 fue de 11,7 pg/L [IC 95% de 7,3 a 16,1];
P<0,001 y en T1 versus TB fue de 14.4 pg/L [IC del 95% de 11,2 a 17,6], P<0,0001.
De todas formas, las concentraciones de triptasa en los otros intervalos de
tiempo durante la anafilaxia (T2 y T3) seguian siendo, de forma estadisticamente
significativa, mas altos que a nivel basal (TB), aunque con menos diferencias que

cuando comparamos los niveles entre T1 y TB, como se muestra en la figura 20.

Tabla 13. Concentracion de triptasa sérica en diferentes tiempos y porcentaje de

pacientes con triptasa elevada.

Media Ne Total

(ng/L) DS (ng/L) pacientes (%)* Ne#
T1 19,3 15,1 58 (63,7) 91
T2 10,2 8,5 20 (46,6) 45
T3 7.3 4,7 9 (33,3) 27
TB 45 2 0 (0) 100%

T1, 1-2 horas; T2, 4-6 horas; T3 12-24 horas; TB basal; DS, Desviacion Estdndar.

* Numero total de pacientes (porcentaje) con triptasa elevada (>11.4 pg/L) en cada grupo.

# Numero total de pacientes en cada grupo

&L0s dos pacientes que faltan, de los 102 totales, son los dos con mastocitosis que se excluyeron del andlisis
estadistico para evitar sesgos
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Figura 20. Concentracién sérica de triptasa en distintas mediciones temporales. Los
resultados son expresados como medias. Las diferencias entre las concentraciones de triptasa en los
distintos intervalos de tiempo son: T1 vs TB 14,4 pg/L [IC del 95%, 11,2-17,6], **P<0,0001; T2 vs TB
6,3 pg/L [IC del 95%, 3,9-8,6], *P<0,001; T3 vs TB 3.1 pg/L [IC del 95%, 1,7-4,6], *P<0,001.

Por otro lado, un 36,3% (33/91) de los pacientes presentaron unas
concentraciones de triptasa normal en T1 (< 11,4pg/L). De éstos, sélo un 39,4%
(13/33) presentd diferencias significativas al realizar la ratio entre T1 (mediana
5,9; RIC 3,2-7,3 pg/L) y TB (mediana 3,1; RIC 2,5-5,1 pg/L)], con una diferencia de
2,8 pg/L; 1C del 95% de 2,13 a 3,44; P<0,001. Sorprendentemente, en 60,6%
(20/33) de los pacientes con triptasa normal, los niveles de triptasa se mantuvieron

estables cuando comparamos sus niveles en T1 y TB (AT1-TB =0).
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7.1.5 Concentracidon de triptasa sérica segun los grados de gravedad de la
anafilaxia

De los 46 pacientes que presentaron una anafilaxia grave, un 76% (35/46) de
ellos presentaban unos niveles elevados de triptasa (mediana 25,3; RIC 17 pg/L);
mientras que en el grupo moderado B sélo el 55% (23/42) de los pacientes
(mediana 14,6; RIC 10,7 pg /L); y en el grupo moderado A sélo el 36% (5/14)
(mediana 12.7; RIC 14,2 pg/L) con diferencias estadisticamente significativas entre
todos los grupos (P= 0,024) tal y como se muestra en la figura 21. Ademas, la
concentracion de triptasa fue mas elevada en los pacientes con anafilaxia grave, con

una correlacion positiva entre los distintos grados de gravedad (P<0,001; r=0,49).
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Grados de gravedad de la anafilaxia

Figura 21. Concentracion de triptasa sérica durante la anafilaxia (T1) en funcién de los
grados de gravedad de la anafilaxia. Los resultado estidn expresados como medianas y rango
intercuartilico (RIC). La prueba de Kruskall-Wallis comparando todos los grupos P<0,001. Anafilaxia
moderada-A vs moderada-B (*P<0,05), moderada-B vs grave (**P<0,001) y moderada-A vs grave
(**P<0,001).

o (fuera de rango).
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7.1.6 Concentracion de triptasa sérica segun la etiologia de la anafilaxia

Si observamos la concentracion de triptasa en los dos grupos etioldgicos mas
frecuentes (farmacos y alimentos), observamos que no hay diferencias
significativas en el porcentaje de pacientes con triptasa sérica elevada. En el grupo
de la anafilaxia causada por farmacos, 65% (33/51) de los pacientes presentaron
triptasa elevada, comparado con el 57% (20/35) de los pacientes con anafilaxia
causada por alimentos (p=0,523).

Sin embargo, si nos fijamos en la concentracidon de triptasa sérica en T1, el
grupo de pacientes con anafilaxia por farmacos presento niveles séricos de triptasa
mas altos (media de 24,14 + 18,08 pg/L [IC del 95% de 18,51 a 29,78]; n=51),
comparado con el grupo de alimentos (media 16,25 + 11,76mg/L [IC del 95% de
11,69 a 20,81]; n=35) (P=0,045) (Figura 22). No hubo diferencias significativas en
los otros tiempos, a excepcidon de TB, donde se observd también que el grupo de
pacientes con anafilaxia por farmacos presentaba unos niveles de triptasa sérica
mas altos que el grupo de pacientes con anafilaxia por alimentos (media 5,21 + 2,13
mg/L [IC del 95% de 4,58 a 5,82] en el grupo de farmacos vs. media 4, 14 * 1,87

mg/L [IC del 95% de 3,51 a 4,76] en el grupo de alimentos; p=0.019)(Figura 22).
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Figura 22. Concentracién de triptasa en los diferentes tiempos de medicién

dependiendo de la causa: farmacos (drug) y alimentos (food). Los resultados estan
expresados en medias y DS. Hubo diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos
(*<P.05) soloen T1 y TB.

7.1.7 Tratamiento recibido en urgencias

Aunque la adrenalina es el tratamiento de eleccion en la anafilaxia, sélo fue
administrada en 67 pacientes (65,7%), mientras que los corticosteroides y los
antihistaminicos se administraron en el 100% de los casos.

La adrenalina se administr6 de forma intramuscular (IM) en 55 casos, de forma
subcutanea (SC) en 11 casos y intravenoso (IV) en un paciente (ver figura 23). En
dos pacientes con historia de isquemia coronaria, se administr6é glucagén IM, con

buena respuesta y sin efectos secundarios.
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E Intramuscular
B Subcutanea

B Intravenosa

7% 3%

90%

Figura 23. Vias de administracion de la adrenalina. De los
67 pacientes que recibieron adrenalina, un 90% la recibieron IM, 7% SCy 3% IV.

S6lo dos pacientes (1,9%) presentaron complicaciones después de la
administracion de adrenalina. En un caso, el paciente presento fibrilacién auricular
después de la administracion de adrenalina IM (dosis correcta); pero
posteriormente, en el mismo ingreso, se le diagnostico de hipertiroidismo. En otro
paciente, un hombre con historia previa de IAM, después de la administracion IV de
adrenalina presentd dolor toracico y elevacion de los enzimas cardiacos. No se

recogieron en urgencias las dosis de adrenalina IV que le administraron.
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7.2 Segunda parte (segundo articulo)

7.2.1 Caracteristicas de los pacientes

Resultados

Se incluyeron un total de 10 pacientes con anafilaxia, seis mujeres y cuatro

hombres, con una mediana de edad de 40 (RIC 31.75-47.75) afios.

la tabla 14.

Las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes estan resumidas en

Se incluyeron también diez controles, ajustados por sexo y edad. La mediana de

edad fue de 38 (RIC 28.75-49.85) anos. Ninguno de los controles tomaba medicacion

habitual, ni presentaba alguna enfermedad importante.

Tabla 14. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes

Ne, * Tm# Sexo Edad Etiologia Manifestaciones Grados de IECA Historia Comorbilidades
Clinicas gravedad de personal
U GI R CV la anafilaxia de atopia

lal 30min M 40 AAS + - + - 2 No No No
a2 2h

b Basal

2a 1.5h H 40 Lechuga+ + o+ 1 No AA No

AAS

b Basal

3a 3h M 20 Nuez + o+ -+ 3 No AA;RC No
b Basal

4a 2h M 65 Naranja + o+ + 3 No AA

b Basal

5a 2h M 42 Amoxicilin  + - + o+ 3 No No No
b Basal

6a 3h H 39 Anisakis + o+ 1 No No No
b Basal

7 al 1,5h M 28 Mango + - + - 2 No AB;RC;AA No
a2 6h

b Basal

8a 30min H 41 AAS + + 2 No No No
b Basal

9al 30min M 33 Infliximab  + + + - 2 No No Colitis Ulcerosa
a2 2h

b Basal

10a 10h H 79 Dipirona + + 3 Si No HTA
b Basal

M=Mujer H=Hombre U=urticaria o otra clinica cutdnea GI= Sintomas gastrointestinales R= sintomas respiratorios CV= Sintomas
Cardiovasculares
AB= Asma bronquial RC=Rinoconjuntivits AA=Alergia alimentaria HTA=Hipertension
* Numero de identificacion de los pacientes
#Tiempo en el que se realizo la extraccién de sangre después del inicio de la anafilaxia
Grados de anafilaxia segun la clasificaciéon de Brown adaptada (ver apartado de métodos): 1= moderada A 2= moderada B 3=

grave
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7.2.2 Escision del HK como biomarcador de activacion del sistema de contacto

Dado que medir la BK es muy dificil, analizamos la activaciéon del sistema de
contacto usando un método especifico, sensible y estable de deteccion de escision del
HK por inmunodeteccion (detallado en métodos). Si tenemos en cuenta que la cadena
completa de HK tiene un peso molecular de unos 120 KDa en un SDS-PAGE en
condiciones de reduccion y que éste contiene la molécula de BK, si el sistema de
contacto esta activado, la cadena de HK se escinde (y deja de visualizarse a 120 Kda) y
se generan tres cadenas, una de pesada de 65 KDa, una de ligera de 56 y la Bk de 0,9
Kda.

Para poder activar el sistema de contacto, incubamos el plasma humano de un
control sano con un activador del sistema de contacto, dextran sulfato (DS), y pudimos
observar que hay una escision del 100% de la molécula de HK, con la aparicién de
fragmentos de ésta, y la visualizacién de la cadena ligera del HK, como se muestra en la
primera linea de la Figura 24. Se visualiza la cadena ligera del HK porque se utilizé un
anticuerpo policlonal 1107 contra el dominio 5 y 6 de la cadena ligera (parte superior
de la figura 24). Por otro lado, analizamos plasma de un control sano con varios
inhibidores del sistema de contacto y observamos que no se producia escision del HK,
ni por lo tanto activacion del sistema de contacto, ya que sélo se observaba una
molécula de 120 KDa y no sus productos, como se muestra en la ultima linea de la
figura 24. Las distintas diluciones, entre el control sano y el activador del sistema de
contacto, muestran los distintos porcentajes de escision del HK (figura 24).

Posteriormente la intensidad de la banda entera del HK fue cuantificada por un escaner
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de densitometria y se comparo ésa intensidad con el porcentaje de escision del HK para

después poderlo aplicar a nuestra poblacion de estudio (parte inferior de figura 24).
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Figura 24. Inmunodeteccion de los distintos porcentajes de escision del HK y sus

productos derivados de la protedlisis.

Inmunodeteccién de la molécula de HK en un plasma estimulado con dextran sulfato (DS) (primera
linea) y plasma normal (dltima linea), donde se muestra una escisiéon del HK del 100% y del 0%
respectivamente. El plasma normal fue incubado con DS en diferentes concentraciones, separado por
SDS-PAGE, y se realizé una inmunodeteccién con el anticuerpo 1107, que es un anticuerpo policlonal
contra la cadena ligera del HK (dominio 5 y 6 como se muestra en la parte superior de la figura). En la
parte inferior de la figura, se representa la sefial de la inmunodeteccién (Western blotting) dependiendo

del porcentaje de escision del HK.
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7.2.3 Validez interna del plasma para el estudio del sistema de contacto

En la figura 25 se muestra el resultado del estudio de la estabilidad del sistema de
contacto comparando distintas formas de almacenaje del plasma, observando la
integridad de la molécula del HK mediante inmunodeteccién. Sélo en el caso de que
haya activacion del sistema de contacto, se produce una escision del HK y como

consecuencia desaparece la molécula de HK en el lugar de 120 KDa.

