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Abreviaturas y terminologia empleada.

IL: interleucina.
IFN-y: interferén gamma.
Thly Th2: linfocito T-helper 1y 2.

Vesp v 1: antigeno presente en el veneno de Vespa velutina correspondiente a la
fosfolipasa Al.

Vesp v 2A/2B: antigenos presentes en el veneno de Vespa velutina correspondientes a
las isoformas de la 2 hialuronidasa: Ay B.

Vesp v 5: antigeno presente en el veneno de Vespa velutina correspondiente al antigeno
5.

Ig: inmunoglobulina.
TGF-B: factor de crecimiento transformante beta.

Bio-Plex Pro Human Cytokine plex Assay®: sistema empleado en el presente estudio
para realizar las determinaciones in vitro de los niveles séricos de las distintas citocinas.

ImmunoCAP 250 Assay®: fluoroenzimo-inmuno ensayo empleado en la determinacién
sérica de distintos biomarcadores de interés en el campo de la Alergologia.



Resumo.

Introducion: Vespa velutina é considerada unha especie invasora no noso medio,
implicando deste xeito consecuencias a nivel econdmico, ecoldxico e sanitario. A
anafilaxe por veleno de Vespa velutina é unha emerxencia médica cada vez mais
frecuente. O tratamento de eleccidn fronte esta patoloxia é a vacinacidén con extractos
alérxenos. A finalidade desta terapia é inducir nos pacientes unha tolerancia periférica,
cambiando o perfil de citocinas tipo 2 polo tipo 1, incrementando ademais os niveis de
células reguladoras.

Obxectivos: O presente estudo ten por obxectivo avaliar o perfil de citocinas no soro
dos pacientes que padeceron unha anafilaxe por veleno de Vespa velutina, para
comprobar se tras un ano de inmunoterapia con veleno de Vespula spp se puidesen
obxectivar cambios inmunoldxicos que mostraran unha desviaciéon da resposta cara a
producién de citocinas de tipo 1 e de citocinas reguladoras.

Pacientes e Métodos: Introducironse consecutivamente 20 pacientes, os cales sufriron
unha reaccion anafilactica por veleno de Vespa velutina entre os meses de Marzo e
Decembro de 2021. En todos eles demostrouse a presenza de IgE especifica fronte ao
veleno de Vespa velutina e recibiron inmunoterapia alérxica especifica subcutdnea con
veleno de Vespula spp. As determinacions das citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-y)
realizaronse en situacién basal, aos seis meses e ao ano de comezar a inmunoterapia,
empregando o kit Cytokine multiplex magnetic bead panels (Bio-plex Pro Human
Cytokine 17-plex Assay, Bio-Rad Laboratories SA, Madrid).

Resultados: Documentouse un incremento significativo nos niveis de IFN-y tanto aos
seis meses como ao ano de iniciar o tratamento. Tras un ano de inmunoterapia alérxica,
detectouse un aumento da IL-10, mentres que a IL-5 diminuiu. Con respecto a IL-4, esta
mantivose a niveis non detectables en todas as determinaciéns realizadas, mentres que
a IL-13 bruscamente incrementou 0s seus niveis ao ano, con respecto aos valores
obtidos aos seis meses.

Conclusidns: A inmunoterapia con veleno de Vespula spp en pacientes que sufriron unha
reaccion anafilactica por veleno de Vespa velutina é capaz de inducir un cambio no seu
perfil de citocinas. Tense constatado un incremento nos niveis de citocinas tipo 1 tales
como IFN-y e de citocinas de tipo regulador como IL-10 tras 6 e 12 meses de
inmunoterapia alérxica respectivamente, en detrimento das de tipo 2.

Palabras chave: Anafilaxe; Vespa velutina; Inmunoterapia; Pauta cluster; Citocinas;
Vespula spp,; Célula reguladora.



Resumen.

