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RESUMEN

La anafilaxia es la manifestacion mas grave de los trastornos alérgicos. En los ultimos afios la
incidencia de este evento patoldgico ha ido en aumento. Sin embargo, estos datos se considera
que estan subestimados debido a la falta de biomarcadores eficaces que confirmen su
diagndstico. La reaccion anafilactica se produce principalmente por la activacién de los
mastocitos y los basodfilos, los cuales liberan los mediadores que causan los sintomas de este
evento patologico. Entre ellos, destacan las manifestaciones cardiovasculares ya que
determinan el desarrollo de los casos mas graves. A su vez, el endotelio resulta especialmente
afectado y es el componente principal de los procesos relacionados con la permeabilidad
vascular e hipotension. No obstante, se han descrito otras células y vias de sefializacién
implicadas en la reaccion. Los microARNs (miARNSs) y las vesiculas extracelulares (VES)
regulan varios mecanismos moleculares y se han propuesto como biomarcadores de distintas
enfermedades. Sin embargo, nunca habian sido estudiados durante la anafilaxia en humanos.

Los objetivos de esta tesis fueron identificar las proteinas, las VEs y los miARNSs circulantes,
evaluar su uso como biomarcadores y estudiar su papel en las bases moleculares de la
anafilaxia. Para ello, se utilizaron muestras de sangre periférica de 154 pacientes obtenidas
durante la reaccion (fase aguda) y transcurridos al menos 14 dias (fase basal).

En primer lugar, se determino que considerar las medidas basales de la triptasa sérica mejoraba
su uso como marcador diagnostico. Por otra parte, se describi6 un descenso de la concentracion
de proteinas séricas y de los niveles de albumina sérica humana acorde a la gravedad de la
reaccion. Estas medidas permitirian cuantificar indirectamente la extravasacion subyacente a
la anafilaxia y se proponen como potenciales biomarcadores. A su vez, se observo un aumento
de la subunidad beta de la hemoglobina independientemente de la gravedad de la reaccion.

Las VEs de plasma se purificaron mediante ultracentrifugacién y se caracterizaron por
microscopia electronica, Western blot y andlisis del trazado de nanoparticulas. El estudio por
espectrometria de masas determiné un panel diferencial de 99 proteinas entre las VEs de la fase
aguda y la basal. Asimismo, los analisis de los miARNs séricos circulantes mediante
secuenciacion de nueva generacion describieron cambios significativos entre ambas fases de
41y 21 moléculas en los nifios con reacciones por alimentos y en los adultos con anafilaxia
por medicamentos, respectivamente. A partir de estos estudios a gran escala, se validaron las
proteinas CDC42, S100A9 y Ficolina 2 de las VEs y los miARNs miR-21-3p, miR-487b-3p y
miR-375-3p en una cohorte mayor de pacientes con anafilaxia, postulandose como posibles
biomarcadores de la reaccion. A su vez, se aislaron y caracterizaron las VES de suero y se
observaron cambios en sus niveles de miR-21-3p y miR-375-3p entre las fases aguda y la basal.

Los analisis de biologia de sistemas del panel de 99 proteinas de las VEs y de los genes diana
del miR-21-3p, miR-487b-3p y miR-375-3p identificaron que estas moléculas participaban en
procesos propios de la anafilaxia, entre los que destacaba la respuesta inmune. Ademas, se
asociaron con las alteraciones cardiovascular subyacentes a este evento patoldgico. Los
estudios funcionales determinaron que los monocitos eran la poblacion de células
mononucleares de sangre periférica que captaba mayoritariamente las VEs de los pacientes.
Ademas, estas particulas se internalizaron por las células endoteliales (CEs) y causaron una
pérdida de la resistencia endotelial. Por otra parte, las CEs incubadas en condiciones de
anafilaxia in vitro aumentaron los niveles intracelulares del miR-21-3p y contribuyeron a su
liberacion al medio extracelular. Ademas, el mimico del miR-375-3p bloqueo parcialmente la
estabilizacion de la barrera endotelial mediada por el AMPc.
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SUMMARY

Anaphylaxis is the most severe manifestation of allergic disorders. In recent years the incidence
of this pathological event has been increased. However, these data are underestimated due to
the lack of effective biomarkers to confirm its diagnosis. The anaphylactic reaction is mainly
induced by the activation of mast cells and basophils, which release mediators that cause the
symptoms of this pathological event. Among them, cardiovascular manifestations stand out as
they determine the development of the most severe cases. In turn, the endothelium results
particularly affected, and it is the main component involved in vascular permeability and
hypotension processes. MicroRNAs (miRNAs) and extracellular vesicles (EVS) regulate
various molecular mechanisms and have been proposed as biomarkers of several diseases.
However, they have never been studied in human anaphylaxis.

The objectives of this thesis were to identify different circulating molecules (proteins, EVs and
miRNAS), to evaluate their use as biomarkers and to study their role in the molecular basis of
anaphylaxis. For this purpose, peripheral blood samples obtained from 154 patients during the
reaction (acute phase) and at least 14 days later (basal phase) were used.

Firstly, the consideration of baseline serum tryptase measurements was found to improve its
use as diagnostic marker. On the other hand, a decrease in serum protein concentration and
human serum albumin levels according to the severity of the reaction was described. These
measurements would allow indirect quantification of the extravasation underlying anaphylaxis
and are proposed as potential biomarkers. In turn, an increase in the hemoglobin beta subunit
was detected independently of the severity of the reaction.

EVs from plasma were purified by ultracentrifugation and characterized by electron
microscopy, Western blot and nanoparticle tracking analysis. Mass spectrometry screening
discovered a panel of 99 differential proteins between acute and basal EVs. Similarly, the next
generation sequencing analysis of circulating serum miRNAs described significant changes of
41 and 21 molecules in children with food reactions and in adults with drug anaphylaxis,
respectively. From these high throughput studies, the CDC42, S100A9 and Ficolin 2 EV
proteins and the miIRNAs miR-21-3p, miR-487b-3p and miR-375-3p were validated in a larger
cohort of patients with anaphylaxis, postulating them as potential biomarkers of the reaction.
Moreover, EVs were isolated and characterized from serum and changes in its miR-21-3p and
miR-375-3p levels were observed between acute and basal phases.

Systems biology analyses from the 99-EV proteins panel and from miR-21-3p, miR-487b-3p
and miR-375-3p target genes, identified the involvement of these molecules in hallmark
processes of anaphylaxis, principally the immune response. In addition, they were associated
with the cardiovascular alterations underlying this pathological event. Functional studies
determined monocytes as the peripheral blood mononuclear cell population that mainly
captured patients' EVs. Furthermore, these particles were internalized by endothelial cells
(ECs) and caused a loss of endothelial resistance. Moreover, ECs incubated under in vitro
anaphylaxis conditions increased the intracellular levels of miR-21-3p and contributed to its
release into the extracellular medium. Moreover, the miR-375-3p mimic partially blocked the
cAMP-mediated stabilization of the endothelial barrier.
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INTRODUCCION

1.1. Anafilaxia

La anafilaxia es la manifestacion mas grave de los trastornos alérgicos. Concretamente, este
evento patoldgico consiste en una reaccion de hipersensibilidad sistémica y potencialmente
mortal, que se caracteriza por un desarrollo rapido y problemas de las vias respiratorias o de
la circulacion que suelen ir asociados, aunque no siempre, a alteraciones en la piel y las
mucosas®. La reaccion anafilactica es provocada fundamentalmente por la exposicion a
varios alérgenos, entre los cuales los mas comunes son los alimentos, los medicamentos y
los venenos de himenopteros. Sin embargo, cuando se desconoce la causa de la anafilaxia se
denomina idiopatical?.

La distribucion etioldgica de este evento patoldgico difiere en funcidn de la edad, ya que los
medicamentos son los desencadenantes mas comunes en adultos, mientras que los alimentos
son los principales causantes en nifios®*. Estos alérgenos dan lugar a la activacion de las
células efectoras de la reaccion, las cuales liberan una gran variedad de mediadores que
provocan los diferentes sintomas y signos de la anafilaxia (Figura 1). Entre estos, la piel y
las mucosas son los afectados con mayor frecuencia (80-90%), seguidos del respiratorio
(70%), del cardiovascular y gastrointestinal (45%) y, por Gltimo, del nervioso (15%)°. Sin
embargo, la prevalencia de los sintomas también varia en funcion de la edad, siendo las
manifestaciones respiratorias mas comunes en nifios, mientras que las cardiovasculares son
mas habituales en adultos®®.
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Figura 1. Sintomas clinicos de la anafilaxia en funcién de los 6rganos o sistemas afectados.

Por otra parte, la anafilaxia, ademas de ser una preocupacién sanitaria, también supone un
problema socioeconémico. Precisamente, una investigacion realizada en Estados Unidos en
2016 estimo que este evento patoldgico genera un gasto anual de 1.800 millones de ddlares
entre costes directos e indirectos’. Sin embargo, son necesarios mas estudios para
confirmarlo, ya que estos valores podrian estar mal calculados debido a los problemas
diagnosticos que presenta la anafilaxia y al hecho de que los pacientes suelen padecer otras
enfermedades, como el asma, lo que aumentaria el gasto indirecto’°. Por lo tanto, existe la
imperiosa necesidad de mejorar la prevencion, el diagnostico y el tratamiento de la reaccion
anafilactica.
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INTRODUCCION

1.1.1. Epidemiologia

La incidencia y la prevalencia de las enfermedades alérgicas han aumentado en las Gltimas
décadas, tanto en las reacciones causadas por alimentos como en las provocadas por
medicamentos®t, A su vez, también se ha descrito un incremento del nimero de caso de
anafilaxia durante los Gltimos afios®'?3, No obstante, los datos actuales se considera que
estan subestimados debido a la falta de una definicion comun para este evento patoldgico, a
las discrepancias en las metodologias utilizadas en los estudios epidemioldgicos y/o a los
problemas en su diagnostico, como la ausencia de biomarcadores precisos®4,

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Alergia (WAO), en 2020, la incidencia de la
anafilaxia fue de entre 50 y 112 casos por cada 100.000 habitantes, mientras que su
prevalencia era del 0,3%-5,1%?". Sin embargo, estos valores cambian en funcion del area
geografica ya que esta reaccion es mas habitual en los lugares donde hay menos horas de
luz. Ademas, estos datos también varian dependiendo del género y la edad, siendo mas
frecuentes en hombres hasta los 10-15 afios y en mujeres a partir de este periodo®!?,

La tasa de mortalidad de la anafilaxia no ha aumentado en la Ultima década y continta siendo
baja, aunque los valores calculados cambian dependiendo del desencadenante: 0,05-0,51
fallecidos por cada millon de habitantes a causa de medicamentos, 0,03-0,32 por alimentos
y 0,09-0,13 por veneno de himendpteros. No obstante, entre los factores que influyen en la
mortalidad de las reacciones destaca el aumento de la edad de los individuos. Asimismo, se
estima que la recurrencia de la anafilaxia se produce en el 26,5-54% de los pacientes entre
1,5y 25 afios despues de la primera reaccion. Sin embargo, estos datos también varian en
funcion del alérgeno, siendo mas comudn en los casos por alimentos que por
medicamentos®2.

1.1.2. Bases moleculares de la reaccién

La anafilaxia es el resultado de la liberacidn, por parte de las células efectoras de la reaccion,
de distintos mediadores que dan lugar a los signos y sintomas de este evento patoldgico. No
obstante, la activacion de estas células puede llevarse a cabo por diferentes mecanismos
moleculares.

1.1.2.1. Mecanismos celulares y moleculares mediados por IgE

Entre las distintas vias de sefializacion molecular descritas en anafilaxia, aquella mediada
por la inmunoglobulina E (IgE) es la principal en humanos'®. Esta comprende dos fases: una
primera de sensibilizacion tras la exposicion al alérgeno y una segunda efectora después de
la reexposicion al antigeno en la que se activan las células efectoras dando lugar a la
anafilaxia (Figura 2)!>16,

En la sensibilizacion, el alérgeno (medicamentos, alimentos...) es capturado por las células
presentadoras de antigenos (CPA), las cuales lo procesan hasta convertirlo en péptidos y
acoplarlo a sus moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo 11 (MHCII).
Tras esto, las CPA exponen el antigeno a los linfocitos T colaboradores (Th) activandolos e
induciendo su diferenciacion a un fenotipo Th2. A su vez, los linfocitos Th2 activados
liberan varias citocinas que acttan sobre los linfocitos B estimulando su diferenciacion a
células plasmaéticas y el cambio de isotipo a IgE. Estas células plasmaticas son las encargadas
de secretar las IgE especificas que se unen, mediante su fraccion constante, a los receptores
de alta afinidad (FceRI) presentes en la membrana de los mastocitos y los basofilos,
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sensibilizandolos frente a ese alérgeno concreto!>"~2°, Sin embargo, los FceRI también estan
presentes en otros tipos celulares como los neutrofilos, los eosinéfilos, los monocitos, las
células dendriticas o las plaquetas, aunque su papel en la anafilaxia atn no esta claro®.

Por otra parte, la fase efectora comienza cuando el alérgeno entra de nuevo al organismo y
es reconocido por las IgE unidas a los receptores FceRI de superficie de las células efectoras
de la reaccion. Este proceso provoca la activacion y la degranulacién de los mastocitos y
basofilos induciendo la liberacion de diferentes mediadores como la histamina, el factor
activador plaquetario (PAF) y la triptasa que dan lugar a los signos y sintomas de la
anafilaxial>"2°,
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Figura 2. Mecanismos moleculares de las reacciones de hipersensibilidad de tipo 1. (1) El antigeno es capturado por
las CPA. (2) Las CPA migran a los centros germinales de los 6rganos linfoides donde presentan el antigeno a los linfocitos
Th novatos, polarizandolos a un fenotipo Th2. Estos liberan varias interleucinas (IL-3, IL-5 e IL-13) que actlan sobre los
linfocitos B induciendo la hipermutacion somética y el cambio de isotipo de sus anticuerpos. (3) Los linfocitos B activados
salen de los centros germinales y dan lugar a las células plasmaticas que liberan IgE, la cual se unira a los mastocitos y los
basofilos mediante sus receptores FceRI, sensibilizandolos. (4) Cuando el alérgeno entra de nuevo en el organismo es
reconocido por las IgE unidas a las células efectoras de la reaccion produciendo su degranulacion y la liberacion de los
mediadores.

1.1.2.2. Mecanismos celulares y moleculares independientes de IgE

Curiosamente, en algunos pacientes, después de sufrir una anafilaxia, no se observan niveles
detectables de IgE especifica frente al alérgeno que induce la reaccién. Sin embargo, otros
presentan valores elevados de esta molécula sin desarrollar ningtin sintoma?:2, Por lo tanto,
deben de existir otras vias independientes 0 complementarias a la IgE implicadas en este
evento patologico® 25,

Debido a la similitud entre los sistemas inmunitarios del humano y el raton, el uso de
modelos experimentales murinos ha sido crucial para dilucidar el papel de otros mecanismos
moleculares subyacentes a la anafilaxia. Entre ellos, la via de la inmunoglobulina G (I1gG)
destaca como el principal proceso inmunitario alternativo descrito en este evento
patologico®?%2’. No obstante, a diferencia de la IgE, las reacciones mediadas por 1gG
requieren mayores niveles de anticuerpo y antigeno especificos debido a la menor afinidad
de sus receptores (FcyR) en comparacion con los FceRI?4. Los FcyR se encuentran en la
superficie de los mastocitos, basofilos, neutrofilos, monocitos y macréfagos, conformando
estos los principales tipos celulares activados por esta via alternativa®?8-3L, Precisamente,
se ha demostrado la implicacion tanto de los monocitos como de los macrofagos en la
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anafilaxia sistémica pasiva y activa'®?23, A su vez, los neutréfilos también se han postulado
como un componente importante en el desarrollo de este evento patolégico®. La
contribucion de estas células se observé en modelos experimentales de raton, lo que sugirid
que una via similar podria ser operativa en las reacciones humanas3*3°. En relacion, estudios
realizados en pacientes con anafilaxia demostraron una elevacion de los niveles séricos de
elastasa y mieloperoxidasa, los principales mediadores almacenados en los granulos de los
neutrofilos®®3’.

Asimismo, se han descrito otros mecanismos alternativos que pueden desencadenar este
evento patologico. Por ejemplo, se ha demostrado que ciertos medicamentos, como los
blogueantes neuromusculares, son capaces de desencadenar directamente la liberacion de
mediadores por parte de los mastocitos a través de su union a los receptores X2 acoplados a
proteinas G (MRGPRX2) presentes en su superficie®® L. Por otra parte, la activacion del
complemento da lugar a la formacion de las anafilotoxinas (C3a, C4ay C5a), las cuales se
pueden unir a los receptores de los mastocitos y los basofilos provocando su
degranulacion'®?"%2. No obstante, también se ha visto que existen otros elementos que
pueden actuar como cofactores de la reaccion anafilactica, como el ejercicio fisico, la
temperatura o la radiacion ultravioleta®>?>32,

1.1.3. Diagnéstico

El diagndstico de la anafilaxia se establece fundamentalmente en base a los sintomas clinicos
del paciente. Sin embargo, este evento patolégico presenta una gran variedad de
manifestaciones, las cuales son comunes a muchas otras patologias®>'*. Ademas, el uso de
algunos medicamentos enmascara los sintomas clinicos y en un 10-20% de los casos no se
producen alteraciones cutaneas, dificultando el reconocimiento de la reaccion®®. Todo esto,
en conjunto, da lugar a que la anafilaxia esté infradiagnosticada y no se maneje
adecuadamente en la practica clinica®,

Actualmente, el principal biomarcador utilizado para complementar el diagnéstico de la
reaccion anafilactica es el incremento de la triptasa sérica, una molécula liberada por los
mastocitos y los baséfilos. Sin embargo, esta proteina no se eleva en gran parte de los casos.
Ademas, sus niveles aumentan especialmente en los eventos mas graves donde el diagndstico
clinico es claro y no es necesaria la confirmacion molecular®®. Esto podria deberse al
momento de la recogida de las muestras, ya que el pico de esta proteina se alcanza a las 2
horas de la reaccion**. Por lo tanto, su umbral diagnostico ha sufrido varias modificaciones
disminuyendo desde 15 pg/L hasta 11,4 pg/L*. No obstante, diferentes estudios han
demostrado la importancia de considerar el valor basal del paciente al menos 24 horas
después del desarrollo de este evento patologico?#®. En consecuencia, se han propuesto
nuevos criterios diagnéstico teniendo en cuenta esta medida. Concretamente, la
consideracion de un aumento del 20% + 2 pg/L de los niveles de triptasa sérica durante la
fase aguda respecto al momento basal revelé una mejora sustancial en el reconocimiento de
la anafilaxia®’. A su vez, Borer-Reinhold et al. propusieron un incremento del 135% de los
niveles de triptasa sérica durante la reaccion en comparacion con el estado basal para indicar
la activacion de los mastocitos en pacientes con anafilaxia por veneno de himendpteros,

Debido a la falta de eficacia de la triptasa en el diagnostico de este evento patologico, se han
evaluado otros potenciales marcadores como la histamina sérica, pero esta molécula
tampoco se eleva en la mayoria de los pacientes con anafilaxia. Ademas, su vida media es
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corta (10 a 60 minutos), ya que se metaboliza por la N-metiltransferasa y la diamida oxidasa
dando lugar a metilhistamina. Esta Gltima se puede medir en orina, aunque su capacidad
diagnostica y su asociacion con la gravedad es atn peor®“®. Por otra parte, también se ha
considerado el uso del PAF como biomarcador ya que se eleva en el 60% de las reacciones
moderadas, mientras que la histamina y la triptasa lo hacen en el 35% y 55% de los casos,
respectivamente. Ademas, la histamina y la triptasa aumentan en el 61% y 75% de los
pacientes graves, mientras que PAF lo hace en el 100%. Sin embargo, su vida media es muy
corta (3 a 13 minutos) y, aungque potencialmente seria un mejor marcador molecular que la
histamina y la triptasa, solo podria usarse en los casos de anafilaxia que surgen en el ambito
hospitalario, ya que en otras situaciones sus niveles sanguineos desaparecerian antes de la
recogida de las muestras®.

1.1.4. Tratamiento

El tratamiento de primera linea de la anafilaxia es la administracion de adrenalina
intramuscular®. Esta medicacion esta indicada tras el reconocimiento de los sintomas debido
a su capacidad para paliar rapidamente las alteraciones fisiopatoldgicas subyacentes a la
reaccion. Precisamente, su mecanismo de accion se produce principalmente en el sistema
cardiovascular, donde previene el colapso cardiaco y mejora el flujo sanguineo evitando el
desarrollo de un choque anafilactico y la muerte del paciente!>®. A nivel molecular, la
adrenalina actua a traves de los diferentes receptores adrenérgicos. En concreto, mediante
los receptores a-adrenérgicos, este farmaco induce vasoconstriccion, revertiendo asi la
vasodilatacion periférica y aliviando la hipotension®3°*. Ademas, a través de los receptores
B-adrenérgicos estabiliza la barrera endotelial®. A su vez, la adrenalina aumenta tanto la
frecuencia como la fuerza de contraccion cardiaca por los receptores 1. Sin embargo, por
medio de los receptores P2 restablece la broncoconstriccion y reduce la liberacion de
mediadores inflamatorios por parte de las células efectoras de la reaccion®+°%>7. No obstante,
este farmaco no es eficaz en todos los casos. Concretamente, la adrenalina no esta
recomendada en los pacientes que padecen alguna cardiopatia y que se encuentran tratados
con B-bloqueantes. En estos individuos, el medicamento utilizado es el glucagon, ya que
revierte tanto la hipotension refractaria como el broncoespasmo por una via independiente
de los receptores adrenérgicos'°8.

Ademas, existen otras terapias complementarias para el tratamiento de la anafilaxia, pero
que nunca deben sustituir al tratamiento de primera linea. Entre ellas se encuentran el
suplemento de oxigeno en los casos de hipoxia, los agonistas de los B2 adrenérgicos para
revertir el broncoespasmo, las soluciones de cristaloides intravenosas para restaurar el
volumen circulatorio, los antihistaminicos para ayudar a controlar los sintomas y los
corticoides para prevenir las reacciones bifasicas y reducir la inflamacion®. A su vez,
actualmente, se estan llevando a cabo diferentes investigaciones sobre posibles farmacos
alternativos para el tratamiento de la anafilaxia, aunque todavia no se han implementado en
la préactica clinica. Entre ellos se encuentra el azul de metileno que actda como inhibidor de
las vias del oxido nitrico (NO) y que ha sido confirmado como un medicamento seguro para
la hipotension refractaria subyacente al choque anafilactico®. Por otra parte, se han obtenido
resultados prometedores en modelos experimentales murinos de anafilaxia donde se ha
demostrado que los antagonistas del PAF mitigan la gravedad y la duracion de la reaccion®?.
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1.2. Sistema cardiovascular

El sistema cardiovascular, o aparato circulatorio, est& constituido por el corazén y una serie
de vasos interconectados entre si que distribuyen la sangre por el organismo. Este circuito
cerrado comienza en el corazén desde donde emergen las arterias elasticas (aorta, arterias
pulmonares, cardtidas...), las cuales se ramifican formando las arterias musculares (arteria
braquial, arteria femoral...) que dan lugar a las arteriolas. Estas ultimas derivan en los
capilares, que son las estructuras mas delgadas del sistema cardiovascular y donde se lleva
a cabo principalmente el intercambio de sustancias. A su vez, los capilares se unen dando
lugar a las vénulas, las cuales pasan a formar las venas que son los vasos encargados del
retorno de la sangre hasta el corazon (Figura 3)%263,

Capilares

Arteriolas

Fibroblastos e--------,

Pericitos e-:---{:-

Vénulas

Colageno

Fibroblasto

Elastina

Figura 3. Estructura del arbol vascular. La tunica intima (ti) es la zona interna de los vasos y esta formada por una
monocapa de CEs que se encuentra sobre una membrana basal de tejido conectivo y una capa fibroeléstica denominada
lamina eldstica interna (lei, color pdrpura). La tlnica media (tm) esta compuesta por varias capas de células de musculo
liso vascular (CMLV) y fibras de elastina. La tunica adventicia (ta) esta formada por colageno, fibroblastos y elastina. En
rojo, los primeros grandes vasos que salen del corazon son las arterias elasticas. La tm de estos vasos es gruesa y esta
formada por varias laminas elasticas interconectadas por cordones de elastina y algunas CMLV. A su vez, la ta es
relativamente delgada y presenta fibras nerviosas y vasa vasorum, los cuales irrigan la pared del vaso, ya que los nutrientes
y el oxigeno no pueden llegar a todas las células por difusién. Cuando las arterias elasticas se ramifican el componente
elastico comienza a ser sustituido por el muscular, dando lugar a las arterias musculares. Estructuralmente, su tm esta
formada por varias capas de CMLV y algunas fibras colagenas, elasticas y reticulares. Tras esto, las arterias musculares
dan lugar a las arteriolas, unos vasos mas estrechos que presentan una tm compuesta por unas pocas capas de CMLV.
Ademas, su lei es fina 'y fenestrada y la ta no presenta vasa vasorum. Las arteriolas pasan a formar los capilares, los vasos
mas finos del organismo y donde se produce principalmente el intercambio de sustancias. Estos no presentan tinicas, pero
pueden estar rodeados de pericitos que ayudan a regular su tono. En azul, la sangre vuelve al corazon a través del sistema
venoso. Las vénulas estan formadas por CEs, una lamina basal, fibras de colageno y pericitos. Cuando estos vasos se alejan
de los capilares pasan a formar las vénulas musculares, las cuales presentan una tm compuesta principalmente por CMLV
y, ocasionalmente, una ta. Por Gltimo, las venas devuelven la sangre al corazon y su estructura presenta las tres tdnicas,
pero son mas delgadas que en el caso de las arterias. En estos vasos, la tm esta compuesta por unas pocas CMLV®,

Las funciones de este sistema son el transporte de sustancias que entran al cuerpo desde el
exterior (principalmente nutrientes y oxigeno), el traslado de moléculas como las hormonas,
la generacion de fuerza hidréaulica, la regulacion de la temperatura, la modulacion de la
filtracion glomerular en el rifion y la defensa del organismo mediante el transporte de células
y mediadores inmunol6gicos®®.
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En anafilaxia, el sistema cardiovascular es el principal afectado por los mediadores
inmunoldgicos liberados durante la reaccion. Precisamente, este se encuentra alterado en los
casos leves y desempefia un papel fundamental en las reacciones mas graves, donde puede
desencadenarse el choque anafilactico®®. Ademas, el deterioro del sistema cardiovascular
debido a la edad, a otras enfermedades y/o a la administracion de diferentes tratamientos,
como los inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina, son algunos de los
factores de riesgo asociados a las anafilaxias mas graves®” . Por lo tanto, es esencial
comprender los mecanismos moleculares subyacentes a este sistema durante la reaccion para
poder desarrollar futuras estrategias diagndsticas y terapéuticas.

1.2.1. Célula endotelial

Practicamente todos los vasos sanguineos presentan una estructura comun que se divide en
tres capas: la tanica intima, la tinica media y la tanica adventicia. Sin embargo, existen
diferencias morfologicas y funcionales entre ellas®. La tunica intima consiste en una unica
y extensa monocapa de células endoteliales (CEs), denominada endotelio, que forma una
barrera fisica entre la sangre y los tejidos por lo que el transporte selectivo de moléculas se
lleva a cabo a través de ella’®. La integridad y estabilidad de esta estructura depende
principalmente de dos vias: el citoesqueleto de actina-miosina y las uniones estrechas y
adherentes’*"*. Ademas, el endotelio participa el transporte de células inflamatorias, el
control del metabolismo, el mantenimiento de la homeostasis del organismo y la liberacion
de factores inflamatorios y de crecimiento™’. Por lo tanto, desempefia un papel
fundamental en muchos procesos tanto fisioldgicos como patologicos’”. Precisamente, un
endotelio disfuncional es la causa de varias e importantes enfermedades cardiovasculares
como la trombosis, la aterosclerosis o la hipertension’®’®. Ademas, se ha visto que esta
estructura también se encuentra dafiada en pacientes con mastocitosis®. A su vez, estudios
previos han revelado una funcion del endotelio en la activacion de los sistemas de
coagulacion, contacto y complemento durante la anafilaxia® 82,

A nivel celular, las CEs son muy heterogéneas y su morfologia, funciéon y composicion
varian entre los distintos 6rganos y secciones de la vasculatura’’8+-8 La contraccion de estas
células y la consiguiente ruptura de la barrera endotelial en respuesta a los mediadores
inflamatorios ocurre principalmente en la microvasculatura®-%. Por otra parte, las CEs
también contribuyen de manera efectora a la modulacion del tono vascular mediante la
sintesis y liberacion de sustancias vasoactivas®. Entre ellas, el principal mediador
vasodilatador producido por estas células es el NO®-%  Asimismo, en situaciones
inflamatorias agudas, como la enfermedad por coronavirus de 2019 (COVID-19), las CEs
sintetizan varias moléculas que participan en la tormenta de citoquinas®. En consecuencia,
estas células pueden actuar como efectoras y receptoras durante la reaccion anafilactica
desempefiando un papel crucial en las bases moleculares subyacentes a este evento
patoldgico.

1.2.2. Fisiopatologia cardiovascular en anafilaxia

Varios de los mediadores liberados por las células efectoras de la reaccion ejercen su accion
sobre el sistema cardiovascular provocando las distintas alteraciones fisiopatoldgicas
subyacentes a la anafilaxia (Figura 4)%. Entre ellos, la histamina y el PAF, se han descrito
como inductores de la permeabilidad vascular®. Esto conduce a un aumento de la
extravasacion al espacio tisular y a la consiguiente reduccion del volumen circulante®. Por
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otra parte, los mediadores anafilacticos también pueden contribuir a una pérdida de la
resistencia vascular periférica, dando lugar a vasodilatacion. Precisamente, esta alteracion se
ha observado en los pacientes con manifestaciones cardiovasculares graves, como la
hipotension®°. Sin embargo, el descenso de la tension arterial se ha asociado tanto a la
extravasacion como a la pérdida del tono vascular®. En cambio, en las reacciones graves,
también se ha caracterizado una vasoconstriccion toracica de las arterias pulmonares y
coronarias favoreciendo el colapso cardiaco?®1,

# 1 ~
Permeabilidad endotelial |-
Extravasacién de fluidos 5

Descenso de la presion sanguinea
~\Y/
2

Vasodilatacién periférica
Reduccién del retorno venoso

b

Bronco/vaso-constriccién de las
arterias pulmonares y coronarias
= = A

““Choque anafildctico’y ”*
muerte del panciente
R N~ it

Figura 4. Fisiopatologia cardiovascular de la anafilaxia. Esquema de las alteraciones cardiovasculares en funcion de los
vasos/organos afectados. (1) Aumento de la extravasacion vascular - microcirculacion (capilares y vénulas). (2)
Vasodilatacion (disminucidn de la resistencia vascular) - vasos periféricos. (3) Vasoconstriccion toracica - arterias
coronarias y pulmonares. (4) Choque anafilactico — corazdn. CEs: células endoteliales, CMLVs: células de musculo liso
vascular, CMLs: células de musculo liso.

Todos estos procesos alteran el flujo sanguineo y producen un deterioro de la homeostasis
vascular que puede dar lugar al choque anafilactico'®®%. La extravasacion exacerbada de
liquidos, en combinacién con la pérdida de resistencia vascular periférica, reduce el retorno
venoso al corazén. Ademas, el flujo sanguineo se redirige desde las zonas superficiales a los
6rganos vitales disminuyendo la temperatura corporal. No obstante, esto es insuficiente para
satisfacer las demandas metabdlicas del organismo. Por otra parte, la constriccion de las
arterias pulmonares, junto con la broncoconstriccion de las vias respiratorias, conduce a una
menor captacion de oxigeno. En consecuencia, para compensar esta hipoxia, la respiracion
se vuelve rapida y profunda y la frecuencia cardiaca aumenta (taquicardia). Sin embargo, si
no se palian estos sintomas, se alcanza una segunda fase caracterizada por bradicardia, la
cual puede derivar en el colapso cardiaco y la muerte del paciente03105-107,

1.2.3. Permeabilidad vascular en anafilaxia

La extravasacion de fluidos ha sido asociada desde hace afios con la fisiopatologia de la
anafilaxia'®. Precisamente, un estudio llevado a cabo por Fisher en 1986 demostrd, mediante
medidas de los niveles de hemoglobina, que durante la reaccion anafilactica se producia una
transferencia de hasta un 35% del volumen circulante al espacio extracelular en los primeros
10 minutos tras la exposicion al alérgeno®. A su vez, otro estudio realizado en modelos
experimentales murinos determiné que la permeabilidad vascular inducida por la histamina,
y asociada a la anafilaxia, ocurria mayoritariamente en las vénulas postcapilares'®. Estos
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vasos son los principales implicados en la extravasacion de leucocitos a los tejidos ya que su
endotelio es muy sensible a los estimulos inflamatorios y presenta unas uniones muy
labiles'®. Concretamente, una investigacion realizada en células humanas demostrd
mediante ensayos de permeabilidad in vitro que las CEs de la microvasculatura son las unicas
respondedoras a los mediadores anafilacticos®.

La apertura de la barrera endotelial se produce durante los primeros segundos de la reaccién
provocando una fuga del contenido vascular hacia los tejidos. Pasado este tiempo, el
endotelio se cierra, recuperando su estado normal‘*!. Cuando esto ocurre, de acuerdo con el
principio de Starling, la presion oncotica sigue siendo mayor que la presion tisular, por lo
que el liquido puede volver a los vasos por difusion. Sin embargo, la mayoria de las proteinas
no pueden atravesar la barrera debido a su tamafio y permanecen en el espacio
extravasculart'?13, Entre ellas, la albGimina sérica humana (ASH), la cual supone por si sola
un 50% del total de las proteinas séricas, Unicamente retorna al sistema circulatorio a través
de los vasos linfaticos, por lo que se retiene mas tiempo en el compartimento tisulart!314,

La elevada extravasacion del liquido al espacio tisular contribuye a la formacion de edemas
en las vias respiratorias y puede provocar enfisema pulmonar®®. Precisamente, un estudio
llevado a cabo en 50 pacientes con anafilaxia idiopatica demostrd que la obstruccién de las
vias respiratorias superiores estaba fuertemente asociada con el edema laringeo, lo que
conducia a la asfixial®. Ademas, las investigaciones realizadas en modelos animales de ratas
con anafilaxia revelaron una asociacion entre la extravasacion de las vias respiratorias y la
broncoconstriccion grave!’. Por otra parte, el angioedema y la urticaria, los sintomas mas
comunes de este evento patoldgico, también implican salida del liquido vascular y se
caracterizan por una hinchazén temporal y localizada!®®*!8, Precisamente, el angioedema
puede afectar a todas las capas de la piel y a las paredes viscerales, asi como al sistema
respiratorio y al tracto gastrointestinal'®®11%12°_ En concreto, un estudio llevado a cabo en
pacientes con reacciones mediadas por cacahuetes sugirid que la mayor parte de la
extravasacion ocurria en el intestino, contribuyendo a la aparicion de los sintomas
gastrointestinales!?!. Asimismo, también se describié un edema intestinal difuso en un
paciente con anafilaxia inducida por farmacos'?2. Por otra parte, se observé angioedema de
las vias respiratorias superiores o edema pulmonar en una de cada dos biopsias obtenidas a
partir de pacientes fallecidos por anafilaxia, demostrando la imperiosa necesidad de
controlar la permeabilidad vascular subyacente a la reaccion®.

1.3. Vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares (VES) son estructuras lipidicas liberadas por las células y se
clasifican, segun su tamafo y biogénesis, en tres subtipos fundamentalmente: exosomas,
microvesiculas y cuerpos apoptdticos'?®. Sin embargo, aunque presentan diferentes
caracteristicas, su distincion sigue siendo dificil'?,

El interés por las VEs ha aumentado en los Ultimos afios debido a su implicacion en la
comunicacion intercelular. Estas particulas pueden contener distintas moléculas entre las que
se incluyen proteinas, lipidos y &cidos nucleicos*?*. Sin embargo, se han descrito variaciones
en su carga relacionadas con diferentes enfermedades inflamatorias y alérgicas!?>%,
Ademas, las VESs son muy estables y se encuentran presentes en todos los fluidos biol6gicos
por lo que se postulan como unos biomarcadores prometedores*?’.