Como se muestra en la figura 25, sélo cuando la muestra recibié varios ciclos de
congelacion-descongelacién se pudo apreciar una activacidon del sistema de contacto
(como se observa en la columna 3), mientras que almacenando las muestras durante
unas horas a temperatura ambiente o a 42C y después congelarlas a -20°C, o
congelarlas directamente a -202, -802C durante minimo 6 meses, no se observd
ninguna sefal de activacidn del sistema de contacto. Este estudio se repitié 5 veces en
distintos controles sanos, siguiendo el mismo procedimiento y obteniendo el mismo

resultado.

Todos los plasmas, de los pacientes durante la anafilaxia y en condiciones basales y

de los controles, fueron congelados a -202C por menos de 3 meses y sélo se

descongelaron una vez, <15 minutos antes de analizarlos para todos nuestros estudios.
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Figura 25. Inmunodeteccion de la molécula del HK en las distintas formas de almacenaje
del plasma, como prueba de validez interna. Plasma fresco congelado inmediatamente a -20°C
después de afiadirle inhibidores (columna 1). Plasma fresco congelado inmediatamente a -202C sin
inhibidores (columna 2). Plasma fresco congelado inmediatamente a -202C, con ciclos de descongelacién
posteriormente y nuevamente congelado a -202C (columna 3). Plasma fresco congelado inmediatamente
a -20°C (con inhibidores) con ciclos de descongelacidn-congelacién posteriormente y nuevamente
congelado a -20°C (columna 4). Plasma fresco a temperatura ambiente durante 6 horas y después
congelado a -202 (columna 5). Plasma fresco a temperatura ambiente durante 24 horas y después
congelado a -202C (columna 6). Plasma fresco en nevera a 42 durante 6 horas y después congelado a -
209C (columna 7). Plasma fresco en nevera a 42 durante 24 horas y después congelado a -202C (columna
8). Plasma fresco congelado inmediatamente a -80°C (columna 9). Plasma fresco congelado
inmediatamente a -802C con inhibidores del sistema de contacto (columna 10).

7.2.4 Analisis de la activacion del sistema de contacto en pacientes y controles

Analizamos la escisiéon del HK en el plasma de 10 pacientes durante el episodio de
anafilaxia y en condiciones basales y en 10 controles sanos.
En la figura 26.A se muestra la inmunodeteccion del HK, con el anticuerpo policlonal
[107, en los 10 pacientes durante la anafilaxia (a) y en condiciones basales (b) y en los 10
controles. En algunos pacientes (1, 7, 9) la escisién del HK se analizé en distintos tiempos
durante la anafilaxia (Fig26.A). La tincién del gel, después del SDS-PAGE, con Coomassie
brillant blue confirma la misma cantidad de proteinas por linea (Fig26.B).
Tal y como se observa en la figura 26.C, el porcentaje de escisién del HK en los
pacientes durante la anafilaxia (a) fue mucho mas alto que en los mismos pacientes en
condiciones basales (b) y que en todos los controles, donde practicamente no se detectaba

escision del HK.
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Figura 26. Escision del HK en pacientes durante distintos tiempos de la anafilaxia (a) y
en condiciones basales (b) y en controles.
A. Se muestra la inmunodeteccién de la molécula entera del HK en todos los pacientes y controles.
B. Se muestra el Comassie blue del gel de todos los pacientes y controles, después de realizar un
SDS-PAGE, mostrando la misma cantidad de plasma en cada columna.
C. Se muestran los distintos porcentajes de escision del HK en pacientes durante la anafilaxia
(barras blancas), en condiciones basales (barras negras) y en controles (barras grises),
dependiendo de la sefnal de la inmunodeteccion.

En todos los pacientes, durante la anafilaxia, se detect6 una activacion del sistema
de contacto. Por el contrario en los mismos pacientes pero en condiciones basales, no
se detectd practicamente activacion. Tal y como se muestra en la figura 27, podemos
observar una reduccion estadisticamente significativa (p=0,0008) entre la escision del

HK en los pacientes durante la anafilaxia, con una mediana del 60% (RIC 51,25-
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77,50%; IC del 95% 46,4-77,35) comparando en condiciones basales con una mediana

del 2,5% (RIC 0-5% ; IC del 95% 0,1-6,235).

Escision del HK [%]
3
[1

0 T
Anafilaxia Basal

Figura 27. Porcentaje de escision del HK en pacientes durante la anafilaxia y en
condiciones basales. La prueba de Wilcoxon para datos apareados demostré una reduccién
estadisticamente significativa (p=0,0008) entre la escisiéon del HK durante la anafilaxia y en condiciones
basales.

Ademas, se demostré que no habia activacidon del sistema de contacto en los
controles, con una mediana del porcentaje de escisién del HK del 2,5% (RIC 0-5,1; IC
del 95% 0,6-4,1) con diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes
durante la anafilaxia y los controles (p<0,0001), sin encontrar diferencias entre los

pacientes en condiciones basales y los controles, tal y como se muestra en la figura 28.
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Figura 28. Porcentaje de escision del HK en pacientes durante la anafilaxia, en
condiciones normales y en controles. Los datos estin expresados en mediana y rango
intercuarticlico. La prueba de Kruskall Wallis muestra diferencias estadisticamente significativas
(p<0,0001) entre el porcentaje de escision del HK durante la anafilaxia comparando en condiciones
basales y controles (donde no hay diferencias entre ellos).

7.2.5 Inmunodeteccion del FXIl, PK y HK

Para analizar el mecanismo de escision del HK, analizamos el FXII y PK en todos los
pacientes durante la anafilaxia y en condiciones basales (como se muestra en la figura
29) para comprobar si habia activacion en estas dos proteinas también (es decir, si se
escindian) y observamos el mismo patron de escision que en el HK tanto al realizar la
inmunodeteccidn de los pacientes con el anticuerpo del FXII, como con el anticuerpo
del PK. Por el contrario no se demostré ninguna escision al medir el FXI (no se

muestran los datos).
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Figura 29. Inmunodeteccion del FXII y del PK, comparando con la inmunodeteccion
del HK en los pacientes durante la anafilaxia (a) y en condiciones basales (b).

Tal y como se muestra en la figura 29, la inmunodeteccion indica que la
activacion de las proteasas del sistema de contacto a través del FXII, es el causante de

la escision del HK.

7.2.6 Grados de gravedad de la anafilaxia y correlacion con el sistema de contacto

De los 10 pacientes con anafilaxia, 4 (40%) presentaron una anafilaxia grave, 4
(40%) presentaron una anafilaxia moderada B y 2 (20%) presentaron una anafilaxia
moderada A, tal y como se muestra en la Tabla 15.

Se correlacioné la gravedad de la anafilaxia con el porcentaje de escision del HK
y pudimos comprobar que habia una mayor activacién del sistema de contacto en los
pacientes con anafilaxia grave, con una mediana de la escision del HK del 85% (RIC
72,5-97,5; IC del 95% 64,4-105,5) comparado con los pacientes con anafilaxia
moderada (A y B) que presentaron una mediana del 57,6% (RIC 45,0-62,0; IC del 95%
39,9-68,4), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,018) tal y como se

muestra en la figura 30.
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Figura 30. Porcentaje de escision del HK en funcion de la gravedad de la anafilaxia. Los
graficos estan expresados en mediana y rango intercuartilico. La prueba no paramétrico de U-
MannWithney muestra diferencias estadisticamente significativas entre la anafilaxia grave y moderada
(p=0,018).

7.2.7 Concentracion de triptasa sérica en los pacientes con anafilaxia y

correlacion con la activacion del sistema de contacto

A todos los pacientes se les habia realizado, como minimo, una determinacion de
triptasa sérica durante la anafilaxia y otra en condiciones basales.

La concentracion mediana de triptasa sérica durante la anafilaxia fue tan solo de
13,5 pg/L (RIC 11,7 pg/L; IC del 95% 8-17). No obstante, si observamos a los pacientes
de forma individual, podemos ver que sdlo 6 de los 10 pacientes (60%) presentaron
niveles de triptasa elevados (>11,4 pg/L) durante la anafilaxia, tal y como se muestra
en la tabla 14. Los niveles de triptasa también se correlacionaron bien con la gravedad
de la reaccion.

Sin embargo, aunque los niveles de triptasa no se mostraron elevados en todos los

pacientes, si que hubo una activacién del sistema de contacto en todos ellos. No

113



Resultados

obstante, si correlacionamos los niveles de triptasa sérica en los pacientes durante la
anafilaxia con el porcentaje de escision del HK, como se muestra en la figura 31,
podemos observar que existe una correlacién positiva entre ellos (p=0,0014, R

Spearman 0,65).
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Figura 31. Correlacidon de la triptasa sérica en los pacientes durante la anafilaxia con el
porcentaje de escision del HK. Se muestra una correlacion estadisticamente significativa (p=0,001,
R 0,65).

7.2.8 Evaluacion del sistema de la coagulacidn en pacientes con anafilaxia

Para evaluar la posible implicaciéon de la via intrinseca de la coagulacion en la
anafilaxia, a partir de la activacidon del FXII, determinamos el TTpa en los pacientes
durante la anafilaxia y en condiciones basales. Tal y como se muestra en la tabla 14, se
detecté un alargamiento del TTpa en dos pacientes (n? 3 y 5), en los que
posteriormente, en condiciones basales, se normalizd. Curiosamente, éstos dos
pacientes presentaron una anafilaxia grave y mostraron en la inmunodetecciéon una

escision del 100% y del 90% del HK respectivamente.
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No obstante no podemos discernir si el alargamiento del TTpa es por el

consumo de las proteinas del sistema de contacto o por la heparina, o bien por la

combinacion de los dos efectos.

Tabla 15. Datos de laboratorio de los pacientes durante la anafilaxia (a) y
en condiciones basales (b)

Nimero Tiempo Escision del TTpa Concentracion Grados de
Paciente Extraccion*  HK[%] de Triptasa gravedad de
la anafilaxia
1a1 30min 25 33,9 18,1 Moderada B
a2 2h 55 29,9 21,8
b Basal 0 29,5 51
2a 1.5h 60 35,3 17,6 Moderada A
b Basal 5 36,2 5,5
3a 3h 90 102 14,1 Grave
b Basal 0 35,1 3,6
4a 2h 70 27,6 14 Grave
b Basal 5 27,2 3,71
5a 2h 100 111 13 Grave
b Basal ND 34,6 3,4
6a 3h 70 29,5 5,71 Moderada A
b Basal ND 27,2 2,5
7 al 1.5h 60 35,5 4,5 Moderada B
a2 6h 10 34,8 3,3
b Basal 5 34,9 2,8
8a 30min 30 38,4 6,5 Moderada B
b Basal 5 34,7 3,5
9al 30min 10 45,5 5,6 Moderada B
a2 2h 50 39,4 5,4
b Basal 0 40,2 5,3
10a 10h 80 40,5 60 Grave
b Basal 5 35,2 7,2

ND: no disponible

7.2.9 La heparinainicia la activacidn del sistema de contacto en pacientes con
anafilaxia

La heparina liberada por los mastocitos ha sido identificada como activadora del

sistema de contacto por via FXII en una modelo murino de anafilaxia [116]. En este

estudio, se determinaron los niveles plasmaticos de heparina en pacientes durante la

anafilaxia y en condiciones normales usando la actividad del anti-FXa, que depende de

la interferencia del complejo heparina-antitrombina en la actividad proteolitica del

factor X. La actividad del anti-FXa es una medida diagndstica sensible y especifica para
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detectar los niveles de heparina, sobretodo en pacientes que estan tomando
anticoagulantes. Tal y como se muestra en la figura 32, la actividad del anti-FXa fue
cuatro veces mas elevada en los pacientes durante la anafilaxia comparando con los
mismos pacientes en condiciones basales (4 kIE/L, RIC 2,5-5,5; CI del 95% 2,98-6,706
versus 1 kKIE/L RIC 0,25-1,75; IC95% 0,1784-2,322, p=0,0021).