Introduccidn: Vespa velutina es considerada en nuestro medio como una especie
invasora, lo cual acarrea consecuencias a nivel econdmico, ecoldgico y sanitario. La
anafilaxia por veneno de Vespa velutina es una emergencia médica cada vez mas
frecuente. El tratamiento de eleccidn frente a esta patologia es la vacunacién con
extractos alergénicos. La finalidad de esta terapia es inducir en los pacientes una
tolerancia periférica, cambiando el perfil de citocinas tipo 2 por el tipo 1, e incrementar
los niveles de células reguladoras.

Objetivos: El presente estudio tiene por objetivo evaluar el perfil de citocinas en el suero
de pacientes que padecieron una anafilaxia por picadura de Vespa velutina, para
comprobar si tras un afo de inmunoterapia con veneno de Vespula spp se objetivan
cambios inmunoldgicos que orienten a una desviacion de la respuesta hacia la
produccién de citocinas de tipo 1y de citocinas reguladoras.

Sujetos y Métodos: Se han incluido consecutivamente 20 pacientes que sufrieron una
anafilaxia por veneno de Vespa velutina entre los meses de marzo y diciembre de 2021.
En todos ellos se demostrd la presencia de IgE especifica frente al veneno de Vespa
velutina y recibieron inmunoterapia alérgica especifica subcutanea con veneno de
Vespula spp. Las determinaciones de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-y) fueron
realizadas en situacién basal, a los seis meses y al afilo de haber comenzado la
inmunoterapia, empleando el kit Cytokine multiplex magnetic bead panels (Bio-plex Pro
Human Cytokine 17-plex Assay, Bio-Rad Laboratories SA, Madrid).

Resultados: Un aumento significativo del IFN-y fue documentado tanto a los seis meses
como al afio de haber iniciado el tratamiento. Tras un afio de inmunoterapia alérgica, se
detectd un aumento de la IL-10, asi como un descenso en la IL-5. Con respecto a la IL-4,
esta se mantuvo indetectable en todas las determinaciones realizadas, mientras que la
IL-13 bruscamente incrementd sus niveles al afio, con respecto a la determinaciéon de
los seis meses.

Conclusiones: La inmunoterapia con veneno de Vespula spp en pacientes que han
sufrido una reaccién de anafilaxia por veneno de Vespa velutina es capaz de inducir un
cambio en el perfil de citocinas. Se ha constatado un incremento en los niveles de
citocinas de tipo 1 como IFN-y y de citocinas de tipo regulador como IL-10 tras 6 y 12
meses de inmunoterapia alérgica respectivamente, en detrimento de las de tipo 2.

Palabras clave: Anafilaxia; Vespa velutina; Inmunoterapia; Pauta cluster; Citocinas;
Vespula spp,; Célula reguladora.



Abstract.

Introduction: Vespa velutina is considered an invasive species in our environment,
bringing economical, ecological and health consequences with it. Anaphylaxis caused by
Vespa velutina venom is an increasingly common medical emergency. The treatment of
choice is allergenic extract vaccination. The main aim of this therapy is to induce
peripheral tolerance in patients, switching type 2 cytokines to type 1 and increasing
regulatory cells levels.

Aim of the study: The current study is aimed to evaluate the cytokine profile in the
serum of patients who have suffered from anaphylaxis due to Vespa velutina sting, to
check whether after a year of Vespula spp venom immunotherapy any immunological
changes could be able to demonstrate a switching pattern headed to the production of
type 1 and regulatory cytokines.

Patients and Methods: 20 patients who had suffered from anaphylaxis due to Vespa
velutina venom between March and December 2021 haven been consecutively included
in the study. All of them showed specific IgE against Vespa velutina venom and were
treated with subcutaneous Vespula spp venom immunotherapy. Serum cytokines (IL-4,
IL-5, IL-10, IL-13 and IFN-y) were measured at baseline, six months and one year after
starting immunotherapy, using Cytokine multiplex magnetic bead panels kit (Bio-plex
Pro Human Cytokine 17-plex Assay, Bio-Rad Laboratories SA, Madrid).

Results: A notorious increase of IFN-y was reported six months and a year after starting
treatment. After a year of allergic immunotherapy an increase of IL-10 was noticed
meanwhile IL-5 decreased. IL-4 remained undetected at all measurements and IL-13
roughly increased its levels after a year compared to the sixth month measurement.