36



INTRODUCCION

1.3.1. Biogénesis de las vesiculas extracelulares

El mecanismo mediante el cual la célula produce y libera las VEs al espacio extracelular
difiere en funcion de los distintos tipos de vesiculas (Figura 5)*2,

Los exosomas son VEs de entre 30 y 100 nm cuya biogénesis comienza cuando la membrana
plasmatica de la célula se invagina formando el endosoma temprano. Esta estructura, durante
su proceso de maduracion, puede llevar a cabo otra invaginacion de su membrana dando
lugar a vesiculas intraluminales en su interior. Cuando esto ocurre pasa a llamarse cuerpo
multivesicular (MVB) y puede seguir dos vias, una en la cual se unira a los lisosomas
degradando su contenido y otra donde se fusionara con la membrana plasmatica secretando
las vesiculas al espacio extracelular (Figura 5A). Este proceso de liberacion de los exosomas
en algunas células se lleva a cabo de manera dependiente de los niveles de calcio, mientras
que en otras ocurre de forma constitutiva, por lo que no se regula por esta via'?®1%,

En cambio, las microvesiculas se generan directamente a partir de la membrana plasmatica
mediante un proceso de exocitosis y su longitud oscila entre 0,1y 1 um de diametro (Figura
5B)*?4. La formacion de estas VEs requiere de cambios en la concentracion intracelular de
calcio para modular la curvatura y rigidez de la membrana®®*,

Por otra parte, los cuerpos apoptéticos se liberan como resultado de las células apoptéticas
(Figura 5C)'*°. La apoptosis es un proceso de muerte celular que inicia con una
condensacion de la cromatina nuclear y termina con la fragmentacién de la célula en estas
vesiculas®3®. Por lo tanto, mientras que los otros tipos de VES se secretan a partir de células
vivas, los cuerpos apoptoticos se liberan solamente durante la muerte celular programada.
Estas particulas presentan un tamafio de entre 1 y 4 um**®. Sin embargo, también se han
observado vesiculas de entre 50 y 500 nm que parecen derivar de la ruptura de la membrana
durante la apoptosist30-137:138,

A B C

Microvesiculas Cuerpos
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Figura 5. Biogénesis de las VEs. Mecanismos por los cuales se producen (A) los exosomas, (B) las microvesiculas y (C)
los cuerpos apoptoéticos.

1.3.2. Mecanismos de accion y funciones de las vesiculas extracelulares

Las VEs participan en la comunicacion célula-célula actuando como mensajeros moleculares
tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas. Precisamente, estas particulas pueden
ejercer su accion sobre la propia céelula que las ha producido de manera autocrina o sobre
otras cercanas de forma paracrina. Ademas, también pueden ser transportadas mediante la
sangre u otros fluidos e interaccionar con células que se encuentran a grandes distancias de
su lugar de origent?*13°,
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Una vez en el espacio extracelular, las VESs ejercen su accion sobre las células diana de
diferentes formas (Figura 6): por contacto directo a través de sus proteinas de membrana,
por su fusién con la membrana plasmatica integrandose en ella y liberando su carga, o por
su endocitosis por parte de la célula diana donde se uniran con la membrana del endosoma
secretando su contenido al citoplasmal?#!32140 Entre estos procesos, aquellos que

internalizan las VES son necesarios para que las moléculas presentes en su interior, como los
141

acidos nucleicos, puedan llevar a cabo su accion en la célula diana
A B C

Figura 6. Mecanismos de accion de las VEs. (A) Contacto directo por sus proteinas de membrana. (B) Fusion con la
membrana plasmaética y liberacion de su contenido. (C) Endocitosis y unién a la membrana del endosoma liberando las
moléculas de su interior.

Por lo tanto, mediante estos mecanismos, las VESs regulan una gran variedad de procesos
fisioldgicos como la coagulacion sanguinea, la inflamacion, la proliferacion de células madre
o la comunicacién neuronal®**%2, Precisamente, los exosomas son capaces de extravasar
hacia los diferentes tejidos corporales y en condiciones inflamatorias pueden atravesar la
barrera hematoencefalica actuando sobre las células del sistema nervioso!#*-146, Ademas, las
VEs desempefian una funcidn crucial en la modulacion de la respuesta inmunolégica ya que
pueden participar en la presentacidn antigénica, en la polarizacién de la respuesta hacia un
determinado fenotipo o en su inhibicion ejerciendo un efecto tolerogénico?4147,

No obstante, las VEs también se han relacionado con otras situaciones patolégicas. En
concreto, se ha visto que las células cancerosas pueden secretar vesiculas que contribuyen a
la progresion del tumor ya que inducen la transformacidn de las células malignas, promueven
la angiogénesis y tienen una actividad inmunosupresoral?#140147  Ademas, se ha demostrado
su implicacion en el asma y en distintas enfermedades alérgicas!*®. Precisamente, las
microvesiculas liberadas por los linfocitos T activados pueden inducir la degranulacién y la
liberacion de citocinas por parte de los mastocitos!#®. A su vez, los exosomas secretados por
los linfocitos B pueden provocar la proliferacion de los linfocitos Th y estimular su
diferenciacion hacia un fenotipo Th2°. Por otra parte, se ha descrito que los exosomas
derivados de los eosindfilos contribuyen a la patogénesis del asma®l. Ademas, las VEs son
capaces de estimular la secrecion de citocinas inflamatorias durante esta patologia®®2. En
cambio, se ha atribuido cierta capacidad antialérgica a los exosomas derivados de mastocitos,
los cuales tienen receptores FceRI y pueden competir por la union de IgE libre.
Concretamente, en un modelo murino de asma, los ratones tratados con estas vesiculas
mostraron una disminucion en los niveles de histamina en pulmén, IgE sérica y de citocinas
implicadas en la respuesta Th2%°3, Por lo tanto, la participacion de las VE en el desarrollo de
las enfermedades alérgicas ha sido ampliamente demostrado. Sin embargo, su papel en la
anafilaxia, asi como su implicacion en las bases moleculares de la reaccion, se desconoce
completamente.
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1.3.3. Vesiculas extracelulares como biomarcadores

Las VEs se han postulado como una fuente prometedora de biomarcadores para el
diagnostico de varias enfermedades, aunque la mayoria de los estudios existentes se han
focalizado en el cancer'?*'?’, Precisamente, ya se han comercializado pruebas diagnosticas

para esta patologia basadas en los exosomas circulantes en sangre>.

Las VEs presentan varias ventajas como marcadores moleculares. En concreto, estas
particulas reflejan el estado de la célula que las libera permitiendo diferenciar entre
condiciones normales y patoldgicas!?’. Ademas, se pueden obtener de forma facil y no
invasiva, ya que se encuentran en muchos fluidos corporales como la sangre, la orina, el
esperma o la salival?*. Asimismo, son muy estables y protegen su contenido de la
degradacion. En consecuencia, su uso como biomarcador puede estar basado en los cambios
en su concentracion y/o en su composicion®®. Por lo tanto, caracterizar las VEs de los
pacientes con anafilaxia permitiria identificar diferentes candidatos moleculares para el
diagnostico de este evento patologico.

1.4. MicroARNS

Los microARNs (miARNs) son moléculas pequefias de &cido ribonucleico (ARN) no
codificante (~22 nucledtidos) que regulan la traduccion de los ARN mensajeros (ARNm)%®,
A su vez, comprenden una de las familias génicas mas abundantes y estan muy conservadas
entre especies. Actualmente, se han descritos mas de 2.500 miARNs en humanos, de los
cuales, la mayoria (30%), se encuentran codificados en secuencias intrénicas®®"%,

El interés por los miARNs también ha aumentado en los Gltimos afios. Estas moléculas se
pueden encontrar circulando libremente en la sangre, unidas a proteinas o encapsuladas en
las VEs™-161 Por lo tanto, también participan en la comunicacion célula-célula y modulan
varias funciones como la proliferacién, la diferenciacion y la apoptosis, manteniendo el
equilibrio fisiologico del organismo. Sin embargo, su desregulacion se ha visto implicada en
muchas enfermedades humanas®®”1%2, Ademas, los miARNSs se relacionan con el estado del
individuo y son muy estables, lo que les convertiria en unos biomarcadores prometedores,
aunque todavia no se han incorporado a la practica clinical®164,

1.4.1.Biogénesis de los microARNs

Los genes de los miARNS se transcriben mayoritariamente por la ARN polimerasa I1, dando
lugar a un pri-miARN que presenta una forma de horquilla, una caperuza (Cap) en su
extremo 5 prima (5p) y una cola de poli-adeninas (poliA) en el 3 prima (3p). Este transcrito
permanece en el nucleo donde es procesado por el “microprocesador” formado por la
ribonucleasa Il (ARNasa I11) Droshay la proteina de union a ARN de doble cadena DGCRS.
El resultado de dichas modificaciones es un precursor de unos 60-70 nucledtidos que
mantiene la forma de horquilla, llamado pre-miARN. Esta molécula es exportada desde el
nucleo hasta el citoplasma por la exportina 5 (XPO5) donde posteriormente es procesada por
otra ARNasa Ill, DICER, la cual se encuentra asociada a TRBP, otra proteina de union a
ARN. El resultado final es un miARN maduro duplex de aproximadamente 22 nucle6tidos
cuyas cadenas se separan y se asocian por individual con las proteinas Argonauta (AGO)
formando el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) (Figura 7)*57165166
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Figura 7. Biogénesis de los miARNS.

Anteriormente, se creia que solo una de estas hebras de ARN, denominada “guia”, se
asociaba con las proteinas AGO para formar el RISC, mientras que la otra, llamada
"pasajera”, se degradaba®®’. Sin embargo, actualmente, se sabe que en muchos casos ambas
hebras se mantienen y pueden ser cargadas en el RISC'®®. Por lo tanto, para diferenciarlas,
se nombran como 5p y 3p dependiendo de su orientacion en el proceso de transcripcion.

1.4.2.Mecanismo de accion y funciones de los microARNs

Todos los miARNS tienen una secuencia denominada “semilla” (nucledtidos del 2-8) en su
extremo 5p que reconoce la region no traducida (UTR) del extremo 3p de su ARNm diana,
permitiendo que el complejo RISC lo degrade o reprima su traduccion®”1%¢, Este proceso
depende de la complementariedad entre el miIARN y su ARNm diana, ya que cuando no es
total, se inhibe la traduccion, mientras que cuando la complementariedad es total, la proteina
AGO puede degradar el ARNm (Figura 8)%%. Ademas, un miARN es capaz de unirse a
distintos ARNm y un mismo ARNm puede reconocerse por varios miARNs%,

=
miARN
RISC

Complementariedad parcial Wﬂm total
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Bloqueo de la traduccion del ARNm Degradacion del ARNm

Figura 8. Mecanismo de accion de los miARNs en funcion del reconocimiento de su ARNm diana.

En consecuencia, estas moléculas mantienen la homeostasis del organismo regulando
multitud de procesos fisioldgicos®*. Sin embargo, de acuerdo con las bases de datos miR2-
Disease y human miRNA disease database (HMDD), tanto el aumento como la disminucion
de sus niveles pueden asociarse con el desarrollo de enfermedades!®?. Precisamente, se han
descrito cambios en los valores de miARNSs en diferentes patologias alérgicas, donde se han
relacionado sobre todo con el control de la inflamacion subyacente!®®. Un ejemplo de ello
son el miR-26ay el miR-26b, los cuales regulan los niveles de la ciclooxigenasa 2 (COX2),
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una enzima fundamental en este proceso inflamatorio y en la liberacion de las citocinas
implicadas®®®.

En anafilaxia, actualmente, la mayoria de las investigaciones se han llevado a cabo en
modelos experimentales murinos!’®7®. Los resultados obtenidos demostraron que tanto el
miR-155 como el miR-126 regulaban la degranulacion de los mastocitos controlando sus
niveles de calcio a través de la via de la fosfoinositol-3-quinasa (P13K)/ proteina quinasa B
(Akt)1017t - Ademas, el miR-182-5p, el miR-154-5p, el miR-135-5p y el miR-181a
modulaban la inflamacidn alérgica subyacente a la anafilaxia’’>"®. Del mismo modo, se vio
que el miR-122 participaba en la inhibicion de este proceso mediante la regulacion del
supresor de la sefializacion de citocinas 1 (SOCS1) y de la Janus quinasa 2 (JAK2). A su
vez, estas moléculas controlan la produccion del factor de crecimiento transformante-f1
(TGF-B1), un mediador antiinflamatorio’®. Sin embargo, los miARNs nunca se han
estudiado en los pacientes con anafilaxia. Por lo tanto, debido a su papel en la comunicacion
celular y en la regulacion de la inflamacion alérgica, es esencial evaluar la funcion de estas
moléculas en las bases moleculares subyacentes a la reaccién anafilactica.

1.4.3. MicroARNSs como biomarcadores

Los miARNSs han generado un gran interés como biomarcadores en el campo del diagndstico
molecular debido a que los cambios en sus niveles reflejan el estado fisioldgico o patoldgico
del individuo'’’. Ademas, estas moléculas son muy estables y se pueden detectar en muchos
fluidos bioldgicos, como la sangre, lo que permite la obtencion no invasiva de las
muestras'’®. Asimismo, pueden recuperarse y analizarse a partir de tejidos fijados en
parafina'®. Precisamente, su cuantificacion se lleva a cabo mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), una técnica cuya aplicabilidad como método diagnoéstico se ha
demostrado que es factible y asequible!™. Sin embargo, el uso de los miARNs como
marcadores moleculares ain no ha sido implementado en la préctica clinica.

Estas moléculas han sido propuestas como biomarcadores de varias enfermedades
alérgicas'®®. En concreto, se describio que la medicion conjunta de 6 miARNs (miR-125b,
miR-16, miR-299-5p, miR-126, miR-206, y miR-133b) era capaz de diferenciar con una
precision del 91,1% los casos de rinitis alérgica respecto a los de asma'®. Ademas, el analisis
de los niveles de miARNSs en la mucosa nasal de los pacientes con rinitis alérgica reveld que
el uso combinado de 3 de ellos (miR-126-5p, miR-19a-5p y miR-26a-5p) correlacionaba con
la gravedad de la enfermedad y la diagnosticaba con un 89,6% de sensibilidad y 70% de
especificidad®. Por otra parte, se observo que el perfil sérico de miARNs puede utilizarse
para confirmar los casos de asma, asi como clasificarlos en funcion de su gravedad!®?. Por
lo tanto, caracterizar el perfil de miARNSs séricos circulantes en los pacientes con anafilaxia
podria proporcionar nuevos biomarcadores alternativos o complementarios para el
diagnostico de este evento patoldgico.
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La caracterizacion de las proteinas, las VEs y los miARNs circulantes en muestras de
pacientes con anafilaxia permitiria identificar biomarcadores alternativos o complementarios
que mejoren el diagndstico de la anafilaxia. Ademas, los miARNSs y las VESs regulan una
gran variedad de procesos fisiopatoldgicos relacionados con otras enfermedades, por lo que
estudiar su papel en la reaccion anafilactica aumentaria el conocimiento de sus bases
moleculares y facilitaria el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
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OBJETIVOS

Los objetivos principales de esta tesis han sido identificar nuevos biomarcadores y estudiar
las bases moleculares de la anafilaxia. A su vez, se han desglosado en los siguientes objetivos

parciales:

1. Evaluar la capacidad diagndstica de los diferentes umbrales propuestos para el uso de la
triptasa sérica como biomarcador de la anafilaxia.

2. Cuantificar la extravasacion vascular asociada a la anafilaxia mediante medidas de
proteinas séricas circulantes.

3. Caracterizar el perfil proteico de las VEs obtenidas a partir de plasma de pacientes con
anafilaxia.

4. Estudiar la funcién coordinada del panel de proteinas de las VEs y determinar la
captacion y el efecto de estas particulas en diferentes microambientes celulares.

5. Identificar los miARNs séricos circulantes en nifios con anafilaxia mediada por
alimentos y confirmar sus niveles en las VES.

6. Evaluar los procesos regulados por el miR-21-3p y miR-487b-3p y analizar los cambios
en sus niveles asociados con el nicho endotelial.

7. ldentificar los miARNs séricos circulantes en adultos con anafilaxia mediada por
medicamentos y confirmar sus niveles en las VEs.

8. Estudiar los procesos regulados por el miR-375-3p y evaluar su funcionalidad en la

barrera endotelial.
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4.1. Pacientes
4.1.1. Pacientes incluidos en el estudio

Para la realizacion de los estudios comprendidos en esta tesis se utilizaron muestras de sangre
periférica obtenidas a partir de 154 pacientes con reacciones de hipersensibilidad (Figura
9). Estos sujetos fueron reclutados en diferentes hospitales espafioles (Hospital Universitario
Fundacion Jiménez Diaz, Hospital Central de la Cruz Roja, Hospital Infantil Universitario
Nifio Jesus, Clinica Universidad de Navarra, Hospital Ramén y Cajal, Hospital Reina Sofia
de Cdrdoba y Hospital Universitario de Guadalajara) entre junio de 2016 y agosto de 2021.
Las muestras se recogieron en los servicios de urgencias y/o como resultado de las pruebas
de provocacion realizadas en las unidades de alergologia. Ademas, en todos los casos se
llevd a cabo un seguimiento clinico del paciente y el diagnostico se confirmé mediante
pruebas cutaneas, mediciones de IgE especifica y/o provocaciones.

154 Pacientes con reacciones
de hipersensibilidad

5.1. Proteinas séricas
circulantes en anafilaxia:
diagnostico personalizado y
cuantificacion indirecta de la
extravasacion en humanos

150 pacientes con reacciones

5.2. Perfil protedmico de las
VEs de pacientes con
anafilaxia y su papel en las
bases moleculares de la
reaccién

40 pacientes con anafilaxia

5.3. Andlisis de los niveles
de miARNSs séricos
circulantes en nifios con
anafilaxia inducida por
alimentos

19 pacientes con anafilaxia

5.4. Estudio de los niveles
del miR-375-3p en los
pacientes con anafilaxia

88 pacientes con anafilaxia

de hipersensibilidad

Figura 9. Organigrama de los pacientes utilizados en cada uno de los estudios incluidos en esta tesis.

La gravedad de las reacciones se determin6 en funcion de los sintomas clinicos de los
pacientes siguiendo los criterios de clasificacion establecidos por Brown (Tabla 1), En
consecuencia, 38 de los eventos se catalogaron como leves (Grado 1), 86 como moderados
(Grado 2) y 30 como graves (Grado 3). Sin embargo, sélo las reacciones de Grado 2 y Grado
3 se consideraron anafilaxia de acuerdo con las definiciones de la WAO y el National
Institute of Allergy and Infectious Disease/Food Allergy and Anaphylaxist®*. Las
caracteristicas detalladas de cada paciente se muestran en el Anexo .

Grado Organos y/o sistemas afectados Sintomas
1 Leve Piel y tejidos subcutaneos Eritema generalizado, u_rtlcarla,
edema palpebral y/o angioedema
Respiratorio, Gastrointestinal y/o Disnea, estridor, sibilancias, nduseas, vomitos, mareos,
2 Moderado - - - ” o -
Cardiovascular diaforesis, opresion torécica y/o dolor abdominal
3 Grave Respiratorio, Nervioso y/o Cianosis o hipoxia (SpO2 < 92%), hipotension (PAS < 90

Cardiovascular mmHg), pérdida de conocimiento y/o incontinencia

Tabla 1. Criterios de clasificacion de las reacciones de hipersensibilidad. SpO2: saturacién de oxigeno, PAS: presion
arterial sistolica. Adaptada de Brown?8,

4.1.2.Comité ético

Todas las muestras bioldgicas y los datos clinicos de los pacientes se recogieron acorde a los
protocolos éticos aprobados por el Comité de Etica de Investigacion Clinica del Hospital
Fundacion Jiménez Diaz (P1C38/2016, PIC142/2016 y PIC057-19).

La obtencion de la sangre periférica se llevo a cabo siempre lo mas rapido posible, sin poner
en riesgo en ningun caso la vida de los pacientes y tomando las medidas clinicas oportunas
de administracion de farmacos cuando fuera necesario (adrenalina y/u otros). Ademas, las
muestras y los datos clinicos se recogieron y registraron tras la firma de un consentimiento
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informado por parte de los donantes o de sus familiares (Anexo I1). Los criterios de inclusion
comprendieron la aceptacion a participar en el estudio y un diagndstico objetivo de la
reaccion, mientras que los criterios de exclusion fueron presentar alguna enfermedad de
transmision sanguinea o cualquiera patologia psiquica que impidiese la aceptacion del
estudio.

4.1.3.Obtencion de las muestras

De cada paciente se obtuvieron muestras de sangre periférica en 2 condiciones: una en el
momento de la reaccién (fase aguda) y otra transcurridos al menos 14 dias (fase basal).
Teniendo en cuenta la heterogeneidad de los individuos, la fase basal de cada uno de ellos
se utiliz6 como control para su muestra aguda.

Para el procesamiento del suero y del plasma se utilizaron tubos vacutainer (BD). El usado
para recoger el suero presentaba un tapon amarillo y un gel separador, mientras que el del
plasma tenia el tapon de color malva e incluia acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Una
vez obtenida la sangre periférica, los tubos se invirtieron varias veces y se mantuvieron a
4°C hasta su posterior centrifugacion a 1.200 g durante 10 minutos a 4°C. Tras esto, el suero
y el plasma se alicuotaron en Eppendorf de 0,5 ml y se almacenaron a -80°C hasta su ulterior
uso (Figura 10). Sin embargo, en la poblacion pediatrica solo se recogieron muestras séricas.

» 14 dias 1.200g =
£ : _ wa4c L
Fase aguda Fase basal Sangre periférica . Suero y plasma Alicuotado -80°C
Obtencién Procesamiento

Figura 10. Representacion esquematica de la obtencion y el procesamiento de las muestras de suero y plasma.

4.2. Determinacion de proteinas séricas

Todos los procesos realizados para la determinacion de proteinas séricas circulantes se
resumen en la Figura 11.

4.2.1. Medidas de triptasa sérica

Los niveles de triptasa (ug/L) se midieron a partir de 300 pl de suero mediante un
ImmunoCAP Phadia 1000 (Thermo Scientific) (Figura 11A). Todas las determinaciones se
llevaron a cabo en el servicio de andlisis clinicos del Hospital Fundacién Jiménez Diaz.

4.2.2.Cuantificacion de la concentracién de proteinas séricas

La concentracion de proteinas séricas se evalué a través del ensayo colorimétrico de
Bradford!®. Para ello, se utilizaron placas de 96 pocillos (Thermo Scientific) donde se
afiadieron, por duplicado, 250 ul del reactivo Coomassie Plus (Thermo Scientific) y 5 ul de
muestra. Los sueros se diluyeron (1:200) y, en todos los casos, las dos fases de cada paciente
se analizaron juntas y en idénticas condiciones. Ademas, para la extrapolacion de los
resultados se utilizo una curva estandar de albimina sérica bovina (BSA) con un rango de 1
hasta 0,0675 pg/ml (Thermo Scientific). Finalmente, la absorbancia de todos los estandares
y las muestras se midié a 595 nm en un espectrofotometro Infinite F200 (Tecan) (Figura
11B).
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Figura 11. Resumen de los métodos utilizados para la determinacion de las proteinas séricas circulantes. (A) Triptasa.
(B) Concentracidn de proteinas. (C) Perfil de proteinas. (D) ASH. (E) HBB.

4.2.3.Evaluacion del perfil de proteinas séricas

Para visualizar el perfil sérico, las proteinas se separaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) utilizando el apartado PowerPac™
Basic Power Supply (Bio-Rad). Los geles se realizaron a una concentracion del 12,5% y del
15% de acrilamida. A su vez, las muestras se prepararon en condiciones no reductoras
utilizando 30 ul del suero diluido (1:200), 10 ul del tampon de carga (glicerol al 20%, 4 g de
SDS y 1,51 g de hidrocloruro de trisaminometano) y 2 ul del azul de bromofenol (Sigma).
Tras esto, las proteinas se desnaturalizaron calentandolas durante 5 minutos a 95°C. En todos
los casos, los sueros agudo y basal de cada paciente se analizaron juntos en el mismo gel y
en condiciones idénticas. Ademas, para determinar el peso molecular se afiadié un marcador
comercial pretefiido (Thermo Scientific).

Una vez finalizada la SDS-PAGE, la tincion y visualizacion del perfil de proteinas séricas
se realizé incubando los geles durante toda la noche con 50 ml del reactivo Coomassie
Brilliant Blue G-250 Dye (ICN Biomedicals, Inc.). Por ultimo, se llevaron a cabo 5 lavados
de 15 minutos con agua ultrapura (H20 milli-Q) y los geles se escanearon con el instrumento
Amersham Imager 600 (GE Healthcare) (Figura 11C).

4.2.4.Determinacion de los valores de albumina sérica humana

Las muestras de suero para el andlisis de la ASH se prepararon de acuerdo con lo descrito
en el apartado anterior y se separaron por SDS-PAGE en geles a una concentracion del
12,5%. Tras esto, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (BioRad)
mediate transferencia semi-seca utilizando el sistema Trans-Blot Turbo Transfer (BioRad).
Posteriormente, se bloquearon las uniones inespecificas de la membrana aplicando una
solucién de tampodn fosfato salino (PBS) con Tween al 0,1% (Sigma) y gelatina al 5%
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(Cultek) durante 1 hora a temperatura ambiente (TA). Pasado este tiempo, se realizaron 3
lavados de 5 minutos con PBS-Tween al 0,1% y la membrana se incubo toda la noche a 4°C
con el anticuerpo primario anti-ASH producido en nuestro laboratorio siguiendo la técnica
descrita por Albar et al.!8. Este se prepard diluido 1:1.000.000 en una solucion de PBS-
Tween al 0,05% con gelatina al 1,5%.

Al dia siguiente, la membrana se lavé de nuevo 5 veces con PBS-Tween al 0,1% Yy, para
detectar la sefial, se incub6 durante 1 hora a TA con un anticuerpo secundario (Jackson
Laboratory) de cabra especifico frente a conejo (GAR), conjugado con peroxidasa y diluido
a una concentracion 1:5.000 en una solucion de PBS-Tween al 0,05% con leche al 3%. Para
finalizar, la membrana se lavé de nuevo 5 veces durante 5 minutos con PBS Tween al 0,1%
y la proteina se detectd utilizando el reactivo quimioluminiscente ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent (Thermo Scientific) en el sistema Amersham Imager 600 (GE
Healthcare) (Figura 11D). Tras esto, la cuantificacion de las bandas se realizé mediante el
programa ImageJ'®’.

4.2.5.Evaluacion de los niveles de la subunidad f§ de la hemoglobina

Los niveles de la subunidad B de la hemoglobina (HBB) se determinaron a partir de 1 pl del
suero de los pacientes. Al igual que en los casos anteriores, las muestras de ambas fases se
analizaron juntas en el mismo gel y en condiciones idénticas. A su vez, las proteinas se
separaron por SDS-PAGE en geles a una concentracion del 15% vy se tifieron con el colorante
Coomassie Brilliant Blue G-250 Dye (ICN Biomedicals inc), como se ha descrito
previamente (Figura 11E). Tras esto, los geles se escanearon en el sistema Amersham
Imager 600 (GE Healthcare) y la cuantificacién de las bandas se realizé con el programa
ImageJ'®’.

4.2.6. ldentificacion mediante espectrometria de masas de proteinas extraidas de gel

Para la identificacion y caracterizacion de la banda, las proteinas séricas se separaron por
SDS-PAGE (15%) y se tifieron con el reactivo PageBlue Protein Staining Solution
(Fermentas International). Una vez visualizada, la banda de interés se recort6 del gel con un
bisturi estéril y se envi6é para su analisis al Servicio de Proteémica de la Universidad
Complutense de Madrid (UCM) (Figura 11E).

La proteina fue reducida, alquilada y digerida con tripsina segun lo descrito por Sechi'€,
Posteriormente, se recogié el sobrenadante y se colocé en una placa MALDI con una matriz
de 3 mg/ml de acido a-ciano-4-hidroxicindmico (Sigma) y acetonitrilo al 50%. Tras esto, los
analisis se realizaron en un espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF 4800 Plus
Proteomics Analyzer (Applied Biosystems) en modo reflector, utilizando una polaridad
positiva y con un voltaje de aceleracion de 20.000 V. Ademas, todos los espectros de masas
se calibraron internamente utilizando péptidos procedentes de la autodigestion de la tripsina.

Por ultimo, para la identificacion de la proteina, se busco en la base de datos SwissProt
restringiendo a la taxonomia humana (20370 secuencias; 11359082 residuos) y utilizando el
programa MASCOT 2.6 (http://www.matrixscience.com) a travées del Global Protein Server
v3.6 (ABSciex).
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4.3. Vesiculas extracelulares
4.3.1.Purificacion de vesiculas extracelulares

La purificacion de las VEs se llevd a cabo de diferentes formas en funcion de la muestra
utilizada (Figura 12). Sin embargo, en todos los casos, se verifico su correcto aislamiento
por microscopia electronica, Western blot y analisis del trazado de nanoparticulas (NTA),
siguiendo las recomendaciones del Minimal information for studies of extracellular vesicles
2018 (MISEV2018)'®. Las VEs purificadas se conservaron a 4°C hasta su visualizacion por
microscopia electronica, y a -20°C hasta su caracterizacion mediante Western blot y NTA.

4.3.1.1.Purificacion de vesiculas extracelulares a partir de plasma

La purificacion de las VEs a partir de plasma se realizd mediante una serie de centrifugas y
ultracentrifugas. Para ello, se centrifugaron 2 ml de cada muestra a 12.000 g durante 20
minutos a 10°C, se paso el sobrenadante a los tubos de ultracentrifuga (Beckman Coulter) y
se suplementé con PBS hasta alcanzar un volumen de 20 ml. A continuacion, se
ultracentrifugaron en la ultracentrifuga XL-80 (Beckman Coulter) con el rotor 70Ti
(Beckman, Coulter) a 100.000 g durante 1 hora y 10 minutos a 10°C. Tras esto, para lavar
las vesiculas, se descarto el sobrenadante, se resuspendié el precipitado en 20 ml de PBS y
se volvio a centrifugar a 100.000 g durante 1 hora y 10 minutos a 10°C. Una vez finalizado,
se elimind el sobrenadante y el precipitado, donde estaban contenidas las VEs, se
resuspendié en 100 pl de PBS y se conservd hasta su ulterior uso (Figura 12A).

4.3.1.2.Purificacion de vesiculas extracelulares a partir de suero

La VEs de suero se purificaron utilizando el miRCURY™ Exosome isolation Kit — Serum
and Plasma (Qiagen). En primer lugar, se centrifugaron 0,5 ml de cada muestra a 12.000 g
durante 20 minutos a 10°C y se descart6 el precipitado. Tras esto, se afiadieron 200 pl del
tampon de precipitado al sobrenadante y se incub6 durante 3 horas a 4°C. Consecutivamente,
se centrifugd la muestra a 1.500 g durante 30 minutos a TA y se elimin0 el sobrenadante.
Por ultimo, se le afiadieron 270 pl del tampdn de resuspension al precipitado, donde estaban
contenidas las VEs, y se almaceno hasta su uso (Figura 12B).
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Figura 12. Descripcion gréafica de los protocolos de purificacion de las VEs en funcion de la muestra utilizada. (A)
Plasma. (B) Suero.

4.3.2. Microscopia electronica

La visualizacion de las VEs por microscopia electronica se llevo a cabo a partir de 5 pl de
las vesiculas purificadas previamente y conservadas a 4°C. Para ello, se fijaron en 50 pul de
PBS con paraformaldehido (PFA) al 2% (Sigma) durante 24 horas a 4°C y en agitacion. Tras
esto, las VEs se adsorbieron en rejillas de cobre/carbono (Fedelco) durante 3 minutos a TA,
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se lavaron con agua durante 1 minuto y se contrastaron con acetato de uranilo al 1% durante
30 segundos. Después, las muestras se observaron en el microscopio electronico de
transmision JEOL 1010 (JEOL) de la Facultad de Quimicas de la UCM empleando un voltaje
de 100 kV. Por ultimo, el anélisis para la visualizacion y procesamiento de las iméagenes se
Ilevo a cabo utilizando el programa Soft Imaging Viewer.

4.3.3. Andlisis del trazado de nanoparticulas

El NTA de las VEs de plasma se llevo a cabo con el analizador de nanoparticulas ZetaView
de la empresa Solmeglas Biotechnology Company. Las vesiculas se diluyeron en PBS hasta
un volumen final de 1 ml y las concentraciones Optimas se determinaron evaluando
previamente los niveles de particulas (140-200 particulas/cuadro). Al mismo tiempo, se
seleccionaron los ajustes por defecto del instrumento para las VEs, los liposomas o las
nanoesferas. Para cada medida, se realizaron dos ciclos escaneando 11 posiciones en cada
uno y capturando 60 fotogramas por posicion. Ademas, se ajusto para que la calidad de video
fuera alta.

Por otra parte, el NTA de las VEs de suero se realizd en el Centro Nacional de
Investigaciones Oncoldgicas (CNIO) con un sistema de caracterizacion de nanoparticulas
NS500 (NanoSight) equipado con un laser azul (405 nm) y diluyendo las muestras 1:500.

4.3.4. Determinacion del perfil proteico de las vesiculas extracelulares

La determinacidn del perfil proteico de las VESs se realizé en el Servicio de Protedmica de la
UCM. Para ello, se obtuvieron las VEs de plasma de 10 pacientes adultos con anafilaxia y
se agruparon de dos en dos en cada una de las fases. Por lo tanto, el analisis se llevo a cabo
de forma pareada a partir de 5 grupos de muestras agudas y basales (Figura 13).
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Figura 13. Representacion esquematica de los métodos usados para caracterizar el perfil proteico de las VEs.
4.3.4.1.Digestion de las proteinas y pre-fraccionamiento de los péptidos

En primer lugar, para la digestion de las VEs, se redujeron las proteinas con ditiotreitol
(DTT) durante 1 hora a 37°C. Tras esto, se alquilaron con iodoacetamida durante 1 hora a
TA en oscuridad y, finalmente, fueron digeridas toda la noche a 37°C con tripsina (Roche).

A su vez, los peptidos obtenidos de la digestion fueron pre-fraccionados mediante el uso de
un High pH Reversed-Phase Peptide Fractionation Kit (Thermo Scientific). Estos se
eluyeron en 7 fracciones y se resuspendieron en 12 pl de una solucion compuesta por
acetonitrilo al 2% y acido férmico al 0,1%. Por Gltimo, se almacenaron a -20°C hasta su
analisis mediante espectrometria de masas.

4.3.4.2.Cromatografia liquida y analisis por espectrometro de masas

Las fracciones de peptidos se analizaron mediante cromatografia liquida en fase reversa con
espectrometria de masas en tandem (RP-LC-MS/MS). En concreto, se utilizé un sistema
EASY nLC 1000 (Thermo Scientific) acoplado a un espectrometro de masas Q-Exactive HF
(Thermo Scientific) a través de una fuente de pulverizacion Nano-Easy (Thermo Scientific).
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Paraello, los péptidos obtenidos se cargaron en una columna Acclaim PepMap 100 Trapping
column (20 mm x 75 pum, con una resina C18 de 3 pm y con unos poros de 100 A de tamafio)
con un tampon A (fase mavil con acetonitrilo al 2% y acido formico al 0,1%) y se separaron
con una columna con una punta de pulverizacion integrada Easy Spray Column (500 mm X
75 um, con una resina C18 de 2 um y con unos poros de 100 A de tamafio). Esta separacion
se llevé a cabo a un flujo constante de 250 nl/minuto durante 2 horas en un gradiente del 5
al 35% de tampon B (acetonitrilo al 100% y acido férmico al 0,1%) en tampon A.