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas cuando se compard la

actividad de la heparina entre los controles y los pacientes en condiciones basales

(Fig.32).
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Figura 32. Niveles de anti-Xa (KIE/L) en los pacientes durante la anafilaxia y en

condiciones basales y en los controles. Los datos se expresan en mediana y su rango
intercuartilico. Tal y como se muestra en la figura no se aprecian diferencias significativas entre
los pacientes en condiciones basales y los controles, sin embargo hay diferencias significativas
entre los pacientes durante la anafilaxia y en condiciones normales (*p=0,0021) y entre los
pacientes durante la anafilaxia y los controles (**p=0,0007).
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8 DISCUSION

El conocimiento de la fisiopatologia de la anafilaxia es esencial para el avance en
el diagnoéstico y mejoria en el tratamiento, ya que sigue siendo una patologia
infradiagnosticada e infratratada. Con este interés se ha planteado el trabajo de la
presente Tesis Doctoral, que recoge dos estudios cuyo objetivo principal es mejorar el
conocimiento de los biomarcadores mastocitarios implicados en la fisiopatologia de la

anafilaxia.

Para facilitar la discusion, se seguira con la estructura propuesta en los objetivos

generales de la Tesis.

8.1 Primer trabajo

En este primer estudio se seleccionaron a los pacientes que acudieron a
urgencias desde Septiembre de 2009 a Septiembre de 2010 y que cumplian criterios
clinicos de anafilaxia segun los criterios de la NIAID/FAAN [1] y que ademas tenian
como minimo una determinacion de triptasa durante el episodio de anafilaxia y en
condiciones basales. Los 102 pacientes incluidos, posteriormente, fueron visitados por
un alergo6logo quien confirmé el diagndstico y quien realiz6 los estudios in vitro e in
vivo pertinentes para llegar al diagnostico etioldgico de la anafilaxia, para poder
prevenir, en el caso que fuera posible, nuevos episodios en el futuro y adecuar el
tratamiento. Una vez estudiados a todos los pacientes analizamos los resultados de
cada uno de los aspectos propuestos en los objetivos del estudio. A continuacion se

discuten cada uno de éstos aspectos:
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8.1.1 Triptasa como marcador diagndstico en la anafilaxia

Aunque la triptasa sérica esta considerada un marcador especifico de
degranulacién mastocitaria, y la mejor prueba diagndstica de anafilaxia disponible en
la actualidad, hemos demostrado que no siempre esta elevada, ya que en 36,3% de
nuestros pacientes no se observo un incremento de la triptasa durante el episodio.
Segun nuestro conocimiento, este es el primer estudio monocéntrico con un nimero
tan grande de pacientes con diagndstico consistente de anafilaxia y con varias
determinaciones de triptasa durante el episodio y que evalude la concentracion de éste
marcador dependiendo de la gravedad, la etiologia y los factores de riesgo. Nuestros
resultados estan en consonancia con otro amplio estudio, multicéntrico, de Stone y
colaboradores [36], quienes encontraron que 36% de los 76 pacientes que incluyeron,
no presentaban una triptasa elevada durante la anafilaxia. Sin embargo, en su trabajo
observaron que en estos pacientes, en los que la triptasa no se elevo, al realizar la ratio
de la triptasa (triptasa durante el episodio/ en condiciones basales), la mayoria
presentaban una ratio mayor de dos, sugiriendo liberacién mastocitaria y permitiendo
diagnosticar a estos pacientes de anafilaxia, como también describe Brown vy
colaboradores [125] en otro articulo .

En nuestro estudio, aunque obtuvimos la triptasa sérica en distintos tiempos
durante la anafilaxia y se realizé una ratio con la basal, en un 60,6% (20/30) de los
pacientes con triptasa normal (21,9% del total de todos los pacientes), los niveles de
triptasa se mantuvieron estables en todas las determinaciones, incluso en algunos
pacientes con anafilaxia grave. Esto es contrario a lo que sugieren varios trabajos

descritos anteriormente [36],[125], en los que se propone que una ratio elevada (>2)
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puede ayudar a confirmar el diagndstico de los pacientes con una triptasa sérica no
elevada durante el episodio. Esto puede ser debido, a que nosotros hemos incluido en
nuestro estudio todas las etiologias y puede que haya algunos alérgenos, como los
alimentos (se comentara posteriormente) que sean menos capaces de inducir la
liberaciéon de triptasa que otros. Otro interesante estudio es el de Enrique y
colaboradores [126], que incluye 30 pacientes con reacciones alérgicas, de los cuales
17 habian presentado una anafilaxia. Determinaron una triptasa durante el episodio y
en condiciones basales en todos ellos, y también observaron que los pacientes con
anafilaxia presentaban una ratio de triptasa superior a 2 en comparaciéon con los
pacientes con urticaria. Ademas, observaron que unos niveles de triptasa de 8,23
ng/ml tenian una sensibilidad del 94% y especificidad del 92% para la anafilaxia. La
limitacion mas importante de este estudio es que la muestra de pacientes es muy
reducida y no se presentan datos referentes a la etiologia de la anafilaxia ni a la
gravedad de ésta en estos pacientes.

Estudios previos recomiendan obtener la triptasa sérica durante las 3 primeras
horas del inicio de los sintomas [127]. Nuestros resultados sugieren que la mejor
ventana de oportunidad para el diagndstico de anafilaxia es entre la primera y segunda
hora, ya que posteriormente, decrece rapidamente. De hecho, en nuestro estudio
objetivamos que en T1 un 63,7% de los pacientes presentaban triptasa elevada, en T2
un 46,6% y en T3 s6lo un 33,3% .

Hay otros estudios que también evaliian la triptasa durante las reacciones
alérgicas, como el de Lin y colaboradores [128], quienes a parte de medir la triptasa,
también determinaron la histamina en pacientes con reacciones alérgicas, pero solo
una determinacion y observaron que la histamina estaba mas frecuentemente elevada

que la triptasa. De acuerdo con los autores, esto podria ser atribuido a que la mayoria
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de los pacientes incluidos habian presentado reacciones leves, mayoritariamente
urticaria. El grupo de Laroche y colaboradores, encontraron resultados semejantes en
un estudio similar de reacciones alérgicas a farmacos [129]. En comparacién con estos
ultimos estudios, nuestro estudio cobra importancia ya que es de los pocos que mide la
triptasa en varios tiempos y en un nimero muy grande de pacientes con anafilaxia, en
un unico centro, sin incluir urticarias u otras reacciones leves que pueden inducir a
mas sesgos a la hora de la interpretacion de resultados para valorar la utilidad de la

triptasa en el diagnostico de anafilaxia.

8.1.2 Etiologia de la anafilaxia segun los niveles de triptasa

Respecto a la etiologia de la anafilaxia en nuestros pacientes, los farmacos y los
alimentos fueron las causas mas frecuentes implicadas en las reacciones. Los farmacos
representaron un 50% de todas las anafilaxias y los alimentos un 34,5%. Estos
resultados van en consonancia con los resultados descritos en la Guia de Actuacion en
Anafilaxia (GALAXIA) [11], donde se recoge que en serias espafiolas la anafilaxia por
farmacos representa un 46% y por alimentos, un 24%.

Teniendo en cuenta que los alimentos y los farmacos eran los dos grupos mas
frecuentes, y que las otras etiologias estaban poco representadas, decidimos, para
tener mas potencia estadistica, comparar los niveles de triptasa en cada intervalo de
tiempo so6lo entre estos dos grupos etioldgicos mas frecuentes. Pudimos observar que
los niveles de triptasa eran significativamente mas altos en el grupo de anafilaxia por
farmacos (media de 24,14) comparado con el grupo de alimentos (media 16,25). Estos
resultados van en consonancia con otros estudios, como el de Sampson y

colaboradores [130] quienes observaron que en dos pacientes con anafilaxia fatal por
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alimentos no se detectaron niveles elevados de triptasa. Resultados similares se
encontraron en un estudio de Yunginger y colaboradores [131] y de Bengtsson y
colaboradores [132] donde los pacientes con anafilaxia inducida por alimentos
infrecuentemente elevaban los niveles de triptasa sérica. Presumiblemente esto es
debido a que la degranulaciéon mastocitaria a nivel local, mas que a nivel sistémico, se
traduce como una menor concentracidn de triptasa liberada a circulaciéon y que por lo
tanto, menos posibilidad de detectar un aumento de sus niveles séricos en las distintas
determinaciones [29],[132]. Otra hipoétesis por el cual no se eleva la triptasa en los
alimentos, es que en algunas anafilaxias pueden estar implicados mayoritariamente los
baséfilos mas que los mastocitos y dado que éstos no contienen triptasa, no poder

detectarla en suero [130].

8.1.3 Gravedad de la anafilaxia segun los niveles de triptasa

Se han propuesto varias clasificaciones de gravedad de la anafilaxia, con la
finalidad de unificar criterios, pero siguen habiendo diferencias en cada una de ellas.
La mas utilizada anteriormente, sobretodo por reacciones a himendpteros, es la
clasificacion de Miller [35], que clasifica la anafilaxia en cuatro grados segun su
gravedad, pero solo los grados IIl y IV corresponden realmente a anafilaxia segun la
definicion FAAN/NIAID. Hay otra clasificacidn, la de Ring [28], que afade un quinto
grado en el que existe paro respiratorio, bradicardia extrema y/o hipotension o parada
cardiaca. Posteriormente el grupo de trabajo en anafilaxia de la Academia Europea de
Alergia, Muraro y colaboradores [50], publicaron un articulo de posicionamiento para
la poblacion pediatrica, quien clasific6 la anafilaxia en leve, moderada y grave. De

hecho, recientemente, el grupo de Stoevesandt y colaboradores [133] han realizado un

121



Discusidn
estudio donde evaluaban las caracteristicas de los pacientes que habian presentado
anafilaxia por himendpteros desde el afio 2003 al 2010. En total incluyeron 657
pacientes y usaron la clasificacion de Muraro [50] para clasificarlos segun la gravedad.
Pero el objetivo del trabajo era estudiar los factores de riesgo de éstos pacientes, y no
lo correlacionaban con la triptasa durante el episodio, s6lo disponian de triptasa basal,
por lo que no se ha confirmado si ésta gradacion se correlaciona bien con los niveles de
triptasa.

No obstante, nosotros hemos escogido la clasificacion de Brown y colaboradores
[30], la cual posteriormente se ha validado en otro estudio de Stone y colaboradores
[36], quienes confirmaron una buena correlacion entre el nivel de gravedad de la
anafilaxia y los niveles de triptasa. Esta clasificacion divide a las reacciones alérgicas en
leves, moderadas y graves y hay que destacar que solo los grados moderados y graves
cumplen los criterios diagnodsticos de anafilaxia segiun la FAAN/NIAID. Sin embargo,
nosotros realizamos un sub-analisis dentro del grupo de anafilaxia moderada
dependiendo de los sintomas de los pacientes. Realizamos éste subanalisis para
confirmar una observacion, de que los pacientes con clinica gastrointestinal (anafilaxia
moderada-A) presentaban niveles de triptasa mas bajos que los pacientes con clinica
respiratoria o sintomas cardiovasculares (anafilaxia moderada-B). Nuestro estudio
pudo confirmar que la clasificacion de gravedad modificada de Brown [30] propuesta
por nosotros, se correlaciona bien con los niveles de triptasa. Esto es consistente con
la idea de que los mastocitos localizados a nivel intestinal contienen,
predominantemente quimasa mas que triptasa. Por tanto, nuestro estudio, replica los
hallazgos encontrados por Stone y colaboradores [36], incluso usando nuestro sistema
de gradacion de gravedad modificada que ademas proporciona una informaciéon mas

acurada.
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En nuestro estudio, la anafilaxia grave fue la mas frecuente, representando un
45,1% de todos los pacientes, seguido por un 41,2% de pacientes con anafilaxia
moderada B y un 13,7% de pacientes con anafilaxia moderada A. Esta proporcion
difiere con otros estudios en los cuales la anafilaxia grave es la menos frecuente, como
el estudio de Stoevesand y colaboradores [133] donde sélo un 26% de los pacientes
presentaron anafilaxia grave y el de Stone [36] donde un 45% presentaron anafilaxia
grave y un 55% anafilaxia moderada. Este nimero tan elevado de anafilaxias graves en
nuestro estudio puede ser debido a que se ha realizado en un hospital de tercer nivel y
teniendo en cuenta que las anafilaxias leves son atendidas mas frecuentemente en
ambulatorios, eso supone que a nuestro hospital se deriven las que son mas graves.