Conclusions: Vespula spp venom immunotherapy in patients who have suffered from
anaphylaxis due to Vespa velutina sting is capable to induce a cytokine profile change.
An increase of type 1 cytokines such as IFN-y and regulatory cytokines (IL-10) were
respectively confirmed after 6 and 12 months of immunotherapy. However, a decrease
of type 2 cytokines was noticed.

Key Words: Anaphylaxis; Vespa velutina; Immunotherapy; Cluster Pattern; Cytokine;

Vespula spp; Regulatory cell.



1. Introduccion.

1.1 De los insectos a la Vespa velutina: una vision entomologica.

Dentro del inmenso numero de especies que conforman los distintos ecosistemas de
nuestro planeta, se estima que aproximadamente el 54% de los organismos conocidos
pertenecen a la clase de los insectos [Aguiar et al., 2013; Archer, 2012]. Estos han sido
capaces de adaptarse a todo tipo de entorno, incluso han llegado a desarrollarse con
éxito en las comunidades humanas, con las consecuencias que ello conlleva.

Los insectos son animales invertebrados pertenecientes al filo de los artrépodos,
palabra procedente del griego que significa “patas articuladas”. Es por ello que los
artropodos se caracterizan fundamentalmente por contar con apéndices articulados
pares (ya sean antenas, alas, patas o accesorios bucales), cuerpo segmentado con
simetria bilateral y un exoesqueleto de quitina.

Descendiendo en la escala filogenética, dentro de la clase de los insectos se
encuentra el orden Hymenoptera, palabra que procede nuevamente del griego y que
significa “alas membranosas”. Es por esto Ultimo que una de sus principales
caracteristicas fenotipicas es la presencia de dos pares de alas membranosas,
destacando también su aparato ovopositor modificado en forma de aguijon. Los
himendpteros son considerados como el grupo mas numeroso de insectos, habiéndose
descrito mas de 125.000 especies [Brusca & Brusca, 2005]. Sin embargo, se cree que el
numero real es mucho mayor, pues conforme se van desarrollando nuevas técnicas de
secuenciacion molecular basadas en secuencias ribosémicas, mitocondriales y de
proteinas, las estimaciones parecen sugerir la existencia de hasta 600.000 especies o
incluso una cifra superior [Klopfstein et al., 2013].

Los himendpteros se componen de dos grandes subdrdenes [Klopfstein et al.,
2013]: el suborden Symphyta, constituido por las moscas sierra y las avispas de la
madera, que carecen de cintura y el suborden Apocrita, el cual tradicionalmente se ha
subdividido en dos grupos sin reconocimiento taxondmico o infradérdenes [Aguiar et al.,
2013]:

» Parasitica, que serian parasitoides de otros insectos.

» Aculeata, el cual estd conformado por tres superfamilias: abejas (Apoidea),
avispas (Vespoidea) y hormigas (Formicidae). Estos son considerados como las
formas mas evolucionadas y desarrolladas de los himendpteros.
Fenotipicamente estdn caracterizadas por presentar dos segmentos
abdominales separados por una estrecha cintura, estando el primero de dichos
segmentos unido al térax.

La superfamilia Vespoidea esta integrada por cuatro géneros: Polistes, Vespula,
Dolichovespula y Vespa [Rodriguez-Vazquez et al., 2022]. Serd dentro de este ultimo
donde se encuentre la protagonista de este trabajo: Vespa velutina.



1.2 Vespa velutina: la gran invasora.

Vespa velutina comunmente conocida como avispa asidtica depredadora o avispon
asiatico es una especie autdéctona del Sudeste Asiatico y por lo tanto foranea en nuestros
ecosistemas. Seria el entomdlogo Amédée Louis Michel Lepeletier quien la describiria
por primera vez en el afio 1836, es por ello que también se le conoce como Vespa
Velutina de Lepeletier en honor a su descubridor [Arca et al., 2015; Bertolino et al., 2016;
Carvalho et al., 2020; Castro & Pagola-Carte, 2010; Monceau & Thiéry, 2017; Rome et
al., 2012].