4.3.4.3.Cuantificacion de proteinas y andlisis de datos

Todos los datos se adquirieron con el programa Xcalibur 4.0. La identificacion de los
péptidos a partir de los datos brutos para generar los archivos de resultados se llevé a cabo
utilizando el motor de busqueda Mascot v. 2.6.1 a través del programa Protein Discoverer
2.3 (Thermo Scientific). A su vez, estos fueron cargados en el programa Proline 2.0 para la
cuantificacién de las proteinas mediante recuento espectral. Este método consiste en contar
el nimero de espectros que coinciden con los péptidos de la proteina a la que pertenecen
para medir la abundancia en las muestras. Sin embargo, solo se consideraron aquellos
correspondientes a péptidos especificos pertenecientes a una proteina 0 a un grupo y se
excluyeron los compartidos por diferentes grupos de proteinas.

Los datos obtenidos se confrontaron con la base de datos del Proteoma Humano
UP000005640 (93804 secuencias) y con la de posibles contaminantes (247 secuencias).
Ademas, se estimd la tasa de error (FDR) utilizando bases de dato sefiuelo. A su vez, las
puntuaciones de Mascot se ajustaron mediante un algoritmo percolador y los criterios de
aceptacion para la identificacion de proteinas fueron un FDR <1% y al menos un péptido
unico identificado con alto intervalo de confianza (Cl >95%). Ademas, se descartaron todas
las proteinas con menos del doble (aumento o descenso) de tasa de cambio (FC) entre las
dos fases comparadas.

4.3.5. Determinacion de los niveles de proteinas en las vesiculas extracelulares

Los niveles de las proteinas de las VEs se determinaron mediante Western blot. Para ello,
las muestras se prepararon en condiciones reductoras utilizando 30 pl de las VEs purificadas,
10 ul de tampon de carga, 2 ul de azul de bromofenol y 2 ul de B-mercaptoetanol (Sigma).
Sin embargo, para el analisis del CD9 y CD63 se hicieron en condiciones no reductoras. Tras
esto, las proteinas se separaron, detectaron y cuantificaron del mismo modo que lo descrito
en el apartado “determinacién de los niveles de ASH”. Sin embargo, en este caso, la
membrana se bloqued con una solucion de PBS-Tween al 0,1% con leche al 5% (PanReac,
Applichem).

Para evaluar la correcta purificacién de las VEs se utilizaron los anticuerpos primarios anti-
CD9, anti-CD63, anti-Sintenina 1 y anti-TSG101. Sin embargo, para la validacion de las
proteinas derivadas del estudio de protedmica se usaron los anticuerpos primarios anti-
S100A09, anti-CDC42 y anti-Ficolina 2 (Tabla 2). La deteccion de la sefial se llevo a cabo
mediante el uso de los anticuerpos secundarios correspondientes: de conejo frente a raton
(RAM) o GAR (Jackson Laboratory). Por otra parte, los datos obtenidos en los estudios de
validacién se normalizaron respecto a la concentracién de proteinas de las muestras debido
a la ausencia de controles enddgenos fidedignos.
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Anticuerpo Dilucién Tampon de dilucién Especie Casa comercial
Anti-CD9 1:500 PBS-Tween 0,05% Raton Invitrogen
Anti-CD63 1:500 PBS-Tween 0,05% Ratén Invitrogen
Anti-Sintenina 1 1:500 PBS-Tween 0,05% Rat6n Novus Biologicals
Anti-TSG101 1:500 PBS-Tween 0,05% Ratén Abcam
Anti-S100A9 1:1000 PBS-Tween 0,05% Conejo Cell signaling
Anti-CDC42 1:1000 PBS-Tween 0,05% Conejo Cell signaling
Anti-Ficolina 2 1:1000 PBS-Tween 0,05% Conejo Abcam

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para detectar las proteinas de las VEs.

4.4. MicroARNSs
4.4.1. Determinacion del perfil de microARNS séricos circulantes

El perfil de miARNSs séricos circulantes se determind mediante secuenciacion de nueva
generacion (NGS) a partir de muestras agudas y basales de 5 nifios con anafilaxia inducida
por alimentos y de 5 adultos con anafilaxia por medicamentos. Todo el procedimiento se
llevd a cabo en el Servicio de Gendmica de la empresa Qiagen y se resume en la Figura 14.
Ademas, las 10 muestras de cada grupo fueron evaluadas en el mismo lote y en condiciones
idénticas.
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Figura 14. Resumen de los procedimientos realizados para determinar el perfil de miARNSs séricos circulantes.

4.4.1.1.Preparacion de las librerias

El ARN total se aislo a partir de 200 pl de suero mediante el miRNeasy Serum/Plasma Kit
(Qiagen). Ademas, durante la purificacion, se afiadieron 52 secuencias exogenas que
permitieron determinar la eficiencia de la extraccion. A su vez, la preparacion de las
bibliotecas se realizé con el QIAseq miRNA Library Kit (Qiagen) a partir de 5 pl del ARN
aislado. Este se retrotranscribié a &cido desoxirribonucleico (ADN) copia (ADNc), se
amplificd mediante PCR (22 ciclos) y se purificé de las muestras.

Las librerias utilizadas fueron especificas para especies de ARN pequefias comprendidas
entre 15-40 nucle6tidos y se realizaron (por un sistema gel-free) mediante la adiccion de
Unique Molecular Identifiers (UMIs). De este modo, se marcan de forma Unica todos los
fragmentos presentes en la muestra permitiendo una cuantificacion real del ndmero de
moléculas existentes y reduciendo el sesgo originado por la presencia de duplicados
generados en el paso de amplificacion por PCR.

Los controles de calidad de la preparacion de la biblioteca se determinaron utilizando el
Bioanalyzer 2100 o el TapeStation 4200 (Agilent Technologies). Ademas, los niveles de
miARNSs de las librerias se normalizaron en ratios equimolares dependiendo de la calidad de
los insertos y de las medidas de concentracion. Tras esto, las bibliotecas se cuantificaron
mediante PCR cuantitativa (gPCR) y se secuenciaron en un instrumento Illumina
NextSeg500 (10-12 millones de lecturas por muestra).

4.4.1.2.Andlisis de los datos y mapeo de las lecturas

Los datos brutos fueron demultiplexados y se generaron archivos FASTQ para cada muestra
utilizando el programa bcl2fastq (Illumina Inc.). A su vez, Cutadapt (1.11) se utilizd para
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eliminar las secuencias adaptadoras y colapsar las lecturas por UMI con un script interno.
Por ultimo, estas lecturas se mapearon mediante el uso del programa Bowtie2 (2.2.2). El
criterio establecido para este mapeo fue una coincidencia perfecta con las secuencias de los
controles de la técnica o con la base de datos miRbase_20. Ademas, no se permitieron errores
ni méas de 1 desajuste durante el mapeo del genoma.

4.4.2.Extraccion de ARN
Todos los procedimientos de extraccion de ARN se resumen en la Figura 15.
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Figura 15. Descripcién gréafica de los protocolos de extraccion de ARN en funcidn de la muestra utilizada. (A) Suero
(naranja) y VEs (azul). (B) Células.

4.4.2.1.Extraccion del ARN sérico

El ARN total, incluidos los miARNSs, se aisl0 mediante el miRNeasy Serum/Plasma
Advanced kit (Qiagen). Por cada 200 ul de muestra sérica, se anadieron 60 ul de tampoén de
lisis y 1 pl de la mezcla de UniSp2/4/5 (miRCURY LNA RNA Spike-in kit, Qiagen), unos
miARNS sintéticos que sirven como control de calidad de la técnica. Tras esto, se incubaron
durante 3 minutos a TA, se afiadieron 20 pl del tampdn de precipitacion y se realizo una
nueva incubacion de 3 minutos a TA. A continuacion, los tubos se centrifugaron a 12.000 g
durante 3 minutos a TA, se cogio el sobrenadante, se mezclé con un volumen igual de
isopropanol y se pasd a una columna especifica donde quedé retenido el ARN tras una
centrifugacion a 8.000 g durante 15 segundos a TA. Posteriormente, se realizaron 2 lavados
de 15 segundos a 8.000 g con tampones especificos contenidos en el kit, un tercero de 2
minutos con etanol al 80% y se centrifugd a maxima velocidad durante 5 minutos para
eliminar cualquier resto de tampon de lavado. Por ultimo, se anadieron 20 pl de agua libre
de ARNasa a la columna, se incubé durante 1 minuto a TA y se centrifugd a maxima
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velocidad durante 1 minuto para eluir el ARN aislado a un tubo Eppendorf de 1,5 ml, el cual
se almaceno a -80°C hasta su posterior utilizacion (Figura 15A).

4.4.2.2.Extraccién del ARN de las vesiculas extracelulares

El ARN de las VEs también se extrajo con el miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit
(Qiagen). Todo el proceso se llevo a cabo de igual forma que en el caso de la extraccion del
ARN sérico. Sin embargo, el volumen inicial fueron 300 pl, por lo que se utilizaron 90 ul
del tamp6n de lisis y 30 pl del tampon de precipitacion. Ademas, para concentrar mas la
muestra, la elucion final del ARN se realizd con 15 pl de agua libre de ARNasa (Figura
15A).

4.4.2.3.Extraccién del ARN intracelular

La extraccion del ARN intracelular se realizo utilizando el MasterPure Complete DNA and
RNA Purification kit (Lucigen). Las células se lisaron afiadiendo 300 pl del tampon de lisis
con 1 pl de Proteinasa K y utilizando un raspador. El lisado obtenido fue recogido e incubado
a 65°C durante 15 minutos. Después, se mantuvo en hielo durante 5 minutos y se afiadieron
150 pl del tampon de precipitacion. Tras esto, cada muestra se centrifugd a 10.000 g durante
10 minutos a 4°C y se recogio el sobrenadante. A este, se le afiadié un volumen igual de
isopropanol que se mezcl6 por inversion (30-40 veces) y se centrifugd de nuevo a 10.000 g
durante 10 minutos a 4°C. Seguidamente, Se retiré el isopropanol y, para eliminar los restos
de ADN, el precipitado se resuspendi6 en 200 pl del tampdn especifico para la nucleasa de
ADN (ADNasa) con 5 ul de ADNasa | libre de ARNasa. Consecutivamente, las muestras
fueron incubadas a 37°C durante 30 minutos y, tras este tiempo, se afiadieron 200 ul del
tampon de lisis y 200 ul del tampon de precipitacion. Después, se pasaron a hielo 5 minutos
y se centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos a 4°C. Tras esto, se aislo el sobrenadante,
se le afiadio un volumen igual de isopropanol y se mezcld por inversiéon (30-40 veces).
Posteriormente, se centrifugd de nuevo a 10.000 g durante 10 minutos a 4°C y se retiro el
isopropanol con pipeta. El precipitado se lavo dos veces con etanol al 70% vy, tras eliminarlo,
se resuspendid en 20 pl de tampdén TE (trisaminometano 10 mM y EDTA 1 mM) con 1 pl
de inhibidor de ARNasa. Por ultimo, las muestras de ARN se cuantificaron mediante
espectrofotometria utilizando un NanoDrop (Thermo Scientific), se llevaron a una
concentracion de 5 ng/ul y fueron almacenadas a -20°C hasta su ulterior uso (Figura 15B).

4.4.3. Transcripcion inversa

El ARN total se retrotranscribié mediante el uso del miRCURY LNA RT kit (Qiagen). Para
ello, por cada muestra, se afladieron 2 pl del tampon especifico de la reaccion, 4,5 pl de agua
libre de ARNasa, 1 ul de la mezcla de enzimas, 2 pl del ARN obtenido previamente en la
extraccion y 0,5 pl del UniSp6, un miARN sintético que se utiliza como control de calidad
de la transcripcion inversa (RT).

Una vez realizada la mezcla, se colocaron las muestras en el PTC-100 Thermal Cycler (MJ
research, Inc) donde se llevo a cabo la RT durante 60 minutos a 42°. Posteriormente, se
inactivo la reaccion pasandolas a 95°C durante 5 minutos y el ADNc obtenido se conservo a
-20°C hasta su posterior utilizacion.

4.4.4.Cuantificacién de los niveles de microARNSs

La cuantificacion de los niveles de los miARNSs se realizo por gPCR usando el miRCURY
LNA SYBR Green PCR kit (Qiagen). En primer lugar, el ADNc obtenidos de la RT se diluy6
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(1:8 en VEsy 1:30 en suero y células) y se analizo por duplicado en placas de PCR (Thermo
Scientific). En cada pocillo se afiadieron 3 pl de la muestra diluida, 5 pl del 2x miRCURY
SYBR Green Master Mix (Qiagen), 1 ul de agua libre de ARNasay 1 pl de la sonda (Qiagen)
que se quisiera medir (Tabla 3). Entre ellas, se usaron los oligonucle6tidos correspondientes
a los controles de la extraccion, los UniSp2, UniSp4 y UniSp5, que deben aparecer con una
diferencia escalonada de entre 5y 7 ciclos cada uno. Ademas, el UniSp6 se utilizd como
control de calidad de la RT y su amplificacion se deberia detectar alrededor del ciclo 18.
Asimismo, el miR-451ay el miR-23a-3p sirvieron como controles enddgenos de la hemdlisis
y cuando hubo una diferencia mayor de 7 ciclos entre ellos (miR-23a-3p — miR-451a) se
descartd la muestra. A su vez, el miR-30e-5p fue sugerido por el NGS como el mejor
endogeno para la normalizacion de los datos (miR-30e-5p — miR-diana). Por ultimo, se
seleccionaron 12 miARNs diana para estudiar sus niveles séricos: miR-21-3p, miR-487b-
3p, MmiR-191-5p, miR-4433b-5p, miR-483-3p, miR-433-3p, miR-211-5p, miR-139-5p, miR-
133a-3p, miR-885-3p, miR-375-3p y miR-193b-5p.

Sonda Referencia Sonda Referencia
UniSp2 YP00203950 UniSp4 YP00203953
UniSp5 YP00203955 UniSp6 YP00203954
hsa-miR-23a-3p YP00204772 hsa-miR-451a YP02119305
hsa-miR-30e-5p YP00204714 hsa-miR-21-3p YP00204302
hsa-miR-487b-3p YP00204489 hsa-miR-191-5p YP00204306
hsa-miR-4433b-5p YP02118899 hsa-miR-483-3p YP00204012
hsa-miR-433-3p YP00204036 hsa-miR-211-5p YP00204009
hsa-miR-139-5p YP00205874 hsa-miR-133a-3p YP00204788
hsa-miR-885-3p YP00204136 hsa-miR-375-3p YP00204362
hsa-miR-193b-5p YP00204065

Tabla 3. Sondas utilizadas para el andlisis de los miARNs mediante qPCR.

La cuantificacion y el andlisis de la fluorescencia se llevo a cabo en los aparatos
LightCycle96 Real Time PCR System (Roche Life Science) y QuantStudio 12K Flex
(Thermo Scientific) siguiendo un protocolo compuesto por una preincubacion durante 2
minutos a 95°C, 45 ciclos de amplificacién a 56°C 60 segundos y 95°C 10 segundos donde
se mide la fluorescencia, una fase de melting a 95°C 5 segundos, 60°C 60 segundos y 95°C
1 segundo para inactivar la reaccion y una ultima a 37°C durante 30 segundos para enfriar la
placa. Tanto el disefio de la placa como el estudio de los valores obtenidos se realizaron con
los programas LightCycler 96 SW 1.1 y QuantStudio 12K Flex Software v1.24. A su vez,
para el andlisis de los resultados se hizo el promedio de los duplicados y se aplicé el método
de 22t para cuantificar los diferentes datos obtenidos, ya que seguian una distribucion
logaritmica®®.

4.5. Andlisis de biologia de sistemas

En todos los casos, el analisis de biologia de sistemas (SBA) se llevo a cabo in silico
utilizando el programa Ingenuity Pathway Analysis (IPA) de Qiagen. Este, proporciond
diferentes categorias funcionales relacionadas con un listado especifico de genes
seleccionados previamente. Entre ellas, se consideraron las “principales enfermedades y
funciones”, las “principales enfermedades y trastornos” y las “vias de sefalizacion
canodnicas”.

Para el estudio de las VEs se mapearon los genes correspondientes a las proteinas
identificadas por espectrometria de masas. Sin embargo, en el analisis de los miARNS, se
incluyeron todos los genes diana con mas de un 50 de puntuacién en la base de datos miRDB
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(http://mirdb.org/)*®*. En ambos casos, los genes identificados fueron mapeados frente a su
correspondiente objeto genético (GO) en la Ingenuity Pathway Knowledge Base. A su vez,
el IPA calculé su relacion con una determinada funcion bioldgica asigndndole una
puntuacion (z-score) y computd si se encontraba previsiblemente mas aumentada (z>0) o
disminuida (z<0). Ademas, evaluo la significancia de este cambio mediante la prueba de
Fisher a una cola.

Los andlisis de componentes principales (PCA) y los mapas de calor se realizaron a través
de la herramienta web ClustVis (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/)!%2. Ademas, las blsquedas
bibliograficas manuales se llevaron a cabo en las bases de datos UniProt
(https://www.uniprot.org/) y Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). A su vez, las
ilustraciones e imagenes incluidas en esta tesis se desarrollaron con Biorender previa
suscripcion para su exportacion (https://app.biorender.com/).

4.6. Cultivos celulares

Todos los cultivos celulares se desarrollaron en condiciones de esterilidad y se incubaron en
una atmdsfera humidificada, a 37°C y con un 5% de dioxido de carbono (COz). Ademas, el
contaje de las células se llevo a cabo mediante la camara de Neubauer (BRAN) afiadiendo
90 pl de Azul de Tripan (Sigma) a 10 pl de la muestra.

4.6.1.Células endoteliales

Los cultivos celulares se desarrollaron a partir de dos nichos endoteliales distintos: células
endoteliales microvasculares de pulmén humano (HMVEC-L) y células endoteliales
microvasculares de dermis humana (HMVEC-D). En todos los casos, el mantenimiento se
realizé siguiendo los protocolos proporcionados por la casa comercial (Lonza).

En concreto, las HMVEC-L (CC-2527) y las HMVEC-D (CC-2543) se crecieron y
expandieron mediante el uso del EGT-2MV BulletKit Medium (Lonza). Este contiene medio
basal EGM-2 suplementado con suero bovino fetal (FBS), hidrocortisona, factor basico de
crecimiento de fibroblastos humano (hFGF-B), factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), recombinante analogo del factor de crecimiento similar a la insulina-l1 con
sustitucion de Arginina por Glutamina en la posicién 3 (R3-IGF-1), acido ascérbico, factor
de crecimiento epidérmico humano (hEGF) y sulfato de gentamicina/anfotericina (GA-
1000). Ademas, se enriquecié con un 20% de FBS, con 10 pl/ml de heparina y con 5 pl/ml
del factor de crecimiento de células endoteliales (ECGF).

4.6.2.Células mononucleares de sangre periférica

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se purificaron por densidad a partir
de 5 ml de sangre de donantes no atopicos (Figura 16). Para ello, a la muestra se le afiadio
un volumen igual de PBS, se agregaron 5 ml de Pancoll (PAN-Biotech) y se centrifugo a
1.800 revoluciones por minuto (rpm) durante 20 minutos a TA. A su vez, esta centrifugacion
se realizo en ausencia de frenos del rotor para evitar la mezcla de las fases. Tras esto, el
anillo donde estaban contenidas las PBMC se paso a otro tubo y se lavé en dos ocasiones
afiadiendo 10 ml de PBS y centrifugando a 1.500 rpm durante 10 minutos a TA. Por ultimo,
se descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron en medio RPMI 1640
(EuroClone) suplementado con 10% de FBS, penicilina/estreptomicina a 100 pg/ml (Sigma)
y L-glutamina a 2 mM (Invitrogen).
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Figura 16. Representacion esquematica de la purificacion de PBMCs.

4.7. Ensayos funcionales
4.7.1.Ensayos funcionales de las vesiculas extracelulares
4.7.1.1.Tincion de las vesiculas extracelulares con PKH67

El marcaje fluorescente (verde) de las VEs purificadas a partir de plasma se llevo a cabo
utilizando el agente intercalante de membrana PKH67 (Sigma). Para ello, los 100 ul de la
muestra resuspendida en PBS se incubaron durante 5 minutos a TA con 100 pl de una
solucién de PKH67 a 4 uM. Una vez trascurrido este tiempo, la reaccion se bloqued con 200
ul de PBS con BSA al 5% durante 1 minuto a TA. A su vez, para eliminar el exceso de sonda
se us6 una Exosome Spin Column (Invitrogen). Esta columna se hidraté previamente con
600 pl de PBS con EDTA a 5 mM (Sigma) durante 15 minutos a TA. Tras esto, se colocd
en un Eppendorf de 2 ml y se centrifugd a 3.000 rpm durante 2 minutos a TA para eliminar
el exceso de liquido. Una vez realizado este paso, la columna se pasé a un nuevo Eppendorf
de 1,5 ml, se le afiadieron las vesiculas marcadas y se centrifugd a 3.000 rpm durante 2
minutos a TA. Las VEs tefiidas quedaron en el eluido, el cual se conservo a 4°C hasta su uso
(Figura 17).
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Figura 17. Resumen de los procedimientos para la tincion de las VEs.
4.7.1.2.Estudio de la interaccion entre las células endoteliales y las vesiculas extracelulares

La interaccion entre las VEs y las CEs se evalud in vitro mediante inmunofluorescencia y
microscopia confocal. Las HMVEC-L se sembraron en camaras p8 (IBIDI) y se incubaron
durante 5 horas con vesiculas tefiidas con PKH67 (verde). Una vez transcurrido este tiempo,
las células se fijaron con PFA al 4% durante 15 minutos a TA, se lavaron 3 veces con una
solucion de PBS-Tween al 0,1% durante 5 minutos y se permeabilizaron con Triton (Sigma)
al 0,1% durante 5 minutos a 4°C. Tras esto, se realizaron 3 lavados y se bloguearon las
uniones inespecificas afiadiendo una solucion de PBS con BSA al 2% durante 20 minutos a
TA. Posteriormente, los filamentos de actina se tifieron de rojo incubando las células durante
30 minutos con el reactivo Texas-Red-X phallodin (Invitrogen) a una concentracion de 1:40
en una solucién de PBS con BSA al 2%. Una vez finalizado este tiempo, se llevaron a cabo
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3 lavados de 5 minutos con PBS y se hizo una segunda incubacién de 10 minutos con una
solucién de DAPI (Sigma) a una concentracion 1:1000 en H>O milli-Q para tefiir los nucleos
de azul. Por dltimo, se realizaron otros 3 lavados con PBS y se procedié al montaje de los
cubreobjetos en los portaobjetos mediante el FlourSave Reagent (Calbiochem). Una vez
finalizado, las preparaciones se almacenaron a 4°C hasta su visualizacion en el microscopio
confocal invertido LSM 700 (Carl Zeiss).
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Figura 18. Descripcion gréfica de los métodos utilizados para evaluar la interaccion entre las VEs y las CEs.
4.7.1.3.Ensayo de permeabilidad endotelial en respuesta a las vesiculas extracelulares

La formacidn de la monocapa endotelial se evalu6 mediante la medida diaria de la resistencia
eléctrica transendotelial (TEER) por el dispositivo EndOhm (WW Instruments) en Transwell
(TW) de 24 pocillos (Corning). Este sistema se encuentra constituido por una camara y una
caperuza que contienen un par de electrodos por los cuales fluye la corriente permitiendo
determinar los valores de la resistencia en la monocapa de CEs.

Para llevar a cabo este ensayo se hidrataron los TW con FBS durante 1 hora, se sembraron
5x10* células de HMVEC-L y se mantuvieron ocho dias en crecimiento en un medio libre
de VEs. Este se prepar6 utilizando un FBS donde las vesiculas se eliminaron mediante una
ultracentrifugacién de 24 horas a 100.000 g y 10°C. Tras unos dias de siembra, la formacion
de la monocapa se determiné por la estabilizacién de los valores de la TEER. Una vez
confirmado este punto, se disminuyé la concentracidn del FBS libre de vesiculas en el medio
hasta un 0,5% durante 18 horas (deplecién). Posteriormente, se afiadieron las VEs (100
pg/ml de proteina) purificadas a partir de plasma de la fase aguda y basal de pacientes adultos
y se tomaron las medidas de TEER de la monocapa a diferentes tiempos (10, 60, 120 y 300
minutos). Ademas, como control negativo, los valores obtenidos se compararon con los de
células estimuladas con medio EGM-2 + PBS (50/50%). Por otra parte, como controles del
sistema, se utilizaron el AMP ciclico (AMPc) a 30 uM, la trombina a 0,5 uM y el PAF a 10
UM (todos Sigma). En concreto, el AMPc es un estabilizante de la monocapa mientras que
la trombina y el PAF inducen su desestabilizacion (Figura 19).
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Figura 19. Representacion esquematica del ensayo de permeabilidad endotelial en respuesta a las VEs.
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4.7.1.4.Captacion de las vesiculas extracelulares por las células mononucleares de sangre
periférica

La captacion de las VEs por parte de las PBMCs se evaludé mediante citometria de flujo y
microscopia confocal. Todo el protocolo se resume en la Figura 20. Para ello, las células se
sembraron en placas de 24 pocillos y se incubaron durante 4 horas con vesiculas tefiidas con
el PKHG67. A su vez, las PBMCs sin estimular se utilizaron como control. En todos los casos,
se recogieron las células y se precipitaron a 1.500 rpm durante 10 minutos a TA.
Consecutivamente, para lavarlas, se resuspendieron en 1 ml de PBS con FBS al 2% vy se
centrifugaron de nuevo a 1.500 rpm durante 10 minutos a TA. Tras esto, las células se
marcaron durante 20 minutos a 4°C para su estudio por citometria de flujo. Este proceso se
llevé a cabo con 200 pl de una solucion de PBS con FBS al 2% y anticuerpos primarios
(1:40) especificos de ratdn frente a humano (todos BD Biosciences). En concreto, anti-CD3
(APC)y anti-CD4 (PE-Cy7) se utilizaron para identificar a los linfocitos Th, anti-CD14 (PE)
a los monocitos y anti-CD19 (BV421) a los linfocitos B. Transcurrido este tiempo, las
PBMCs marcadas se precipitaron a 1.500 rpm durante 10 minutos a TA y se lavaron de
nuevo con 1 ml de PBS con FBS al 2%. Por Gltimo, se resuspendieron en 400 ul de PBS con
FBS al 2% y se separaron utilizando un citometro de flujo (FACS) de 5 laseres y 17 colores
FACSAria 11 (BD Biosciences). A su vez, los datos obtenidos se analizaron usando el
programa BD FACS Diva Software v. 9.01.

Una vez separadas las diferentes poblaciones, las células se centrifugaron a 1.200 rpm
durante 5 minutos a TA, se resuspendieron en 400 ul de PBS con PFA al 4% y se fijaron
durante 10 minutos a TA. Tras esto, se precipitaron sobre un portaobjetos a 1.000 rpm
durante 10 minutos a TA mediante un Thermo Shandon Cytospin 3 (Thermo Scientific).
Consecutivamente, los cristales se lavaron 10 minutos con PBS y se tifieron los nlcleos de
las células durante 5 minutos con una solucion de los colorantes correspondientes diluidos
1:5.000 en PBS. En concreto, para los linfocitos B se utilizé el DRAQS5 (BioStatus), mientras
que para los linfocitos Th y los monocitos se uso el Hoechst (Invitrogen). Por ultimo, se
realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS y se montaron los cubreobjetos sobre los
portaobjetos con una solucion de PBS con glicerol al 60%. Estas preparaciones se
almacenaron a 4°C hasta su visualizacion en el microscopio confocal FV3000 (Olimpus).
Ademas, el procesamiento de las imagenes obtenidas se llevé a cabo mediante el programa
FV31-SW.

Por otra parte, para comparar la captacion de las VEs entre las diferentes poblaciones de
PBMCs, las células marcadas y resuspendidas en 400 pl de PBS con FBS al 2% se analizaron
mediante el citometro de flujo de 5 laseres y 18 colores CSR Fortessa X-20 (BD
Biosciences). A su vez, la captacion de las VEs se determind en funcion de los niveles de
PKH67 (FITC) en cada una de las poblaciones.
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Figura 20. Resumen de los ensayos utilizados para el estudio de la captacién de VEs por las PBMCs. (1) Incubacién
de las PBMCs con las VEs tefiidas con PKH67. (2) Marcaje de las células con anticuerpos primarios especificos. (3)
Separacion y andlisis de las poblaciones mediante citometria de flujo. (4) Inmunofluorescenciay visualizacion de las células
por microscopia confocal.

4.7.2.Ensayos funcionales de microARNSs en células endoteliales

4.7.2.1.Evaluacion de los niveles de miR-21-3p y miR-487b-3p en respuesta a estimulos de
anafilaxia

Para determinar la posible contribucién de las CEs a la liberacién de miARNSs durante la
anafilaxia se utilizaron las HMVEC-D. Estas células, se incubaron durante 2 horas en
diferentes condiciones: con el medio EGM-2 (control negativo), con un coctel de mediadores
de anafilaxia (control positivo) y con 400 pl de suero de la fase aguda y basal de nifios con
anafilaxia por alimentos. En concreto, los mediadores utilizados en el coctel fueron la
histamina 1 uM, el PAF 10 uM vy la trombina 0,5 uM (todos Sigma).

La evaluacion de los niveles del miR-21-3p y del miR-487b-3 se llevo a cabo a partir de 200
pl de suero de la fase aguda y de la fase basal tanto en el momento inicial como a las 2 horas
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tras el contacto con las CEs. Por otra parte, los niveles intracelulares se determinaron al final
del ensayo (2 horas). El protocolo se detalla en la Figura 21.
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Figura 21. Esquema de los procedimientos realizados para determinar la contribucion de las CEs a los niveles de
miARNs durante la anafilaxia.

4.7.2.2.Transfeccion del miR-375-3p en células endoteliales

El efecto funcional del miR-375-3p se evalu¢ transfectando las HMVEC-D. Para ello, se
utilizé medio Opti-MEM (Thermo Scientific), el reactivo de transfeccion TransIT-X2
Dynamic Delivery System (Qiagen), miARNs controles fluorescentes del mimico y del
inhibidor que no reconocen ningin ARNm (scramble) y un mimico e inhibidor del miR-
375-3p.

En primer lugar, se sembraron las células y se dejaron crecer durante 24 horas para que
alcanzaran una confluencia del 70-80%. Al dia siguiente, se prepararon las mezclas del
reactivo de transfeccion con los miARN (50 mM) en medio Opti-MEM vy se esperé 30
minutos a que se formaran los complejos de transfeccién. Tras esto, se afiadieron a las CEs
y se dejaron incubando durante 72 horas. Una vez pasado este tiempo, se llevaron a cabo los
estudios moleculares y funcionales de las células transfectadas (Figura 22).

El correcto desarrollo de la transfeccion se confirmé mediante gPCR y microscopia confocal.
En el primer caso, se extrajeron los miARNSs intracelulares y se midieron los niveles del
miR-375-3p. En el segundo, las células se fijaron y tifieron de igual manera a lo descrito
previamente para las VEs. La transfeccion se confirmd mediante la visualizacion del
scramble fluorescente (verde) en el interior de las CEs.

A su vez, para evaluar la viabilidad de las células incubadas con el inhibidor del miR-375-
3p, se llevo a cabo la transfeccion de las HMVEC-D con concentraciones decrecientes de
esta molécula (50, 25, 10, 5, 1, 0,5, 0,1 mM) y se valoro el estado de la monocapa endotelial
por medio de imagenes de inmunofluorescencia.
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Figura 22. Descripcion gréafica del protocolo de transfeccion.
4.7.2.3.Ensayo de permeabilidad endotelial en células transfectadas con el miR-375-3p

Para determinar el efecto del miR-375-3p en la sefializacion del AMPc, las HMVEC-D se
transfectaron sobre los TW. A su vez, la permeabilidad endotelial se evalu6 midiendo los
cambios de la TEER a diferentes tiempos (10, 30, 45, 60, 90, 120 y 180 minutos), al igual
que en el caso de las VEs. En cada medida, como control negativo, se registraron los valores
de resistencia de las CEs basales (solo medio de cultivo), de las incubadas con el reactivo de
transfeccion y de las transfectadas con los scramble fluorescentes. Ademas, el efecto del
miR-375-3p se determind en células transfectadas con su mimico y su inhibidor. Todas las
condiciones se incubaron con medio EGM-2, como control, y con AMPc (Figura 23).
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Figura 23. Resumen del ensayo de permeabilidad endotelial en células transfectadas con el miR-375-3p.

4.8. Analisis estadisticos

El anélisis de los datos y su representacion grafica se realizaron con los programas Graph
Pad Prism 8 y/o R 3.5.3. Ademas, el umbral de significacion estadistica se establecid en p:
<0,05.

En todos los casos, las variables cualitativas se describieron como la frecuencia y el
porcentaje. Sin embargo, en las variables cuantitativas siempre se evalué primero la
distribucion de los datos mediante pruebas de normalidad. Una vez determinado este
aspecto, cuando los valores presentaban una distribucion normal se utilizaron analisis
paramétricos y se representaron con la media y el error estandar de la media (SEM). Por otra
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parte, cuando los datos no cumplian con la normalidad se usaron pruebas no paramétricas y
se ilustraron con la medianay el rango intercuartilico (RIQ).

4.8.1. Analisis de las proteinas séricas circulantes

Todos los datos de las proteinas séricas circulantes siguieron una distribucion no normal por
lo que los andlisis se realizaron con pruebas no paramétricas. Para determinar las diferencias
significativas entre los valores obtenidos en la fase aguda y la basal de cada grupo se utilizo
la prueba pareada de los rangos con signo de Wilcoxon. Sin embargo, para la comparacion
entre grupos, se utilizaron pruebas no pareadas y los datos se normalizaron en cada paciente
atribuyendo el valor de 1 a la fase basal y el aumento o descenso proporcional a la condicion
aguda (ratio aguda/basal). Para evaluar las diferencias significativas entre los pacientes con
anafilaxia y aquellos con reacciones de Grado 1 se aplico la prueba U de Mann-Whitney.
Sin embargo, cuando se analizaron tres 0 mas grupos, se utilizé la prueba de comparacion
multiple de Kruskal-Wallis con test de Dunn. Ademas, para establecer la relacion lineal entre
las diferentes variables se realizo la prueba de correlacion de Spearman.

4.8.2. Analisis de las vesiculas extracelulares

El anélisis de los datos obtenidos por espectrometria de masas se llevé a cabo en el servicio
de protedmica de la UCM. Las proteinas se consideraron estadisticamente diferenciales con
un p valor <0,01. Para ello, los datos de los espectros se importaron al programa R donde se
realizd un analisis estadistico con pruebas binomiales pareadas de acuerdo con lo descrito
por Pham et al.!®3, A su vez, el grafico de volcan se realizo con el programa Graph Pad
Prism 8.

Para estudiar los valores obtenidos durante la caracterizacion de las VEs de plasma de
adultos con anafilaxia se usaron pruebas paramétricas y no paramétricas en funcion de la
distribucion de los datos. En concreto, para el tamafio de las vesiculas se uso la prueba de t
de Student pareada, mientras que para la concentracién se utilizé la prueba pareada de los
rangos con signo de Wilcoxon. A su vez, para la caracterizacion de las VES de suero en nifios
con anafilaxia por alimentos se aplicaron solo pruebas paramétricas y ambas comparaciones
se llevaron a cabo con la prueba de t de Student pareada. Sin embargo, cuando se incluyeron
las vesiculas purificadas a partir de suero de pacientes adultos se utilizaron pruebas no
paramétricas y tanto el tamafio como la concentracion se analizaron con la prueba pareada
de los rangos con signo de Wilcoxon.