La anafilaxia causada por farmacos fue significativamente mas grave que la
causada por alimentos, ya que el 62,7% de los pacientes con anafilaxia por farmacos
presentaron una anafilaxia grave y en cambio en el grupo de los alimentos, sélo el
28,5%. Esto esta en consonancia con el estudio de Park y colaboradores [134] que
también encontraron que las anafilaxias por farmacos estaban asociadas a mas
gravedad y presentaban mas shock que las anafilaxias por alimentos. Todavia se
desconoce el motivo por el cual los farmacos provocan anafilaxia mas grave que los
alimentos. Una de las hipotesis es la comentada anteriormente, segun la cual los
alimentos s6lo provocan liberacion mastocitaria a nivel local intestinal, mientras que
los farmacos suelen ser administrados parenteralmente, por lo que llega una
concentracion alta del farmaco a nivel sanguineo y puede provocar una liberaciéon mas
masiva de mediadores mastocitarios, causando una anafilaxia mas grave. Otra posible
causa podria ser el hecho que la poblacion que mas farmacos toma es la de edad
avanzada, que tienen mas factores de riesgo cardiovascular y que también predisponen

a presentar una anafilaxia mas grave, a diferencia de los alimentos que ocurren en
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gente mas joven y que habitualmente tienen menos factores de riesgo. Pero faltan mas

estudios para poder demostrar estas hipdtesis.

8.1.4 Factores de riesgo de la anafialxia

Tal y como se ha descrito en varios estudios [135], [27], [16], [136], [137],
[138], [139] existen distintos factores que pueden suponen un riesgo de padecer una
anafilaxia mas grave. Estos factores de riesgo son: la edad avanzada (>65 afios),
enfermedades concomitantes (enfermedades cardiovasculares, mastocitosis, asma,
rinitis y enfermedades psiquiatricas) y uso de medicacién concomitante
(betabloqueantes, IECA, antidepresivos).

En nuestro estudio, encontramos que la edad avanzada, presentar factores de
riesgo cardiovascular y tomar IECA se asociaron mas frecuentemente a anafilaxia
grave. Estos resultados son consistentes con los estudios anteriores descritos y con las
guias de manejo de anafilaxia. Asi mismo, coincide con otro estudio reciente de Park y
colaboradores [134], donde se analizaron a 294 pacientes con anafilaxia que fueron
divididos en dos grupos, aquellos que presentaron anafilaxia grave (con shock) y otros
que no. Observaron que los pacientes mas mayores, cuando la etiologia eran los
farmacos y si el paciente era trasladado en ambulancia se asociaba con anafilaxia mas
grave. No obstante, no evaluaron otros factores de riesgo como la medicacion
concomitante ni la triptasa.

Contrariamente a lo descrito en las guias, en nuestro estudio no encontramos
asociacién entre padecer asma grave y presentar anafilaxia grave, sin embargo si que
estos pacientes presentaron mas clinica respiratoria durante el episodio de anafilaxia.

Tampoco encontramos asociacidn entre padecer rinitis previa o estar en tratamiento
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con beta-bloqueantes o antidepresivos, y presentar una anafilaxia grave. Esto podria
deberse al reducido tamafio de la muestra de pacientes en estos grupos y que
dificultaria alcanzar la potencia estadistica necesaria. No obstante, otros estudios estan
en consonancia con nuestros resultados, como el estudio de Stoevesandt y
colaboradores [133], quienes evaluaron a 657 pacientes con anafilaxia por
himenopteros y observaron que sélo el hecho de tener una edad avanzada y una
triptasa basal mas elevada iba asociado a una anafilaxia mas grave. Sin embargo,
presentar patologia respiratoria y tomar medicacién concomitante no iba asociado a
mas riesgo de presentar anafilaxia grave. Por lo tanto, haran falta mas estudios,
prospectivos, para determinar si éstos factores suponen realmente un riesgo de
anafilaxia grave.

Dos pacientes fueron diagnosticados de mastocitosis sistémica, confirmado por
biopsia de médula 6sea. Ambos presentaron una anafilaxia grave con shock. Esto es
consistente con lo publicado en las guias [5], [135], [27] y légicamente se puede
explicar por el aumento de mastocitos que presentan éstos pacientes y por lo tanto,

una mayor liberacion de mediadores cuando se degranulan los mastocitos.

8.1.5 Tratamiento de la anafilaxia

Aunque la anafilaxia es una reaccién potencialmente mortal que requiere
tratamiento urgente, es importante destacar que sélo el 65,7% de los pacientes
recibieron adrenalina, que esta considerada el tratamiento de eleccion en estos casos
[54], [55], [56]. Sin embargo, los antihistaminicos y los corticoides fueron
administrados a todos los pacientes. Este hecho ilustra el infratratamiento de la

anafilaxia, ya que aun tratandose de un hospital de tercer nivel, donde los médicos
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estdn mas preparados para manejar reacciones graves, la anafilaxia sigue estando
infradiagnosticada e infratratada. Por lo que hacen falta mas esfuerzos para educar a
los profesionales sanitarios para mejorar el manejo de la anafilaxia.

Nuestros resultados son consistentes con otros estudios publicados que
también observan un importante infratramiento en pacientes con anafilaxia. Una
publicacion reciente de Grabenhenrich y colaboradores [140], en el que se evalu6 la
implementacion de las guias sobre el manejo de la adrenalina en paises de habla
germanica, que inclufa 2114 pacientes con anafilaxia grave de 58 centros distintos, se
observdo que el porcentaje de pacientes tratados con adrenalina era
sorprendentemente bajo (teniendo en cuenta que ademas evaluaban so6lo anafilaxias
graves). Solo el 11,5% recibieron tratamiento con adrenalina (3,9% intramuscular y
7,6% endovenosa). Otro estudio retrospectivo de 208 pacientes con anafilaxia, de
Campbell y colaboradores [141], evalué a cuantos pacientes con anafilaxia se les
prescribia la adrenalina en el momento del alta desde urgencias, observando que a
s6lo un 36% se los pacientes se les prescribia adrenalina y que ésto iba asociado a
haber recibido adrenalina en urgencias, por lo que también traducia un
infratratamiento de la anafilaxia. Ademas, observaron que sé6lo el 31% de los casos se
derivaban al Servicio de Alergia para estudio. En otro estudio, Droste y colaboradores
[142] evaluaron el manejo de la anafilaxia por 284 médicos de distintos hospitales de
Inglaterra y sélo el 14% administra correctamente la adrenalina, tal y como
recomiendan las guias. Todos éstos estudios ponen de manifiesto el infradiagnostico e
infratratamiento de la anafilaxia por parte de los propios médicos. De ahi, la
importancia de investigar nuevos mediadores, para desarrollar nuevas pruebas in vitro
rapidas que confirmen el diagnoéstico de anafilaxia en urgencias, de esta forma,

mejorando el diagndstico de anafilaxia se mejoraria el tratamiento.
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A parte de la falta de reconocimiento del cuadro clinico de la anafilaxia y la
suboptima indicacion del tratamiento con adrenalina, muchos profesionales se resisten
a administrarla por el temor a sus efectos adversos.

No obstante, nuestra experiencia indicaria que es un tratamiento seguro cuando
se administra correctamente. Sélo dos pacientes desarrollaron efectos adversos,
debidos a una patologia de base reconocida como factor de riesgo para presentar
efectos adversos (crisis tiro toxica y cardiopatia isquémica) y mas cuando la adrenalina
se administra de forma endovenosa. Por ésta razén es muy importante evaluar la
relacion riesgo/beneficio antes de administrar la adrenalina en pacientes con factores
de riesgo. Sheilkh y colaboradores [143], realizaron una revisiéon Cochrane en el 2012
de todos los estudios que hay publicados sobre el uso de adrenalina en anafilaxia
(ensayos clinicos aleatorizados, controlados con placebo o con no intervencidn).
Observaron que ninguno de los 1328 estudios encontrados cumplia los criterios de
inclusion. No obstante, teniendo en cuenta que no es ético y por lo tanto, que es muy
dificil desarrollar un estudio de estas caracteristicas, los autores concluyen que la
adrenalina, por sus efectos fisioldgicos, es el tratamiento de elecciéon y el recomendado
en la anafilaxia por los afios de experiencia y por los pocos o inexistentes efectos

adversos demostrados si se administra adecuadamente durante la anafilaxia.

8.1.6 Limitaciones del estudio

Existen algunas limitaciones del estudio que se deben puntualizar. La primera
es que existe un sesgo de seleccion en cuanto a la gravedad de la anafilaxia, ya que
nuestro estudio incluye a todos los pacientes con anafilaxia que atendieron a urgencias

de nuestro hospital, que es un hospital universitario de tercer nivel. Este hecho, supone
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que los grupos de gravedad no sean homogéneos. Asi por ejemplo, el grupo moderado-
A esta infrarrepresentado y la mayoria son anafilaxias moderadas-B o graves. Una
posible explicacion es que los pacientes que acuden a un hospital de tercer nivel,
suelen presentar sintomas mas graves, ya que los que presentan reacciones leves
suelen acudir a sus centros de atencion primaria mas cercanos a su domicilio. Otra
explicacion es que las anafilaxias moderadas-A pueden ser mas dificiles de reconocer
ya que la clinica digestiva puede ser poco llamativa y si no se realiza una anamnesis
dirigida puede pasar inadvertida. Por consiguiente, esto va a suponer diagnosticar al
paciente sélo de urticaria y consecuentemente, no utilizar la adrenalina.

Finalmente, dado que la anafilaxia se diagnostica por criterios clinicos, y aunque
se ha demostrado que éstos tienen una buena sensibilidad y especificidad [144], al no
existir una prueba “gold standard” para confirmar el diagndstico clinico, en algunos

casos puede haber habido un diagndstico falso de anafilaxia.
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8.2 Segunda parte

En este segundo estudio, dado que se trataba de un estudio exploratorio, muy
costoso metodoldgicamente, se seleccionaron sélo a los primeros 10 pacientes que
acudieron a urgencias desde julio de 2011 a Septiembre de 2011 que cumplian
criterios clinicos de anafilaxia segun los criterios de la NIAID/FAAN [1] de los cuales se
disponia de una muestra de suero para la determinacion de triptasa y de una muestra
de plasma para el estudio del sistema de contacto, tanto durante el episodio como en
condiciones basales. Todos los 10 pacientes incluidos, posteriormente, fueron
visitados por un alerg6logo quien confirmo el diagndstico y quien realizé los estudios
in vitro e in vivo pertinentes para llegar al diagndstico etiolégico de la anafilaxia.
También se seleccionaron a 10 controles sanos ajustados por sexo y edad.
Posteriormente estudiamos el sistema de contacto tal y como se ha explicado en la
metodologia y se analizaron los resultados de cada uno de los aspectos propuestos en

los objetivos del estudio. A continuacion se discuten cada uno de éstos aspectos:

8.2.1 Escision del HK como biomarcador de activacion del sistema de contacto

Para evaluar el sistema de contacto en los pacientes con anafilaxia se siguio el
esquema planteado en la introduccidn y desarrollado en el apartado de métodos.

El primer paso consisti6 en generar una curva estandar de cuantificacion del
porcentaje de escision del HK. De ésta forma, posteriormente, en funciéon de la
intensidad de la inmunodeteccion del HK de la curva, en los distintos porcentajes de

escision del HK y por tanto de activacién del sistema de contacto, poder medir el
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porcentaje de escision del HK en el plasma de nuestros pacientes y por lo tanto, el
porcentaje de activacidn del sistema de contacto.