Fenotipicamente hablando, Vespa Velutina se ha clasificado a su vez en 12
subespecies en funciéon de los patrones de coloracidon de sus segmentos. Estos van desde
bandas mas claras en tonalidades amarillo-anaranjadas hasta otras mas oscuras, incluso
negras [Perrard et al., 2014; Vidal et al., 2021], tal y como se refleja en la Figura 1 en
donde se presenta Vespa velutina nigrithorax que es la especie invasora predominante
en nuestro pais.
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Figura 1. Distribucion de los distintos patrones de color de Vespa velutina segtn su distribucion en el sureste asidtico.
Perrard A, Arca M, Rome Q, Muller F, Tan J, Bista S, et al. Geographic variation of melanisation patterns in a hornet
species: Genetic differences, climatic pressures or aposematic constraints? PLoS One [Internet]. 2014,9(4):e94162.
Disponible en: http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0094162 con licencia Creative Commons.

Tras estudios empleando marcadores mitocondriales y de microsatélites se ha
llegado a la conclusidon de que, en el caso de Vespa velutina, estos patrones cromaticos
se relacionan con la expresién de genes con una marcada influencia ambiental [Perrard
et al.,, 2014] y son considerados como una sefal aposematica, cuya finalidad es la
defensa frente a sus principales depredadores mediante colores mas llamativos y vivos
gue enfaticen su peligrosidad.
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1.2.1 La expansion de Vespa velutina en nuestro medio.

El primer registro de Vespa velutina nigrithorax en Europa data del afio 2005, en el
departamento francés de Lot y Garona en el suroeste del pais [Brunet et al. 2022; Budge
et al., 2017]. Se cree que esta introduccién ocurrié de manera accidental, a través del
transporte maritimo de al menos una reina fundadora en probable estado de
hibernacién, la cual se encontraba entre cerdmicas o mercancia horticultural
procedente del Sureste de China [Vidal, 2022].

A partir de entonces, la poblacidén invasora crecid a un ritmo vertiginoso, lo cual
ha implicado una serie de consecuencias a nivel sociosanitario y ecolégico, amenazando
de forma importante a la polinizacion mediada por insectos. Tanto es asi que en el afio
2011 se desarrollaron modelos basados en las similitudes climatoldgicas entre Francia 'y
Asia, los cuales predijeron una expansion por la mayor parte de Francia y Europa [Castro
& Pagola-Carte, 2010] enfatizando el riesgo en las costas del Atlantico y Norte del
Mediterraneo [Vidal, 2022].

En cuanto al panorama espafiol, el primer avistamiento confirmado data del afio
2010, en la localidad navarra de Amainur [Castro & Pagola-Carte 2010; Chugo et al.,
2015]. Se cree que la escasa barrera natural que ofrecen los Pirineos a este nivel,
sumado a la similitud climatolégica entre la regién cantabra y el suroeste francés hacian
de esta un potencial territorio de colonizacién [Monceau et al., 2017]. El avance de
Vespa velutina prosiguid a lo largo de las cordilleras del norte de Espaia,
distribuyéndose posteriormente por otras latitudes del pais, alcanzando las Islas
Baleares [Leza et al., 2018].

En Galicia los dos primeros avistamientos de colonias ocurrieron en el afio 2012
en Burela e O Rosal [Feds & Charles, 2019]. Segun datos de la Conselleria de Medio Rural
en 2018 mas de 47.000 colmenas habian sido identificadas y 24.196 recuperadas y
destruidas, en comparacién con las 769 que databan en 2014 [Vidal et al., 2021]. Estos
datos sirven para concluir este apartado con una idea clara: la gran capacidad de
invasion de Vespa velutina.