Por otra parte, para la validacion de los resultados de protedmica, los niveles de las proteinas
en las VEs se normalizaron en cada paciente atribuyendo el valor de 1 a la fase basal y el
aumento o descenso proporcional a la condicion aguda (ratio aguda/basal). Tras esto, las
comparaciones entre ambas fases se llevaron a cabo con la prueba pareada de los rangos con
signo de Wilcoxon.

A su vez, los analisis de los ensayos funcionales de las VEs se realizaron con pruebas
paramétricas y no paramétricas. En concreto, cuando se contrastaron mas de 2 variables en
el ensayo de permeabilidad se utilizo el analisis de varianzas (ANOVA) con test de
Bonferroni. Sin embargo, para las comparaciones entre la fase aguda y basal se uso la prueba
de t de Student pareada. Por otra parte, para evaluar la captacion de las VEs por los monocitos
se utilizé la prueba pareada de los rangos con signo de Wilcoxon, mientras que para los
linfocitos B se aplico la prueba de t de Student pareada.
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4.8.3. Analisis de los microARNSs

Los datos obtenidos mediante NGS se analizaron en el servicio de protedmica de la UCM
por medio del programa R 3.5.3. La normalizacién y la cuantificacion relativa de estos
valores se realizo con el paquete Prostar (http://live.prostar-proteomics.org/) distribuido por
Bioconductor e implementado en R. Sin embargo, el grafico de volcan se realizé con el
programa Graph Pad Prism 8.

Los datos de abundancia del NGS fueron transformados (logz) en el software R 3.5.3 para
obtener una distribucion simétrica antes del andlisis estadistico. Ademas, todos aquellos
miARNs que no fueron detectados en al menos dos muestras por condicion fueron
descartados. Por otra parte, las matrices se normalizaron con el método Cyclic Loess debido
a que disminuye las varianzas sistémicas y aumenta la eficiencia en la deteccion de cambios
en los niveles de miARNSs!®, Tras esto, se utilizé la prueba pareada de t de Student para
determinar los niveles significativamente diferenciales entre ambas condiciones, ya que
clasifica las moléculas en base a su expresion minimizando los sesgos en los datos!®. No
obstante, a causa de las variaciones entre los pacientes y a la no deteccion en parte de las
muestras, pocos miARNSs fueron detectados con FDR, por lo que no se tuvo en cuenta este
criterio estadistico a la hora de seleccionar las dianas de validacion.

Para la validacion de los miARNs por gPCR, y su estudio en las VEs, los niveles de cada
paciente se normalizaron atribuyendo el valor de 1 a la fase basal y el aumento o descenso
proporcional a la condicién aguda (ratio aguda/basal). Ademas, en aquellos sujetos con datos
faltantes en alguna de sus condiciones por no encontrarse dentro del rango de sensibilidad
del dispositivo, los valores fueron imputados, segun fuera preciso, con la ratio maxima o
minima detectada. Asimismo, las comparaciones entre ambas fases se llevaron a cabo en
todos los casos con la prueba pareada de los rangos con signo de Wilcoxon.

Sin embargo, para el estudio de los datos obtenidos en los ensayos funcionales se usaron
pruebas tanto paramétricas como no parameétricas en funcién de la distribucién de los datos.
Concretamente, en el caso del miR-21-3p y del miR-487b-3p, los cambios en los niveles
séricos antes y después del contacto con las CEs se analizaron con la prueba pareada de los
rangos con signo de Wilcoxon. Sin embargo, para la comparacion entre los niveles
intracelulares se usé la prueba de t de Student. Por otra parte, para el analisis del miR-375-
3p se utilizaron solo pruebas paramétricas y todos los estudios se llevaron a cabo con la
prueba de t de Student.
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5.1. Proteinas séricas circulantes en anafilaxia: diagnéstico personalizado
y cuantificacion indirecta de la extravasacion en humanos

5.1.1. Caracteristicas de los pacientes y de sus reacciones de hipersensibilidad

Con motivo de estudiar las proteinas séricas circulantes en anafilaxia se utilizaron muestras
de 150 pacientes con reacciones de hipersensibilidad (Tabla 4). Esta poblacién oscilaba
entre los 5 y 81 afios y més de la mitad eran mujeres. En cuanto a las reacciones, tres de cada
cuatro se clasificaron como anafilaxia (eventos de Grado 2 y Grado 3) y los desencadenantes
mas comunes fueron los medicamentos. Precisamente, todos los casos de Grado 1 fueron
causados por estos alérgenos y solo mostraron alteraciones en la piel y las mucosas. Sin
embargo, en los pacientes con anafilaxia, los sintomas més frecuentes fueron los cutaneos y
respiratorios, seguidos de los de las mucosas, de los digestivos, de los cardiovasculares y,
por ultimo, de los nerviosos. No obstante, en las reacciones de Grado 3 las manifestaciones
mas comunes fueron las cardiovasculares y las cutaneas.

Total Grado 1 Grado 2 Grado 3 Anafilaxiat P valor.
NUmero 150 38 83 29 112 -
Género (mujeres) 61% 68% 59% 58% 62% 0,3394
Edad (afios) + SEM 395+1,5 46,0 £3 344+19 428+35 373+1,7 *0,0382
Atopia 49% 29% 58% 48% 55% *0,0083
Alergias basales 46% 29% 58% 48% 55% *0,0083
Asma 27% 13% 35% 21% 31% *0,0339
Rinitis 37% 21% 47% 31% 43% *0,0197
Dermatitis atopica 6% 0% 6% 14% 8% 0,1157
Desencadenante
Medicamentos 66% 100% 52% 62% 55% *<0,0001
AINES 45% 50% 47% 28% 41% 0,3504
Antibioticos 37% 42% 34% 33% 34% 0,4348
Contraste 5% 3% 5% 11% 7% 0,4496
Quimioterapia 7% 0% 7% 22% 11% *0,0374
Otros- 6% 5% 7% 6% 7% 0,7387
Alimentos 29% 0% 40% 35% 38% *<0,0001
Frutos secos 23% 0% 21% 30% 23% *0,0008
Pescado/Marisco 23% 0% 25% 20% 23% *0,0008
Fruta 14% 0% 15% 10% 14% *0,0122
Leche 19% 0% 21% 10% 19% *0,0013
Huevo 14% 0% 12% 20% 14% *0,0122
Otros:: 7% 0% 6% 10% 7% 0,1921
Otrost 5% 0% 8% 3% 7% 0,1921
Sintomas
Piel 89% 92% 87% 90% 88% 0.5698
Mucosa 49% 42% 53% 45% 51% 0.4528
Digestivo 37% 0% 49% 52% 50% *<0.0001
Respiratorio 64% 0% 88% 79% 86% *<(.0001
Neurolégico 19% 0% 19% 41% 25% *0.0004
Cardiovascular 23% 0% 11% 86% 30% *<0.0001
Tratamiento§ 62% 24% 75% 73% 79% *<0.0001
Adrenalina 61% 11% 61% 83% 67% *<0.0001
Antagonista de HIR 81% 100% 79% 78% 79% *0.0013
Antagonista de H2R 18% 11% 11% 39% 19% 0.3173
Corticoesteroides 80% 100% 75% 83% 7% *0.0008
Agonista de f24 17% 0% 20% 17% 19% *0.0051

Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes y de sus reacciones de hipersensibilidad. 1 Pacientes con reacciones de Grado
2 y Grado 3. | Diferencias estadisticas entre los pacientes con reacciones de Grado 1 y aquellos con anafilaxia (*: p valor
<0,05). -+ Anafilaxias inducidas por analgésico, anestésicos, inhibidores de la bomba de protones (IBP) o inhibidores de la
enzima convertidora de la angiotensina (IECAS). :: Anafilaxias por mostaza o miel. { Anafilaxias idiopaticas, por picadura
de insectos o por vacunas. § Porcentaje de pacientes tratados antes de la obtencion de la muestra aguda. En el resto de los
sujetos se administro la medicacion después de recoger la muestra aguda. AINES: antiinflamatorios no esteroideos, H1R:
receptor 1 de la histamina, H2R: receptor 2 de la histamina, B2A: receptores adrenérgicos 2.
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Por otra parte, en mas de la mitad de los pacientes se administro el tratamiento antes de la
obtencion de la muestra aguda, ya que siempre se priorizo la salud de los individuos. En
estos casos, los antihistaminicos y los corticoesteroides fueron los farmacos més utilizados,
seguidos de la adrenalina y de los agonistas de los receptores adrenérgicos 2.

5.1.2.La relacion entre los niveles agudos y basales de triptasa sérica presenta una
mejor capacidad diagnostica de la anafilaxia

En primer lugar, se determinaron los niveles de la triptasa sérica, el principal biomarcador
de anafilaxia utilizado en la préactica clinica. Los resultados obtenidos revelaron que la
concentracion de esta proteina aumentaba significativamente en los pacientes con anafilaxia
(casos de Grado 2 y Grado 3) durante la fase aguda en comparacion con la basal (Figura
24A). Sin embargo, no se elevaba en aquellos con reacciones de Grado 1 (Figura 24B).
Ademas, al comparar la relacion entre la fase aguda y basal de los niveles de triptasa (ratio
agudo/basal) se observd un incremento significativo, y de méas del doble, en los pacientes
con anafilaxia respecto a los de Grado 1 (Figura 24C). A su vez, estas ratios aumentaban de
manera acorde a la gravedad de la reaccion, elevandose un 60% en los casos de Grado 2 y
un 240% en los de Grado 3 (Figura 24D).
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Figura 24. Los niveles de triptasa sérica aumentan durante la anafilaxia acorde a la gravedad de la reaccion. (A)
Comparacion de las concentraciones de triptasa sérica en los pacientes con anafilaxia y estratificando entre aquellos con
reacciones de Grado 2 y Grado 3 (****p: <0,0001). (B) Medidas de triptasa sérica en los individuos con reacciones de
Grado 1 (**p: 0,0029). (C) Comparacién de la ratio (agudo/basal) entre los pacientes con reacciones de Grado 1y aquellos
con anafilaxia (****p: <0,0001). (D) Diferencias en las ratios de triptasa sérica en funcion de la gravedad de la reaccion
(**p: 0,0091, ****p: <0,0001).

Por otra parte, se evalud la capacidad diagnoéstica de la triptasa sérica en cada uno de los
umbrales propuestos en la bibliografia. En concreto, se compar6 el aumento del valor agudo
(>11,4 pg/L) respecto a las aproximaciones que tenian en cuenta los niveles basales (20% +
2 ng/L 'y 135%). Los resultados obtenidos demostraron una mayor sensibilidad y una mejor

correlacion con los sintomas clinicos de la anafilaxia cuando se consideraba el estado basal
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de los individuos. Precisamente, mas del doble de los pacientes fueron clasificados
correctamente utilizando el incremento del 135% en la fase aguda (Tabla 5).

11,4 pg/L 20% + 2 pg/L 135%%8
Grado 1 3% 0% 8%
Grado 2 14% 27% 47%
Grado 3 41% 52% 76%
Anafilaxia 21% 34% 55%
Sensibilidad 21% 34% 55%
Especificidad 97% 100% 92%

Tabla 5. La medicina personalizada de los pacientes con anafilaxia mejora la capacidad diagndstica de la triptasa
sérica. Porcentaje de pacientes considerados positivos en cada grupo segtn los diferentes umbrales de referencia propuestos
para la triptasa sérica. Aumento de su valor agudo (11,4 pg/L) o en comparacion con su estado basal (20% + 2 pg/L o
135%). La sensibilidad y especificidad en el diagndstico de la anafilaxia se indican en cada punto de corte.

5.1.3. La concentracion de proteinas séricas disminuye durante la anafilaxia

El aumento de la permeabilidad vascular es una de las principales alteraciones
fisiopatoldgicas acontecidas en la anafilaxia. Este proceso se rige por el principio de Starling
y provoca modificaciones en los niveles de varias proteinas circulantes. Por lo tanto, medir
el cambio en la concentracion de proteinas sericas durante la fase aguda permitiria
cuantificar indirectamente la extravasacion subyacente a la reaccion anafilactica.

Precisamente, el analisis realizado en los individuos de Grado 1 no revel6 ningn cambio en
la concentracidn de proteinas séricas entre ambas fases (Figura 25A). Sin embargo, en los
pacientes con anafilaxia, se observo un descenso significativo de este pardmetro durante la
fase aguda respecto a la basal (Figura 25B-C). Ademas, la comparacion de las ratios
(agudo/basal) de la concentracion de proteinas séricas mostrd que los valores obtenidos en
los individuos con anafilaxia disminuian un 6% frente aquellos de Grado 1 (Figura 25D).
Asimismo, este descenso ocurria de manera acorde a la gravedad de la reaccion, siendo del
4% en los casos de Grado 2, del 11% en los de Grado 3 y no modificandose en los de Grado
1 (Figura 25E). No obstante, no se vio ninguna correlacion entre la disminucion de este
parametro y el aumento de los niveles de triptasa sérica (R: -0,1638; p: 0,0872).
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Figura 25. La concentracion de proteinas séricas desciende durante la anafilaxia acorde a la gravedad de la reaccion.
(A) Determinacion de la concentraciéon de proteinas séricas en los individuos con reacciones de Grado 1. ns: no
significativo. (B) Medidas de la concentracion de proteinas séricas en el total de pacientes con anafilaxia (****p: <0,0001),
asi como estratificando entre aquellos de Grado 2 (**p: 0,0015) y Grado 3 (***p: 0,0005). (C) Perfil de proteinas séricas
de las fases agudas (A) y basales (B) de tres pacientes representativos con anafilaxia (P1, P2 y P3). kDa: kilodalton, PM:
peso molecular. (D) Comparacién de las ratios (agudo/basal) de la concentracion de proteinas séricas entre los individuos
con reacciones de Grado 1y los pacientes con anafilaxia (**p: 0,0044). (E) Diferencias en las ratios de la concentracion
de proteinas séricas en funcién de la gravedad de la reaccion (**p: 0,0009).

5.1.4.Los niveles de albimina sérica humana descienden durante la anafilaxia

A causa del descenso de la concentracion de proteinas séricas, se midieron los valores de la
ASH, ya que ésta supone mas del 50% del total de las proteinas presentes en el suero,
Precisamente, los niveles de la ASH disminuyeron significativamente durante la fase aguda
en los pacientes con anafilaxia y se correlacionaron con la reduccion de la concentracion de
proteinas séricas observada previamente (Figura 26A-B). Sin embargo, no se encontrd
ninguna relacién con el aumento de la triptasa (R: -0,09407; p: 0,3283). Asimismo, se
midieron los valores de la ASH en funcién de la gravedad de la reaccion, caracterizandose
un descenso significativo durante la fase aguda en los casos de Grado 2 y de Grado 3, pero
no en los de Grado 1 (Figura 26C). A su vez, como ocurria con la concentracion de proteinas
séricas, las ratios (agudo/basal) de la ASH fueron un 8% menores en los pacientes con
anafilaxia que en los de Grado 1 (Figura 26D). En concreto, este descenso ocurria de manera
acorde a la gravedad de la reaccién, no modificAndose en los casos de Grado 1 y
reduciéndose un 6% y 15% en aquellos de Grado 2 y Grado 3 (Figura 26E).
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Figura 26. Los niveles de la ASH descienden durante la anafilaxia acorde a la gravedad de la reaccién. (A)
Comparacion de los valores de ASH entre la fase aguda y basal de los pacientes con anafilaxia (****p: <0,0001). UA:
unidades arbitrarias. (B) Correlacion entre la ratio (agudo/basal) de la ASH y de la concentracidn de proteinas séricas
(****p: <0,0001). (C) En los paneles superiores se muestran los Western blot de la ASH en las fases agudas (A) y basales
(B) de tres pacientes representativos (P1, P2 y P3) de cada grupo (Grado 1, Grado 2 y Grado 3). En los inferiores se observan
los graficos de la cuantificacion de sus valores en los pacientes de Grado 1, Grado 2 (****p: <0,0001) y Grado 3 (****p:
<0,0001). ns: no significativo. (D) Comparacion de las ratios de la ASH entre los pacientes con anafilaxia y aquellos con
reacciones de Grado 1 (***p: 0,0005). (E) Estratificacion de las ratios de la ASH en funcién de la gravedad de la reaccion.
Grado 1 vs. Grado 2 (*p: 0,0416), Grado 1 vs. Grado 3 (****p: <0,0001), Grado 2 vs. Grado 3 (*p: 0,0106).

Por otra parte, dado que las reacciones de anafilaxia incluyen una gran variedad de signos y
sintomas, se compararon las ratios de la ASH en funcién de los 6rganos y/o sistemas
afectados. En el caso de las reacciones de Grado 1, las cuales incluian manifestaciones de la
piel y de las mucosas, no se observo ningun cambio. Sin embargo, en los pacientes de Grado
2 se vio una disminucion del 6%, 7% y 10% de la ASH en aquellos con sintomas
respiratorios, digestivos o neurolégicos, respectivamente. Por ultimo, las reacciones de
Grado 3 mostraron el mayor descenso de esta proteina, siendo del 11% en los pacientes con
problemas respiratorios y del 17% en aquellos con alteraciones cardiovasculares (Figura

27).
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Figura 27. Ratio (agudo/basal) de la ASH en las reacciones de Grado 1, Grado 2 y Grado 3 en funcién de los
organos/sistemas afectados. Grado 1P vs. Grado 3C (***p: 0,0003), Grado 1M vs. Grado 3C (*p: 0,011). Grado 1P (N:
22), Grado 1M (N: 16), Grado 2R (N: 72), Grado 2D (N: 40), Grado: 2N (N: 17), Grado 3R (N: 10), Grado 3V (N: 22). P:
piel, M: mucosa, R: respiratorio, D: digestivo, N: neuroldgico, C: cardiovascular.

5.1.5.La subunidad p de la hemoglobina aumenta en la fase aguda de los pacientes con
reacciones de hipersensibilidad

La visualizacion del perfil de proteinas séricas mediante SDS-PAGE revelo el aumento de

una proteina de 14 kDa durante la fase aguda (Figura 28A). Esta banda fue caracterizada y

se identificé como la HBB (Figura 28B). Curiosamente, esta proteina forma parte de la

hemoglobina, cuyas medidas fueron utilizadas por Fisher en 1986 para cuantificar, por

primera vez, la extravasacion subyacente a la anafilaxia en humanos®.
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Figura 28. Identificacion y caracterizacion de la HBB. (A) Perfil de proteinas séricas de las fases agudas (A) y basales
(B) de dos pacientes representativos con anafilaxia (P1 y P2). El rectangulo indica la proteina HBB. kDa: kilodalton, PM:
peso molecular. (B) Espectro peptidico obtenido por espectrometria de masas. El eje X representa la masa del péptido
(m/z), mientras que el eje Y muestra el porcentaje de intensidad (%).

El andlisis llevado a cabo en los individuos con reacciones de Grado 1 revel6 un aumento de
la HBB durante la fase aguda (Figura 29A). A su vez, esta elevacion también se observé en
el total de los pacientes con anafilaxia, asi como al evaluar de manera independiente los de
Grado 2 y Grado 3 (Figura 29B-C). Sin embargo, no se encontraron diferencias ni al
comparar las ratios (aguda/basal) de la HBB entre los casos de Grado 1y de anafilaxia, ni al
estratificar en funcién de la gravedad de la reaccion (Figura 29D-E). Ademas, tampoco se
vio ninguna correlacion con la triptasa sérica (R: 0,1308; p: 0,1308), con la concentracion
de proteinas (R: -0,0005; p: 0,9948) o con la ASH (R: -0,1409; p: 0,0855).
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Figura 29. Los niveles séricos de la HBB aumentan en las reacciones de hipersensibilidad. Determinacién de los
niveles de la HBB en la fase aguda y basal de los individuos con reacciones (A) de Grado 1 (*p: 0.0148), (B) de Grado 2
(****p: <0,0001), de Grado 3 (**p: 0,0012) y (C) en el total de pacientes con anafilaxia (****p: <0,0001). UA: unidades
arbitrarias. (D) Comparacion de la ratio (aguda/basal) de HBB entre los individuos con reacciones de Grado 1 y con
anafilaxia. ns: no significativo. (E) Estratificacion de los niveles de HBB en funcién de la gravedad de la reaccion.
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5.2. Caracterizacion del perfil proteémico de las vesiculas extracelulares
de pacientes con anafilaxia y estudio de su papel en las bases
moleculares de la reaccion

5.2.1.Pacientes utilizados para el estudio de las vesiculas extracelulares en anafilaxia

El estudio de las VEs se realizd en 80 muestras pareadas de plasma obtenidas a partir de 40
pacientes adultos con anafilaxia, cuyas caracteristicas clinicas se detallan en la Tabla 6.

Paciente Desencadenante Sintomas Signos Gravedad Tratamiento
Género Edad | Grupo  Especifico |P M D R N C| Fc SatO; Grado Epi HIR H2R Cort B2A
M 44 Me AINES X X X - - 2 X X
H 56 Me AINES X X X X 93 93% 2
HO 42 Al Huevo X X X x| - - 3
M 65 Me Antibiético | x X X X 68 95% 2
M@ 51 Me Antibiotico | x x| 90 95% 2 X X
M@ 38 Me Antibiotico | x X 80 98% 2
H® 44 Me AINES X X 102 98% 2
M 31 Me Quimioterapia | x X X 72 88% 3 X X X
M 49 Me Antibidtico | x x x X 70 94% 2 X X
M® 46 Me AINES X X x x| - - 3 X X X X
M®) 20 Al Frutos secos X X x | 105 66% 3 X
HW 57 ot Idiopatica | x x X 100 95% 2
M 57 Me IBP X X X - - 2 X X X
M 29 Me Analgésico | x X x| 70 99% 3
H a7 Me AINES X X X x[112 98% 3 X X X
H® 50 Me Antibiotico | x X X X x| 90 92% 3 X X X
M 25 Me Antibiético | x X 85 - 2 X X
H a7 Me AINES X X x| 78 89% 3 X X X
H 42 Ot Vacuna X X X 70  97% 2 X X X X
M 51 Al Pescado X X X X 70  97% 2 X X X
M 56 Me Antibiético | x X x| 130 70% 3 X X X X
M 49 Me AINES X X 103  98% 2 X X X
H 51 Me Antibiético | x X X - 98% 2 X X X
H®) 73 Me Contraste | x X x x| - - 3 X X X
H® 22 Me Contraste | x x X 71 98% 2 X X X
M 25 Ot Picadura X X X x | 110 - 3 X X X X
M 39 Al Pescado X X - - 2
M 22 Me Antibiético | x X X X |1130 91% 3 X X
M 33 Al Frutos secos | x X X 93  98% 2 X X X X
H 62 Me IECAS X X X 98 96% 2 X X X X
M 47 Me Antibiético | x X X X x| 8 97% 3
M 76 Me Analgésico | x X X x| 76  93% 3 X X X
H 45 Al Miel X X X X 84 98% 2 X X X X
M 36 Al Fruta X X X x | 100 98% 2
M 25 Al Fruta X X X |132 96% 2 X X
H 33 Me AINES X X 128 95% 2 X X X X
M 37 Me Antibiético | x X X X x]|100 94% 2 X
M 49 Ot Vacuna X X X X X - 98% 2 X X X
H 69 Me Quimioterapia | X X X x 120 80% 3 X X X X

Tabla 6. Caracteristicas clinicas de los adultos con anafilaxia utilizados para el estudio de las VEs. M: mujer, H:
hombre. Me: medicamentos, Al: alimentos, Ot: otros. AINES: antiinflamatorios no esteroideos, IBP: inhibidores de la
bomba de protones, IECAS: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina. Fc: frecuencia cardiaca, SatO::
saturacion de oxigeno. P: piel, M: mucosa, D: digestivo, R: respiratorio, N: neuroldgico, C: cardiovascular. Epi:
adrenalina/epinefrina, H1R: antagonista de los receptores 1 de la histamina, H2R: antagonista de los receptores 2 de la
histamina, Cort: corticoides, p2A: agonista de los receptores B2 adrenérgicos. Los pacientes utilizados para el estudio
proteémico de las VES por RP-LC-MS/MS se sefialan en negrita, mientras que los ndmeros (*-°) indican aquellos analizados
en conjunto.

Esta poblacion estaba comprendida entre los 20 y los 76 afios (44,6 + 2,3) y mas de la mitad
eran mujeres (60%). Los principales desencadenantes de las reacciones fueron los
medicamentos (70%) y los alimentos (20%). A su vez, el 62% de los casos se clasificaron
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como Grado 2, mientras que el 38% restante se catalogaron como Grado 3. Entre las
diferentes manifestaciones, las cutneas (88%) y las respiratorias (83%) fueron las méas
frecuentes, seguidas de las digestivas (53%), de las cardiovasculares (45%), de las mucosas
(38%) y, por ultimo, de las nerviosas (28%). Ademas, el 78% de los pacientes fueron tratados
antes de la obtencion de la muestra aguda. En concreto, los antihistaminicos (65%) y los
corticoides (65%) fueron los farmacos mas utilizados en estos casos, seguidos de la
adrenalina (53%) y, por ultimo, de los agonistas de los receptores adrenérgicos 2 (15%).

5.2.2.Caracterizacion de las vesiculas extracelulares de los pacientes con anafilaxia

La caracterizacion de las VEs de plasma de pacientes con anafilaxia se llevd a cabo
utilizando diferentes técnicas. En primer lugar, su visualizacion mediante microscopia
electronica revelo particulas de entre 50 y 100 nm de tamafio (Figura 30A). A su vez, el
NTA, mostr6 una poblacion heterogénea con un pico a 200 nm (Figura 30B). No obstante,
no se encontraron diferencias ni en el tamafio ni en la concentracion de particulas entre las
VEs purificadas de la fase aguda y aquellas de la basal (Figura 30C-D). Asimismo, su
correcta purificacion se confirmé mediante la inmunodeteccion de las moléculas CD9,
CD63, TSG101 y Sintenina 1, siendo todas ellas consideradas marcadores fidedignos de las
VEs (Figura 30E).
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Figura 30. Caracterizacion de las VEs purificadas a partir de plasma de pacientes con anafilaxia. (A) Imagenes de
microscopia electronica de las VEs obtenidas durante la fase aguda y basal. Escala: 200 nm. (B) Diagrama del tamafio y de
la concentracidn de particulas en las muestras analizadas por NTA. Comparacion del (C) tamafio y de la (D) concentracion
entre las VEs de la fase aguda (N: 7) y basal (N: 7). (E) Inmunodeteccion de marcadores especificos (CD63, TSG101,
Sintenina 1y CD9) en las VEs de la fase aguda (N: 3). kDa: kilodalton.

5.2.3. Perfil protedmico de las vesiculas extracelulares de los pacientes con anafilaxia

El perfil protedmico de las VEs de plasma se determind mediante espectrometria de masas
a partir de las vesiculas purificadas de muestras agudas y basales de 5 grupos de pacientes
adultos con anafilaxia. En total, se identificaron 1205 proteinas (Anexo I11), de las cuales,
tras el correspondiente anlisis estadistico 99 presentaron diferencias significativas (p:
<0,01) entre ambas condiciones (Tabla 7, Figura 31A). En concreto, 83 de ellas aumentaron
durante la fase aguda, mientras que las otras 16 disminuyeron (Figura 31B). Ademas, un
23% habian sido relacionadas previamente con anafilaxia. A su vez, el PCA realizado con
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los datos obtenidos revel6 una similitud entre las réplicas bioldgicas y una separacion entre

las muestras agudas y basales (Figura 31C).

Codigo Gen Nombre PE | log:(FC) p valor
P19013 KRT4 Queratina citoplasmatica 4, tipo Il 10 | 99999,96 | 1,98E-06
P60953 CDC42 Homologo de la proteina 42 de control de division celular 4 | 99804,39 | 3,00E-06
Q5D862 FLG2 Filagrina 2 11 | 99652,10 | 9,71E-07
Q8N1N4 KRT78 Queratina citoplasmatica 78, tipo Il 7 | 98281,25 | 1,47E-05
P31146 CORO1A Coronina 1A 6 | 97102,85 | 9,98E-05
P12035 KRT3 Queratina citoplasmatica 3, tipo Il 2 97042,07 | 9,41E-05
P02549 SPTAl1 Cadena a de espectrina, eritrocitica 1 55 215,88 6,28E-08
P11277 SPTB Cadena B de espectrina, eritrocitica 48 167,14 5,29E-07
P27105 STOM Banda 7 de la proteina integral de la membrana del eritrocito 8 84,40 1,40E-06
K7EPT8 GFAP Proteina acida fibrilar glial (fragmento) 1 61,58 7,42E-15
HOYMDO ANXA2 Anexina (fragmento) 9 35,63 1,99E-04
Q72794 KRT77 Queratina citoplasmatica 1b, tipo |1 9 38} 2,56E-06
P15924 DSP Desmoplaquina 43 34,07 9,55E-10
HOY5H9 SERPINB4 | Serpina B4 (fragmento) 7 31,01 4,46E-04
P31944 CASP14 Caspasa 14 11 28,02 4,53E-04
P02751 FN1 Fibronectinat®197 3 23,79 2,76E-03
P13646 KRT13 Queratina citoplasmatica 13, tipo | 8 22,88 2,37E-05
HOY394 HDLBP Vigilina (fragmento) 4 22,86 3,79E-04
P04899 GNAI2 élz?)unidad a-2 de la proteina de union a nucleétidos de guanina 9 20,92 7.71E-04
D6RFL4 CD14 Antigeno de diferenciacion de monocitos CD14 (fragmento) 5 20,02 7,87E-04
B5MC02 STEAP2 Metalorreductasa STEAP2 2 17,55 1,22E-03
P26038 MSN Moesina 21 16,68 1,68E-05
P07911 UMOD Uromodulina 13 16,16 7,90E-04
P02533 KRT14 Queratina citoplasmatica 14, tipo | 18 15,72 4,67E-09
Q81283 ALDH16A1 | Miembro Al de la familia 16 de la aldehido deshidrogenasa 20 14,87 1,31E-07
Q9HD89 RETN Resistina 5 14,83 6,68E-05
P08779 KRT16 Queratina citoplasmatica 16, tipo | 22 13,11 4,05E-08
AOA087WVQ6 | CLTC Cadena pesada de clatrina 21 12,92 2,59E-03
P02730 SLC4A1 Banda 3 de la proteina transportadora de aniones 21 12,66 1,27E-08
P81605 DCD Dermicidina 2 12,18 2,21E-03
Q96QB1 DLC1 Proteina 7 activadora de la GTPasa Rho 2 11,77 6,03E-03
QA4LDES5 SVEP1 Sush'i, _factor de von Willebrand tipo A, EGF y proteina 1 con 27 1159 1,35E-04

ominio de pentraxina
P04083 ANXA1 Anexina A1 6 10,95 8,92E-03
000231 PSMD11 Subunidad 11 no ATPasa reguladora del proteasoma 26S 5 10,53 9,65E-03
Q04695 KRT17 Queratina citoplasmatica 17, tipo | 12 10,37 1,07E-05
Q00536-2 CDK16 Isoforma 2 de la quinasa 16 dependiente de ciclina 2 10,31 3,25E-04
P13645 KRT10 Queratina citoplasmatica 10, tipo | 50 9,94 2,71E-09
P14923 JUP Placoglobina 22 9,32 1,03E-05
K7EM38 ACTG1 Actina citoplasmética 2 (fragmento) 1 9,15 6,39E-04
P10720 PF4V1 Variante del factor plaquetario 4 1 8,52 1,33E-03
P21980 TGM2 Proteina-glutamina y-glutamiltransferasa 2175199.200 12 8,01 2,97E-03
Q16610 ECM1 Proteina de la matriz extracelular 12 11 7,82 2,40E-03
QINZT1 CALML5 Proteina similar a la calmodulina 5 10 7,62 1,20E-04
AOAOAOMRJ7 | F5 Factor de coagulacion V202203 52 7,45 4,01E-06
Q9Y6C2 EMILIN1 EMILIN-1 16 7,30 5,68E-04
Q9Y315 DERA Aldolasa de desoxirribosa-fosfato 13 7,21 5,02E-03
P53396 ACLY Sintasa de ATP-citrato 17 7,15 1,22E-03
P16157 ANK1 Anquirina 12% 14 7,07 5,27E-03
PODP23 CALM1 Calmodulina 1 4 6,81 2,56E-03
P55058 PLTP Proteina de transferencia de fosfolipidos 5 6,69 6,56E-03
AOAO75B738 PECAM1 Molécu]a dezc%dhesién de las plaquetas a las células 16 6,50 2.54E-03
endoteliales
P31151 S100A7 Proteina S100-A7 9 6,28 1,90E-04
P05109 S100A8 Proteina S100-A82% 11 6,02 6,56E-04
P08519 LPA Apolipoproteina A%’ 42 5,45 2,10E-05
B4DV12 UBB Poliubiquitina B 3 4,96 4,75E-03
P13647 KRT5 Queratina citoplasmatica 5, tipo Il 18 4,87 1,55E-04
P35527 KRT9 Queratina citoplasmatica 9, tipo | 78 4,65 6,73E-06
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P35908
P27169
P28070
P06702
QIHBI1
Q8WWZ8
P11597

Q12805

P18428
P04264
P04040
Q13201
P29622
J3KQ66
P04114
P32119
P02792
K7ERI9
P02776
P55072
P02042
Q86UX7
P02649
P05556
Q15485
AOA286YEY4
P01023
P01011
P02768
D6RF35
P02787
P01008
014514
P02790
P43652
P02763
Q16880
P02750
H3BMM1
Q8NB8K9
094993
P02741

KRT2
PON1
PSMB4
S100A9
PARVB
OoIT3
CETP

EFEMP1

LBP
KRT1
CAT
MMRN1
SERPINA4
RELN
APOB
PRDX2
FTL
APOC1
PF4

VCP
HBD
FERMT3
APOE
ITGB1
FCN2
IGHG2
A2M
SERPINA3
ALB

GC

TF
SERPINC1
ADGRBL
HPX
AFM
ORM1
UGTS
LRG1
MYO9A
KIAA1958
SOX30
CRP

Queratina epidérmica 2, tipo Il
Paraoxonasa/arilesterasa sérica 1

Subunidad B del proteasoma tipo 4

Proteina S100-A92%6

B-parvina

Proteina del transcrito 3 inducido por la oncoproteina
Proteina de transferencia de ésteres de colesterol

Proteina de la matriz extracelular 1 similar a la fibulina contenida

en el EGF

Proteina de union a lipopolisacaridos
Queratina citoplasmatica 1, tipo Il
Catalasa®%®210

Multimerina 1

Calistatina

Reelina

Apolipoproteina B-100%!*

Peroxiredoxina 22

Cadena ligera de la ferritina
Apolipoproteina C-1 (fragmento)

Factor plaguetario 4213214

ATPasa transitoria del reticulo endoplédsmico
Subunidad & de la hemoglobina

Homologo 3 de la familia de la fermitina
Apolipoproteina E2%

Integrina p12%%

Ficolina 2

Constante pesada gamma 2 de la inmunoglobulina (fragmento)
a-2 macroglobulina?

a-1 antiquimotripsina®®

AlbUmina sérica?"?18

Proteina de union a la vitamina D
Serotransferrina

Antitrombina 111219220

Receptor B1 acoplado a proteinas G de adhesién
Hemopexina??!

Afamina

Glicoproteina acida a-1?2222%
1-B-galactosiltransferasa de 2-hidroxiaquilesfingosina
Glicoproteina a-2 rica en leucina
Miosina-Ixa no convencional

Proteina no caracterizada KIAA1958

Factor de transcripcion SOX-30

Proteina C reactiva?*+??