Se decidi6 emplear este sistema, ya que medir directamente la BK es
practicamente imposible, dado que se metaboliza rapidamente, en cuestion de
segundos, y aun mas si tenemos en cuenta que nuestro estudio se realizo a pacientes
que acudian a urgencias en el momento agudo de la anafilaxia y que por lo tanto, el
tiempo desde que se realizaba la extraccion del plasma hasta que se analiz6 era largo.

Por dicho motivo, como se ha descrito previamente [145], [95], la Uinica forma
de analizar la activacidon del sistema de contacto es usando un método especifico,
sensible y estable de deteccion de la escision del HK por inmunodeteccion (detallado
en métodos). De esta forma, si en un plasma se detecta la molécula entera del HK (120
KDa aproximadamente) significa que no ha habido escision del HK y por consecuente
no ha habido producciéon de BK y activacion del sistema de contacto. Contrariamente, si
el sistema de contacto es activado, la cadena de HK se escinde (y deja de visualizarse
total o parcialmente a nivel de 120 KDa) y se generan tres cadenas, una de pesada de
65 KDa, una de ligera de 56KDa y la BK de 0,9 KDa.

Tras demostrar que nuestra curva estandar era reproducible y estable, ya que se
repitio el experimento 5 veces con unos resultados practicamente idénticos, se
procedio a estudiar el sistema de contacto en nuestros pacientes.

No obstante, para confirmar que las muestras de nuestros pacientes no habian
sufrido ninguna activacion previa y que tenian validez para el estudio, realizamos un
estudio sobre la estabilidad del sistema de contacto dependiendo de la forma de
almacenaje del plasma, ya que no encontramos ningin estudio sobre ésto en la
literatura. Pudimos concluir (como se muestra en la figura 25) que so6lo en el caso de

producirse varios ciclos de congelacion-descongelacion el sistema se activaba. Este
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estudio se repiti6 5 veces en distintos controles sanos, siguiendo el mismo
procedimiento y obteniendo el mismo resultado. Por lo tanto, teniendo en cuenta que
todas las muestras de los pacientes usados en nuestro estudio fueron congeladas a
-202C y sdOlo se descongelaron una vez, menos de 15 minutos antes de analizarlos,
demostramos la validez interna de las muestras para poder realizar el estudio del

sistema de contacto.

8.2.2 El sistema de contacto durante la anafilaxia

En el presente estudio se demuestra que todos los pacientes presentaban una
importante proteolisis del HK durante la anafilaxia, por lo tanto se demuestra una
activacion del sistema de contacto en todos los pacientes. Como se ha comentado
anteriormente en la introduccién, la activacion y la escision del HK produce la
formacién de la BK, la cual es bien conocida por sus propiedades inflamatorias [67],
[95]. Ademas, esa escision del HK en los pacientes durante la anafilaxia no se observé
en los mismos pacientes en condiciones basales ni en los controles, sugiriendo que el
sistema de contacto, en concreto la BK, puede tener un importante rol en la
fisiopatologia de la anafilaxia. El azul de Coomassie confirma la misma cantidad de
albumina plasmatica en cada linea. Las pruebas se repitieron tres veces, con los
mismos resultados siempre, demostrando la fiabilidad de los resultados.

Nuestros resultados estan en consonancia con el estudio de Van der Linden y
colaboradores [115], quienes evaluaron la activacién del sistema de contacto en 12
pacientes con anafilaxia por veneno de abeja después de provocarlos, y encontraron
una activacion del sistema de contacto en algunos de sus pacientes (s6lo en siete). No

encontraron activacion en ningun control ni en los mismos pacientes en situacion
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basal. No obstante, hay que remarcar, que los casos que incluyeron como anafilaxia, en
su mayoria s6lo presentaron urticaria y angioedema, por lo que no cumplian los
criterios de anafilaxia FAAN/NIAID. Esto puede explicar porque sélo en algunos
pacientes se detectdé una activacidon del sistema de contacto, que interesantemente
fueron los que habian presentado shock o una clinica mas grave. En la actualidad, no
existen otros estudios, que nosotros conozcamos, sobre la implicacion del sistema de
contacto en la anafilaxia. De hecho, este uUnico estudio de Van der Linden y
colaboradores [115] sélo incluyeron reacciones por himenopteros, que ya es conocido,
que los propios venenos son capaces de activar el sistema de contacto por si solos. En
el estudio de Bohrer y colaboradores [146], demostraron que el veneno inyectado por
la picadura de Lonomia obliqua provocaba una activacion del sistema de contacto, con
liberacion de BK, y edema e hipotensién y muerte. Ademas, demostraron en un modelo
murino, que si trataban a los ratones con inhibidores del RBK2, la hipotensién y el
edema se reducia significativamente en comparacién a las no tratadas, por lo que los
resultados demostraban la implicacion directa del sistema de contacto en la
sintomatologia causada por el veneno.

Sin embargo, no hay ningin estudio, que haya demostrado la implicacién del
sistema de contacto durante la anafilaxia en otras etiologias.

Por todo ello, los resultados de nuestro estudio son de gran importancia, ya que
suponen un avance en el conocimiento fisiopatologico de la anafilaxia, por ser el primer
estudio realizado en humanos, que demuestra la activacidon del sistema de contacto
durante un episodio de anafilaxia (de etiologia diferente a la alergia al veneno de
himenopteros). Ademas es el unico estudio que ofrece un control interno del
almacenaje de las muestras, con una curva estandar de proteolisis del HK, confiriendo

una mayor validez a los resultados.
132



Discusidn

Posteriormente, para descubrir la via responsable de activacion del HK,
analizamos si habia activacién también en la molécula del FXII y de la PK en nuestros
pacientes y observamos el mismo patron de proteélisis que con el HK en todos los
pacientes durante la anafilaxia y en ninguno en situacion basal. Esto sugiere que la
activacion del HK y por lo tanto, la formacién de BK era por via del FXII. Estos
resultados son consistentes con el estudio realizado por Oschatz y colaboradores
[116], quienes estudiaron en un modelo murino de anafilaxia el papel de la heparina
del mastocito en la activacién del sistema de contacto y objetivaron que durante la
anafilaxia se producia una extensa proteolisis del HK con liberacién de BK . Ademas,
demostraron que ésta activacion era a partir de la activacién del FXII y de la PK
secundaria a la carga negativa de la heparina liberada por los mastocitos, tal y como se
ha descrito en la introducciéon. Por dicho motivo, posteriormente procedimos a
estudiar el sistema de la coagulacion para poder determinar de forma indirecta un
posible liberacion de heparina por parte de los mastocitos que pudiera explicar la
activacion del FXII con la consecuente formaciéon de BK (estos resultados se discuten

mas adelante).

8.2.3 Gravedad de la anafilaxia y activacion del sistema de contacto

Se han propuesto varias clasificaciones de gravedad de la anafilaxia, discutidas
ya en la primera parte de la Tesis. La clasificacion de Brown y colaboradores [30], ha
demostrado tener una buena correlacion entre el nivel de gravedad de la anafilaxia y
los niveles de triptasa y es la que se ha usado para el presente estudio. No obstante,
teniendo en cuenta que en el estudio previo demostramos que ésta clasificacion

modificada [realizando una subdivision entre moderada A (con sintomas digestivos) y
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B (con sintomas respiratorios)], aportaba mas informacion, hemos aplicado también
esta sub-clasificacion en éste segundo estudio.

En el primer estudio pudimos observar que los pacientes que presentaron una
anafilaxia grave, presentaban una activacion del sistema de contacto significativamente
mas importante que los demas. De hecho, en el paciente numero 5, que presenté un
shock anafilactico, se observo una activacion total (escision total del HK) del sistema
de contacto. Esto irfa en consonancia con el estudio de Van der Linden y cols [115],
quienes encontraron unos niveles de escision del HK mas altos en los pacientes que
presentaron un shock anafilactico por veneno de abeja que en los que no.

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el sistema de contacto es clave
en los efectos vasculares de nuestros pacientes con anafilaxia, dato ya sugerido pero no
demostrado con anterioridad por Kaplan [147].

Apoyando estos resultados, esta el estudio de Summers y colaboradores [148].
Se trata de un estudio en el que se incluyeron 1094 pacientes alérgicos a frutos secos y
donde el objetivo era determinar factores predictivos de riesgo de anafilaxia grave y de
edema laringeo grave. En 122 de éstos pacientes, se estudiaron los niveles de ECA y
observaron que los nifios con niveles bajos de ECA (que inactiva la bradicinina) tenian
9 veces mas de riesgo de presentar reacciones mas intensas con edema laringeo grave.
Estos datos sugieren que niveles altos de BK son los responsables de la hipotensién y
del edema laringeo grave, en consonancia con nuestros hallazgos ya que los pacientes
con mas escision del HK (por lo tanto mas produccion de BK) presentaron anafilaxias
mas graves asociadas con hipotension.

Otro estudio que esta en consonancia con nuestros resultados, es el estudio de
Corbier y cols [149], donde demostraron en un modelo murino de ratas el papel del

sistema de contacto en los efectos vasculares después de la administracion de heparina
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contaminada por OSCS. El grupo de Corbier quiso estudiar el efecto de la heparina
contaminada por OSCS en las ratas, ya que como se ha explicado en la introduccion,
esta heparina contaminada se habia administrado en el 2007-2008 provocando
muchos efectos adversos, entre ellos reacciones anafilacticas con hipotension
importante como sintoma mas frecuente [150]. Posteriormente se demostré que la
hipotensién presentada en éstos pacientes era debida a una activacidn del sistema de
contacto, a partir de la activacion del FXII por un contaminante polianioénico de las
heparinas, conduciendo a la formacion de BK [20]. Ya se habia descrito previamente
que los polianiones (como el dextran sulfato y el condroitin sulfato) y los polisacaridos
altamente sulfatados tenian una importante carga negativa que era capaz de iniciar la
activacion del sistema de contacto [151], [152]. Posteriormente, Li y cols [153],
proponen éste mecanismo como el causante de la generacion de BK y ademas explican
que el mecansimo por el cual la heparina actta sobre el sistema de contacto es distinto
a la heparina contaminada con OSCS, que tiene unas caracteristicas moleculares
distintas y se une fuertemente al FXIla activado, a diferencia de la heparina cuya accién
inhibidora se produce a través de la antitrombina III.

Por todo ello, el grupo de Corbier [149] estudiaron, en ratas, el efecto de la
heparina contaminada-OSCS sobre el sistema cardiovascular y observaron que cuando
las ratas habian estado pretratadas con inhibidores del receptor 2 de la BK, no
presentaban hipotensién después de la inyeccion de heparina contaminada-OSCS. Sin
embargo, si se habian pretratado con antihistaminicos solamente, los efectos se
mantenian. Por lo que sus datos, sugieren que la BK es la responsable de los efectos
vasculares (hipotension) que se produjeron en las ratas, secundarios a la
administracion de heparina contaminada-OSCS. Otro estudio apunta al mismo

mecanismo. El-Mas y colaboradores [154], también en ratas, demostraron que un
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aumento de los receptores B2 de la BK junto con un aumento de la expresion del ACE
producidos por la ingesta cronica de alcohol, era la responsable de que la
administracion de enalapril (IECA) a estas ratas, produjera mas hipotension que en las

que no habian consumido alcohol, que tenian niveles mas bajos de R2ZBK y por lo tanto

hacia que la BK no pudiera unirse tanto a sus receptores y no provocara hipotension.

8.2.4 La triptasay el sistema de contacto

En nuestro estudio, aunque todas las reacciones eran consistentes con anafilaxia y
el suero y plasma se obtuvieron en distintos tiempos, en el 40% de los pacientes la
triptasa permaneciéo normal. Esto estd en consonancia con los resultados de otro
estudio de Stone y cols [36] comentado anteriormente, quienes encontraron que en
un 36% de los pacientes con anafilaxia la triptasa permanecia normal, al igual que en
nuestro anterior estudio donde encontramos que de 102 pacientes con anafilaxia, en
36,6% la triptasa permanecia normal.