1.2.2 Caracterizando a Vespa velutina: rasgos morfolégicos y morfologia de las
colmenas.

Morfolégicamente Vespa velutina muestra un predominio de tonos oscuros, destacando
el negro y el marrén oscuro en su térax. No obstante, el nUmero de elementos amarillos
o anaranjados del abdomen es significativamente menor en comparacion a otras
especies, como por ejemplo Vespa crabro donde predominan los elementos rojizos y
amarillos [Grosso-Silva & Maia 2012; Monceau et al., 2017]. La cabeza es negra, con
tonalidades amarillo-anaranjadas en la regiéon facial. Por ultimo, las patas son
caracteristicamente amarillas en su porcién terminal, siendo marrones en el resto de su
extension [Rodriguez-Vazquez et al., 2022] (Figura 2).
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Figura 2. Aspecto de Vespa velutina nigrithorax. Fotografia original de Martinez Pernas, reproducida con permiso del
autor.

Las caracteristicas de los nidos estan intimamente ligadas al ciclo biolégico de la
especie. Vespa velutina es una especie eusocial que vive en colonias con tres estamentos
muy marcados: reinas, obreras y machos.

Cariotipicamente los machos solo contienen una copia de sus cromosomas en
cada nucleo, siendo por esto mismo haploides, sin embargo, las hembras si que serdn
diploides [Vidal, 2022].

En los primeros dias calidos de primavera la reina apareada fundadora elabora
un pequefio nido primario, de unos 5cm, en el que deposita un niumero reducido de
huevos [Vidal 2022]. Tras unas cuantas semanas de incubacién eclosionan las primeras
obreras, las cuales seran las encargadas del ensamblaje del gran nido secundario a partir
de saliva, hojas y agua. Mientras que el nido primario suele encontrarse a poca alturay
en espacios cerrados, tales como construcciones humanas con acceso a alimentos, el
nido secundario tiende a asentarse en drboles robustos a una altura considerable [Feas
& Charles, 2019], incluso hay casos reportados a mds de 40 metros [Caragata &
Montesinos, 2020]. Los nidos de Vespa velutina son facilmente identificables ya que
cuentan con una apertura inferior que los distingue del resto. Para ejemplificar lo
anteriormente citado, en la Figura 3 se muestra la diseccién de un nido de Vespa
velutina.
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Figura 3. Nido de Vespa velutina nigrithorax Lepeletier 1836 (Hym.:Vespidae) una vez retirado de un drbol: (A) vista
lateral, (B) vista de la cdmara interna tras retirar la cubierta externa, (C) parte superior del nido y (D) cdmaras (n=4).
Escalas: A =2 cm; B-C = 4.5 cm; D =4 cm. Fotografia original de Xesus Feds con permiso del autor

1.2.3 Caracterizando a Vespa velutina: ciclo bioldgico.

En un ciclo tipico, alrededor de marzo-abril, la reina apareada fundadora crea el nido
primario. Posteriormente en mayo cuando nazcan las primeras obreras estas elaboraran
el nido secundario, como se ha indicado previamente. Sera durante los meses de verano
cuando las actividades de caza estardn en su mayor apogeo, para asegurar el correcto
desarrollo de las larvas. Es en septiembre cuando la colonia se focaliza en la generacién
de nuevas reinas y machos que las fecunden, para asi en noviembre cuando haya
fallecido toda la colonia excepto las nuevas reinas, estas hibernen durante los meses de
invierno y sean capaces de fundar una nueva colonia en primavera, cerrandose asi el
ciclo [Caragata & Montesinos, 2020].

Sin embargo, nuevos estudios revelan la persistencia de ejemplares de Vespa
velutina en estos nidos secundarios durante el invierno. Es por ello que se recomienda
su remocion incluso en los meses frios de hibernacion [Vidal, 2022].

1.3 Invasion por Vespa velutina: una amenaza multifactorial.
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En este apartado se analizaran las consecuencias directas e indirectas de la invasién por
Vespa velutina en nuestro entorno, abordandose de forma especial los ambitos de la
ecologia, economia y sanidad.

1.3.1 La problematica ecoldgica y econdmica.

La dieta de Vespa velutina parece ser la desencadenante de la mayoria de los efectos
deletéreos a estos niveles. Como peculiaridad agravante, cabe destacar que Vespa
velutina no almacena alimentos en sus nidos. De ahi que sea una especie realmente
demandante en cuanto a recursos se trata [Rojas-Nossa et al., 2021].