57
14

13

14
11

11
71
36
33
11
30
264

12

44

30
29
16
20
12
144

4,52
4,36
4,35
4,33
4,21
4,00
4,00

4,00

3,94
3,90
3,68
3,67
3,62
3,57
3,57
3,43
3,34
3,24
3,22
2,96
2,85
2,35
2,15
2,07
1,70
1,28
-1,18
-1,80
-1,85
-1,97
-2,22
-3,63
-4,34
-4,55
-4,96
-5,36
-8,15
-11,25
-13,54
-15,08
-17,22
-96908,15

3,98E-05
1,90E-04
8,77E-03
2,04E-04
3,21E-03
1,55E-03
1,28E-03

4,63E-03

6,50E-04
2,77E-06
1,62E-03
8,09E-05
4,50E-03
2,89E-03
2,57E-04
8,96E-03
9,39E-03
2,91E-03
5,25E-03
5,08E-03
5,21E-03
2,04E-03
2,44E-05
6,01E-03
9,60E-04
1,34E-03
7,20E-03
6,16E-03
1,11E-03
1,29E-03
1,09E-04
7,47E-04
9,12E-03
1,84E-04
3,02E-03
1,89E-05
4,88E-04
8,16E-03
8,98E-05
2,86E-03
6,30E-03
2,78E-04

Tabla 7. Panel de las 99 proteinas con cambios estadisticamente significativos (p: <0,01) entre las VEs de la fase
aguda y basal. PE: péptidos especificos. FC: tasa de cambio. En negrita se indican las proteinas seleccionadas para su
validacion en una cohorte mayor de pacientes. A su vez, en cursiva se sefialan las relacionadas previamente con anafilaxia.
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Figura 31. Analisis del perfil proteémico de las VEs purificadas a partir de plasma de pacientes con anafilaxia. A:
muestras de la fase aguda, B: muestras de la fase basal (A) Dispersion de todas las proteinas identificadas mediante
espectrometria de masas. Sin embargo, 16 de ellas no se observan en el grafico de volcan debido a su elevado FC. En verde
se muestran aquellas estadisticamente significativas (p: <0,01). Las lineas discontinuas indican los criterios de exclusion:
al menos el doble de aumento (FC >1) o descenso (FC <1) durante la fase aguda y un p valor <0,01. (B) Representacion
mediante mapa de calor de los niveles de las proteinas estadisticamente significativos en cada muestra. En rojo se representa
el aumento, mientras que en azul se indica la disminucién. (C) Similitud entre las réplicas bioldgicas y separacion entre las
VEs de la fase aguda (puntos rojos) y aquellas de la basal (puntos azules). PC: componente principal.

5.2.4.Los niveles de las proteinas CDC42, S100A9 y Ficolina 2 aumentan durante la

fase aguda en las vesiculas extracelulares de los pacientes con anafilaxia
Entre las diferentes proteinas estadisticamente significativas, se seleccionaron tres de ellas
(CDC42, S100A9y Ficolina 2) para validar sus niveles en una poblacién mayor de pacientes
con anafilaxia y confirmar la identificacion masiva llevada a cabo previamente. El analisis
especifico de los valores de CDC42, S100A9 y Ficolina 2 demostré un aumento de estas
moléculas en las VEs obtenidas a partir de la fase aguda en comparacién con aquellas
purificadas de la basal (Figura 32A). Ademas, estos resultados fueron acordes a los datos
obtenidos por espectrometria de masas, donde se observd un incremento de estas tres
proteinas durante la anafilaxia (Figura 32B).
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Codigo Gen Nombre PE log,(FC) p valor
P60953 CDC42 Homodlogo de la proteina 42 de control de divisién celular 4 99804.39 3.00E-06
P06702 S100A9 Proteina S100A9 13 433 2.04E-04
Q15485 FCN2 Ficolina 2 20 1,70 9.60E-04
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Figura 32. Los niveles de CDC42, S100A9 y Ficolina 2 aumentan en las VEs de la fase aguda. (A) Los paneles
superiores muestran los Western blot de las proteinas CDC42 (21 kDa), S100A9 (14 kDa) y Ficolina 2 (34 kDa) durante
las fases agudas (A) y basales (B) de tres pacientes representativos con anafilaxia (P1, P2 y P3). La graficas ilustran la
comparacion (ratio agudo/basal) de los niveles de CDC42 (*p: 0,0161; N: 12), SI00A9 (***p: 0,0008; N: 17) y Ficolina 2
(*p: 0,0462; N: 22) entre ambas condiciones. (B) Determinacion de los valores de CDC42, S100A9 y Ficolina 2 mediante
espectrometria de masas. PE: péptidos especificos, FC: tasa de cambio.

5.2.5. Andlisis de biologia de sistemas del panel de proteinas diferenciales identificado
en las vesiculas extracelulares de los pacientes con anafilaxia

La funcion coordinada de las 99 proteinas significativas se evalud in silico mediante SBA.
Para ello, se realizaron dos aproximaciones: una manual basada en la base de datos UniProt
y otra mediante IPA.

La primera de ellas revel6 que la mayoria de estas proteinas eran extracelulares y que estaban
relacionadas funcionalmente con procesos inmunoldgicos, sugiriendo su posible papel en la
comunicacion celular y en la regulacion de las bases moleculares de la reaccion anafilactica
(Figura 33A-B).
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Figura 33. SBA de las 99 proteinas estadisticamente significativas de acuerdo con la base de datos UniProt.
Clasificacion de las proteinas en funcion de su (A) localizacién y (B) funcion.

A su vez, estos resultados se confirmaron mediante IPA. Precisamente, entre las vias de
sefializacion molecular destacadas, se encontraron varias implicadas en la anafilaxia, como
la respuesta de fase aguda y la organizacion del citoesqueleto de actina. Asimismo, también
se identificd la endocitosis mediada por clatrina, un mecanismo estrechamente relacionado
con las VEs (Figura 34).
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Figura 34. Panel de las vias de sefializacion candnicas seguin el IPA. Cada color indica una ruta diferente. Las variaciones
en el grosor de las lineas conectivas muestran la evidencia de las interacciones entre las proteinas. LXR: receptor X del
higado, RXR: receptor X de retinoides, iNOS: éxido nitrico sintasa inducible.

Por otra parte, el analisis de las principales “enfermedades y funciones” indico que estas
proteinas participaban en procesos directamente vinculados con la reaccion anafilactica,
como la degranulacion de las células inmunoldgicas, la alergia y la inflamacion de los
6rganos (Tabla 8).
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Principales enfermedades y funciones -log(p valor)
Degranulacion de células 21,75
Degranulacién de neutréfilos 17,82
Queratinizacion de la epidermis 17,72
Formacién de la piel 16,77
Degranulacién de fagocitos 16,53
Adhesion de células sanguineas 15,04
Union de células sanguineas 14,99
Adhesion de células inmunoldgicas 14,50
Inflamacién de érganos 14,49
Hipersensibilidad inmediata 14,31
Unidn de células mieloides 13,87
Alergia 13,08

Tabla 8. Principales enfermedades y funciones de las 99 proteinas significativas de acuerdo con el IPA.

5.2.6.Las vesiculas extracelulares de plasma de pacientes con anafilaxia inducen un
aumento de la permeabilidad vascular en células endoteliales humanas

Para analizar el papel de las VEs en la permeabilidad vascular, uno de los principales
trastornos acontecidos durante la anafilaxia, se Ilevaron a cabo ensayos funcionales in vitro
combinados con tinciones de inmunofluorescencia. En concreto, estas Gltimas demostraron
que existia una interaccion entre las CEs y las vesiculas de los pacientes tefiidas previamente
con PKH67. A su vez, las VEs se visualizaron en la zona perinuclear, lo que indicé la
captacidn e internalizacidn de estas particulas por parte de las células (Figura 35).

Fase Aguda Fase Basal

Figura 35. Captacion de las VEs de los pacientes con anafilaxia por parte de las CEs. Imagenes de inmunofluorescencia
de las CEs tras 5 horas de incubacion con las VEs purificadas a partir de plasma de la fase aguda y basal de un pacientes
representativo. De color verde (PKH67) se observan las VEs, de rojo (Texas-Red) las fibras de actina del citoesqueleto y
de azul (DAPI) los nlcleos.

Una vez confirmada su interaccion con las CEs, se evaluo si estas vesiculas tenian un efecto
funcional en la permeabilidad endotelial. Precisamente, el analisis de la TEER revel6 que a
las 5 horas de incubacion con las VEs de los pacientes con anafilaxia se observaba una
reduccion significativa de la resistencia endotelial respecto al control. A su vez, las vesiculas
purificadas a partir de la fase aguda inducian un descenso mayor que las obtenidas de la
basal (Figura 36A-B).
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Figura 36. Las VEs de los pacientes con anafilaxia inducen un aumento de la permeabilidad endotelial. (A) Cambios
de la TEER tras el estimulo de las CEs durante 5 horas con las VEs purificadas a partir de plasma de la fase aguda (N:16),
de la basal (N: 16) y con el control negativo EGM-2 + PBS (N: 6). Las diferencias significativas se observan a los 300
minutos de incubacién: VEs de la fase aguda vs EGM-2 + PBS (****p: <0,0001), VEs de la fase basal vs EGM-2 + PBS
(**p: 0,0031), VEs de la fase aguda vs VEs de la fase basal (#p: 0,0256). (B) Comparacion de los cambios en la TEER tras
las 5 horas de incubacion con las VEs de la fase aguda y de la basal (***p: 0,0008).

Ademas, como controles del sistema celular, se evaluaron diferentes moléculas vasoactivas.
En concreto, se vio que tanto la trombina como el PAF, ambos agentes desestabilizantes,
provocaban una pérdida de la TEER. En cambio, el AMPc, un mediador estabilizante,
mantuvo e incluso caus6 un aumento de estos valores (Figura 37).

10

-®- PAF
-o- Trombina
-+ AMPc

T T
0 10 60 120 300 minutos
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Figura 37. Efecto de los mediadores vasoactivos en la TEER de las CEs. Respuesta frente a los agentes desestabilizantes
(PAF 10 uM y trombina 0,5 uM) y estabilizantes (AMPc 30 uM) utilizados como control de la técnica (N:4). PAF vs AMPc
a los 10 minutos (**p: 0,0039), Trombina vs AMPc a los 60 minutos (#p: 0,0136) y Trombina vs AMPc a los 120 minutos
(#p: 0,0201).

5.2.7.Las células mononucleares de sangre periférica de donantes no atopicos captan
las vesiculas extracelulares de pacientes con anafilaxia

Debido al posible papel en la regulacion de la respuesta inmunitaria del panel de proteinas
diferenciales identificado, se decidid evaluar si las VEs de los pacientes con anafilaxia eran
captadas por las PBMCs de donantes no atdpicos. El analisis llevado a cabo mediante
citometria de flujo revel6 que la poblacion principal que capturaba estas vesiculas eran los
monocitos, visualizandose niveles de PKH67 en practicamente todas las celulas estudiadas.
Asimismo, también se observaron en los linfocitos B, aunque en menor medida. Sin
embargo, los linfocitos Th permanecieron inalterados (Figura 38).

85



RESULTADOS

Linfocitos Th Monocitos Linfocitos B Linfocitos Th Monocitos Linfocitos B
Ve = ey = = iy
L 3 T 3 k-
£ £ 3+
Oh :;’ ] 1 < E"= Q11 01 So ]
g ] E 4"
i i G
o] S ]
3 @ ‘. o am -:-*-1* 3
# Tie ¥ 1 N ! 3
w " eng e ol Toeolimalie " -
T - L I =
< -1 e
- £
£ ;
4h 5y =] Be
£, = T 3 f“{_
b ) , a1 B 23 oL M E ow] e a1
5 Rl T ST AT e e 2 ey
P g 1w 1 It 1w 0ot o i 2 3 s s
TonaBegds " COT4 B4 o ongbends " ol malie
Fase Aguda Fase Basal

Figura 38. Analisis mediante citometria de flujo de la captacion de las VEs de los pacientes con anafilaxia por parte
de las PBMCs. Diagramas de citometria de flujo de las diferentes poblaciones de PBMCs en el momento inicial (paneles
superiores) y tras las 4 horas de incubacion (paneles inferiores) con las VEs de la fase aguda y basal de un paciente
representativo. De color verde se observan los linfocitos Th (CD3+ y CD4+), de azul los monocitos (CD14+) y de rojo los
linfocitos B (CD19+).

A su vez, para confirmar la internalizacion de las VEs, se separaron las diferentes
poblaciones de PBMCs y se visualizaron mediante tinciones de inmunofluorescencia. Las
iméagenes obtenidas revelaron una mayor captacion de vesiculas por parte de los monocitos,
de acuerdo con lo observado previamente. Ademas, estas particulas también se advirtieron
en los linfocitos B. No obstante, no se detectaron en los linfocitos Th (Figura 39).
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Figura 39. Internalizacion de las VEs de los pacientes con anafilaxia por las diferentes poblaciones de PBMCs.
Iméagenes de inmunofluorescencia de las diferentes poblaciones de PBMCs tras las 4 horas de incubacion con las VEs
purificadas a partir de muestras de la fase (A) aguda y (B) basal de un paciente representativo (N: 3). De color verde
(PKH67) se observan las VEs, mientras que los nicleos se visualizan de azul (Hoechst) y gris (DRAQ5). Sin embargo, los
anticuerpos de membrana no se detectaron en ninguna de las poblaciones.

Una vez confirmada la captacién de las VEs por parte de los monocitos y los linfocitos B, se
evalu6 si habia diferencias en estas células entre la internalizacion de las vesiculas

purificadas a partir de la fase aguda y aquellas obtenidas de la basal. Sin embargo, no se
encontraron variaciones en ninguno de los casos (Figura 40A-B).

A Monocitos B Linfocitos B
~ 1014 ~ 80— ns
= ns ?‘:U’
[ = * .
= 100 £ 60-
£ 4 e
By P .
a o = =
g 99 s 40 1
= _u ——
= ) : .
T 984 = 20+ .
= =¥
bt bt
= =
= 97 T T = 0 . .

Aguda Basal Aguda Basal

Figura 40. Cuantificacién mediante citometria de flujo de la captacion de VEs de la fase aguda y basal en las PBMC:s.
Comparacion del porcentaje de (A) monacitos y (B) linfocitos B que internalizan VEs de la fase aguda y basal a las 4 horas
de incubacién (N: 6).
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5.3. Anadlisis de los niveles de microARNS séricos circulantes en nifos con
anafilaxia inducida por alimentos

5.3.1.Poblacion pediatrica utilizada para el estudio de los microARNs

El estudio de los miARNSs circulantes en nifios se llevé a cabo a partir de 38 muestras séricas
obtenidas de 19 pacientes pediatricos con anafilaxia inducida por alimentos. Esta poblacion
estaba comprendida entre los 4 y 17 afios (11,3 + 0,92) y mas de la mitad eran mujeres (58%).
Ademas, todas las reacciones fueron provocadas por alimentos. En concreto, los principales
agentes causantes fueron la leche (37%) y el huevo (26%). Sin embargo, el 37% de las
anafilaxias restantes se debieron a otros alérgenos conocidos. En cuanto a las
manifestaciones clinicas, los sintomas respiratorios (95%) y cutaneos (79%) fueron los méas
frecuentes, seguidos de los digestivos (58%), los cardiovasculares (21%) y, por ultimo, los
nerviosos (11%). Asimismo, el 11% de las reacciones se clasificaron como graves (Grado
3) mientras que el 89% restante fueron catalogadas como moderadas (Grado 2). Ademas, en
mas de la mitad de los pacientes (53%) se administro el tratamiento antes de la obtencion de
la muestra aguda, siendo la adrenalina (90%) y los antihistaminicos (80%) los medicamentos
mas utilizados en estos casos. En la Tabla 8 se muestra una descripcion detallada de las
caracteristicas clinicas de todos los pacientes.

Pacientes Desencadenante Sintomas Signos Gravedad Tratamiento
Edad Género | Grupo Especifico [P M D R N C| Fc SatO2 | Grado |[Epi HIR H2R Cort B2A
17 M Al Leche X X 69 - 2
11 M Al Huevo X X - - 2 X

H Al Anacardo | x X X x| 136 98% 2

5 M Al Gallo X 83 98% 2 X X
9 M Al Leche X X 83 99% 2 X
9 H Al Huevo X X X 135 98% 2
14 M Al Huevo X X X X X| 56 99% 3
11 M Al Leche X X 89 97% 2
15 H Al Queso X X 57 96% 2
13 M Al Leche X 77 98% 2
5 H Al Leche X X x| 85 94% 3 X X X X
14 H Al Huevo X X X 81 98% 2
10 M Al Huevo X X X 117 - 2
14 M Al Nuez X X X X 96 99% 2 X X
7 H Al Gallo X X 85 98% 2 X X
14 M Al Leche X X 107  97% 2 X X
11 M Al Leche X 100  99% 2 X X
15 H Al Cacahuete | X X X X 93 99% 2 X X X X
17 H Al Avellana X X 90  100% 2 X X

Tabla 8. Caracteristicas clinicas de los 19 pacientes pediatricos con anafilaxia inducida por alimentos. M: mujer, H:
hombre. Al: alimentos. Fc: frecuencia cardiaca, SatOa: saturacion de oxigeno. P: piel, M: mucosa, D: digestivo, R:
respiratorio, N: neuroldgico, C: cardiovascular. Epi: adrenalina/epinefrina, H1R: antagonista de los receptores 1 de la
histamina, H2R: antagonista de los receptores 2 de la histamina, Cort: corticoides, p2A: agonista de los receptores 32
adrenérgicos. En negrita se indican los pacientes utilizados en el NGS.

5.3.2.Caracterizacion del perfil de microARNs séricos circulantes en nifios con
anafilaxia inducida por alimentos

El perfil de miARNS séricos circulantes se caracterizé mediante NGS a partir de las muestras

agudas y basales de 5 nifios con anafilaxia por alimentos. En total se identificaron 388

miARNS (Anexo 1V) y se realizaron diferentes controles de calidad para evaluar el correcto

funcionamiento de la técnica (Anexo V).
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La dispersion de todos los miARNs encontrados se muestra en la Figura 41A. No obstante,
tras el analisis estadistico, solo 41 de ellos presentaron diferencias significativas (p: <0,05)
entre ambas condiciones (Tabla 9 y Figura 41B). Concretamente, 21 aumentaron durante
la fase aguda, mientras que los otros 20 disminuyeron (Figura 41C). A su vez, el PCA revel6
una similitud entre las réplicas bioldgicas y una separacién entre las muestras agudas y

basales (Figura 41D).
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Figura 41. Perfil de miARNSs séricos circulantes en la poblacion pediatrica. A: muestras de la fase aguda, B: muestras
de la fase basal. (A) Dispersion de todos los miARNs identificados por NGS. Entre ellos, los 41 estadisticamente
significativos se indican en verde (p: <0,05). (B) Representacion gréfica de los niveles de los miARNSs estadisticamente
significativos en cada muestra. Las unidades del mapa de calor indican los datos de abundancia transformados (logz) y
normalizados (método Cyclic Loess). En rojo se sefiala el aumento y en azul la disminucion. (C) Distribucién en funcién
de su FC de los 21 miARNs aumentados (rojo) y de los 20 disminuidos (azul) en la fase aguda respecto a la basal. (D) PCA
donde se representa la similitud entre las réplicas bioldgicas y la separacion entre la condicion aguda (puntos rojos) y basal

(puntos azules). PC: componente principal.

miARN Secuencia log2(FC) | pvalor | FDR
miR-21-3p CAACACCAGUCGAUGGGCUGU 2,278 0,006 | 0,154
miR-199b-5p CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC 2,112 0,040 | 0,342
miR-509-3p UGAUUGGUACGUCUGUGGGUAG 1,992 0,029 | 0,342
miR-424-3p CAAAACGUGAGGCGCUGCUAU 1,922 0,000 | 0,000
miR-1299 UUCUGGAAUUCUGUGUGAGGGA 1,513 0,002 | 0,083
miR-95-3p UUCAACGGGUAUUUAUUGAGCA 1,268 0,039 | 0,342
miR-99b-3p CAAGCUCGUGUCUGUGGGUCCG 1,069 0,033 | 0,342
miR-487b-3p AAUCGUACAGGGUCAUCCACUU 1,042 0,039 | 0,342
miR-625-5p AGGGGGAAAGUUCUAUAGUCC 1,023 0,031 | 0,342
miR-452-5p AACUGUUUGCAGAGGAAACUGA 0,848 0,047 | 0,356
miR-185-3p AGGGGCUGGCUUUCCUCUGGUC 0,660 0,027 | 0,342
miR-127-3p UCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCU 0,653 0,017 | 0,294
miR-331-3p GCCCCUGGGCCUAUCCUAGAA 0,620 0,027 | 0,342
miR-431-5p UGUCUUGCAGGCCGUCAUGCA 0,616 0,020 | 0,300
miR-3688-3p UAUGGAAAGACUUUGCCACUCU 0,614 0,010 | 0,214
miR-191-5p CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG 0,610 0,038 | 0,342
miR-181a-2-3p ACCACUGACCGUUGACUGUACC 0,607 0,037 | 0,342
miR-326 CCUCUGGGCCCUUCCUCCAG 0,545 0,017 | 0,294

B2 B3
.0
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miR-29¢c-3p
miR-29¢c-5p
miR-181a-5p
miR-6741-5p
miR-92a-3p
miR-3615
miR-1260a
miR-144-5p
miR-4433b-5p
miR-3173-5p
miR-181c-5p
miR-551a
miR-550a-3p
let-7a-3p
miR-636
miR-2276-3p
miR-214-3p
miR-483-3p
miR-642a-3p
miR-6805-5p
miR-34c-5p
miR-202-3p
miR-433-3p

UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
UGACCGAUUUCUCCUGGUGUUC
AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU
GUGGGUGCUGGUGGGAGCCGUG
UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
UCUCUCGGCUCCUCGCGGCUC
AUCCCACCUCUGCCACCA
GGAUAUCAUCAUAUACUGUAAG
AUGUCCCACCCCCACUCCUGU
UGCCCuGCCcuGuUuUuucuccuuu
AACAUUCAACCUGUCGGUGAGU
GCGACCCACUCUUGGUUUCCA
UGUCUUACUCCCUCAGGCACAU
CUAUACAAUCUACUGUCUUUC
UGUGCUUGCUCGUCCCGCCCGCA
UCUGCAAGUGUCAGAGGCGAGG
ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU
UCACUCCUCUCCcUCCccGUCUU
AGACACAUUUGGAGAGGGAACC
UAGGGGGCGGCUUGUGGAGUGU
AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC
AGAGGUAUAGGGCAUGGGAA
AUCAUGAUGGGCUCCUCGGUGU

0,488
0,377
0,270
-0,372
-0,466
-0,483
-0,620
-0,638
-0,672
-0,745
-0,757
-0,854
-0,906
-0,954
-1,097
-1,243
-1,307
-1,323
-1,420
-1,456
-1,734
-2,257
-2,752

0,047 | 0,356
0,044 | 0,356
0,039 | 0,342
0,038 | 0,342
0,040 | 0,342
0,004 | 0,083
0,038 | 0,342
0,028 | 0,342
0,019 | 0,300
0,005 | 0,083
0,006 | 0,083
0,049 | 0,356
0,000 | 0,000
0,002 | 0,083
0,005 | 0,083
0,022 | 0,333
0,018 | 0,300
0,039 | 0,333
0,034 | 0,342
0,001 | 0,000
0,004 | 0,083
0,000 | 0,000
0,000 | 0,000

Tabla 9. Panel de los 41 miARNSs estadisticamente significativos entre la fase aguda y basal de los nifios con anafilaxia
por alimentos. FC: tasa de cambio. FDR: tasa de error. En negrita se indican los miARNSs seleccionadas para su validacion
en una cohorte mayor de pacientes.

Por otra parte, tras una busqueda bibliogréfica llevada a cabo en PubMed, se observo que
solo el miR-181a habia sido descrito previamente en anafilaxia, aunque el 34% se habian
relacionado con otras condiciones alérgicas (Tabla 10).

miARN Condicion alérgica mMiARN Condicion alérgica
miR-21-3p As, DC, Rn, EoE, DA??%-2%5 | miR-199b-5p
miR-509-3p miR-424-3p ps?36
miR-1299 Rn%7 miR-95-3p
miR-99b-3p miR-487b-3p As, Rn238.23
miR-625-5p Ag?40 miR-452-5p As?4
miR-185-3p miR-127-3p |A242
miR-331-3p miR-431-5p
miR-3688-3p miR-191-5p
miR-181a-2-3p| Rn, As, DA, IA75243-246 | miR-326 A
miR-29c-3p As?48:249 miR-29¢-5p
miR-181a-5p Rn, As, DA, 1Al75:243-246 | miR-6741-5p
miR-92a-3p Rn, As?0 miR-3615
miR-1260a As?! miR-144-5p As??
miR-4433b-5p miR-3173-5p
miR-181c-5p miR-551a
miR-550a-3p let-7a-3p
miR-636 miR-2276-3p
miR-214-3p miR-483-3p
miR-642a-3p miR-6805-5p
miR-34c-5p miR-202-3p
miR-433-3p

Tabla 10. Revision bibliografica de los antecedentes en el campo de la alergia de los 41 miARNs significativos. Toda
la busqueda se ha llevado a cabo en Pubmed. As: asma, DC: dermatitis de contacto, Rn: rinitis, EOE: esofagitis eosinofilica,
DA: dermatitis atdpica, Ps: psoriasis, IA: inflamacion alérgica. En negrita se indican los miARNs seleccionadas para su
validacion en una cohorte mayor de pacientes.
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5.3.3.Los niveles séricos del miR-21-3p y el miR-487b-3p aumentan durante la fase
aguda de la reaccion en nifios con anafilaxia por alimentos

Entre los diferentes miARNS significativos identificados por NGS, se eligieron 6 de ellos

(miR-21-3p, miR-487b-3p, miR-191-5p, miR-4433b-5p, miR-483-3p y miR-433-3p) para

validar sus niveles en una poblacion mayor de pacientes. En consecuencia, el estudio se

amplid hasta un total de 19 nifios con anafilaxia por alimentos.

No obstante, antes de determinar los valores de los miARNSs de interés, se evaluo la calidad
de las muestras y el correcto desarrollo de las técnicas utilizadas. En primer lugar, se calculo
el grado de hemolisis presente en el suero mediante el coeficiente entre el miR-451ay el
miR-23a-3p. Los resultados obtenidos demostraron que ninguna de las muestras superaba el
umbral de referencia (>7 ciclos) por lo que todas presentaban condiciones adecuadas para su
estudio (Figura 42A). Tras esto, se valoro el correcto desarrollo de las técnicas mediante el
uso de controles exdgenos. Los UniSp2, UniSp4 y UniSp5 se detectaron con una diferencia
escalonada de entre 5y 7 ciclos, confirmando la apropiada extraccion de los miARNS a partir
de suero (Figura 42B). Asimismo, el UniSp6 se amplificé en torno al ciclo 18, demostrando
que la RT se habia realizado adecuadamente (Figura 42C).
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Figura 42. Controles del estudio de los miARNSs séricos circulantes en nifios con anafilaxia por alimentos. (A) La
hemolisis de las muestras se evalué mediante el coeficiente entre el miR-23a-3p y el miR-451a. (B) La calidad de la
extraccion del ARN se verifico a través del uso de los controles exdgenos UniSp2, UniSp4 y UniSp5. (C) El correcto
desarrollo de la RT se confirmé mediante la medida del control exdgeno de la técnica, el UniSpé.

Una vez confirmada la calidad de las muestras y el correcto desarrollo de las técnicas, se
determinaron los niveles de los miARNs de interés. Los resultados obtenidos demostraron
un aumento significativo del miR-21-3p y del miR-487b-3p en la fase aguda respecto a la
basal (Figura 43A-B). Ademas, estos valores coincidian con los datos derivados del NGS,
donde se observo un claro aumento de ambas moléculas durante la anafilaxia en los nifios
con reacciones por alimentos (Figura 43C). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre ambas condiciones en los otros miARNSs analizados (Figura 43D).
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Figura 43. Determinacion de los niveles de miARNS séricos circulantes en los 19 pacientes pediatricos con anafilaxia
por alimentos. Cuantificacion de los niveles (ratio agudo/basal) del (A) miR-21-3p (*p: 0,0251) y del (B) miR-487b-3p
(*p: 0,0155) en nifios con anafilaxia mediada por alimentos. Los pacientes incluidos en el NGS se indican en verde. (C)
Determinacion de los valores de miR-21-3p y miR-487b-3p por NGS. FC: tasa de cambio. FDR: tasa de error. (D)
Cuantificacion de los niveles (ratio agudo/basal) del miR-191-5p (p: 0,7381), miR-4433b-5p (p: 0,7086), miR-483-3p (p:
0,5344) y miR-433-3p (p: 0,3673) en nifios con anafilaxia mediada por alimentos. Los pacientes incluidos en el NGS se
indican en verde. ns: no significativo.

5.3.4. Andlisis de biologia de sistemas del miR-21-3p y del miR-487b-3p

Una vez confirmado el aumento durante la fase aguda del miR-21-3p y del miR-487b-3p, se
identificaron sus genes diana (595 y 31, respectivamente) y se utilizaron para evaluar
mediante IPA la posible implicacion de ambos miARNSs en los mecanismos moleculares
subyacentes a la reaccion anafilactica.

]

T T
Aguda Basal

El andlisis del miR-21-3p reveld varios procesos biologicos relacionados con la
fisiopatologia de la anafilaxia. Precisamente, las enfermedades y funciones méas destacadas
fueron la respuesta inflamatoria, la funcion del sistema nervioso y las lesiones y anomalias
del organismo. Ademas, entre las vias de sefializacion candnicas de este miARN, se
describieron varias (Rac, TNFR1/2, April y CD27) asociadas con este evento patoldgico
(Tabla 11).

Principales enfermedades y funciones z-score
Cancer, respuesta inflamatoria, lesiones y anomalias del organismo 43
Desarrollo y funcion del sistema nervioso, morfologia de los 6rganos, morfologia de los tejidos 31
Supervivencia y muerte celular, lesiones y anomalias del organismo, necrosis renal/muerte celular 29
Vias de sefializacion canonicas -log(p valor)
Mecanismos moleculares del cancer 2,95
Sefalizacion de Rac 2,82
Sefializacion del TNFRII 2,77
Sefalizacion mediada por APRIL 2,55
Sefalizacion del BAFF 25
Resistencia al acido dependiente del glutamato 2,39
Sefalizacion del TNFRI 2,34
Sefializacion de CD27 en los linfocitos 2,29
Sefializacion del EGF 2,25
Control del ciclo celular de la replicacién cromosdmica 2,24
Activacion de RAR 2,15
Via de recuperacion del piridoxal 5'-fosfato 2,11
Degradacién del glutamato a través del 4-aminobutirato (111) 2
Sefalizacion de los receptores Toll-like (TLR) 1,98
Inhibicion de la funcion de los RXR mediada por LPS/IL-1 1,98
Via de sefializacion BMP 1,89
Sefializacion del PDGF 1,88
Sefalizacion de las ceramidas 1,86
Sefalizacion de RANK en los osteoclastos 1,86
Regulacion de la expresion de I1L-2 en linfocitos T activados y anérgicos 1,85
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Tabla 11. IPA del miR-21-3p. “Principales enfermedades y funciones” y “vias sefializacion candnicas” mas significativas
para los 595 genes diana del miR-21-3p. TNFR: receptor del factor de necrosis tumoral (TNF), BAFF: factor activador de
linfocitos B, APRIL: ligando inductor de la proliferacion, RAR: receptor de acido retinoico, LPS: lipopolisacarido/
endotoxina, BMP: proteina morfogénica 6sea, PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, RANK: receptor
activador del factor nuclear kB (NF-«B).

Por otra parte, las enfermedades y funciones mas destacadas en el analisis del miR-487b-3p
fueron las enfermedades dermatoldgicas, el ensamblaje celular y la funcion del sistema
nervioso. Estos mecanismos podrian relacionarse con la anafilaxia sugiriendo un papel de
este miARN en la regulacién de las bases moleculares de la reaccion. Asimismo, como en el
caso del miR-21-3p, el estudio de las vias de sefializacion candnicas reveld varios procesos
asociados a este evento patoldgico como la degradacion de la histamina, la sefializacion de
la IL-9 y el papel de JAK2 en la sefializacién de citoquinas (Tabla 12).

Principales enfermedades y funciones z-score
Céncer, enfermedades y afecciones dermatoldgicas, lesiones y anomalias del organismo 31
Ensamblaje y organizacion celular, trastornos del desarrollo, replicacion y reparacion del ADN 20
Desarrollo y funcién del sistema nervioso, morfologia de los érganos, morfologia de los tejidos 17
Vias de sefializacion canonicas -log(p valor)
Metabolismo de la tironamina y la yodotironamina 2,39
Degradacién de la anandamida 2,39
Metabolismo de la hormona tiroidea | (a través de la deiodinacion) 2,39
Biosintesis de Acetil-CoA | (Complejo piruvato deshidrogenasa) 2,02
Mecanismos moleculares del cancer 1,80
Degradacion del dermatan sulfato (Metazoos) 1,64
Degradacion de la histamina 1,64
Degradacién oxidativa del etanol (111) 1,59
a-oxidacion de los &cidos grasos 1,57
Degradacién de la putrescina (111) 1,55
Degradacién del etanol (1V) 1,51
Degradacion del triptdfano a través de la triptamina (X) 1,47
Via de sefializacion hepética de la apelina 1,46
Degradacion de la dopamina 1,40
Degradacion del etanol (I1) 1,37
Sefalizacion de la IL-9 1,36
Funcidn de JAK2 en la sefializacion de citoquinas de tipo hormonal 1,34
Biosintesis de retinoides | 1,34
Degradacién de la adrenalina y noradrenalina 1,33
Metabolismo de la hormona tiroidea (1) 1,30

Tabla 12. IPA del miR-487b-3p. “Principales enfermedades y funciones” y “vias de sefializacion canonicas” mas
significativas para los 31 genes diana del miR-487b-3p.

5.3.5.El miR-21-3p aumenta tras la incubacion de las células endoteliales en
condiciones anafilacticas

La anafilaxia es una reaccion sistémica en la que hay una gran variedad de tipos celulares
implicados. Por lo tanto, debido a la importancia del componente vascular en el desarrollo
de este evento patoldgico, se decidio evaluar la contribucién de las CEs a los niveles
circulantes del miR-21-3p y del miR-487b-3p.

En primer lugar, se determinaron los valores intracelulares de ambos miARNSs tras las 2
horas de incubacion en condiciones de anafilaxia in vitro. En el caso del miR-21-3p, sus
niveles aumentaron en las CEs estimuladas con el céctel de mediadores (histamina, PAF y
trombina) y con el suero de la fase aguda, pero no con el de la basal. Ademas, se observo
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una elevacion significativa de sus valores entre las células incubadas con las muestras de la
fase aguda y de la basal (Figura 44A). Sin embargo, los niveles intracelulares del miR-487b-
3p no variaron en ninguno de los casos (Figura 44B).
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Figura 44. Niveles intracelulares del miR-21-3p y del miR-487b-3p tras la incubacidn con estimulos anafilacticos.
Control (N: 4): medio EGM-2, Mediadores (N: 5): histamina 1 pM, PAF 10 uM y trombina 0,5 pM, Aguda (N: 5): suero
de la fase aguda de los pacientes con anafilaxia, Basal (N:5): suero de la fase basal de los pacientes con anafilaxia. Niveles
intracelulares (A) del miR-21-3p y (B) del miR-487b-3p tras la incubacién de las CEs durante 2 horas en condiciones
anafilacticas. Las diferencias significativas se encontraron solo en el caso del miR-21-3p: Control vs Mediadores (*p:
0,0436), Control vs Aguda (*p: 0,02) y Aguda vs Basal (*p: 0,0393). ns: no significativo.

Por otra parte, se midieron los niveles séricos del miR-21-3p y del miR-487b-3p antes y
después del contacto con las CEs. Precisamente, los valores del miR-21-3p aumentaron en
las muestras de la fase aguda tras las 2 horas de incubacion con las células. Sin embargo, no
se observaron diferencias significativas en el caso de la basal, aunque si que parecia existir
una tendencia al alza (Figura 45A). A su vez, al igual que ocurria intracelularmente, no se
encontraron cambios significativos en los niveles séricos del miR-487b-3p tras el contacto
con las CEs (Figura 45B).
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Figura 45. Niveles séricos del miR-21-3p y del miR-487b-3p tras el contacto con las CEs. Niveles (A) del miR-21-3p

y (B) del miR-487b-3p en el suero de la fase aguda y basal, antes (0 horas) y después (2 horas) del contacto con las CEs
(*p: 0,0241). ns: no significativo.