No obstante, aunque la triptasa permaneci6 normal en algunos de nuestros
pacientes, encontramos activacidn del sistema de contacto en todos los pacientes con
anafilaxia. Esto es importante, ya que puede ayudar a encontrar marcadores mas
sensibles que la triptasa (que ya se ha demostrado que no es un marcador 6ptimo),
como por ejemplo algunos productos del sistema de contacto, y asi llegar a disponer de
un marcador “gold standard” para apoyar el diagndstico clinico de la anafilaxia. Sin
embargo, si se pudo hallar una correlacion positiva entre los niveles de triptasa y el
grado de activacion del sistema de contacto.

Es el primer estudio, segin nuestro conocimiento, en el que se correlacionan los

niveles de triptasa con la activacion del sistema de contacto durante la anafilaxia.
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8.2.5 Elsistema de la coagulacidon durante la anafilaxia

El FXII, como se ha descrito en la introduccion, activa el sistema de contacto
produciendo BK, pero ademas puede producir la activacion de la via intrinseca de la
coagulacion a partir de la activacion del FXI. Teniendo en cuenta que en nuestros
pacientes existe una activacion del sistema de contacto secundario a una activacion del
FXII, quisimos comprobar también, si habia afectacién de la via intrinseca de la
coagulacion durante la anafilaxia. Para estudiar la via intrinseca de la coagulacion
medimos el TTpa en todos nuestros pacientes. Observamos que en dos de ellos (el
numero 3 y el nimero 5) habia un alargamiento importante del TTpa. Sin embargo, no
presentaron ningun proceso hemorragico. Interesantemente, los dos pacientes con
alargamiento del TTpa son los que presentaban una escision del 100% del HK (es decir,
no se detectaba en la inmunodeteccion, s6lo sus productos de degradacién), sugiriendo
que el aumento del TTpa podria ser debido a un consumo del FXII y de todos los
factores implicados en el sistema de contacto.

En un estudio de Cheng y colaboradores [155], estudiaron el efecto del FXII y del
FXI en la formacion del trombo en modelos de ratones con déficit de FXII y FXI.
Observaron que los ratones con déficit de FXII presentaban un alargamiento del TTpa,
y mas resistencia a la formacion del trombo que los deficitarios de FXI, sin embargo no
presentaban mas riesgo de sangrado. Estos resultados irian en consonancia con los de
nuestro estudio, en el que los dos pacientes con escision total del HK y del FXII ,por lo
tanto, con consumo de estos factores, presentaron un alargamiento del TTpa y sin

embargo, no presentaron ningun sangrado durante el episodio.
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En otro estudio de Lombardini y colaboradores [156], de un solo paciente con
anafilaxia por veneno de abeja, encontraron también, en consonancia con nuestros
resultados, un aumento del TTpa junto con un aumento del anti-Xa y disminucién del
fibrindgeno con aumento del D-Dimero. La hipétesis que sugieren es que la triptasa es
la responsable de éstos hallazgos, ya que escinde la cadena alfa y beta del fibrindgeno y
que por lo tanto el aumento de TTpa igual como la hiperfibrinogenolisis, puede ser
secundario a una disminucion del fibrin6geno, aunque afladen que el aumento de anti-
Xa puede ser secundario a la heparina mastocitaria. Igual que en nuestro estudio, este
paciente no presento ningun sangrado. Posteriormente, el grupo de Kounis y cols
[157] respondieron a éste caso argumentando los resultados. Sugerian también que el
efecto de la hiperfibrinogenolisis podria ser por los propios mediadores mastocitarios,
ya que la triptasa degrada el fibrinégeno [158] y ademas puede activar la urokinasa
[159]. Por otro lado, la quimasa puede inactivar a la trombina [160]. Ademas, los
mastocitos son los Unicos que contienen una cantidad importante de heparina, que
aunque no ejerce actividad fibrinolitica, previene la coagulacién actuando como
cofactor en la antitrombina [161], y ademas se ha descrito que es un potente cofactor
de la triptasa y del activador del plasminogeno tisular [162]. Kounis y colaboradores
[157] después de argumentar esto, afiaden que esto explicaria porque pocos pacientes
desarrollan cambios electrocardiograficos durante los episodios de anafilaxia (el
denominado sindrome de Kounis [163]).

Ademas, segin demostraron recientemente el grupo de Oschatz y colaboradores
[115], en un modelo murino de anafilaxia, la heparina liberada por los mastocitos
durante la anafilaxia era la responsable por su carga negativa de producir una
autoactivacion del FXII. Teniendo en cuenta que uno de los efectos de la heparina es

ser el cofactor de la antitrombina, que inhibe el FXa, midiendo el anti-Xa, como se ha
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descrito en la introduccion, se pueden monitorizar los niveles de heparina en sangre de
forma indirecta. De hecho es el marcador que se utiliza para monitorizar a los
pacientes que estan en tratamiento con heparina [111]. Por éste motivo, decidimos
también evaluar el anti-Xa y pudimos observar, de acuerdo con los resultados del
estudio de Oschatz [115] y de Lombardini [156], que la concentracion del anti-Xa
estaba cuatro veces mas elevada en los pacientes durante la anafilaxia comparado con
los mismos pacientes en condiciones basales y con los controles. Por lo que esto
sugiere una liberacion de heparina durante la anafilaxia por parte de los mastocitos y
por lo tanto puede explicar el mecanismo fisiopatolégico por el cual se activa el sistema
de contacto con la consecuente produccién de BK, responsable de los sintomas.
Teniendo en cuenta que hemos demostrado un aumento del anti-XA durante la
anafilaxia, es decir, un aumento de heparina y también una activacion del FXII en
nuestros pacientes, no podemos discernir si el alargamiento del TTpa que hemos
encontrado en algunos de nuestros pacientes es por el consumo de FXII, por la propia
heparina, o bien por la combinacién de los dos efectos. Esto mismo se plantearon
Oschartz y colaboradores [115], ya que encontraron en los ratones, después de
realizarles la provocacion con alérgeno, un TTpa muy alargado. Ellos demuestran que
el aumento de heparina detectada en plasma fue suficiente para activar la formacion de
BK. Inicialmente, las pequenas cantidades de heparina secretada por parte de los
mastocitos, pueden generar BK que actuara a la superficie de los mastocitos ya que
expresan receptor 2 de la BK [164] y la BK induce la degranulaciéon mastocitaria [165].
Teniendo en cuenta este circuito, un formacion inicial de BK puede multiplicar la
liberacion de heparina y por lo tanto desencadenar una gran activacion del sistema de
contacto. El FXIla puede iniciar varias cascadas de proteasas en plasma, desde el

sistema de las cininas, a la via intrinseca de la coagulacién, del complemento y al
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sistema fibrinolitico [99]. De hecho, el grupo de Renné y colaboradores [103] han
descrito recientemente que el FXIla inicia la formacion de fibrina que es esencial para
la formacion del trombo [166] y para la reperfusién en modelos experimentales de
isquemia . Ademas, describieron que la actividad procoagulante del FXII es debida a la
secrecion de un polimero inorganico de las plaquetas, el polifosfato. El polifosfato
activa el FXII, y éste activara a sus substratos, el FXI y la PK, conduciendo a una
activacion de la via intrinseca de la coagulacion y del sistema de contacto,
respectivamente [167]. Por el contrario, la heparina parece que especificamente activa
el FXII para la formaciéon de BK, sin tener accion proteolitica sobre el FXI [115]. Esto
podria explicar porque en la anafilaxia, en la mayoria de pacientes no se produce un
alargamiento del TTpa, ya que son necesarios niveles muy altos de heparina o bien
consumo completo del FXII para que se produzca.

Otra cuestion que nos planteamos, es que si la heparina es capaz de activar el
sistema de contacto, porque los pacientes que estan bajo tratamiento con heparina no
presentan desérdenes en éste sistema de forma habitual. Revisando la literatura
podemos responder a esto, porque los procesos de purificacion de la heparina,
modifican su estructura haciendo que sea incapaz de activar el sistema de contacto
[168], [169].

A parte de describirse la implicacion del sistema de contacto en otras
enfermedades alérgicas, como en el asma [113] y en la rinitis [114] (ver introduccién),
también se ha implicado en otras patologias como en la sepsis [170], en la colitis
ulcerosa y enterocolitis [171],[172], en la enfermedad de alzheimer [173] y en nifios
con vasculitis [174]. Esto sugiere que una activacion incontrolada del sistema de
contacto puede estar implicada en la fisiopatologia de distintas enfermedades de muy

diversa causa.
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No obstante, en la patologia donde se ha podido estudiar mas este sistema y que ha
permitido un avance mas grande en el entendimiento de la fisiopatologia del sistema
de contacto es en el angioedema hereditario (AEH) [175]. Los pacientes con AEH
presentan brotes de angioedema relacionados con un aumento de la BK. Al igual que
ocurre en los pacientes con anafilaxia, en los pacientes con AEH, la activacién del FXII

no se acompafia de un aumento de riesgo protrombotico [176].

8.2.6 Limitaciones del estudio

Existen algunas limitaciones del estudio que se deben puntualizar. La primera es
que dado que es un estudio exploratorio, la muestra de pacientes incluidos es pequefia,
por lo que la potencia estadistica de los calculos es limitada. De todas formas, al
demostrar que existe una activacion del sistema de contacto en todos los pacientes
durante la anafilaxia y no en condiciones basales ni en los controles, ya es un hallazgo
muy relevante, y abre una linea de investigacion prometedora en el estudio de los
mecanismos patogénicos de la anafilaxia y sobre potenciales biomarcadores
diagnosticos.

Otra limitacion es que no hemos podido medir directamente la BK y que la
activacion del sistema de contacto la hemos demostrado por inmunodeteccidn a partir
de la escision del HK, que de forma indirecta se traduce como formaciéon de BK. No
obstante, como se ha comentado previamente, resulta muy dificil detectarla ya que se
degrada en pocos segundos. Ademas, aun es mas complicado cuando la muestra es con
pacientes que no estan en ningun ensayo sino que acuden a urgencias cuando tienen

una reaccion alérgica.
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Finalmente, dado que la anafilaxia se diagnostica por criterios clinicos, y aunque se
ha demostrado que éstos tienen una buena sensibilidad y especificidad [144], al no

existir una prueba “gold standard” para confirmar el diagndstico, en algunos casos

puede haber habido un diagndstico falsamente positivo.
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9 CONCLUSIONES

Analizando los resultados de éstos dos trabajos se puede concluir que:

1. Hemos demostrado que la triptasa no es un marcador dptimo para el
diagnostico de anafilaxia, ya que sélo estuvo elevada en un 63% de los
pacientes con diagndstico clinico confirmado de anafilaxia.

2. Hemos demostrado una buena correlacion entre los niveles de triptasa y la
gravedad de la reaccion empleando la gradacion de Brown con una
modificacion propia que nos ofrece mas informacién.

3. La anafilaxia producida por farmacos se asocia a anafilaxia mas grave y a
niveles mas altos de triptasa sérica en comparacion con la anafilaxia
producida por alimentos

4. Hemos demostrado que la edad avanzada (>65afos) y los factores de riesgo
cardiovascular se asocian a anafilaxia mas grave.

5. Hemos demostrado que existe una activacion del sistema de contacto en
todos los pacientes con anafilaxia y en ningtin paciente control.