Por una parte, su alimentacién incluye productos vegetales tales como néctar,
frutas, miel... Es por ello que los sectores fruticolas y agroforestales han experimentado
pérdidas de productividad, aunque estos efectos no se hayan cuantificado
monetariamente [Rojas-Nossa et al., 2021].

Sin embargo, el principal perjuicio se da en el ambito de la polinizacién, pues
especies tales como Apis spp constituyen la base de su alimentacidn. El principal entorno
de caza es a la entrada de las colmenas de las abejas de la miel. Es por ello que la
depredacion y la presién por parte de la especie invasora desencadena un incremento
del estrés oxidativo y peroxidacion lipidica celular [Leza et al. 2019] deletéreos para el
bienestar de las abejas. Econdmicamente esto reduce considerablemente las ganancias
del sector apicola.

Otros efectos ecoldgicos a resaltar serian la gran competencia que representa
Vespa velutina para otras especies como Vespa crabro y la falta de parasitos que las
regulen negativamente [Fedele et al.,, 2019; Rojas-Nossa et al., 2021]. Todos estos
efectos negativos sobre la biodiversidad desembocaron en que Vespa velutina fuese
incluida en el Catalogo Espafiol de Especies Exdticas Invasoras [Real Decreto 630/2013,
de 2 de agosto].

1.3.2 Consecuencias sanitarias de la picadura por Vespa velutina: reacciones tdxicas.

Vespa velutina, al igual que otros muchos himendpteros sociales, produce y almacena
su propio veneno. Este consta de una mezcla de moléculas de naturaleza peptidica,
proteica y de bajo peso molecular [Vidal, 2022], las cuales pueden clasificarse segun su
efecto en:

» Feromonas: tienen finalidad reproductiva, pero son inocuas para el ser humano
[Cappa et a., 2019; Cheng et al., 2017].

» Toxinas: un total de 293 moléculas fueron identificadas como potenciales
toxinas en el veneno de Vespa velutina a raiz de un estudio realizado por la
Universidad de Shanghai [Liu et al., 2015]. Se describieron distintos mecanismos
de acciéon y targets (Figura 4) tales como: canales idnicos, receptores
presindpticos, metaloproteasas, serinesterasas, fosfolipasas, proteinas G... A
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gran escala, los dos principales tipos de toxinas son las neurotoxinas y aquellas
gue actlan a nivel de la sangre. Este ultimo grupo se subdivide a su vez en dos
familias: familia A (accién hemolitica) y la B (participan en la cascada de
coagulacion). En cuanto a las neurotoxinas se han descrito tres principales
dianas: canales de potasio y calcio, toxicidad presinaptica y actividad
acetilcolinesterasa [Liu et al. 2015]. Un ejemplo clinicamente relevante de
toxicidad por veneno de Vespa velutina es el desarrollo de un cuadro de necrosis
tubular aguda por rabdomiolisis en casos de picaduras por multiples ejemplares
[Das & Mukherjee, 2008].

Injection of active venom
Skin

Famiy A Family B Family C
Natterin-4 \ -
L J— E, Neurotoxins

%E oF Hemolyhc — \BcC
E Hemorrhaging l
DIC Function unknown
Nephrotoxicity
Tissue damage | VGPCs, VGCCs.
Allergy Cardiotoxicity —— Presynaptic neuron etc.
l “_ _ Hypovolemia

Apotosis \& Multiple organ failure

Myonecrosis - .

- . Shock )

—

Figura 4.Toxinas putativas y posibles vias de envenenamiento de la picadura por Vespa velutina. Abreviaturas usadas:
PLA2, fosfolipasa A2; MPs, metaloproteasas; VEGF, toxina del factor de crecimiento del endotelio vascular; DIC,
coagulacion intravascular diseminada; VGPCs, canal de potasio voltaje-dependiente; VGCCs, canal de calcio voltaje-
depentdiente; BCC, cascada de coagulacion sanguinea. Imagen de [Liu et al., 2015] Creative Commons Attribution 4.0
International License.