Ademas, en todos los casos, se confirmd el correcto desarrollo de las técnicas mediante el
uso de controles exdgenos. La calidad de la RT del ARN intracelular se evalu6 utilizando el

UniSp6 (Figura 46A). A su vez, la apropiada extraccién y RT del ARN sérico se determind
a través de los UniSp2, UniSp4, UniSp5 y UniSp6 (Figura 46B-C).
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Figura 46. Controles de calidad de las técnicas utilizadas para el estudio de los niveles intracelulares y séricos del
miR-21-3p y del miR-487b-3p. (A) La calidad de la RT del ARN intracelular se determiné mediante el control exdgeno
de la técnica, el UniSp6. (B) La correcta extraccion del ARN a partir de suero se confirmé utilizando los controles exégenos
de la técnica (UniSp2, UniSp4 y UniSp5). (C) La calidad de la RT del ARN sérico se evalu6 mediante el control ex6geno
de la técnica, el UniSp6.

5.3.6. Caracterizacion de las vesiculas extracelulares purificadas a partir de suero de
nifios con anafilaxia por alimentos

Debido al aumento en suero del miR-21-3p tras el contacto con las CEs y a la capacidad de

estas células de liberar VEs cuando se activan®2, se estudiaron los niveles de los miARNs

transportados por vesiculas en nifios con anafilaxia por alimentos.

Para ello, primero se purificaron las VEs a partir de suero de la fase aguda y basal y se
caracterizaron mediante diferentes técnicas. El aislamiento de estas vesiculas se confirmé a
través de la deteccion de las proteinas CD9, CD63 y TSG101 (Figura 47A). Ademas, las
iméagenes de microscopia electronica mostraron particulas de entre 50 y 100 nm, similar a el
caso de las VEs purificadas a partir de plasma (Figura 47B). A su vez, el NTA revel6 una
poblacién heterogénea y un pico a aproximadamente 130 nm (Figura 4C). No obstante, no
se encontraron diferencias en el tamafio o en la concentracion de particulas entre las vesiculas
de la fase aguda y las de la basal (Figura 47D-E).
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Figura 47. Caracterizacion de las VEs purificadas a partir de suero de nifios con anafilaxia por alimentos. (A)
Inmunodeteccion de marcadores especificos (CD63, TSG101 y CD9) de las VEs (N: 3). kDa: kilodalton. (B) Imagenes de
microscopia electronica de las VEs purificadas a partir de suero de la fase aguda y basal. (C) Diagrama del tamafio y de la

concentracion de particulas en las muestras analizadas por NTA de un paciente representativo. Comparacion del (D) tamafio
y de la (E) concentracion entre las VEs de la fase aguda y basal (N: 3). ns: no significativo.
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5.3.7.Los niveles del miR-21-3p aumentan en las vesiculas extracelulares de nifios con
anafilaxia por alimentos durante la fase aguda de la reaccion

Una vez purificadas y caracterizadas las VEs, se determinaron los niveles de miARNSs de su
interior en 15 nifios con anafilaxia por alimentos. Sin embargo, 3 de ellos se descartaron del
estudio debido a la hemdlisis presente en sus muestras (Figura 48A). Tras esto, se corroboro
la correcta extraccion y RT de los miARNSs contenidos en las vesiculas de los 12 pacientes
restantes (Figura 48B-C).
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Figura 48. Controles del estudio de los miARNSs en las VEs de la poblacion pediatrica. (A) La calidad de las muestras
se evalué mediante el coeficiente entre el miR-23a-3p y el miR-451a. Las muestras hemolizadas (>7 ciclos) se indican en
rojo. (B) La calidad de la extraccion de lo miARNSs de las VEs se verifico a través del uso de los controles exdgenos UniSp2,
UniSp4 y UniSp5. (C) El correcto desarrollo de la RT se confirmé mediante la medida del UniSpé.

Confirmada la calidad de las muestras y el correcto desarrollo de las técnicas, se midieron
los valores del miR-21-3p y del miR-487b-3p en las VEs de los nifios con anafilaxia por
alimentos. En el caso del miR-21-3p, sus niveles aumentaron en las vesiculas de la fase
aguda respecto a aquellas de la basal, de acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis
de sus valores séricos y tras el contacto con las CEs (Figura 49A). Sin embargo, no se
encontré ningun cambio significativo en los niveles vesiculares del miR-487b-3p entre
ambas condiciones (Figura 49B).
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Figura 49. Determinacion de los niveles del miR-21-3p y del miR-487b-3p en las VEs de 12 pacientes pediatricos con
anafilaxia por alimentos. Cuantificacion de los niveles (ratio agudo/basal) del (A) miR-21-3p (*p: 0,0269) y del (B) miR-
487b-3p en las VEs purificadas a partir de suero de la fase aguda y basal.
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5.4. Estudio de los niveles del miR-375-3p en los pacientes con anafilaxia
5.4.1.Pacientes con anafilaxia incluidos en el estudio de lo microARNs

El analisis de los miARNSs se llevo a cabo en 176 muestras séricas pareadas obtenidas a partir
de 88 pacientes con anafilaxia. A su vez, estos se dividian en 47 adultos con reacciones por
medicamentos, 22 adultos con reacciones por alimentos y 19 nifios con reacciones por
alimentos. Sin embargo, 21 de ellos se descartaron del estudio debido a la hemdlisis presente
en sus muestras. Por lo tanto, la cohorte final incluy6 67 pacientes con anafilaxia (Tabla
13).

Esta poblacion oscilaba entre los 4 y 76 afios y més de la mitad eran mujeres. En cuanto a
los sintomas clinicos, los mas comunes fueron los cutaneos y los respiratorios, seguidos de
los gastrointestinales, de los de las mucosas, de los cardiovasculares y, por ultimo, de los
nerviosos. A su vez, dos tercios de las reacciones se clasificaron como moderadas (Grado
2), mientras que las restantes se catalogaron como graves (Grado 3). No obstante, la
frecuencia de los casos de Grado 3 fue menor en los nifios con anafilaxia por alimentos
(11%).

Por otra parte, la mayoria de las muestras agudas se obtuvieron después de la administracion
del tratamiento. En estos casos, el medicamento mas utilizado fue la adrenalina, seguido de
los corticoides, los antihistaminicos y, por dltimo, los agonistas de los receptores
adrenérgicos p2.

Pacientes p valor

Total AM AA NA AMvs AA AMvVSNA AAvsNA
Ndmero 67 35 13 19
Género (mujeres) 60% 63% 54% 58% 0,5801 0,7270 0,8276
Edad (afios) + SEM | 279+23 446+24 333%+32 105%0,9 0,0104* 0,0001* 0,0001*
Desencadenante
Medicamentos 52% 100% 0% 0% 0,0001* 0,0001* >0,9999
Alimentos 48% 0% 100% 100% 0,0001* 0,0001* >0,9999
Sintomas
Piel 88% 91% 92% 68% 0,9240 0,0305* 0,1155
Mucosa 49% 40% 7% 47% 0,0228* 0,6091 0,1005
Digestivo 61% 54% 85% 58% 0,0554 0,8034 0,1164
Respiratorio 88% 89% 7% 95% 0,3199 0,4649 0,1434
Neurolégico 21% 34% 0% 11% 0,0142* 0,0587 0,2405
Cardiovascular 36% 40% 46% 21% 0,7081 0,1644 0,1412
Gravedad
Grado 2 66% 57% 54% 89% 0,8421 0,0140* 0,0218*
Grado 3 34% 43% 46% 11% 0,8421 0,0140* 0,0218*
Tratamiento8 2% 80% 7% 53% 0,8203 0,0359* 0,1739
Adrenalina 79% 82% 60% 90% 0,1660 0,5710 0,1346
Antagonista de H1R 71% 68% 70% 80% 0,9037 0,4808 0,6278
Antagonista de H2R 21% 21% 30% 10% 0,5961 0,4373 0,2878
Corticoesteroides 73% 79% 80% 50% 0,9267 0,0917 0,1769
Agonista de 24 17% 14% 10% 30% 0,7392 0,2836 0,2878

Tabla 13. Caracteristicas clinicas de los 67 pacientes con anafilaxia utilizados para el estudio de los miARNs. AM:
adultos con anafilaxia por medicamentos, AA: adultos con anafilaxia por alimentos, NA: nifios con anafilaxia por
alimentos. § Porcentaje de pacientes tratados antes de la obtencion de la muestra aguda. En el resto de los sujetos se
administré la medicacion después de recoger la muestra aguda. H1R: receptor 1 de la histamina, H2R: receptor 2 de la
histamina, 2A: receptores adrenérgicos 2.
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5.4.2.1dentificacion del perfil de microARNs séricos circulantes en adultos con
anafilaxia inducida por farmacos

La caracterizacion del perfil de miARNSs séricos circulantes en los adultos con anafilaxia por

medicamentos se llevo a cabo mediante NGS, al igual que en el caso de los nifios con

reacciones por alimentos. Para ello, se utilizaron las muestras agudas y basales de tres

pacientes de Grado 3 y dos de Grado 2. Ademas, el correcto desarrollo de la técnica se

confirmé a través de diferentes controles de calidad (Anexo V).

En total se identificaron 334 miARNs (Anexo V1). Sin embargo, tras el andlisis estadistico,
solo 21 de ellos mostraron diferencias significativas entre ambas condiciones (Tabla 14 y
Figura 50A). Los niveles de estos miARNs en cada muestra se representan mediante un
mapa de calor en la Figura 50B. Entre ellos, 7 aumentaron durante la fase aguda, mientras
que los 14 restantes disminuyeron (Figura 50C). A su vez, la similitud entre las réplicas
bioldgicas y la correcta separacion entre la condicion aguda y basal se verificd mediante el
PCA (Figura 50D).

miARN Secuencia log2(FC) | p valor FDR
miR-211-5p UUCCCUUUGUCAUCCUUCGCCU 2,386 0,000 0,000
miR-6513-3p UCAAGUGUCAUCUGUCCCUAG 2,179 0,002 0,000
miR-4446-3p CAGGGCUGGCAGUGACAUGGGU 2,115 0,002 0,000
miR-6852-5p CCCUGGGGUUCUGAGGACAUG 1,528 0,018 0,308
miR-139-5p UCUACAGUGCACGUGUCUCCAGU 1,526 0,007 0,091
miR-133a-3p UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG 1,496 0,025 0,400
miR-326 CCUCUGGGCCCUUCCUCCAG 1,364 0,035 0,529
miR-320c AAAAGCUGGGUUGAGAGGGU -0,693 0,045 0,579
miR-1226-3p UCACCAGCCCUGUGUUCCCUAG -0,860 0,050 0,613
miR-205-5p UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG -1,187 0,008 0,091
miR-885-5p UCCAUUACACUACCCUGCCuUCU -1,203 0,032 0,500
miR-3173-5p UGCCCuGCCcuGuuuucuccuuu -1,235 0,025 0,400
miR-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG -1,240 0,011 0,167
miR-203a GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG -1,283 0,049 0,613
miR-122-5p UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG -1,377 0,044 0,579
miR-375-3p UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA -1,631 0,003 0,000
miR-1247-5p ACCCGUCCCGUUCGUCCCCGGA -1,809 0,005 0,091
miR-193b-5p CGGGGUUUUGAGGGCGAGAUGA -1,896 0,007 0,091
miR-3150b-3p UGAGGAGAUCGUCGAGGUUGG -1,979 0,001 0,000
miR-4685-3p UCUCCCUUCCUGCCCUGGCUAG -2,189 0,001 0,000
miR-885-3p AGGCAGCGGGGUGUAGUGGAUA -2,574 0,004 0,091

Tabla 14. Panel de los 21 miARNs estadisticamente significativos entre la fase aguda y basal de los adultos con
anafilaxia por medicamentos. FC: tasa de cambio. FDR: tasa de error. En negrita se indican los miARNSs seleccionadas
para su validacidn en una cohorte mayor de pacientes.
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Figura 50. Perfil de miARNSs séricos circulantes en adultos con anafilaxia por medicamentos. A: muestras de la fase
aguda, B: muestras de la fase basal. (A) Dispersion de todos los miARNs identificados por NGS. Entre ellos, los 21
estadisticamente significativos se indican en verde (p: <0,05). (B) Representacion grafica de los niveles de los miARNs
estadisticamente significativos en cada muestra. Las unidades del mapa de calor indican los datos de abundancia
transformados (logz) y normalizados (método Cyclic Loess). En rojo se sefiala el aumento y en azul la disminucién. (C)
Distribucidon en funcién de su FC de los 7 miARNs aumentados (rojo) y de los 14 disminuidos (azul) en la fase aguda
respecto a la basal. (D) PCA donde se representa la similitud entre las réplicas bioldgicas y la separacion entre la condicion
aguda (puntos rojos) y basal (puntos azules). PC: componente principal.

Por otra parte, mediante una revision bibliogréafica realizada en Pubmed, se observo que la
mitad (52%) de los miARNS significativos identificados se habian descrito previamente en
otras condiciones alérgicas. Sin embargo, ninguno de ellos habia sido relacionado con la
anafilaxia (Tabla 15).

miARN Condicion alérgica miARN Condicion alérgica
miR-211-5p As?* miR-6513-3p
miR-4446-3p miR-139-5p As, DA5-258
miR-6852-5p miR-133a-3p As259-262
miR-326 As?# miR-320c As263,264
miR-1226-3p miR-205-5p R1265.266
miR-885-5p miR-3173-5p
miR-206 As, |A, Rn180.267-273 miR-203a As?74275
miR-122-5p A8 miR-375-3p As, DA, IA, EoE, Rn?31.23.277-285
miR-1247-5p miR-193b-5p
miR-3150b-3p miR-4685-3p
miR-885-3p As?88

Tabla 15. Basqueda bibliografica en Pubmed de los antecedentes en el campo de la alergia de los 21 miARNs
significativos entre ambas fases. As: asma, DA: dermatitis atopica, Rn: rinitis, 1A: inflamacion alérgica, EoE: esofagitis
eosinofilica. En negrita se indican los miARNSs seleccionadas para su validacion en una cohorte mayor de pacientes.

5.4.3.Los niveles séricos del miR-375-3p disminuyen durante la fase aguda de la
reaccion en los pacientes con anafilaxia

Para confirmar los resultados obtenidos por NGS se amplio el anélisis de los miARNS séricos
circulantes a 67 pacientes con anafilaxia adicionales (34 adultos con reacciones por
medicamentos, 14 adultos con reacciones por alimentos, y 19 nifios con reacciones por
alimentos). Sin embargo, 15 de ellos fueron descartados del estudio debido a la hemolisis
(>7 ciclos) presente en alguna de sus muestras (Figura 51A). Por lo tanto, la cohorte final
evaluada comprendi6 52 pacientes con anafilaxia. En todos ellos se confirmé la correcta
extraccion del ARN sérico mediante la deteccion escalonada (5-7 ciclos) de los UniSp2,
UniSp4 y UniSp5 (Figura 51B). Ademas, el UniSp6 se amplifico alrededor del ciclo 18
demostrando que la RT se habia realizado adecuadamente (Figura 51C).
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Figura 51. Controles del estudio de los miARNS séricos circulantes. (A) La hemélisis de las muestras se evalué mediante
el coeficiente entre el miR-23a-3p y el miR-451a. (B) La calidad de la extraccion del ARN se verifico a través del uso de
los controles exdgenos UniSp2, UniSp4 y UniSp5. (C) El correcto desarrollo de la RT se confirmé mediante la medida del
control exdgeno de la técnica, el UniSpé.

Una vez confirmada la calidad de las muestras y el correcto desarrollo de las técnicas, se
seleccionaron 6 de los miARNSs identificados por NGS (miR-211-5p, miR-139-5p, miR-
133a-3p, miR-375-3p, miR-193b-5p, MiR-885-3p) para validar sus niveles séricos en una
cohorte independiente de 23 adultos con anafilaxia por medicamentos. Los resultados
obtenidos revelaron una reduccion significativa de los valores del miR-375-3p durante la
fase aguda respecto a la basal, de acuerdo con los datos obtenidos por NGS (FC: -1,63)
(Figura 52A). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en los niveles del
miR-139-5p, del miR-133a-3p o del miR-885-3p entre ambas condiciones. Ademas, el miR-
211-5p y el miR-139-5p no se detectaron mediante gPCR en las muestras séricas de los
pacientes con anafilaxia (Figura 52B). Por otra parte, también se midieron los valores de los
miARNs identificados en la poblacién pediatrica, el miR-21-3p y el miR-487b-3p. No
obstante, tampoco se observaron cambios entre la fase aguda y la basal en los adultos con
reacciones por medicamentos (Figura 52C).

A miR-375-3p B miR-139-5p miR-133a-3p miR-885-3p

ns ns

Ratio
bl
Ratio

2 . 2
S 104 =
= . =
. -
1
1

oe B
2 N 5
T 1 s
Tes H
i N | [
T T 0 o 0 = I - |
Aguda Basal Aguda Basal Aguda Basal Aguda Basal

C miR-21-3p miR-487b-3p

3 ns 41 ns

.. .
2 - 2 b
- . < 2 o
-1 o -1
N A .
n .
oo 14 g
TV s slgs
i

T T 0 T T
Aguda Basal Aguda Basal

Figura 52. Determinacion de los niveles de miARNSs séricos circulantes en 23 pacientes adultos con anafilaxia por
medicamentos. Niveles (ratio agudo/basal) (A) del miR-375-3p (*p: 0,0196; N: 23), (B) miR-139-5p (p: 0,4961; N: 23),
miR-133a-3p (p: 0,3377; N: 21), miR-885-3p (p: 0,1429; N: 20), (C) miR-21-3p (p: 0,9652; N: 21) y miR-487b-3p (p:
0,3604; N: 23). EI miR-211-5p y el miR-139-5p no se detectaron mediante gPCR en las muestras séricas de los pacientes
con anafilaxia. ns: no significativo.

A su vez, para determinar el posible valor del miR-375-3p como biomarcador de anafilaxia,
se amplio su estudio a dos nuevas cohortes de pacientes con reacciones por alimentos, una
de 10 adultos y otra de 19 nifios. En ambas poblaciones se observé una reduccion
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significativa de los niveles de este miARN durante la fase aguda respecto a la basal, al igual
que ocurria en los adultos con reacciones por medicamentos (Figura 53A-B). Por lo tanto,
el miR-375-3p desciende en todos los pacientes con anafilaxia (Figura 53C).
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Figura 53. Determinacion de los niveles del miR-375-3p en los 10 adultos y 19 nifios con anafilaxia por alimentos.
Cuantificacion de los niveles (ratio agudo/basal) del miR-375-3p en (A) adultos (*p: 0,0273) y (B) nifios (*p: 0,0181) con
anafilaxia mediada por alimentos. (C) Niveles (ratio agudo/basal) del miR-375-3p en el total de pacientes (N: 52) con
anafilaxia (****p: <0,0001).

5.4.4.Caracterizacion de las vesiculas extracelulares purificadas a partir de suero de
pacientes con anafilaxia

Debido a que gran parte de los miARNS circulantes se encuentran contenidos en las VES se

evaluaron los niveles del miR-375-3p dentro de estas particulas. Para ello, se purificaron las

vesiculas a partir de las muestras séricas de varios pacientes con anafilaxia y se

caracterizaron utilizando diferentes técnicas.

Al igual que para el analisis de las VVEs en la poblacion pediétrica, el correcto aislamiento de
estas vesiculas se confirmé mediante la inmunodeteccion de las proteinas CD9, CD63, y
TSG101 (Figura 54A). Ademas, las imagenes de microscopia electronica y el NTA
revelaron poblaciones heterogéneas de particulas (Figura 54B-C). No obstante, no se
observaron diferencias en el tamafio o la concentracion entre las VEs purificadas a partir de

la muestra aguda y aquellas obtenidas de la basal (Figura 54D-E).
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Figura 54. Caracterizacion de las VEs purificadas a partir de suero de pacientes con anafilaxia. Las VEs se
purificaron a partir de las muestras séricas de 3 adultos con reacciones por medicamentos, 3 adultos con reacciones por
alimentos y 3 nifios con reacciones por alimentos (A) Deteccion de marcadores especificos (CD63, TSG101 y CD9) en las
VEs de la fase aguda y basal de los 3 pacientes adultos con anafilaxia por medicamentos. kDa: kilodalton. (B) Imagenes
de microscopia electrdnica de las VEs purificadas a partir de suero de la fase aguda y basal. (C) Diagrama del tamafio y de
la concentracion de particulas en las muestras de un paciente adulto con anafilaxia por medicamentos. Comparacion del
(D) tamafio y de la (E) concentracion entre las VEs de la fase aguda y basal (N: 9).
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5.4.5. Los niveles del miR-375-3p disminuyen en las vesiculas extracelulares purificadas
a partir de suero de la fase aguda de la anafilaxia

Los niveles de miARNSs se midieron en las VEs de 53 pacientes con anafilaxia (19 adultos
con reacciones por medicamentos, 19 adultos con reacciones por alimentos y 15 nifios con
reacciones por alimentos). Sin embargo, al evaluar el coeficiente entre el miR-23a-3p y el
miR-451a, 18 de ellos fueron descartados del estudio debido a la hemolisis presente en sus
muestras (Figura 55A). En consecuencia, el analisis final se llevé a cabo en las VEs
purificadas a partir de suero de 35 pacientes con anafilaxia. No obstante, primero se confirmé
la correcta extraccion y RT de los miARNSs contenidos su interior (Figura 55B-C).
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Figura 55. Controles del estudio de los miARNs en las VEs de los pacientes con anafilaxia. (A) La calidad de las
muestras se evaludé mediante el coeficiente entre el miR-23a-3p y el miR-451a. Las muestras hemolizadas (>7 ciclos) se
indican en rojo. (B) La calidad de la extraccion de los miARNSs de las VEs se verifico a través del uso de los controles
exogenos UniSp2, UniSp4 y UniSp5. (C) El correcto desarrollo de la RT se confirmé mediante la medida del UniSp6.

Tras evaluar la calidad de las muestras y las técnicas, se determinaron los niveles del miR-
375-3p. Los resultados obtenidos demostraron una disminucién de sus valores en las VEs de
la fase aguda en comparacion con las de la basal, al igual que lo observado en suero (Figura
56A). A su vez, el andlisis llevado a cabo de forma independiente en cada grupo de pacientes
reveld una reduccién de los niveles de este miARN en los adultos con anafilaxia por

medicamentos y en los nifios con anafilaxia por alimentos (Figura 56B).
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Figura 56. Determinacion de los niveles del miR-375-3p en las VEs de los pacientes con anafilaxia. (A) Comparacion
de los niveles (ratio agudo/basal) del miR-375-3p (*p: 0,0269) entre las VEs purificadas a partir de la fase aguda y aquellas
obtenidas de la basal en el total de pacientes con anafilaxia (N: 35). (B) Estratificacion de los valores del miR-375-3p entre
los adultos con reacciones por medicamentos (***p: 0,0003; N: 15), los adultos con reacciones por alimentos (p: 0,1875;
N: 8) y los nifios con reacciones por alimentos (**p: 0,0015; N: 12). AM: adultos con reacciones por medicamentos, AA:
adultos con reacciones por alimentos, NA: nifios con reacciones por alimentos.

5.4.6. Analisis de biologia de sistemas del miR-375-3p

Para dilucidar el posible efecto en los mecanismos moleculares de la reaccién de la reduccion
de los niveles del miR-375-3p en suero y en las VEs, se realiz6 un IPA con sus 269 genes
diana. EI SBA indic6 varias enfermedades y trastornos estrechamente relacionados con la
fisiopatologia de la anafilaxia, como las enfermedades dermatoldgicas y gastrointestinales.
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Ademas, entre las vias de sefializacion canonicas reguladas por el miR-375-3p, se
encontraron varios procesos asociados con este evento patologico como la sefializacion de
la PI3K/Akt, de los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) y del AMPc (Tabla 16).

Principales enfermedades y trastornos Rango del p valor
Cancer 1,94e-03 - 3,74e-23
Lesiones y anomalias del organismo 2,15e-03 - 3,74e-23
Enfermedades gastrointestinales 1,25e-03 - 2,92e-20
Enfermedades y afecciones dermatoldgicas 1,82e-04 - 5,44e-14
Enfermedades del sistema endocrino 1,64e-03 - 1,41e-12
Vias de sefializacion candnicas -log(p valor)
Sefalizacion del IGF-1 3,74
Sefializacion de prolactina 2,53
Sefializacion por Wnt/p-catenina 2,44

Via de la ubiquitinacién de proteinas 2,37

Via STAT3 2,35
Mecanismos moleculares del cancer 2,30
Funcion de JAK2 en la sefializacion de citoquinas de tipo hormonal 2,18
Sefalizacion por PI3K/Akt 2,11

Papel de NANOG en la pluripotencia de las células madre embrionarias de mamiferos 1,93
Splicing de ARNt 1,87
Sefializacion por GPCR 1,86

Via de sefializacion de la ferroptosis 1,84
Sefalizacion del PEDF 1,82
Sefalizacion mediada por el AMPc 1,80
Regulacion de la sefializacion de elF4 y p70S6K 1,78
Regulacion del desarrollo de la via de transicion epitelio-mesénquima 1,77

Via mitocondrial de transporte de L-carnitina 1,76
Regulacion de la mecéanica celular por la proteasa calpaina 1,73
Sefializacion de respuesta de fase aguda 1,72
Sefalizacion de Rac 1,69

Tabla 16. IPA del miR-375-3p. “Principales enfermedades y trastornos” y “vias sefializacion candnicas” mas
significativas para los 269 genes diana del miR-375-3p. IGF-1: factor de crecimiento insulinico tipo 1, STAT3: transductor
de sefial y activador de la transcripcion 3, ARNt: ARN de transferencia, PEDF: factor derivado del epitelio pigmentario,
elF4: factor de iniciacion eucariota 4F, p70S6K: proteina ribosémica S6 quinasa B-1.

5.4.7.El miR-375-3p bloquea parcialmente el efecto estabilizador del AMPc en la
barrera endotelial

De acuerdo con los resultados obtenidos en el SBA, se decidio estudiar la funcion del miR-
375-3p en la sefializacion del AMPc, uno de los principales mediadores implicados en la
estabilizacion del endotelio y en la homeostasis vascular durante la anafilaxia®. Para ello,
en primer lugar, se transfectaron las HMVEC-D vy se evalu6 el correcto funcionamiento de
la técnica mediante gPCR vy tinciones de inmunofluorescencia. Sin embargo, no se pudo
evaluar el efecto del inhibidor del miR-375-3p ya que no se observaron células tras su
transfeccion (Figura 57A-B). Por lo tanto, se llevo a cabo un experimento con dosis
decrecientes de esta molécula, el cual reveld la ausencia completa de CEs en cantidades
superiores a 0,5 mM y un deterioro sustancial de la monocapa endotelial en las dosis de 0,5
y 0,1 mM (Figura 57C).
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Figura 57. Evaluacion de la transfeccion de las HMVEC-D. (A) Determinacion de los niveles intracelulares del miR-
375-3p por gPCR tras la transfeccion de las células (50 mM). X2: vehiculo de transfeccion. (B) Inmunofluorescencia de
las HMVEC-D transfectadas. En rojo (Texas-Red) se visualizan los filamentos de actina, en azul (DAPI) los nlcleos y en
verde los miARNs controles fluorescentes (scramble). (C) Estudio de la monocapa endotelial tras la transfeccion con
concentraciones decrecientes (50 - 0,1 mM) del inhibidor del miR-375-3p. Las imégenes de las CEs transfectadas con dosis
superiores a 0,5 mM no se muestran debido a la ausencia total de células.

Una vez confirmada la transfeccion del mimico del miR-375-3p, se verifico el efecto del
AMPc como estabilizador de la monocapa endotelial. Precisamente, este mediador indujo
un aumento de los valores de la TEER en comparacion con las HMVEC-D sin estimular
(Figura 5A). Sin embargo, las células transfectadas con el miR-375-3p tardaron mas en
responder al efecto ejercido por el AMPc (Figura 5B). En concreto, los niveles de la TEER
fueron significativamente menores a los 30 y 45 minutos en las células transfectadas con el
mimico respecto a los controles (Figura 5C-D). Ademas, no se observaron diferencias en
las células transfectadas con el miR-375-3p cuando no se estimularon con el AMPc (Figura

5E).
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Figura 58. EI miR-375-3p bloquea parcialmente la respuesta a AMPc. (A) Cambios en la TEER de la monocapa de
CEs sin transfectar tras la incubacion con AMPc (N: 5). (B) Medidas de la TEER en HMVEC-D transfectadas con el miR-
375-3p y estimuladas con AMPc (N: 5). X2: vehiculo de transfeccién. Las diferencias significativas se observan a los (C)
30 y (D) 45 minutos. Mimico vs Medio a los 30 minutos (*p: 0,0144), Mimico vs X2 a los 30 minutos (**p: 0,0090) y
Mimico vs Scramble a los 30 minutos (*p: 0,0215); Mimico vs X2 a los 45 minutos (*p: 0,0167) y Mimico vs Scramble a
los 45 minutos (*p: 0,0388). ns: no significativo. (E) Medida de la TEER en las HMVEC-D transfectadas con el miR-375-
3p sin estimular con AMPc (N: 5).
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La anafilaxia es la manifestacion méas grave de los trastornos alérgicos. Estas reacciones
presentan unas caracteristicas muy heterogéneas, por lo que el enfoque de sus planteamientos
clinicos esta evolucionando hacia una medicina personalizada y de precision®. En
consecuencia, todos los analisis realizados en esta tesis se llevaron a cabo de forma pareada
a partir de la sangre periférica obtenida durante la fase aguda y basal de los pacientes con
anafilaxia.

En las Gltimas décadas, la incidencia y la prevalencia de este evento patologico han ido en
aumento?®’-28 Sin embargo, se considera que estos datos estan subestimados debido a la
falta de biomarcadores eficaces y a la ambigiiedad del diagnostico de la reaccion?.
Precisamente, este se lleva a cabo en base a los sintomas clinicos de los pacientes, los cuales
son comunes a muchas otras patologias®!4. Por lo tanto, es necesario encontrar nuevos
marcadores moleculares que sean més fiables, estables e identifiquen mejor los casos de
anafilaxia.

En humanos, la reaccion anafilactica se produce principalmente por la activacion de los
mastocitos y los basofilos, los cuales liberan los mediadores que provocan los signos y
sintomas de este evento patoldgico®. Entre ellos, las alteraciones cardiovasculares son las
que determinan la aparicion de los casos mas graves®*. Precisamente, los agentes vasoactivos
liberados durante la reaccion provocan la ruptura de la barrera endotelial e inducen la
consiguiente salida del contenido vascular causando hipotension, un factor decisivo en el
desarrollo del choque anafilactico®?®. Por lo tanto, comprender la fisiopatologia
cardiovascular de la anafilaxia es crucial para el desarrollo de estrategias terapéuticas
eficaces®.

No obstante, investigaciones recientes han descrito la existencia de otras células y vias de
sefializacion implicadas en este evento patologico®™. Ademas, es probable que otras
moléculas, aun inexploradas, contribuyan al desarrollo de la reaccion®2°*2% Durante los
altimos afios, la relevancia de las VEs y los miARNSs en el campo de la alergia ha ido en
aumento®®2%, Estos mediadores tienen un efecto pleiotropico y participan en la regulacion
de una gran variedad de procesos, tanto fisioldgicos como patoldgicos!?#1%4, Ademas, se han
postulado como unos biomarcadores no invasivos prometedores de diferentes
patologias!®>1®3, Sin embargo, nunca se habian estudiado durante la anafilaxia en humanos.

Por lo tanto, durante esta tesis, se caracterizaron las proteinas, las VEs y los miARNs
circulantes en muestras de pacientes con anafilaxia y se evalu6 su potencial como
marcadores diagnosticos de este evento patolégico. Ademas, se estudio su posible papel en
las bases moleculares de la reaccion mediante analisis in silico y se determind su funcién en
el sistema vascular a traves de ensayos endoteliales in vitro.

6.1. lIdentificacion de biomarcadores en anafilaxia

La naturaleza potencialmente mortal de la anafilaxia promueve un creciente interés por
descubrir nuevos biomarcadores que ayuden a su diagnéstico y prevencion. Sin embargo,
tanto los sintomas como la etiopatogenia de estas reacciones son muy diversos, lo que
dificulta la identificacion de marcadores moleculares fiables?®.

Actualmente, la determinacion de los niveles de triptasa sérica es la principal prueba in vitro
utilizada para confirmar el diagnéstico de la anafilaxia. Sin embargo, el uso de esta proteina
como biomarcador presenta varios inconvenientes, ya que no se eleva en gran parte de los

108



DISCUSION

casos™®. A su vez, tampoco se dispone de marcadores moleculares que nos permitan predecir
este evento patoldgico, identificar las células implicadas, evaluar la posible respuesta al
tratamiento o determinar el grado de afectacion de los distintos 6rganos y/o sistemas?®®.

En consecuencia, durante esta tesis, se analizaron y caracterizaron diferentes moléculas
propuestas como potenciales marcadores diagnosticos de otras patologias, pero adn
inexploradas durante la anafilaxia en humanos. En concreto, se evaluaron las proteinas, las
VEs y los miARNSs circulantes en la sangre periférica de los pacientes. Los biomarcadores
derivados de estas muestras presentan varias ventajas, ya que reflejan el estado del individuo,

son faciles de medir y se obtienen mediante métodos minimamente invasivos?®,

6.1.1. La medicina personalizada de los pacientes con anafilaxia mejora la capacidad
diagnostica de la triptasa serica

Las determinaciones de la triptasa sérica en las muestras de los pacientes con anafilaxia
revelaron un aumento de sus niveles de manera acorde a la gravedad de la reaccion, de
acuerdo con lo descrito previamente en otros estudios**°%2%7 Actualmente, el umbral
diagnostico de esta proteina solamente tiene en cuenta su valor agudo (11,4 pg/L)*. Sin
embargo, se ha visto que la consideracion del estado basal de los pacientes mejora
sustancialmente el reconocimiento de este evento patoldgico??®’. Por lo tanto, se han
sugerido dos nuevas aproximaciones que contemplan este parametro (20% + 2 pg/L y
135%)*748,

La capacidad diagnoéstica de la triptasa sérica se evalué en cada uno de los umbrales
propuestos, tanto en el que consideraba solamente el valor agudo como en aquellos que
tenian en cuenta ambas condiciones. Los resultados obtenidos revelaron una mayor
correlacion entre los sintomas clinicos y el diagnéstico molecular cuando se aplicaban
parametros relativos a la medicina personalizada de los pacientes. Precisamente, mas del
doble de los casos de anafilaxia se clasificaron correctamente considerando el incremento
del 135% durante la fase aguda respecto a la basal. Sin embargo, esta aproximacion presento
una menor especificidad, ya que se elevo el nimero de falsos positivos. Por otra parte,
cuando se tuvo en cuenta el aumento del 20% + 2 pg/L solo se diagnosticaron adecuadamente
un tercio de las reacciones, pero no hubo ningln falso positivo. No obstante, ambas
aproximaciones presentaron una mejor capacidad diagnostica de este evento patoldgico
respecto a la que consideraba Unicamente el valor agudo, donde se clasificaron
correctamente solo una quinta parte de los casos de anafilaxia.

Estos resultados confirmaron la importancia de realizar una medicina de precision y
personalizada de los pacientes. A su vez, demostraron la necesidad de encontrar nuevos y
mejores biomarcadores que suplan o complementen a la triptasa sérica ya que, utilizando
esta proteina, solo se diagnosticaron adecuadamente el 34-55% de las reacciones
anafilacticas. Ademas, esto ocurrié principalmente en los casos mas leves, donde la
confirmacion molecular es més necesaria.