6. Hemos demostrado que existe una mayor activacidn del sistema de contacto
en los pacientes con anafilaxia grave

7. Hemos observado una buena correlacion entre los niveles de triptasa sérica
y la activacion del sistema de contacto

8. Hemos demostrado un aumento de anti-Xa en los pacientes durante la
anafilaxia, sugiriendo una posible accion de la heparina como activadora del

sistema de contacto.
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Conclusiones

9. Hemos demostrado un alargamiento del TTpa en pacientes con consumo

total del FXII
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Abstract

Background: The dlagnosts of anaphylaxis Is based on clini-
cal history since no reliable blological marker Is currently
avallable to confirm the diagnosts. Objective: It was the aim
of this study to determine sequential serum con-
centrations during anaphylaxis and to evaluate Its potential
as a diagnostic marker. Methods: We performed a prospec-
tive study Including patients with acute anaphylaxis (accord-
Ing to the National Institute of Allergy and Infectious
Disease/Food Allergy and Anaphylaxis Network criteria) at-
tending the emergency department. Demographic charac-
teristics, anaphylactic triggers, spedfic risk factors, clinical
charactertstics and management of anaphylaxis were re-
corded. Serum tryptase was measured at 1-2 h (T, -6 h
(T2) and 12-24 h (73) following onset of the episode and at
basal conditions (TE). Resulfts: A total of 102 patients were
Included (63 females, mean age 474 = 19.1 years). Tryptase
concentration atT1(19.3 = 15.4 pg/l) was significantly high-

er than at T2, T3 and TB (all <11.4 pg/L; p < 0.0001). Impor-
tantly, tryptase was not ratsed In 36.3% of cases; further-
more, In 60.6% of these patients, no changes were observed
Intryptase levels comparing T1 and TB (AT1-TB =0). Tryptase
was more frequently elevated In more severe anaphylaxis
(p < 0.0001) and positively correlatad with the grades of se-
verity (p < 0.001, r = 0.49). Anaphylaxis was more severe and
tryptase concentration higher when the causative agent was
a drug compared to food, both at T1 (p = 0.045) and at TB
(p = 0.019). Age and coronary risk factors were assoclated
with more severe anaphylaxis (p = 0.001). Conclusion: Tryp-
tase Is a blomarker related to the severity of anaphylaxis.
However, since Its concentration remains unaltered In a con-
siderable number of patients during acute anaphylaxs,
therp Is a need for more reliable diagnostic blological tests.

Copyright ©2012 5 Karger AG, Basel

Introduction
Diagnosis of anaphylaxis is based on suggestive clin-

ical symptoms after exposure to a potential triggering
agent or event [1, 2). The clinical diagnosis may be sup-
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Table 1. Grades of severity

Anexos

Grade Defined by

Mild' (skin and subcutaneous tissues only) generalized erythema, urticaria, or angiosdema

Mod:nlc(fﬂnn'ummsungmpwnmy curdiovascular or gastrointestinal involvement)

nausea, vomiting or abdominal pain
B dyspnea, stridor, wheeze, dizziness (presyncope), diapharesis, chest or throat tightness
Severe (hypoxemia, hypotension or cyanosis or SpO; £92% at any stage, hypotension (systolic blood pressare <90 mm Hg in
nearologic comproemise) adults), confusion, caollapse, Joss of consciousness or incontinence

Gn&smeldlpwdﬁmlhemdmgmmhpmhudhymmmsby&wn[wl Sp0; = Oxygen saturation

of hemoglobin, measured by pulse aximetry.

'Tb:mﬂdyﬂebuwcmapandwbadnpwsofmpbyhmm&ngtnth:muuoﬁheNabomllmunko‘Allqy

and Infectious Disease/Food Allergy and Anaphylaxis Network.

ported by in vitro tests [1, 3]. Currently, plasma hista-
mine (or its metabolite, methylhistamine in urine) and
total serum tryptase are the only biomarkers available
for routine use. The rationale for the use of these media-
tors for diagnosis is based on the fact that tryptase and
histamine contained in mast cell granules are released
upon activation of the cell [4). However, their use in the
diagnosis of an acute anaphylactic event has several lim-
itations.

Plasma histamine peaks within 5-10 min of the onset
of symptoms and declines to baseline within 60 minas a
result of rapid metabolism by N-methyltransferase and
diamine oxidase [4, 5]. Therefore, blood samples need to
be obtained at the onset of the episode, which might only
be possible in a small proportion of reactions but pre-
cludes it in most circumstances when reactions occur
outside a hospital.

Nowadays, serum tryptase concentration is the most
used laboratory test to confirm anaphylaxis. According
to current knowledge, tryptase is the best biomarker to
assess mast cell activation. Levels are increased from 15
min to 3 h after anaphylaxis onset [4, 6]. Although an el-
evated tryptase concentration supports this diagnosis,
failure to document an elevation does not refute anaphy-
laxis. This is true even if the blood sample has been ob-
tained adequately, and especially in cases of food-induced
anaphylaxis where tryptase often remains low [7]. Serial
measurements of total serum tryptase have been shown
to increase the sensitivity and specificity of the test [8,9].
Also, measurement of tryptase at baseline, obtained at
least 24 h after resolution of symptoms, has been recom-
mended in ascertaining whether or not anaphylaxis has
occurred [8].

Sequential Tryptase for the Diagnosis of
Anaphylaxis: Usefulness and Limitations

Therefore, the aim of our study was to determine se-
quential serum tryptase concentration in patients with
anaphylaxis, both during the acute episode and at base-
line, and to evaluate its usefulness in the diagnosis of ana-
phylaxis and as a marker related to the clinical severity of
the reaction.

Methods

Study Population and Clinical Assessment

An observational prospective study of cases of anaphylaxis
was All adult patients (=18 ald) a the
MOMMWY dcplnmempm (ED)orln mwm:»
tari Vall d"Hebroa, Barcelona, Spain, from September 2008 to
Septemnber 2009 with a diagnosis of anaphylaxis were pre-includ-
ed. Anaphylaxis cases were defined based on the criteria proposed
at the 2006 National Institute of Allergy and Infectious Disease/
Food Allergy and Anaphylaxis Network meeting [1]. Patients ful-
filling these criteria, in which at least ane tryptase serum concen-
tration during the episode of anaphylxis and one at baseline had
bmdzmmiw?rruhbd.?mumo?:lhuduputhc
lller out, t where an aller al work-

Y m?tnddxﬂm vlost up

diagnosis of anaphylaxis was
byuullu;ut

mpnmsy&wnllolbﬂzdmdnnlm:&aﬂi
This classification was adapted and the moderate group was sub-
divided into group A, patients presenting with intestinal
qmpmmdgmuplpc;:?smsmtm& respiratory or
cardiovascular s. ts with moderate or severe
= mem patien

Snspededuwsd’maphyhnswemnpﬁuedungade
reaction.

All patients signed an informed consent form oa recruitment
mdlhendymapptmdbylbe}lupmlhhaCommnm
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no tasiing tryptasa
1m
Fationts Inchadod
Fig. 1. Study flow chart.
Serum Tryptase Concentration

Tryptase was measured using the UniCAP Tryptase fluaroim-
munoassay (Phadia, now Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Swe-
den), following the manufacturer’s instructions. The sensitivity of
the assay is 1 pg/l. A serum tryptase concentration = 11.4 pg/l
was considered high [11].

Following the anset of symptoms, time paints for tryptase
measurement weres T1, 1-2 h; T2, 4-6 b; and T3, 12-24 h. A basal
measurement was performed at least | week later when
were completely asymptomatic (basal condition, TH). pasents

Blood samples were kept at room temperature and centrifuged
for 5 min at 2,500 g Serum samples were stoced at -20°C until
assessment of tryptase.

Two patients with indolent systemic mastocytosis were ex-
cluded from some analysis in to avoid bias due to the per-
sistently elevated tryptase concentrations.

Specific Risk Factors for Severity

dmncalmkfzcmﬁrmlyofmlpbyhm [12, 13] were

comorbidities, such as diseases,
uthmacl chronic respiratory diseases, and mastocytosis.

The use of concurrent medication, especially B-blockers, angio-

194 Int Arch Allergy Immunal 2013;160:192-159

Anexos

inhibitors (ACE:) and sedatives!|

mnmungenzyx oy hyp-

Statistical Analysis

Data were collected and analyzed with SPSS version 17 (SPSS
Inc., Chicago, Ill., USA) and Prism 5 (GraphPad Software, La Jol-
b, Calif,, USA). Coatinuous variables are reported as the mean
SD, and exact 95% confidence interval (CI) is indicated. Categor-
uld;nmcompamdunqthex’udpuhusmtzn.&a
tistical analysis for comparison of tryptase concentration at dif-
ferent time pointsand between different etiologies was performed
using paired and unpaired two-sided Student’s t tests, respective-
b&mm;hmdmmu
T1 between different grades of severity was performed by using
lhenon-panmdnc&:mhll\ﬁlhsmdenWhqulau
A pwvalue =0.05 indicates statistical significance.

Results

Patient Characteristics

Out of 37,568 patients admitted to the medicine ED
during the study period, 102 were finally included, with
a mean age of 474 * 19.1 years (range 18-91; fig. 1). Pa-
tient demographics and clinical characteristics are out-
lined in table 2.

Thirty-nine patients had a personal history of allergic
diseases, distributed as follows: rhinitis 32.4%, food al-
lergy 13.7%, asthma 10.8%, anaphylaxis 4.9% and atopic
dermatitis 1%. Only 5 patients (4.9%) reported a previous
anaphylactic event. When analyzing food-induced ana-
phylaxis (35/102), only 11/35 patients (31.4%) had an es-
tablished diagnosis of food allergy and recalled having
had urticaria or oral symptoms, after previous consump-
tion of the eliciting food; in the other 24/35 patients
(68.6%), anaphylaxis was the first manifestation of the
disease. In 98% of drug-induced events, anaphylaxis was
the first manifestation.

Anaphylaxis Severity and Triggers

Anaphylactic triggers and severity grades are shown in
table 3. Drug-induced anaphylaxis was significantly more
frequent and more severe than anaphylaxis caused by
food [severe grade in 32/51 patients (62.7%) vs. 10/35
(28.5%); p = 0.001].

Serum Tryptase Concentration

Only 63 of all 102 patients (61.8%) showed elevated
tryptase concentration during anaphylaxis.

Tryptase concentrations and percentages of patients
with elevated tryptase at different time points are shown
in figure 2a and table 4, respectively. At T1, only 58 of 91

Sala-Cunill/Cardona/Labrador-Horrillo/
Luengo/Esteso/Garriga/ Vicario/Guikirte
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Table 2. Patient demographics and clinical characteristics

Anexos

Table 3. Etiologic agents according to severity of anaphylaxis

n %
Overall 102 1o
Sex
Male 39 B2
Female 63 618
Age
18-65 years 8 816
»65 years 19 184
hylaxis severity
Moderate 56 549
A 14 137
B 42 412
Severe 46 45.1
Etiology of anaphylaxis
m 51 50
35 us
Anisakis 5 49
Latex 3 29
Hymenoptera 3 29
Cald 1 09
Unknown 4 39
Family history of atopy b3 | W06
Personal history of atopy 39 382
Rhinitis i3 324
Cardiovascular diseases 32 314
Asthma and other respiratory diseases 13 127
Psychiatric disease 10 98
Neurologic disorders 4 39
Thyroid discase 3 29
i 2 196
Caoncurrent medication
ACH 18 176
Sedatives!/ ics/anti ts 9 88
: hypnotics/antidepressani : i
Other 50 19

Grades of Moderate Severe  Total
anaphyhxs YO patients
Etiology of anaphylaxis
Drag 3 16 2 51(s0)
Food 8 17 10 35(345)
Anisakis 2 2 1 5(49)
Latex 0 2 1 3(29)
Hi 0 1 2 3(29)
cﬁmﬂm 0 1 0 1(09)
Unknown 1 3 0 4(39)
Total patients 14(137) 42(41.2) 46(45.1) 102 (100)
Figures in parentheses are percentages.

Table4. Serum tryptase at different time points and percentage of
patients with elevated tryptase

Mean, pg/l SD, pg/l Total patients' o’

T1(1-2h) 193 15.1 58(63.7) 91

T2(4-6h) 102 85 0 (46.6) 45

T3(12-24h) 73 47 9(333) 7

TB (basal) 45 2 0 100°
Figures in parentheses are percentages.

:hdﬂmmbucfpunm“lhdﬂ:ndmmblldwl)
ine

zTonlnnmbadpmumuchymp.

3 The 2 patients with mastocytosis were excluded from the
analysis to avoid hias.

patients (63.7%) showed elevated tryptase and it was sig-
nificantly higher than at any other time point: T1 versus
T2 (A5.4 pg/l, range 2.7-8.2; p< 0.001) and T1 versus T3
(A 117 pg/l, range 7.3-16.1; p = 0.001).