» Alérgenos: dentro de este grupo se encuentran aquellas moléculas, en concreto
proteinas y glucoproteinas de alto peso molecular, que son capaces de
desencadenar reacciones de hipersensibilidad. Profundizaremos en estos
componentes en el siguiente apartado.

1.3.3 Consecuencias sanitarias de la picadura por Vespa velutina: reacciones alérgicas.

La Vespa velutina, al igual que otras especies de himendpteros, pueden desencadenar
reacciones de alergia en sujetos sensibilizados. Los principales alérgenos identificados
son: Vesp v 5 (antigeno 5), el cual es considerado como el alérgeno dominante; Vesp v
1 (fosfolipasa A1) y Vesp v 2A/2B (isoformas de la 2 hialuronidasa A y B) aunque no se
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ha llegado a detectar IgE especifica frente a estas dos ultimas [Vidal, 2022]. Estudios
recientes, centrados en el andlisis de la protedmica de los sacos de Vespa velutina, han
revelado diferencias significativas entre la composicidon del veneno de las reinas vy
obreras, identificdndose hasta 66 proteinas con expresion desigual entre estos dos
venenos. Por medio de la espectrometria de masas se ha comprobado que las avispas
reinas contienen una menor cantidad de los principales alérgenos reconocidos
(hialuronidasa A, Vesp v 1 y Vesp v 5). Se cree que esta diferencia es una cuestion
evolutiva, ya que seran las obreras las encargadas de defender la colmena de los posibles
agresores [Alonso-Sampedro et al., 2023]. En la Figura 5 se muestra la diferente
morfologia de los sacos de reinas y obreras y las diferencias en cuanto a los principales
alérgenos entre ambos grupos.
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Figura 5. A) Imdgenes del saco de veneno de VV, tanto de reina (SQ) como de obrera (SW) (escala en mm); (B) Box plot
con media, bigotes min. a max., y puntos negros para los valores individuales por saco de veneno; (C) Separacion
electroforética del total de proteinas de SQ y SW. Las flechas indican las bandas correspondientes a hialuronidasa,
fosfolipasa A1 y antigeno 5 del veneno, de acuerdo a su masa molecular y posteriormente confirmado mediante
SWATH-MS. kDa, kilodalton; ST, precision mds estandar de proteinas. Bandas 1-4 corresponden a pooled muestras
agrupadas de SQ y SW, respectivamente. Cada grupo contiene 3 sacos, con un total de 12 SQ y 12 SW analizados.
Fotografia original de Manuela Alonso-Sampedro, con permiso de la autora.

El tipo de reacciones que el paciente alérgico puede desarrollar se relaciona con
la extension y gravedad de la misma, siendo menos relevante el nivel de IgE especifica
gue lo desencadene. Las llamadas reacciones locales, que suceden en el lugar en donde
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ocurrio la picadura, no se asocian a un mayor riesgo de reaccidn sistémica. Por el
contrario, las reacciones a distancia o reacciones sistémicas pueden llegar a poner en
peligro la vida de los pacientes y es por ello que se recomienda, en estos casos, el
tratamiento especifico: la inmunoterapia alérgica. En la Tabla 1 se recoge, por medio de
la clasificacion de Brown [Brown, 2004], las principales formas de reaccidén alérgica
sistémica en funcion de los criterios de gravedad.

Tabla 1. Clasificaciéon adaptada de Brown de las reacciones sistémicas frente al veneno de los himenépteros [Brown,
2004].

GRADO: DEFINIDO POR: MANIFESTACIONES:

1. Afectacion limitada a piel y Eritema generalizado, urticaria, edema periorbitario o

LEVE tejido subcutaneo. angioedema.

2. Afectacion respiratoria, Disnea, estridor, sibilancias, nduseas, vdmitos, mareo

MODERADA | cardiovascular o (presincope), diaforesis, opresion toracica, ocupacion

gastrointestinal. de garganta o dolor abdominal.