6.1.2. Cuantificacion indirecta de la extravasacion subyacente a la anafilaxia en
humanos

El aumento de la permeabilidad endotelial es una de las principales alteraciones
fisiopatoldgicas subyacentes a la anafilaxia®*. Este proceso conduce a una fuga del contenido
vascular hacia los tejidos que deriva en una reduccion de la concentracion sérica y en una
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disminucion inespecifica de todas las proteinas circulantes. Entre ellas destaca la ASH, ya
que supone mas del 50% del total de las proteinas presentes en el suero'!*. Por lo tanto, en
esta tesis, se decidio evaluar la concentracion de proteinas y los niveles de la ASH en las
muestras séricas de los pacientes con anafilaxia. Los resultados obtenidos revelaron una
disminucion significativa de estos parametros durante la fase aguda y de manera acorde a la
gravedad de la reaccion (Figura 59). Hasta donde sabemos, esta es la primera vez que ambos
factores se han estudiado en la anafilaxia en humanos. Sin embargo, la disminucion de la
concentracion de proteinas séricas ya se ha propuesto como un posible indicador de otros
cuadros agudos como la pancreatitis y la ascitis?®®2%. A su vez, la reduccion de los niveles
de la ASH se ha relacionado con varios procesos patologicos como el estrés operatorio y la
cirugia hepatica®®3°*, Por lo tanto, ambas medidas podrian mejorar y aumentar la precision
del diagnostico de la anafilaxia. No obstante, todavia son necesarios mas estudios en
diferentes cohortes de pacientes con un mayor nimero de muestras para poder determinar la
sensibilidad y especificidad de estos marcadores moleculares, tanto individualmente como
en combinacion con la triptasa sérica.
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Figura 59. Representacion gréafica de la extravasacion de las proteinas séricas circulantes en las reacciones de
hipersensibilidad y anafilaxia. La concentracion de proteinas séricas y los niveles de la ASH disminuyen durante la
anafilaxia (casos de Grado 2 y Grado 3) de manera acorde a la gravedad de la reaccion. A su vez, la HBB aumenta en todos
los pacientes con reacciones de hipersensibilidad.

Por otra parte, se observo un aumento de los niveles de la HBB en la fase aguda de los
pacientes con anafilaxia (Figura 59). Esta proteina forma parte de la hemoglobina y se
encuentra localizada dentro de los globulos rojos, por lo que sus valores séricos se elevan a
causa de la hemdlisis®®2. Este proceso puede llevarse a cabo por la accion de varios factores,
como el complemento y la coagulacion®®®. Ambas cascadas estan estrechamente
relacionadas con la anafilaxia y se activan principalmente en los casos mas graves®2%, A su
vez, se ha demostrado una liberacién masiva de la hemoglobina de los glébulos rojos durante
las reacciones inflamatorias sistémicas®®. Precisamente, la HBB se ha propuesto como
marcador molecular para el diagndstico de la sepsis®®. Curiosamente, hasta la fecha, la tnica
investigacion que ha cuantificado la pérdida de fluidos durante la anafilaxia en humanos se
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ha basado en las medidas de la hemoglobina®®. Sin embargo, la hemdlisis también puede
deberse a los protocolos de obtencion, procesamiento y almacenamiento de las muestras,
provocando alteraciones en sus medidas y restando valor al uso de esta proteina como
biomarcador®®. Los resultados obtenidos en esta tesis revelaron que los niveles de la HBB
también aumentaban en los casos de hipersensibilidad leves y no variaban en funcion de la
gravedad de la reaccion, por lo que podrian haberse visto afectados por estos factores.

La mayoria de los datos disponibles acerca de la extravasacion asociada a la anafilaxia se
han obtenido a partir de modelos animales®®. En concreto, técnicas como el ensayo de Miles
se basan en la tincion de la albumina sérica con el colorante azul de Evans, permitiendo
visualizar y cuantificar la extravasacion acontecida durante la reaccion®¢3%7_ Por lo tanto, el
descenso de los niveles circulantes de la ASH permitiria medir indirectamente la
extravasacion acontecida en los pacientes con anafilaxia. Ademaés, dado que la clasificacion
de las reacciones de hipersensibilidad y anafilécticas incluye una gran variedad de signos y
sintomas en cada grado, se estratificaron los valores de esta proteina en funcién de los
organos y/o sistemas afectados individualmente en cada caso y se observO una clara
reduccidn de sus valores en los eventos mas graves. Estos hallazgos han permitido avanzar
en la comprension de la fisiopatologia vascular de la anafilaxia humana después de muchos
afios. Sin embargo, aunque la recogida de muestras es ardua y complicada, son necesarios
futuros estudios en una poblacion mayor de pacientes para confirmarlos.

A su vez, los resultados obtenidos en relacion con el descenso de la ASH plantean varias
alternativas para el manejo clinico de este evento patoldgico. El tratamiento de la anafilaxia
se basa principalmente en la inyecciéon de adrenalina intramuscular, aunque también se
utilizan otras terapias complementarias como la administracion de cristaloides para corregir
la pérdida de volumen circulante®. Sin embargo, nunca se ha intentado paliar la
hipoalbuminemia subyacente a la reaccion. Actualmente, varios ensayos clinicos discrepan
sobre la eficacia de las terapias con ASH®. Sin embargo, un estudio realizado en 1818
sujetos con sepsis grave ha demostrado que la adicion de esta proteina no mejora el
tratamiento de la hipovolemia en comparacion con los cristaloides, pero si que ayuda a
corregir las alteraciones hemodinamicas de los pacientes®®, Estos beneficios se deben a las
funciones de la ASH como antioxidante, antiinflamatoria y estabilizadora de la barrera
endotelial®®. Ademas, esta proteina actiia como blogueante del NO, el principal mediador
vasodilatador en la anafilaxia®®®3°, Por lo tanto, la administracion terapéutica de ASH se
postula como una estrategia complementaria prometedora para este evento patoldgico,
aunque son necesarios ensayos que confirmen su efectividad en la practica clinica.

6.1.3.Nuevos biomarcadores en anafilaxia: vesiculas extracelulares y microARNs

Las técnicas 6micas permiten realizar estudios a gran escala favoreciendo la identificacion
de biomarcadores®!*. Por ejemplo, el analisis del proteoma de las VEs de cancer ha servido
como fuente de marcadores moleculares para reconocer los estadios tempranos de estas
patologias®!?.

Por lo tanto, el perfil proteico de las VEs de plasma se caracterizd mediante espectrometria
de masas a partir de 5 grupos de pacientes adultos con anafilaxia por diferentes causas. A su
vez, el analisis de los miARNS séricos circulantes se llevé a cabo por NGS, una herramienta
transcriptomica clave para el descubrimiento de biomarcadores®®. Para ello, se utilizaron las
muestras de 5 nifios con anafilaxia por alimentos y de 5 adultos con reacciones por
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medicamentos, ya que se tratan de los principales desencadenantes para estas franjas de
edad®*. Los paneles de moléculas derivadas de estos estudios se muestran en la Figura 60.
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Figura 60. Resumen de las moléculas identificadas diferencialmente entre la fase aguda y basal de los pacientes con
anafilaxia. En los paneles superiores se muestran las proteinas de las VEs de plasma, mientras que en los inferiores se
representan los miARNS séricos circulantes. En naranja se indican los miARNSs identificados en nifios con anafilaxia por
alimentos y en azul los determinados en adultos con reacciones por medicamentos. En negrita y subrayado se sefialan los
validados en una cohorte mayor de pacientes.

En el caso de la composicién proteica de las VEs de plasma, se observé una clara diferencia
entre las vesiculas purificadas a partir de la fase aguda y aquellas obtenidas de la basal. El
analisis de espectrometria de masas identificé 99 proteinas estadisticamente diferenciales
entre ambas condiciones de acuerdo con unos criterios estrictos establecidos. En concreto,
83 de ellas se encontraron aumentadas y 16 disminuidas durante la reaccién anafilactica. A
su vez, de acuerdo con la base de datos Vesiclepedia, el 98% ya habian sido descritas en las
VEs. Ademas, un 23% se habian relacionado previamente con la anafilaxia. Por otra parte,
el estudio de los mMiARNs séricos circulantes mediante NGS revel6 62 moléculas
diferenciales, de las cuales 28 aumentaron durante la fase aguda, mientras que las 34
restantes disminuyeron. Sin embargo, solo el miR-181a se habia asociado con la anafilaxia,
aunque un 40% de los miARNSs habian sido descritos previamente en otras patologias
alérgicas.

A su vez, varias de las moléculas diferenciales entre ambas fases se seleccionaron para
validar sus niveles en una cohorte mayor de pacientes. En primer lugar, las proteinas CDC42,
Ficolina 2 y S100A9 se escogieron para confirmar la identificacion masiva llevada a cabo
previamente. El andlisis realizado en un mayor numero de muestras revelo un aumento de
sus niveles en las VEs de la fase aguda respecto a las de la basal, de acuerdo con lo observado
por espectrometria de masas (Figura 61). CDC42 se ha propuesto como biomarcador de la
rinitis alérgica, ya que su aumento se correlaciona con los sintomas clinicos y los niveles de
linfocitos Th2314. A su vez, Ficolina 2 esta asociada con el desarrollo de las enfermedades
alérgicas en nifios®°. En concreto, se ha visto que esta proteina induce la liberacion de varios
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mediadores inflamatorios como IFNy, IL-6, TNFa y NO36, Curiosamente, algunas de estas
moléculas han sido estudiadas como posibles marcadores diagndsticos de anafilaxia®®®. Por
otra parte, los resultados obtenidos mediante espectrometria de masas revelaron un aumento
de los niveles de las alarminas S100A7, S1I00A8 y S100A9 en las VEs obtenidas durante la
fase aguda. En relacion, se ha descrito recientemente un incremento de los valores séricos
de S100A8 y S100A9 en pacientes con anafilaxia®®.

Por otra parte, entre los miARNs identificados mediante NGS en los nifios con reacciones
por alimentos, se seleccionaron seis para validar sus niveles en un mayor numero de
muestras. Sin embargo, solo se encontraron diferencias significativas en el miR-21-3p y el
miR-487b-3p, los cuales aumentaban durante la fase aguda (Figura 61). No obstante, cuando
se amplio su andlisis a los adultos con reacciones por medicamentos no se observaron
cambios entre ambas condiciones. Estos resultados podrian indicar un endotipo especifico
de anafilaxia en nifios con reacciones por alimentos, postuldndose como biomarcadores en
la poblacion pediatrica, aunque no pudiendo extrapolarse a otros casos. Precisamente, el
incremento del miR-21-3p se ha propuesto como biomarcador de otras patologias alérgicas
como el asma, la esofagitis eosinofilica, la rinitis y la dermatitis alérgica de contacto?23-2%,
Ademas, se ha utilizado para evaluar la respuesta al tratamiento en pacientes asmaticos?*’.
A su vez, el anélisis de los miARNs en los pulmones fibréticos revel6 un aumento de los
valores del miR-487b-3p3!’. Sin embargo, los niveles de esta molécula disminuyeron en los
pacientes con rinitis alérgica®®.

Asimismo, al igual que en la poblacion peditrica, se seleccionaron seis de los miARNSs
identificados en adultos para evaluar sus niveles en una cohorte mayor e independiente de
pacientes con reacciones por medicamentos. Sin embargo, aunque se encontrdé un
comportamiento similar en alguna de las moléculas estudiadas, sélo se detectaron diferencias
significativas en el caso del miR-375-3p, cuyos niveles disminuian durante la fase aguda
(Figura 61). En consecuencia, para confirmar su posible uso como marcador diagnostico de
la anafilaxia, su analisis se amplié a otras dos nuevas cohortes de pacientes con reacciones
por alimentos, una de nifios y otra de adultos. Precisamente, los resultados obtenidos en estas
poblaciones también revelaron una disminucion del miR-375-3p durante la fase aguda. A su
vez, el descenso de este miARN se ha descrito en otras enfermedades alérgicas como el
asma, la rinitis y la esofagitis eosinofilica, donde se ha propuesto como biomarcador no
invasiv0231'278'282.

Resulta relevante destacar un estudio llevado a cabo por Francuzik et al. en paralelo al
desarrollo de esta tesis, donde se ha identificado un aumento de los niveles séricos del miR-
451a en adultos con anafilaxia mediada por alimentos y veneno de himendpteros,
proponiéndolo como biomarcador de este evento patoldgico®®. Sin embargo, este miARN
también pueden elevarse como resultado de la hemolisis®®32, Precisamente, todos los
analisis realizados en esta tesis para determinar la calidad de las muestras se llevaron a cabo
calculando la diferencia entre el miR-451ay el miR-23a-3p. Por lo tanto, al igual que ocurria
con la HBB, sus medidas podrian verse alteradas por el protocolo de recogida, procesamiento
y almacenamiento de las muestras, reduciendo su valor como marcador diagndéstico de la
reaccion.

A su vez, gran parte de los miARNS séricos circulantes se encuentran transportados por las
VEs!, En consecuencia, se midieron los niveles del miR-21-3p, miR-487b-3p y miR-375-
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3p dentro de estas particulas. Los resultados obtenidos demostraron un aumento del miR-
21-3p y una reduccion del miR-375-3p en las VEs purificadas a partir de la fase aguda
respecto a las obtenidas de la basal, de acuerdo con sus andlisis séricos. Sin embargo, no se
determinaron cambios en los valores del miR-487b-3p (Figura 61).
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Figura 61. Representacion grafica de las proteinas de las VEs y de los miARNSs validados en cohortes mayores de
pacientes. Las flechas indican el aumento o descenso en la fase aguda respecto a la basal.

Por lo tanto, aun considerando que los hallazgos derivados de esta tesis son todavia de
naturaleza exploratoria, estos resultados presentan un gran potencial clinico para el
desarrollo de nuevas estrategias diagndsticas y proponen varios biomarcadores candidatos.
Sin embargo, debido a la dificultad de obtener muestras de buena calidad, todavia son
necesarios mas estudios en un grupo mas amplio de pacientes que permitan determinar la
sensibilidad y especificidad de estas moléculas, asi como confirmar su valor diagndstico de
manera individual o en combinacion con la triptasa sérica.

6.2. Estudio de las bases moleculares de la anafilaxia

La anafilaxia es una reaccién de hipersensibilidad sistémica grave en la que se encuentran
implicados una gran variedad de microambientes celulares. Durante afios, los estudios de la
etiopatogenia de este evento patoldgico se han centrado en evaluar la participacion del
componente inmunoldgico®®. No obstante, se ha demostrado la existencia de otros sistemas
implicados en el desarrollo de la reaccion®. Sin embargo, la mayoria de estos datos se han
obtenido en modelos de experimentacién animal, por lo que los conocimientos relacionados
con la anafilaxia en humanos siguen siendo escasos!®32,

El proceso por el cual esta reaccion inicialmente local termina convirtiéndose en sistémica
se desconoce?®®. Precisamente, los distintos microambientes afectados durante este evento
patoldgico no constituyen nichos aislados. Diferentes moléculas han sido descritas como
mediadores de la interaccion entre estos entornos®?2. A su vez, las VEs y los miARNS se han
postulado como actores clave en la comunicacion celular en otras patologias?#1%2, Ademas,
se ha demostrado su implicacion en el desarrollo de una gran variedad de enfermedades
alérgicas'?51%8, Sin embargo, nunca se habia determinado su papel en la regulacion de las
bases moleculares subyacentes a la anafilaxia en humanos.

Por lo tanto, en esta tesis, se evalud in silico la funcion coordinada de las diferentes proteinas
caracterizadas en las VEs de plasma, asi como de los miARNSs identificados en suero. Este
proceso se llevo a cabo mediante SBA, una técnica que permiten la integracion de maltiples
conjuntos de datos Omicos para descubrir los mecanismos alterados durante eventos
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complejos, como la reaccion anafilactica®?. Ademas, se estudid el impacto concreto de estas

moléculas en el nicho endotelial mediante el uso de modelos celulares de anafilaxia in vitro.

6.2.1. Procesos bioldgicos relacionados con las proteinas de las vesiculas extracelulares
y asociados a la anafilaxia

El SBA del panel de 99 proteinas diferenciales entre las VEs de la fase aguda y la basal

reveld diferentes procesos relacionados con la reaccion anafilactica, los cuales se discuten a
continuacion y se resumen en la Figura 62.
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Figura 62. Resumen de las posibles funciones de las proteinas de las VEs en las bases moleculares subyacentes a la
reaccion. (1) Hipersensibilidad y alergia. (2) Endocitosis mediada por clatrina. (3) Degranulacién de células, de fagocitos
y de neutréfilos. (4) Captacién de las VEs de los pacientes con anafilaxia por las PBMCs de donantes no atdpicos. (5)
Adhesidn de células sanguineas y extravasacion a los tejidos. (6) Adhesion de células inmunes y formacion de la sinapsis
inmunolédgica. (7) Respuesta inflamatoria de fase aguda. (8) Efecto de la IL-17 en las vias respiratorias. (9) Sefializacion
del receptor de glucocorticoides. (10) Queratinocitos y respuesta cutanea. (11) Sefializacion de la iNOS. (12) Organizacion
del citoesqueleto de actina.

Los resultados obtenidos indicaron una participacion de estas proteinas en la alergia y la
hipersensibilidad, confirmando asi la implicacion de las VEs en las bases moleculares de la
anafilaxia®. Por otra parte, varias moléculas habian sido descritas previamente en procesos
relativos a las vesiculas. En concreto, se relacionaron con la endocitosis mediada por clatrina,
un mecanismos crucial para la captacion de las VEs por parte de las células diana®?*3%,

A su vez, un 40% de las proteinas identificadas se asociaron con funciones inmunologicas.
Entre los procesos encontrados destacan la degranulacién de las células, de los neutrofilos y
de los fagocitos. En concreto, en humanos, la anafilaxia se produce principalmente por la
activacion de los mastocitos y los basofilos, los cuales secretan varios mediadores
inflamatorios que dan lugar a los signos y sintomas de la reaccion®®. Ademas, se ha visto que
durante su degranulacion también se produce una liberacion de las VEs®%. Sin embargo,
cada vez hay mas estudios que demuestran la participacion de otras células inmunitarias en
el desarrollo de este evento patoldgico, como los fagocitos y los neutr6filos®. Precisamente,
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los monocitos y los macréfagos se han descrito como agentes clave de las reacciones
mediadas por IgG en modelos murinos de anafilaxia®?33. A su vez, la incubacion de las
PBMCs con las VEs de los pacientes reveld que la poblacion que captaba mayoritariamente
dichas particulas eran los monocitos. Por otra parte, un estudio llevado a cabo recientemente
en individuos con reacciones por medicamentos ha demostrado la implicacion de los
neutrdfilos en la anafilaxia en humanos®’. Ademas, se ha observado que tanto la S100A9
como CDC42, dos de las proteinas validadas en una cohorte mayor de pacientes, inducen la
liberacion de mediadores por parte de estas células®?’*?®, No obstante, CDC42 también
favorece la degranulacion de los mastocitos®?.

A su vez, otra de las funciones descritas en el SBA fue la adhesion de las células
inmunoldgicas. Las moléculas implicadas en este proceso, como los receptores de la
superfamilia de las inmunoglobulinas y las integrinas, desempefian un papel vital en la
regulacion de todos los aspectos funcionales de las células inmunitarias, incluida la
extravasacion leucocitaria, la activacion y proliferacion de las células efectoras y la
formacion de la sinapsis inmunoldgica®®. Precisamente, la migracion de los leucocitos desde
el torrente sanguineo hasta los tejidos esta orquestada por la accion conjunta de receptores
de adhesion celular y factores quimiotécticos®*. Este proceso bioldgico se lleva a cabo
principalmente en cuadros inflamatorios y ha sido descrito en anafilaxia®*?3%, Ademas, se
ha visto que la proteina S100A9 estimula la extravasacion de leucocitos®**3%, Asimismo, se
ha observado que CDC42 es necesaria para la expresion de ICAM-1, una molécula de la
familia de las inmunoglobulinas inducible en las células inmunoldgicas y endoteliales en
contextos de inflamacion®®. Esta proteina participa en la migracion de los leucocitos hacia
los tejidos y en la formacion de la sinapsis entre las diferentes células inmunol6gicas®®. La
unién e interaccion entre las CPA y los linfocitos T es crucial para la activacion y el
desarrollo de la respuesta alérgica®3-34, A su vez, la colaboracion entre los linfocitos T y B
mediante diferentes moléculas de adhesion y estimuladoras es necesaria para que pueda
llevarse a cabo el cambio de isotipo y la liberacion de IgE34:34,

En anafilaxia, la activacion y degranulacion de las células inmunoldgicas provoca la
secrecién de una gran variedad de mediadores que dan lugar a la inflamacion subyacente a
este evento patoldgico. Precisamente, entre las categorias derivadas del SBA destacan
mecanismos relacionados con este proceso, como la respuesta de fase aguda. En este
contexto, la Ficolina 2 participa en la liberacion de varios agentes inflamatorios por parte de
los macrofagos3t3#. A su vez, se observo una funcion de las proteinas de las VEs relativa
a la sefalizacion de la IL-17. Esta interleucina nunca se ha relacionado con la anafilaxia,
aunque se ha asociado con el desarrollo de los casos mas graves de asma, donde provoca
inflamacion de las vias respiratorias®*.

Ademas, los resultados obtenidos mediante espectrometria de masas revelaron un importante
conjunto de queratinas diferenciales entre las VEs de la fase aguda y la basal. La naturaleza
sistémica de la anafilaxia y, en particular, su relacion con el dafio epitelial y cutaneo apunta
a un papel interesante de este grupo de proteinas, considerado durante mucho tiempo como
contaminante en los analisis de protedmica. Las queratinas se liberan durante eventos
patoldgicos en los que hay dafio en la piel como resultado de la activacion de los
queratinocitos, unas células descritas en el campo de la alergia como una fuente sistémica
de interleucinas®*®**’. A su vez, el SBA asoci6 este conjunto de proteinas con la respuesta
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mediada por los receptores de glucocorticoides, los cuales tienen un efecto antiinflamatorio
en los queratinocitos y en las células del sistema inmunoldgico®*®3%, Precisamente, los
glucocorticoides se utilizan como tratamiento de la anafilaxia para prevenir el desarrollo de
reacciones bifasicas y reducir la inflamacion®>?.

Las proteinas de las VEs también se relacionaron con diferentes alteraciones del sistema
cardiovascular subyacentes a este evento patologico. Por ejemplo, se asociaron con la
sefializacion de la oxido nitrico sintasa inducible (INOS), una enzima que se ha visto
aumentada en modelos murinos de anafilaxia y que produce el principal mediador
vasodilatador de la reaccion, el NO®*2, A su vez, la Ficolina 2 también estimula la liberacion
de esta molécula®*. Por otra parte, el panel de proteinas se relaciond con la organizacion del
citoesqueleto de actina. En consecuencia, podrian desempefiar un papel fundamental en la
regulacion de la extravasacion acontecida durante la anafilaxia®*3. Ademas, se ha descrito
que la proteina S100A9 se une a las CEs e induce un aumento de la permeabilidad
endotelial®*3%4, En cambio, CDC42 es una de las principales proteinas estabilizadoras de la
barrera endotelial®*®. Al mismo tiempo, la reorganizacion del citoesqueleto de actina es
crucial para la degranulacion de las células efectoras de la reaccion®®. En concreto, CDC42
regula este proceso, el cual se ha demostrado que es necesario para la liberacion de los
exosomas®’.

Los cambios en la huella peptidica de las VESs podrian indicar las funciones que ejercen sobre
sus células diana o los mecanismos moleculares alterados durante la reaccion, ya que reflejan
el estado de los tejidos que las secretan. Por lo tanto, caracterizar las diferentes
subpoblaciones de VEs permitiria identificar los tipos celulares que las liberan. A su vez,
evaluar la biodistribucidn de estas particulas determinaria cuales son sus érganos diana y si
su captacion varia entre los diferentes microambientes anafilacticos.

6.2.2.Procesos biol6gicos asociados al miR-21-3p, miR-487b-3p y miR-375-3p en
anafilaxia

Cada miARN puede reconocer multiples ARNm diana, por lo que estas moléculas participan
en la regulacion de una gran variedad de procesos bioldgicos de manera simultaneal®®.
Ademas, tanto un aumento como un descenso de sus niveles se han relacionado con el
desarrollo de enfermedades®. Por lo tanto, para evaluar las posibles consecuencias de los
cambios del miR-21-3p, miR-487b-3p y miR-375-3p en las bases moleculares de la reaccion,
se realiz6 un SBA con sus genes diana.

En conjunto, los resultados obtenidos revelaron dos procesos clave en la anafilaxia: la
inflamacién y las anomalias de los 6rganos. Por lo tanto, confirmaron la implicacién de
dichos miARNs en los mecanismos moleculares de este evento patolégico, ya que la
anafilaxia consiste en una reaccién inflamatoria sistémica en la que se producen alteraciones
en distintos 6rganos y/o sistemas’®. A su vez, los SBA destacaron distintas vias de
sefializacion canonicas, como la respuesta de fase aguda, reguladas por sus genes dianas y
asociadas a dichos procesos, las cuales se resumen en la Figura 63.
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Figura 63. Resumen de las vias de sefializacion relacionadas con los procesos inflamatorios derivadas de los SBA de
los miARNSs estudiados. En rojo se indican las rutas moleculares descritas en el miR-21-3p, en verde las del miR-487b-3p

y en azul las del miR-375-3p. Ademas, en amarillo se sefiala la via modulada por el miR-21-3p y el miR-375-3p, mientras
que en morado se distingue la regulada por el miR-487b-3p y el miR-375-3p.

En humanos, la inflamacion subyacente a anafilaxia se atribuye a la liberacion de mediadores
por parte de los mastocitos y basofilos?®. Precisamente, entre las vias de sefializacion
molecular identificadas en el SBA se describieron varios mecanismos relacionados con la
degranulacién de estas células, de manera semejante a lo observado en el estudio de las
proteinas de las VESs. En concreto se vio que estos miARNS regulaban la sefializacién de la
PI3K/Akt, las ceramidas, el AMPc, Rac, la calpaina, los Toll-like receptor (TLR) y los
receptores del acido retinoico (RAR). En primer lugar, la via de la PI3K/AKkt se activa de
manera dependiente de IgE y aumenta los niveles intracelulares de calcio, induciendo la
liberacion de mediadores por parte de los mastocitos y los bas6filos®*®2¢, En relacion, un
estudio llevado a cabo en un modelo murino de anafilaxia ha demostrado que el miR-155
regula esta ruta controlando la degranulacion de los mastocitos!’. No obstante, la PI3K/Akt
también interviene en la liberacién de mediadores por parte de los neutrofilos, cuya
participacion en las reacciones anafilacticas humanas ha sido demostrada
recientemente®%1362  Asimismo, la ceramida 1-fosfato (C1P) puede inducir la
degranulacion de los mastocitos en un proceso mediado por los niveles de calcio®¢3%4, En
cambio, la sefializacion por AMPc reduce los niveles intracelulares de calcio e inhibe la
liberacion de mediadores por parte de los mastocitos y los bas6filos*>3¢7. Por otra parte,
Rac es una Ras GTPasa que regula el citoesqueleto de actina modulando la degranulacion
de los mastocitos®?®3%8, De igual manera, la calpaina es una proteasa que interviene en el
reordenamiento del citoesqueleto de los neutréfilos causando la liberacion de mediadores®.
A su vez, la activacion de los TLR puede inducir la degranulacion directa de los mastocitos
y los neutrofilos®237°31 En cambio, los RAR tienen un efecto antiinflamatorio, ya que
inhiben la liberacion de mediadores por parte de los mastocitos®'2.
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Ademas, el analisis de las dianas del miR-21-3p, miR-487b-3p y miR-375-3p reveld que
estas moléculas participaban en la aparicion de los signos y sintomas propios de la anafilaxia.
Entre ellos, las manifestaciones cutaneas son las méas comunes en los pacientes (80-90%)
mientras que las alteraciones digestivas se detectan en un 45% de los casos®. En consonancia
con estos datos, el SBA destacé las enfermedades dermatoldgicas y gastrointestinales entre
los principales trastornos relacionados con los miARNs estudiados, reforzando su
implicacion en la anafilaxia. Ademas, se identificaron diferentes vias moleculares asociadas
con este evento patologico. En primer lugar, se observo que regulaban la sefializacion de los
GPCRs, los principales receptores de los mediadores anafilacticos®. Ademas, modulaban la
sefializacion del PDGF, una molécula liberada por los mastocitos que ha sido descrita como
un agente inflamatorio en asma3’3. Por otra parte, controlaban la degradacion de la histamina,
uno de los mediadores cruciales para el desarrollo de la reaccion anafiléctica y el principal
causante de la gran mayoria de los sintomas de este evento patoldgico®.

Por otra parte, el SBA indicoé la participacion del miR-21-3p, miR-487b-3p y miR-375-3p
en las funciones del sistema nervioso, el cual se encuentra alterado en un 15% de los
pacientes con anafilaxia®. Actualmente, diferentes estudios han relacionado este sistema con
la alergia. En concreto, se ha demostrado su participacion en la presentacion antigénica, en
la produccion de IgE y en la degranulacion de los mastocitos, entre otros®™*. A su vez, la
activacion de los mastocitos mediada por IgE induce la liberacién de serotonina, un
neurotransmisor que ejerce un efecto antiinflamatorio®. En relacion, el triptéfano es el
aminoacido precursor de esta molécula y su degradacion estaba modulada por estos
miARNSs®"®. Precisamente, se han descrito alteraciones en el metabolismo del triptéfano en
pacientes alérgicos®’®. Por otra parte, los SBA revelaron que estos miARNSs participaban en
la degradacion de la anandamida, la adrenalina, el glutamato y la dopamina. La anandamida
es una molécula del sistema endocannabinoide que puede inhibir la degranulacion
dependiente de IgE vy la sintesis de citocinas de los mastocitos®’"378, A su vez, la adrenalina
es el tratamiento de primera linea de la anafilaxia, aunque también puede secretarse de forma
endégena ayudando a paliar los sintomas de este evento patoldgico®”®. Esta molécula, a
través de sus receptores B2, inhibe la degranulacion de las células efectoras de la reaccion®.
Asimismo, el glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso y
puede liberarse por los nervios presentes en la piel bloqueando la degranulacion de los
mastocitos y reduciendo la inflamacion cutanea®®3!, No obstante, también puede secretarse
desde otras células, como los neutr6filos®®?. Por otra parte, la dopamina es un
neurotransmisor generado principalmente en la sustancia negra del cerebro. Esta molécula
se ha relacionado con un aumento de la inflamacion alérgica y con la polarizacion de la
respuesta hacia un fenotipo Th2%, Ademas, actiia como una neurohormona induciendo la
liberacion de prolactina en la hipdéfisis, cuya sefializacion también estaba regulada por estos
miARNS. A su vez, la prolactina aumenta la produccion de inmunoglobulinas, estimula la
presentacion antigénica e induce un estado inflamatorio®43®, Por ultimo, se identificé un
papel de los miARNSs en el metabolismo de las hormonas tiroideas, las cuales pueden inducir
la activacion de los mastocitos®86:387,

Los SBA también identificaron procesos relacionados con el factor de necrosis tumoral-o.
(TNFa) a través de la sefializacion de la superfamilia de receptores de TNF (TNFR) y de sus
ligandos. El TNFa se libera durante la reaccion anafilactica principalmente por la activacion
y degranulacion de los mastocitos®®. En concreto, se han descrito niveles elevados de esta
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molécula tanto en modelos experimentales como en muestras séricas de pacientes con
anafilaxia®0’-38%3% Este mediador induce varios mecanismos moleculares, como la respuesta
adaptativa y la inflamacion, a través de su union a los TNFRI 'y TNFRII, cuya sefializacion
estaba regulada por dichos miARNs**1-3%, Precisamente, se ha observado un aumento de los
valores del TNFRI en los pacientes con anafilaxia grave®°3°*, Sin embargo, dentro de la
superfamilia existen otras moléculas como RANK 'y CD27, las cuales también se modulaban
por estos miARNs®®, La unién de CD27 con su ligando CD70 es necesaria para la expansion
clonal de los linfocitos T, para la presentacion antigénica de las CPA 'y para inducir la sintesis
de inmunoglobulinas y citocinas por los linfocitos B3®. Ademas, es fundamental para la
respuesta humoral y el mantenimiento de la memoria inmunoldgica®®. Por otra parte, los
genes diana de los miARNS regulaban la sefializacion de dos ligandos de los TNFR, el factor
activador de linfocitos B (BAFF) y el ligando inductor de la proliferacion (APRIL). Ambos
mediadores son necesarios para la maduracion, supervivencia y sintesis de anticuerpos de
los linfocitos B, asi como para la activacion y diferenciacion de los linfocitos Th3’.

En cambio, los SBA también revelaron la implicacion de los miARNS en la sefializacion de
diferentes mediadores antiinflamatorios. En concreto, se describié que participaban en la
biosintesis de retinoides, los cuales son los precursores de la vitamina A, una molécula
antiinflamatoria®®33%, En alergia, la ausencia de esta vitamina aumenta la respuesta de tipo
Th2, la activacion de los mastocitos y el estado inflamatorio*®. A su vez, los miARNSs
regulaban la sefializacion de apelina, una molécula que bloguea la liberacion de citocinas
por parte de los macrofagos y reduce el cuadro inflamatorio agudo de varias
enfermedades*®®. Asimismo, modulaban la respuesta del PEDF, un mediador que inhibe la
inflamacion de las vias respiratorias en asma*®?.

Por otra parte, el SBA identifico la participacion de los miARNSs en la sefializacion de tres
interleucinas: IL-1, IL-2 e IL-9. Esta familia de citocinas ya habia sido descrita previamente
en anafilaxia. En concreto, se ha demostrado que los niveles séricos de IL-2, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10 e IL-13 aumentan en los pacientes con reacciones graves®®, La familia de I1L-1 esta
formada por varios agentes inflamatorios y antiinflamatorios, siendo la IL-1p su miembro
mas estudiado. La produccion de esta molécula se induce por el TNFa y consiste en uno de
los mediadores fundamentales en la inflamacion*®. Precisamente, la IL-1 estimula la
produccion de IL-3, IL-5, IL-6, IL-9 y TNFa en los mastocitos*®. Por otra parte, la IL-2 es
un factor de crecimiento esencial para la proliferacion de las células T, para la respuesta
efectora y para el mantenimiento de los linfocitos T reguladores (Treg)*®. Sin embargo, su
funcidn en anafilaxia es ambigua. El tratamiento con IL-2 previo a la sensibilizacion presenta
un efecto protector, ya que aumenta las poblaciones de Treg e inhibe la sensibilizacion
especifica al alérgeno. No obstante, su administracion a los ratones ya sensibilizados
incrementa la respuesta de los Th y de los mastocitos provocando una mayor gravedad de la
reaccion*®. A su vez, la IL-9 puede liberarse por los mastocitos y tiene un efecto
pleiotropico, ya que modula una gran variedad de funciones, como la respuesta
inflamatoria*®*4%", Ademas, se ha descrito que esta interleucina promueve el desarrollo de la
anafilaxia sistémica, actuando tanto en la etapa de sensibilizacién como en la efectora®®®. En
consecuencia, se ha postulado como uno de los mediadores que podrian amplificar la
respuesta para que este evento patoldgico pase de local a sistémico®°®.
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Por ultimo, durante todos estos procesos se produce la liberacion de varias citocinas y
quimiocinas que se unen a sus receptores para ejercer su accion en las células diana®®®. Entre
ellos, los miARNs modulaban la sefializacion de JAK2, la cual ha sido relacionada con la
dermatitis atopica*l®. Estos receptores se encuentran asociados a quinasas que activan
diferentes factores de transcripcion STAT y participan tanto en la inflamacidn alérgica como
en la respuesta Th2*'%414 En concreto, el bloqueo de JAK en los mastocitos previene las
reacciones de hipersensibilidad inmediata y anafilacticas*®. Por otra parte, el SBA indico
que los miARNSs regulaban la sefializacion de STAT3. Esta molécula se ha asociado con
diferentes patologias y se ha descrito como un factor de transcripcion necesario para la
degranulacion de los mastocitos*6417, Precisamente, la inhibicion de STAT3 reduce el
proceso inflamatorio, por lo que se postula como una diana terapéutica prometedora®!8,

6.2.3.Efecto del miR-21-3p, miR-487b-3p y miR-375-3p en la fisiopatologia
cardiovascular de la anafilaxia

Entre las vias de sefializacion molecular destacadas por los SBA también se identificaron
varias relacionadas la fisiopatologia cardiovascular de la anafilaxia (Figura 64).
Precisamente, los mediadores liberados durante la reaccidn ejercen su accién sobre las
células de este sistema a través de los GPCRs y causan las alteraciones subyacente a este
evento patoldgico, las cuales determinan el desarrollo de los casos mas graves®*. Por
ejemplo, la histamina provoca un aumento de la vasodilatacion periférica, de la
permeabilidad endotelial y de la vasoconstriccion toracica®#1%-42, En cambio, la adrenalina
actlia sobre sus receptores adrenérgicos corrigiendo todos estos procesos®”.
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Figura 64. Representacion gréafica de las vias de sefializacion asociadas con la fisiopatologia vascular de la anafilaxia
acorde a los SBA de los miARNSs. En rojo se indican las rutas moleculares descritas en el miR-21-3p, en verde las del
miR-487b-3p y en azul las del miR-375-3p. Ademas, en amarillo se sefialan la via modulada por el miR-21-3p y el miR-
375-3p, mientras que en morado se distingue la regulada por el miR-487b-3p y el miR-375-3p.