In the severe group, serum tryptase was elevated in
35/46 patients [76%; median 25.3, interquartile range
(IQR) 17 wg/l], in the moderate grade subgroup B in
23/42 patients (55%; median 14.6, IQR 10.7 ug /1), and in
the moderate grade subgroup A in 5/14 patients (36%;
median 12.7, IQR 14.2 pg/1) with a statistically signifi-
cant difference in median tryptase concentration be-
tween groups of subjects with anaphylaxis of severe and
moderate A and B grade (p = 0.024; fig. 3). Moreover,

Sequential Tryptase for the Diagnosis of
Anaphylaxis: Usefulness and Limitations

tryptase concentration was more frequently elevated in
severe anaphylaxis, with a positive correlation between
grades of severity and serum tryptase (p < 0.001; r =
0.49).

On the other hand, 36.3% of patients (33/91) showed
normal tryptase concentration at T1 (<11.4 pg/1). In only
39.4% of these cases (13/33) was there a difference be-
tween T1 (59 = 3.2 ug/) and TB (3.1 = 2.5 pg/l). Inter-
estingly, in 60.6% of these patients (20/33) tryptase re-
mained unaltered when comparing T1 and TB (AT1-
TB=0).

There were no significant differences in the number of
patients with elevated tryptase when the cause was drug

Int Arch Allergy Immunol 2013;160:192-159 195
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e

Toyptasesarum bve b (gl

Time poirts of trypaie meswrnments

Fg. 2. a Tryptase concentration at differ-
ent time points. Results are expressed as
means. Differences in tryptase concentra-
tioe: T1 versus TB, 14.4 pugl (35% CI11.2-
17.6),** p< 0.000%; T2 versus T8, 6.3 pg/l
(95% Cl3.9-8),* p< 0.001; T3 versus TB,
31 pg/l (93% C1 1.7-4.6), * p < 0.000
b Tryptase concentration at different time
points depending on the etiology: drug . Drg
versus food. Results are expressed as

Tryptase concent mtion (pgf

food Drug Food Dmg  Food

L
Drug  Food

means and SD. There were statistically sig n e 3

nificant diffrences (* p< 0.05) calym Tt | b
and TB.

Tirma point of ryptase meswsrements in the drug and food growp

or food [65% (33/51) vs. 57% (20/35); p = 0.523], but con-
centration at T1 was higher when the reaction was caused
by drugs (mean 24.14 = 18.08 pg/l, 95% CI 18.51-29.78;
n = 51) than by food (mean 16.25 + 11.76 pg/l, 95% CI
11.69-20.81; n = 35; p = 0.045). There were no differences
at other time points, except at TB when tryptase was also
higher in the drug group compared to the food group
[mean 5.21 % 2.13 pg/l (95% CI 4.58-5.82) vs. 4.14 %
187 pg'1 (95% CI 3.51-4.76); p = 0.019] (fig. 2b).

Specific Risk Factors for Severity

In patients with comorbidities, 2naphylaxis was sig-
nificantly more severe than in patients without a relevant
past medical history [55.5% (30/54) vs. 33.3% (16/48); p =
0.024).

156 Int Arch Allergy lmmunol 2013;160:192-199

Severe anaphylaxis was significantly associated with
old age (65 years), coronary risk factors and ACEI in-
take, but not with respiratory diseases or other madica-
tions (table 5). The 2 patients with indolent systemic mas-
tocytosis presented a severe anaphylaxis.

The present study demonstrates that although tryp-
tase is considered a specific marker of mast cell degranu-
lation [4, 8], it is not always elevated during anaphylaxis.
In fact, in 36.3% of our patients with clinically defined
anaphylaxis, tryptase remained low during the acute ep-
sode (T1).

Sala-Cunill /\Cardona/Labrador-Horrillo/
Luengo/Esteso/Garniga/ Vicario/Guilarte
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To our knowledge, this is the first study with such a
large number of patients in a single center with a clinical
syndrome consistent with anaphylaxis and with serial se-
rum tryptase determinations during an acute episode,
which evaluates tryptase concentration depending on se-
wverity, etiology (drug vs. food) and risk factors for sever-
ity. A previous large multicentric study by Stone et al. [14]
including 78 patients evaluated serial tryptase determi-
nations and found that a non-negligible percentage of pa-
tients (36%) did not have elevated tryptase during acute
anaphylaxis. Nevertheless, they recommend to asses the
increase in tryptase compared to baseline (AT1-TB), as
they did find differences even within normal tryptase
concentration.

In our study, even though all the reactions were con-
sistent with anaphylaxis and blood had been obtained at
different time points, there was also a considerable per-
centage of patients in which tryptase remained normal
during anaphylaxis (almost two thirds) even when ana-
phylaxis was severe. This is in contrast with the assump-
tion that in many patients the difference or the ratio of
tryptase during anaphylaxis and at baseline might aid in
the diagnosis of anaphylaxis, as suggested by Brown and

Sequential Tryptase for the Diagnosis of
Anaphylaxis: Usefulness and Limitations

Anexos

Tabla S. Patient factors associated with anaphylaxis severity

n' Patients with Efiect
severe anaphylaxts  p valoe
Age 265 years 19/102 16 (84) 0.002
Coranary risk factoes 7102 23(72) 0.001
Respiratory disease 13/102 6(46.1) 0.835
initi 33102 7(212) 05839
Coacurrent medication
ACE 18/102 15 (833) 0.001
B-Blockers 102 2(s0) 0325
Sedati 3

antidepressants S/102 4(49) 0.613

Figures in parentheses are percentages. Boldfaced values indi-
cate p < 0.05.

! The number of patients with each risk factor among all pa-
tients.

Stone [15]. Therefore, neither tryptase concentration dur-
ing acute anaphylaxis nor the difference between ana-
phylaxis and baseline were useful for the diagnosis in 20
of 91 patients (21.9%).

Previous studies recommend obtaining serum sam-
ples within 3 h of onset of symptoms in order to measure
tryptase [9]. Our results suggest that the window of op-
portunity for a good diagnostic sensitivity of tryptase is
within the first 2 h, rapidly decreasing after that.

Lin et al. [16] published a study in which a single de-
termination of histamine and tryptase in patients with
acute allergic reactions was evaluated. The majority of
cases presented mild reactions (such as urticaria) and
only a few had systemic anaphylaxis. Histamine was
more frequently elevated than tryptase and, according to
the authors, this could be attributed to the inclusion of
mild reactions [14]. In fact, some studies on drug-induced
anaphylactic reactions suggest that milder allergic reac-
tions are associated with histamine and not tryptase in-
crease [17]. In another study of food-associated severe
anaphylaxis in children and adolescents, Sampson et al.
[7] did not find tryptase elevations in the 2 patients whose
serum was available. The hypothesis is that some anaphy-
laxis may primarily involve basophils rather than mast
cells. Other authors have described that anaphylaxis in-
duced by food infrequently elevates tryptase levels [18,
19]. Presumably, this is due to a localized rather than a
generalized mast cell degranulation, rendering a small
amount of tryptase entering the circulation too small to
raise serum levels [19, 5). In accordance with these find-
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ings, we have observed that in anaphylaxis induced by
food, only 57% of cases presented elevated tryptase. Al-
though the percentage was very similar in drug-induced
reactions, the mean concentration of tryptasc in these
cases was significantly higher.

A number of severity grading systems of anaphylaxis
have been described [20-26]. We usc the clinical grading
system developed by Brown [10], which was later used by
Stone ct al. [14] who found a correlation between severity
grades and tryptase concentration at different time points.
However, we subdivided the moderate group into 2 sub-
groups (groups A and B) depending on the symptoms of
the patients. We performed this subanalysis to confirm
our observation that patients with gastrointestinal symp-
toms (moderate-A) presented lower levels of serum trypt-
ascthan patients with respiratory or cardiovascular symp-
toms (moderate-B). This severity grading correlated with
levels of serum tryptase, which is in line with the fact that
gastrointestinal mast cells predominantly contain chy-
mase over tryptase. Thus, our study replicates the find-
ings by Stone ct al. [14], even when using the modified
grading system that provides more refined information.

As described in the literature, clderly adults are at in-
creased risk of fatality during anaphylaxis for a varicty of
reasons [12, 27, including concomitant diseases [28, 29],
such as respiratory conditions, cardiovascular discase,
and the use of concurrent medications such as ACEi and
B-adrenergic blockers [6, 12, 29, 30]. In our study, older
age and the presence of cardiovascular discase was asso-
ciated with more severe anaphylaxis, highlighting theim-
portance of these risk factors during an episode of ana-
phylaxis. On the contrary, we have not found significant
association between rhinitis or respiratory discase and
the severity of anaphylaxis, although these patients tend-
ed to develop respiratory involvement more frequently.

Despite some authors having recognized concurrent
medication, such as B-adrenergic blockers, ACEi and an-
tidepressants, as being associated with severe reactions
and death [12, 31, 32], in our study, only ACEi were asso-
ciated with severe reactions. This may be the case because
the size of cach group is small; another plausible explana-
tion is that patients on ACEi arc often older and affected
by cardiovascular disease, so these could be confounding
factors.

Mecthodological limitations inherent to the study de-
sign must be pointed out. The first is a sclection bias. We
included patients with anaphylactic reactions attending
the ED of a tertiary university hospital in which tryptase
had been determined; therefore, severity groups are not
homogencous, as the moderate-A group is underrepre-
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sented and the great majority of anaphylaxis was moder-
ate-B or severe. Possible explanations are that patients re-
ferred to our ED presented more severe symptoms, since
this is a referral center, or that milder reactions were not
recognized or managed as anaphylaxis. A further confu-
sion bias in assessing risk factors for severity of anaphy-
laxis, such as age, is that a high number of these patients
have coronary risk factors and are on ACE;, also consid-
ered risk factors for severe anaphylaxis. Finally, although
the clinical diagnostic criteria used have been shown to
perform well [33], having no gold standard to ascertain
the diagnosis of anaphylaxis, some cases may have been
falsely diagnosed.

In conclusion, tryptasc is not an optimal marker for
the diagnosis of anaphylaxis, since although the concen-
tration of tryptase correlates with severity, levels are not
increased in a considerable number of patients during
acute anaphylaxis. Therefore, further studies are needed
in order to identify additional sensitive markers to sup-
port the clinical diagnosis of anaphylaxis.
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Activation of the Plasma Contact-System in Patients with Anaphylaxis

Anna Sala-Cunill’2, Mar Guilarte’-2, Vicky Cardona'2, Jenny Bjérkqvist®, Moises Labrador’-2, Katrin

Nickel, Olga Luengo‘-2 and Thomas Renné®#, (1)Allergy Section, Internal Medicine Department. Hospital
Universitari Vall d"Hebron, (2)Allergy Research Unit, Allergy Department, Institut de Recerca Vall
d'Hebron, Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona, Spain, (3)Center of Molecular Medicine
Karolinska Institutet, Stockholm, Sweden., (4)) Clinical Chemistry, Department of Molecular Medicine and
Surgery

Rationale: Mast cells mediators play a central role in the pathophysiology of anaphylaxis. Recently, the
potential role of mast-cell-driven heparine activating the plasma contact system has been described in a
murine model, a protease cascade which proteolyzes high molecular weight kininogen (HK) to liberate
bradykinin. Our aim was to investigate the role of contact system activation in anaphylaxis.

Methods: We compared 10 patients with an acute anaphylaxis and at baseline with 10 age- and sex-
matched controls. The proteolysis of HK, plasma Kalikrein (PK) and Factor XII (FXII) was determined by
immunoblotting. Mast cell activation and heparin release were determined by serum tryptase levels and
aPTT or anti-Xa-activity.

Results: We noted extensive proteolysis of HK in the plasma of all anaphylactic patients at the onset of
symptoms but not during remission and in none of 10 controls. Degree of HK breakdown correlated with
the severity of anaphylactic reactions and with tryptase levels. All anaphylactic patients also showed an
activation of FXII and PK but not at baseline or in control patients. The apTT was prolonged in three
patients and the levels of anti-Xa were higher during anaphylaxis compared with basal conditions or
healthy controls (4 kIE/L, IQR 2.5-5.5 versus 1 kIE/L IQR 0.25-1.75, p < 0.005).

Conclusions: Mast cell-driven activation of the contact system is essential for the systemic
manifestations of anaphylaxis. Interference with this system can provide an effective strategy for the
treatment of allergic reactions.
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