En concreto, algunos de los mecanismos moleculares regulados por los miARNS se asocian
con la permeabilidad endotelial. Entre ellos destaca la sefializacion de Rac, una ruta
imprescindible para mantener la integridad del endotelio y que modula los cambios causados
por los diferentes mediadores anafilacticos*?242, Precisamente, la rotura de la barrera
endotelial derivada de la activacion de los TNFRI y Il ocurre en un proceso mediado por
esta proteina*?*. A su vez, la sefializacion de los TLR, de JAK2 y STAT3 induce un aumento
de la permeabilidad endotelial*®4?®, Ademas, varias de las moléculas detalladas
previamente, como la dopamina, la IL-1, la IL-2 y la C1P, provocan una rotura de la barrera
endotelial*?”%, Por el contrario, las vias de la PI3K, el AMPc y Wnt/B-catenina son
estabilizadoras de dicho proceso**'4%2, Del mismo modo, el PEDF y la isoforma B del PDGF
estan implicadas en la integridad del endotelio®**%, Asimismo, la anandamida y la
activacion de los RAR reducen la permeabilidad en la barrera hematoencefalica**"4%,
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Por otra parte, algunas de las vias de sefializacion molecular detalladas anteriormente
también modulan la vasodilatacion. En concreto, la PI3K es crucial para el desarrollo del
choque anafilactico, ya que activa la 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS) induciendo la
produccion de NO, el principal mediador vasodilatador de este evento patolégico. Por lo
tanto, esta proteina se postula como una diana terapéutica prometedora en anafilaxia3!°.
Asimismo, la apelina también favorece la liberacion de NO*%t, Ademas, se ha descrito un
efecto vasodilatador del glutamato y de la 1L-2%344 En cambio, la C1P produce
vasoconstriccion en las arterias cerebrales**°. No obstante, la dopamina presenta un efecto
dual ya que puede ejercer vasodilatacion o vasoconstriccion en funcién del receptor sobre el
que actlie?41442,

6.2.4.Funcion de las vesiculas extracelulares y los microARNs en las células
endoteliales de la microvasculatura

Los SBA realizados con el panel de las 99 proteinas de las VEs y con los genes diana del
miR-21-3p, miR-487b-3p y miR-375-3p aportan una vision general de las posibles funciones
en las que estan implicadas estas moléculas durante la anafilaxia. No obstante, estos procesos
pueden no verse reflejados en los diferentes microambientes celulares, por lo que es
necesario evaluarlos detalladamente. En consecuencia, gran parte de las investigaciones
realizadas en esta tesis se han focalizado en el estudio del endotelio (Figura 65), uno de los
principales 6rganos afectados durante este evento patoldgico®®. La heterogeneidad de las
CEs que componen los vasos propicia diferentes efectos de los mediadores anafilacticos
entre las distintas secciones del arbol vascular, siendo la microvasculatura aquella donde se
produce mayoritariamente la disrupcion de la barrera endotelial®”-®. Por lo tanto, todos los
ensayos funcionales realizados en esta tesis se llevaron a cabo en modelos in vitro de
HMVEC.
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Figura 65. Representacion gréafica de los ensayos funcionales en HMVEC. (1) Las VEs de los pacientes con anafilaxia
inducen un aumento de la permeabilidad endotelial. (2) El miR-375-3p bloquea parcialmente la respuesta a AMPc. (3) La
incubacion de las CEs en condiciones anafilacticas provoca un aumento de los niveles intracelulares del miR-21-3p e induce
su liberacién al suero de la fase aguda usado como estimulo.

Actualmente, se ha demostrado la implicacion de una gran variedad de mediadores en el
aumento de la permeabilidad endotelial durante la anafilaxia, un trastorno que ocurre
principalmente en los casos mas graves®*#43, Sin embargo, se han descrito otras moléculas
que también podrian intervenir en este proceso. Por ejemplo, las VEs participan en la
desestabilizacion de la barrera endotelial en enfermedades inflamatorias como la sepsis o el
cancer®'2444 No obstante, hasta ahora, nunca habian sido estudiadas en anafilaxia. Los
resultados derivados de esta tesis revelaron que las VEs purificadas a partir de la fase aguda
inducian un aumento de la permeabilidad endotelial respecto aquellas obtenidas de la basal,
por lo que podrian estar implicadas en la rotura de la barrera endotelial subyacente a este
evento patoldgico. Ademas, las vesiculas captadas por las CEs se localizaban
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preferentemente en la zona perinuclear, pudiendo participar en la regulacion del trafico
intracelular y de la expresion génica en estas células*®.

A su vez, un estudio llevado a cabo en cancer de pulmon demostré que las VEs liberadas por
las células tumorales estaban cargadas con el miR-375-3p y podian ser internalizadas por las
CEs, causando un aumento de la permeabilidad endotelial**. En relacion, el SBA de los
genes diana de este miARN revel0 varios procesos asociados con la integridad del endotelio.
Entre ellos, destaca la sefializacion del AMPc, una molécula esencial para la estabilizacion
de la barrera endotelial**®. Durante afios, se ha considerado el AMPc como un segundo
mensajero. Sin embargo, se ha demostrado que esta molécula también se puede secretar por
las celulas y actuar como mediador a través de la union a sus receptores, los cuales forman
parte de la familia de los GPCRs*"#4°_ Asimismo, se ha visto que las VEs liberadas por las
CEs estan enriquecidas en AMPc*°. En consecuencia, para determinar el efecto del miR-
375-3p en la respuesta a este mediador, se llevaron a cabo ensayos de permeabilidad in vitro
en HMVEC transfectadas con este miARNSs. Los resultados obtenidos demostraron que el
aumento del miR-375-3p blogqueaba parcialmente la estabilizacién de la barrera endotelial
mediada por el AMPc. Por lo tanto, los cambios en los niveles de este miARN podrian estar
implicados en los mecanismos moleculares asociados a la fisiopatologia vascular de la
anafilaxia.

Asimismo, los SBA del miR-21-3p y del miR-487b-3p identificaron varias vias de
sefializacion molecular descritas en las CEs y asociadas con la permeabilidad endotelial. Por
lo tanto, se evaluo si los niveles intracelulares de estos miARNs se modificaban tras la
incubacion de las HMVEC en condiciones anafilacticas. Precisamente, los valores del miR-
21-3p aumentaron tras el estimulo de las células con el cdctel de mediadores y con el suero
de la fase aguda de los pacientes con anafilaxia. Estos datos se asemejan con lo observado
en otros estudios donde los niveles de este miARN se elevan en las CEs en respuesta a
moléculas inflamatorias, como el TNFa o la IL-1B*%. Sin embargo, no se observaron
cambios en el miR-487b-3p.

Por otra parte, se ha demostrado que el endotelio desempefia una funcion efectora durante la
reaccion anafiléctica, ya que puede producir mediadores inflamatorios y vasoactivos, asi
como estimular la activacion de las vias de la coagulacion, el contacto y el complemento®,
En consecuencia, se evaluo la contribucion de las CEs a los niveles circulantes del miR-21-
3p y del miR-487b-3p. Para ello, se midieron los valores de ambos miARNSs en el suero de
los pacientes antes y después de la incubacion con las HMVEC. El anélisis demostré un
aumento del miR-21-3p, pero no de miR-487b-3p, en las muestras de la fase aguda tras el
contacto con las CEs. Este incremento podria deberse a la liberacion de VEs enriquecidas en
miR-21-3p en respuesta a varios de los mediadores implicados en la anafilaxia, un proceso
descrito en otros estudios®®:,
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Los resultados derivados de esta tesis suponen un avance en el campo de la investigacion en
alergologia e identifican varios mediadores que no habian sido descrito en anafilaxia hasta
la fecha. Sin embargo, los datos obtenidos son en su gran mayoria de naturaleza exploratoria.
Por lo tanto, es necesario validar las diferentes moléculas caracterizadas en cohortes con un
mayor numero de muestras para poder determinar su uso como biomarcadores y establecer
su sensibilidad y especificidad en el diagnostico de este evento patoldgico. No obstante, el
reclutamiento de los pacientes con anafilaxia es una tarea ardua y complicada. A su vez, es
preciso dilucidar los mecanismos moleculares relacionados con estos mediadores, ya que
esto permitiria identificar dianas terapéuticas prometedoras.

7.1. Heterogeneidad de los pacientes y las reacciones

Todos los estudios se han desarrollado a partir de las muestras de pacientes con anafilaxia.
En consecuencia, una de las limitaciones principales de esta tesis fue la heterogeneidad de
los diferentes individuos incluidos en los anélisis. No obstante, se intentd minimizar este
problema realizando todas las aproximaciones de manera pareada entre la fase aguda y la
basal de cada paciente.

A su vez, las reacciones anafilacticas son muy diversas, por lo que presentan varios aspectos
que pueden influir en su desarrollo. Sin embargo, resulta muy complicado estratificar entre
las diferentes variables, ya que se perderia potencia estadistica y no disponemos de un grupo
de pacientes lo suficientemente grande. Ademas, al reducir la muestra aumentarian las
interferencias causadas por la variabilidad de los individuos.

Una de las limitaciones en los estudios de anafilaxia son las diferencias entre los distintos
desencadenantes, ya que no todos los alérgenos activan los mismos mecanismos
moleculares. Por ejemplo, en el caso de las reacciones por medicamentos, se han descrito
farmacos que pueden inducir vias dependientes de IgE, mientras que otros activan rutas
independientes de IgE?**%2, Ademas, durante esta tesis, practicamente no se analizaron
pacientes con anafilaxia por veneno de himendpteros, uno de los alérgenos mas estudiado en
este evento patologico®34%*. Esto se debid a la escasa disponibilidad de muestras de sujetos
con reacciones causadas por este desencadenante.

Asimismo, otro de los problemas fueron las diferencias derivadas del lugar de obtencion de
las muestras, ya que unas se recogieron en las unidades de alergologia y otras en los servicios
de urgencias. Esto provoca gque existan cambios en el tiempo que transcurre desde que se
desarrolla la anafilaxia hasta que se recoge la fase aguda y, por consiguiente, en la gravedad
de la reaccidn. Precisamente, todas las muestras de nifios se recogieron como resultado de
pruebas de provocacion y la gravedad en estos casos es menor. Ademas, otro inconveniente
relacionado con este grupo fue la ausencia de reacciones mediadas por medicamentos. Sin
embargo, la poblacion pediatrica es la cohorte mas homogénea, dado que todas las muestras
se obtuvieron de un unico hospital, evitando asi otra de las limitaciones de esta tesis, que son
las pequefas diferencias en los procesos de recogida entre los distintos centros, aun
atendiendo a un protocolo comun.

A su vez, otro factor que podria alterar las medidas de las moléculas estudiadas fue el
tratamiento de los pacientes. En todos los casos se priorizo la salud de los individuos, por lo
que algunas muestras agudas se recogieron después de administrar la medicacion. Ademas,
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no siempre se aplicaron los mismos farmacos, por lo que también podria haber variaciones
derivadas de estos cambios.

La ausencia de una definicion clara de la anafilaxia es una de las principales limitaciones en
el estudio de este evento patoldgico. Esto provoca que la clasificacion de la gravedad de las
reacciones sea complejay no esté clara. Concretamente, en esta tesis se siguieron los criterios
establecidos por Brown, aunque estas directrices no diferencian bien los niveles de gravedad
leves y moderados®. Recientemente se han propuesto nuevas clasificaciones que permiten
estratificar mejor a los pacientes™®’. No obstante, no se pudieron aplicar a los analisis
incluidos en esta tesis debido a que, en la mayoria de los casos, los datos clinicos recogidos
no contenian toda la informacion necesaria.

A su vez, otro problema es la ausencia de controles sanos en los estudios. No obstante,
consideramos que es muy complicado definir dicha poblacion. El dnico grupo utilizado
como control fueron los pacientes de Grado 1, ya que no desarrollan anafilaxia. Sin embargo,
estos presentan varios inconvenientes como que solo se tienen muestras de individuos
adultos y que todos los casos fueron causados por medicamentos. Por lo tanto, no son
representativos de la poblacion con anafilaxia, dado que no hay nifios ni adultos con
reacciones por alimentos.

7.2. Calidad y cantidad de las muestras de sangre periférica

Las muestras de sangre periférica de los pacientes con anafilaxia también presentaron varias
limitaciones. En primer lugar, cabe destacar que la cantidad de suero y/o plasma disponible
es finita. Por lo tanto, varios individuos no se pudieron analizar en todas las aproximaciones
abordadas en esta tesis. Ademas, en la poblacion pediatrica solo se recogieron muestras
séricas para evitar sacar tanta sangre a los nifios.

De cada paciente se obtuvieron dos tubos de suero y plasma de cada fase. No obstante, en
ocasiones uno de ellos estaba mas hemolizado que el otro, pudiendo causar variaciones. En
consecuencia, se intentd usar siempre la misma alicuota para todos los analisis incluidos en
esta tesis. Sin embargo, no siempre fue posible, dado que algunos experimentos requerian
un mayor volumen de muestra.

A su vez, otra de las limitaciones fueron las interferencias causadas por la hemolisis. Esto es
algo esperable en los estudios de anafilaxia, ya que durante la reaccion se activan varios
procesos que pueden provocar una ruptura de los globulos rojos®2%®, Sin embargo, esto
también puede ocurrir a causa del protocolo de recogida, procesamiento y almacenamiento
de las muestras. Precisamente, las diferencias encontradas en la HBB podrian deberse a la
hemdlisis. A su vez, la hemoglobina tifie de rojo las muestras, interfiriendo con las medidas
de la concentracion de proteinas séricas, ya que esta se determin6 mediante un método
colorimétrico. Ademas, este factor obligd a descartar un gran nimero de muestras de los
analisis de los miARNSs, dado que la lisis de los globulos rojos provoca la salida de varias de
estas moléculas alterando sus medidas®?°.

7.3. Problemas asociados a las determinaciones de proteinas séricas

En el caso de los analisis de la triptasa sérica una de las limitaciones fue el tiempo de recogida
de las muestras, ya que este proceso se intentd hacer siempre lo mas rapido posible. No
obstante, el pico de esta proteina se alcanza a las 2 horas de la reaccion*. Ademas, puede
haber diferencias en las medidas de triptasa en funcion del desencadenante de la anafilaxia.
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En concreto, se ha descrito que los alimentos causan elevaciones menores de este marcador
que los medicamentos®:.

A su vez, el estudio de la ASH y de la HBB se realiz6 mediante métodos semicuantitativos,
los cuales son menos precisos y dificultan establecer umbrales de referencia para el uso de
estas proteinas como biomarcadores diagndsticos de anafilaxia. Ademas, los analisis se
llevaron a cabo con programas de procesamiento de imagenes, unas aproximaciones mas
complicadas de estandarizar y donde el ruido de fondo es dificil de eliminar.

7.4. Limitaciones de los estudios 6micos

Una de las limitaciones de las técnicas dmicas es el escaso nimero de muestras que se
utilizan para estos analisis. EI hecho de usar un grupo pequefio de pacientes para el estudio
de una reaccion tan heterogénea como es la anafilaxia dificulta la seleccion de un conjunto
representativo de la poblacion. En consecuencia, para el andlisis de las proteinas de las VEs,
se intentd plasmar la diversidad de la reaccion eligiendo casos variados. Sin embargo, para
el desarrollo del NGS se escogieron individuos con una franja de edad y desencadenante
concretos. A su vez, en la poblacion pediatrica se seleccionaron aquellos con mayor
gravedad, mientras que en los adultos se busco representar la heterogeneidad de la reaccion
incluyendo casos moderados y graves. En consecuencia, el nimero de miARNSs identificados
significativamente fue mayor en los nifios que en los adultos, ya que era una poblacion mas
homogénea.

A su vez, se identificaron pocos miARNs con FDR debido a la heterogeneidad de los
pacientes, por lo que este criterio no se tuvo en cuenta a la hora de elegir las dianas de
validacion. Ademas, algunas de las moléculas significativas no se detectaron en todas las
muestras analizadas por NGS. Ambos problemas se reflejaron en los analisis mediante
gPCR, donde no se observaron cambios en muchos de los miARNs diana seleccionados y
algunos de ellos no se identificaron en las muestras.

7.5. Variaciones metodologicas de los estudios de las vesiculas
extracelulares

El analisis de las proteinas de las VEs se llev6 a cabo a partir de plasma debido a que se
obtenia un mayor rendimiento. Sin embargo, el uso de estas muestras dificulta su
comparacion con el resto de los estudios incluidos en esta tesis, los cuales se realizaron en
suero.

Las VEs purificadas para el estudio de los miARNSs se aislaron desde suero con un kit
comercial porque era necesario menos volumen de muestra. Sin embargo, este kit esta
enfocado a la obtencién de exosomas, por lo que podria haber variaciones en las poblaciones
de vesiculas en comparacion con las aisladas por ultracentrifuga.

Asimismo, otro de los problemas es que no existe ningun control endogeno fidedigno para
los anélisis de las VEs. Por lo tanto, los datos de validacion obtenidos mediante Western blot
se normalizaron respecto a la concentracion de proteinas total de la muestra. No obstante,
esta no tiene en cuenta las posibles interferencias acontecidas durante el desarrollo de la
técnica.

Los estudios de captacion de las VEs se llevaron a cabo en tres poblaciones de PBMCs: los
monocitos, los linfocitos B y los linfocitos Th. Sin embargo, no se evaluaron los linfocitos
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T citotoxicos (Tc) y las células asesinas naturales (NK). Estas células tambien forman parte
de las PBMCs, pero no se valoraron debido a que los citbmetros no permitian analizar més
poblaciones de manera simultanea.

A su vez, las muestras utilizadas para caracterizar las VEs por NTA se congelaron
previamente, dado que era necesario transportarlas. No obstante, este proceso puede
provocar su agregacion y alteraciones en las medidas. Ademas, la sensibilidad del NTA en
las VEs menores de 100 nm es baja.

7.6. Problemas de los analisis de microARNSs

De manera semejante a las VES, uno de los problemas en el estudio de los miARNSs es la
ausencia de un control enddégeno fidedigno para la normalizacion de los datos. Por lo tanto,
para los estudios incluidos en esta tesis se utiliz el miR-30e-3p, de acuerdo con lo sugerido
por el NGS. Sin embargo, este miARN también se ha descrito como diana en otras
patologias®®.

A su vez, el analisis del miR-21-3p y del miR-487b-3p no se realiz6 en una cohorte
independiente de pacientes pediatricos debido a la baja disponibilidad de muestras. Ademas,
sus valores no mostraron diferencias significativas en la poblacion adulta, aunque estos
resultados también podrian indicar un endotipo concreto de la reaccion.

Asimismo, los ensayos funcionales de los miARNS no se realizaron en cada caso con las tres
moléculas validadas. Por lo tanto, habria que determinar los niveles intracelulares del miR-
375-3p y tras el contacto con las CEs, asi como evaluar los cambios en la permeabilidad
endotelial tras la transfeccion con el miR-21-3p y el miR-487b-3p.

7.7. Limitaciones de los analisis de biologia de sistemas

Los SBA aportan una vision general de los procesos implicados en la reaccién e identifican
una gran variedad de categorias funcionales asociadas con la lista de genes estudiados. Sin
embargo, en muchos casos las moléculas descritas en una via pueden ser antagdnicas entre
si. Por lo tanto, una funcion sugerida por el SBA podria no ocurrir en cada uno de los
microambientes afectados. Ademas, los cambios observados en suero podrian no verse
reflejados a nivel celular. En consecuencia, es necesario confirmar especificamente cada una
de ellas en los nichos celulares y tejidos de interés.

7.8. Problemas de los ensayos in vitro de células endoteliales

Por ultimo, las limitaciones en los ensayos funcionales se deben principalmente al tipo
celular utilizado. El endotelio de los vasos es muy heterogéneo y varia entre las diferentes
secciones de la vasculatura®®. Los estudios realizados en esta tesis se llevaron a cabo en
modelos in vitro de microvasculatura. Sin embargo, los datos obtenidos podrian no
extrapolarse a otros tipos celulares como la barrera hematoencefalica o la macrovasculatura,
ya que presentan una estructura, funcién y composicion distinta.

Asimismo, el ensayo funcional de las VEs se desarroll6 en HMVEC-L, mientras que los
analisis de los miARNs se hicieron en HMVEC-D. Ambos cultivos celulares primarios
derivan de microvasculatura por lo que no esperamos que hubiera diferencias entre ellos. Sin
embargo, seria necesario realizar estudios en paralelo con ambos tipos celulares para
confirmarlo.
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A su vez, cabe destacar que otra de las limitaciones de los estudios in vitro son los tiempos
de incubacion. La anafilaxia consiste en una reaccion rapida, pero algunas determinaciones
se realizaron transcurridas horas desde la estimulacion de las células. No obstante, estos
ensayos no consideran todos los factores implicados en dichos procesos, por lo que se
asumen diferencias y variaciones en el tiempo de respuesta en comparacién con las
condiciones fisiologicas.
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1. La consideracion de las medidas basales de triptasa sérica en los pacientes con anafilaxia
mejora su sensibilidad y especificidad en el diagnostico de la reaccion.

2. La concentracion de proteinas séricas y los niveles de ASH disminuyen en los pacientes
con anafilaxia acorde a la gravedad de la reaccion, permitiendo cuantificar indirectamente la
extravasacion vascular subyacente a este evento patoldgico y proponiéndose como posibles
biomarcadores. Ademas, el suplemento de ASH se postula como una nueva estrategia
terapéutica.

3. La HBB aumenta en el suero de los pacientes con hipersensibilidad independientemente
de la gravedad de la reaccion.

4. Las VEs de los pacientes con anafilaxia presentan un perfil de 99 proteinas diferenciales
entre la fase aguda y la basal, de las cuales 83 aumentan y 16 disminuyen durante la reaccion.

5. Las proteinas CDC42, S100A9 y Ficolina 2 aumentan en las VEs de la fase aguda y se
postulan como posibles biomarcadores de anafilaxia.

6. El estudio de la funcion coordinada del panel de 99 proteinas diferenciales de las VES
destaca su implicacion en la respuesta inmunoldgica, asi como en otros mecanismos
moleculares propios de la anafilaxia.

7. Los monocitos son la poblacion de PBMCs que capta mayoritariamente las VEs de los
pacientes con anafilaxia.

8. Las VEs de los pacientes con anafilaxia son internalizadas por las CEs y causan un
aumento de la permeabilidad endotelial. Ademas, las de la fase aguda inducen un incremento
de este proceso respecto a las de la basal.

9. Los nifios con anafilaxia por alimentos presentan un perfil diferencial de 41 miARNSs
séricos circulantes entre la fase aguda y la basal, de los cuales 21 aumentan y 20 disminuyen
durante la reaccion.

10. ElI miR-21-3p y el miR-487b-3p aumentan en los nifios con anafilaxia por alimentos
postulandose como biomarcadores de la reaccion. A su vez, el miR-21-3p se eleva en las
VEs de la fase aguda.

11. Los adultos con anafilaxia por medicamentos presentan un perfil diferencial de 21
miARNSs séricos circulantes entre la fase aguda y la basal, de los cuales 7 aumentan y 14
disminuyen durante la reaccion.

12. El miR-375-3p desciende en el suero y en las VEs de los pacientes con anafilaxia,
proponiéndose como un posible biomarcador de la reaccion.

13. Los SBA del miR-21-3p, miR-487b-3p y miR-375-3p indican una participacion de estas
moléculas en la regulacidn de procesos asociados a la inflamacion y a las alteraciones de los
organos. Ademas, estos miARNSs se relacionan con la fisiopatologia cardiovascular de la
anafilaxia, ya que modulan la permeabilidad endotelial y el tono vascular.

14. Las CEs aumentan los niveles intracelulares del miR-21-3p y contribuyen a la liberacion
de dicho miARN al medio extracelular en condiciones de anafilaxia in vitro.

15. El aumento del miR-375-3p en las CEs bloquea parcialmente la estabilizacion de la
barrera endotelial mediada por AMPCc.
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1. Considering baseline serum tryptase values in patients with anaphylaxis improves its
sensitivity and specificity in the diagnosis of the reaction.

2. Serum protein concentration and HSA levels decrease in patients with anaphylaxis
according to the severity of the reaction, allowing indirect quantification of the vascular
extravasation underlying this pathological event and being proposed as potential biomarkers.
In addition, HSA supplementation is postulated as a new therapeutic strategy.

3. HBB increases in serum of patients with hypersensitivity events independently of the
severity of the reaction.

4. EVs of patients with anaphylaxis exhibit a profile of 99 differential proteins between the
acute and basal phase, of which 83 increase and 16 decrease during the reaction.

5. CDC42, S100A9 and Ficolin 2 proteins are increased in EVs of the acute phase and are
postulated as potential biomarkers of anaphylaxis.

6. The coordinated function study from the panel of 99 differential EV proteins highlights
their involvement in the immune response, as well as in other molecular mechanisms
characteristic of anaphylaxis.

7. Monocytes are the PBMCs population that mainly capture EVs from patients with
anaphylaxis.

8. EVs from patients with anaphylaxis are internalized by ECs and cause an increase in
endothelial permeability. In addition, those of the acute phase induce an increment of this
process with respect to those of the basal phase.

9. Children with food anaphylaxis present a differential profile of 41 circulating serum
miRNAs between the acute and basal phase, of which 21 increase and 20 decrease during
the reaction.

10. Both miR-21-3p and miR-487b-3p are elevated in children with food anaphylaxis,
postulating them as biomarkers of the reaction. In turn, miR-21-3p is increased in EVs of the
acute phase.

11. Adults with drug-induced anaphylaxis have a differential profile of 21 circulating serum
miRNAs between the acute and basal phase, of which 7 increase and 14 decrease during the
reaction.

12. The miR-375-3p drops in serum and EVs of patients with anaphylaxis, being proposed
as a potential biomarker of the reaction.

13. SBA of miR-21-3p, miR-487b-3p and miR-375-3p indicate an involvement of these
molecules in the regulation of processes associated with inflammation and organ alterations.
Furthermore, these miRNAs are related to the cardiovascular pathophysiology of
anaphylaxis, as they modulate both endothelial permeability and vascular tone.

14. ECs increase intracellular levels of miR-21-3p and contribute to its release into the
extracellular medium under conditions of anaphylaxis in vitro.

15. The increase of miR-375-3p in ECs partially blocks the stabilization of the endothelial
barrier mediated by cCAMP.
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Los anexos incluidos en esta tesis se pueden descargar a partir de este enlace:

https://drive.google.com/file/d/1cap9tCOT Q- ZRjogKYz idpjAVhgdOS/view

O escaneando el siguiente codigo QR:

160


https://drive.google.com/file/d/1cap9tC0T_Q-_ZRjoqKYz_idpjAVhgdOS/view

12. PUBLICACIONES




162



PUBLICACIONES

12.1.

1.

Publicaciones derivadas de esta tesis

Nufiez-Borque E, Betancor D, Pastor-Vargas C, Fernandez-Bravo S, Martin-Blazquez
A, Casado-Navarro N, Lépez-Dominguez D, Gémez-Lopez A, Rodriguez Del Rio P,
Tramo6n P, Beitia JM, Moreno-Aguilar C, Gonzéalez-de-Olano D, Goikoetxea MJ,
Ibafiez-Sandin MD, Laguna JJ, Cuesta-Herranz J, Esteban V. Personalized diagnostic
approach and indirect quantification of extravasation in human anaphylaxis. Allergy.
2022 Jul 16. doi: 10.1111/all.15443. (Cuartil: D1; Factor de impacto: 14,710).

Nufiez-Borque E, Fernandez-Bravo S, Pastor-Vargas C, Alvarez-Llamas G, Gutiérrez-
Blazquez MD, Alwashali E, Laguna JJ, Dionicio J, Betancor D, Villalobos V, Tomé-
Amat J, Cuesta-Herranz J, Benito-Martin A, Esteban V. Proteomic profile of
extracellular vesicles in anaphylaxis and their role in vascular permeability. Allergy.
2021 Jul;76(7):2276-2279. doi: 10.1111/all.14792. (Cuartil: D1; Factor de impacto:
14,710).

Nufez-Borque E, Fernandez-Bravo S, Rodriguez Del Rio P, Alwashali EM, Lopez-
Dominguez D, Gutiérrez-Blazquez MD, Laguna JJ, Tomé-Amat J, Gallego-Delgado J,
Gobmez-L0bpez A, Betancor D, Cuesta-Herranz J, Ibafiez-Sandin MD, Benito-Martin A,
Esteban V. Increased miR-21-3p and miR-487b-3p serum levels during anaphylactic
reaction in food allergic children. Pediatr Allergy Immunol. 2021 Aug;32(6):1296-
1306. doi: 10.1111/pai.13518. (Cuartil: D1; Factor de impacto: 5,464).

Nufiez-Borque E, Fernandez-Bravo S, Benito-Martin A, Rodriguez Del Rio P, Di
Giannatale A, Alwashali EM, Di Paolo V, Galardi A, Marta Colletti, Gutiérrez-
Blazquez MD, Tomé-Amat J, Pascucci L, Cuesta-Herranz J, Ibafiez-Sandin MD,
Laguna JJ, Esteban V. Novel mediator in anaphylaxis: decreased levels of miR-375-3p
in serum and within extracellular vesicles of patients. Enviado a Allergy. (Cuartil: D1;
Factor de impacto: 14,710).

Nufez-Borque E, Fernandez-Bravo S, Yuste-Montalvo A, Esteban V.
Pathophysiological, Cellular, and Molecular Events of the Vascular System in
Anaphylaxis. Front Immunol. 2022 Mar 8;13:836222. doi:
10.3389/fimmu.2022.836222. (Cuartil: Q1; Factor de impacto: 8,786).

Fernadndez-Bravo S, Palacio-Garcia L, Requena-Robledo N, Yuste-Montalvo A,
NuUfez-Borque E (co-ultimo autor), Esteban V. Anaphylaxis: mediators, biomarkers
and microenvironments. J Investig Allergol Clin Immunol. 2022 Aug 24:0. doi:
10.18176/jiaci.0854. (Cuartil: Q1; Factor de impacto: 8,185).

163



PUBLICACIONES

12.2.
1.

Otras publicaciones realizadas durante el desarrollo de esta tesis

Meéndez-Barbero N, Yuste-Montalvo A, Nufiez-Borque E, Jensen BM, Gutiérrez-
Mufioz C, Tomé-Amat J, Garrido-Arandia M, Diaz-Perales A, Ballesteros-Martinez C,
Laguna JJ, Beitia JM, Poulsen LK, Cuesta-Herranz J, Blanco-Colio LM, Esteban V.
The TNF-like weak inducer of the apoptosis/fibroblast growth factor-inducible
molecule 14 axis mediates histamine and platelet-activating factor-induced
subcutaneous vascular leakage and anaphylactic shock. J Allergy Clin Immunol. 2020
Feb;145(2):583-596.e6. doi: 10.1016/j.jaci.2019.09.019. Enviado a Allergy. (Cuartil:
D1; Factor de impacto: 14,290).

NuUfez-Borque E, Gonzalez-Naranjo P, Bartolomé F, Alquézar C, Reinares-Sebastian
A, Pérez C, Ceballos ML, Paez JA, Campillo NE, Martin-Requero A. Targeting
Cannabinoid Receptor Activation and BACE-1 Activity Counteracts TgAPP Mice
Memory Impairment and Alzheimer's Disease Lymphoblast Alterations. Mol
Neurobiol. 2020 Apr;57(4):1938-1951. doi: 10.1007/s12035-019-01813-4. Enviado a
Allergy. (Cuartil: Q1; Factor de impacto: 5,687).

Nufiez-Borque E, Betancor D, Ferndndez-Bravo S, Gomez-Cardefiosa A, Esteban V,
Garrido-Arandia M, de Las Heras M, Pastor-Vargas C, Cuesta-Herranz J. Allergen
Profile of London Plane Tree Pollen: Clinical and Molecular Pattern in Central Spain.
J Investig Allergol Clin Immunol. 2021 May 5:0. doi: 10.18176/jiaci.0702. (Cuartil: Q1;
Factor de impacto: 8,185).

Hernandez-Ramirez G, Pazos-Castro D, Gomez Torrijos E, Yuste Montalvo A,
Romero-Sahagun A, Gonzélez-Klein Z, Jimeno-Nogales L, Escribese MM, Extremera
Ortega A, Nufez-Borque E, Bustamante Orvay L, Esteban V, Feo Brito F, Barber D,
Tomé-Amat J, Garrido-Arandia M, Diaz-Perales A. Group 1 allergens, transported by
mold spores, induce asthma exacerbation in a mouse model. Allergy. 2020
Sep;75(9):2388-2391. doi: 10.1111/all.14347. (Cuartil: D1; Factor de impacto: 14,710).

Betancor D, Gémez-Lépez A, Villalobos-Vilda C, Nufiez-Borque E, Fernandez-Bravo
S, De Las Heras Gozalo M, Pastor-Vargas C, Esteban V, Cuesta-Herranz J. LTP
Allergy Follow-Up Study: Development of Allergy to New Plant Foods 10 Years Later.
Nutrients. 2021 Jun 24;13(7):2165. doi: 10.3390/nu13072165. (Cuartil: Q1; Factor de
impacto: 6,706).

Betancor D, Nufiez-Borque E (co-primer autor), Cuesta-Herranz J, Escudero C,
Freundt N, Pastor-Vargas C, Ibafiez-Sandin MD. Porin: A New Button Mushroom
(Agaricus bisporus) Allergen. J Investig Allergol Clin Immunol. 2020 Apr;30(2):135-
136. doi: 10.18176/jiaci.0454. (Cuartil: Q1; Factor de impacto: 8,185).

Betancor D, Nufiez-Borque E, Esteban V, Bueno-Diaz C, de Las Heras Gozalo M,
Pastor-Vargas C, Cuesta-Herranz J. Reverse Takotsubo Cardiomyopathy (rTTC) After
a Severe Episode of Almond-Dependent, Exercise- Induced Anaphylaxis. J Investig
Allergol Clin Immunol. 2021 Jun 22;31(3):253-254. doi: 10.18176/jiaci.0598. (Cuartil:
Q1; Factor de impacto: 8,185).

164



	Tesis Emilio Núñez Borque
	PORTADA
	I. AGRADECIMIENTOS
	II. ÍNDICE
	III. RESUMEN
	IV. SUMMARY
	V. ABREVIATURAS
	1. INTRODUCCIÓN
	2. HIPÓTESIS
	3. OBJETIVOS
	4. MATERIALES Y MÉTODOS
	5. RESULTADOS
	6. DISCUSIÓN
	7. LIMITACIONES
	8. CONCLUSIONES
	9. CONCLUSIONS
	10. BIBLIOGRAFÍA
	11. ANEXOS
	12. PUBLICACIONES