3. Hipoxia, hipotension o Cianosis y/o saturacién de oxigeno < 92%, hipotension

GRAVE compromiso neurolégico. (sistolica menor de 90 mmHg en adultos),
obnubilacién, colapso, pérdida de conocimiento o
incontinencia.

1.4 Tratamiento etiologico: la inmunoterapia.

Como se ha expuesto en el apartado anterior, las reacciones sistémicas por
hipersensibilidad al veneno de Vespa velutina conllevan un riesgo de recurrencia nada
despreciable y comprometen la vida de aquellas personas que las sufren. Es por ello que
ademas del tratamiento del episodio agudo en el que destaca la administracién de
adrenalina intramuscular y otros farmacos que pretenden frenar la cascada inflamatoria
sistémica, es necesario inducir en el paciente un cambio en su respuesta inmune, para
que asi deje de reaccionar de manera tan intensa contra el alérgeno responsable. La
clave de esta cuestion radica en la inmunoterapia [Dhami et al., 2017].

La inmunoterapia con alérgenos, veneno del himendptero en este caso, consiste
en la administraciéon de dosis repetidas del alérgeno con la intencidon de generar un
cambio inmunolégico que conduzca a un estado de tolerancia o desensibilizacidon que
proteja al paciente de picaduras posteriores [Bil6 & Bonifaci, 2009; Bil6 et al., 20193;
Bil6 et al., 2019b]. Si bien existen varias vias de administracién de esta inmunoterapia
con alérgenos, la Unica disponible para los venenos de los himendpteros de forma
comercial, es la via subcutanea.

El tratamiento se compone de dos etapas bien diferenciadas. Inicialmente, en la
fase conocida como up-dosing o fase de inicio, se administra una cantidad creciente de
extracto alergénico hasta llegar a una dosis terapéutica que para los venenos de los
himendpteros es de 100 ug. La fase de inicio se puede llevar a cabo siguiendo distintas
pautas de administracion, siendo la pauta clUster o agrupada, la que se emplea
habitualmente en el Servicio de Alergologia del Complejo Hospitalario Universitario de
Santiago, centro en el que se ha realizado el presente estudio. Siguiendo esta pauta, se
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alcanza la dosis eficaz en 7 dias. A continuacién, se iniciaria la segunda fase del
tratamiento en la que se administrara esta dosis eficaz con una frecuencia mensual
hasta un periodo que oscila entre 3 y 5 afios [Cadavid-Moreno et al, 2023].

Un aspecto relevante en la inmunoterapia con veneno de los himendpteros es el
proceso de determinar la vacuna a administrar. En situacion ideal, y en caso de estar
disponible, la eleccion se debe basar en el reconocimiento del insecto implicado en la
reaccidn y frente al que se demuestre la existencia de IgE especifica [Blank et al. 2018;
Blank et al., 2020; Sturm et al., 2018].

Esta condicion, para el caso que nos ocupa de alergia a la Vespa velutina, se ha
resuelto con la administracién de veneno de Vespula spp frente al cual los pacientes
demuestran una gran reactividad cruzada [Monsalve et al, 2023; Rodriguez-Vazquez et
al, 2021; Vidal, 2022; Vidal et al., 2020; Vidal et al., 2021]. La reactividad cruzada se
puede explicar en término de sensibilizacidn genuina, primaria, o bien por una similitud
de alérgenos. En el caso particular de la Vespa velutina, los trabajos realizados por el
equipo de alergologia de Santiago de Compostela, permiten suponer que la
sensibilizacién frente a la Vespa velutina se produce a través de picaduras previas de
Vespula spp en los pacientes del area sanitaria [Vidal et al., 2021]. En este sentido, el
diagndstico molecular o por componentes es el que ha permitido precisar y diferenciar
entre reactividad cruzada y la doble sensibilidad ante distintas especies de
himendpteros [Monsalve et al., 2012; Monsalve et al., 2020; Monsalve et al., 2023;
Rodriguez-Vazquez et al., 2021; Vidal, 2022; Vidal et al., 2020; Vidal et al., 2021]. Sin
embargo, no se dispone actualmente de extractos de los principales alérgenos de Vespa
velutina, Vesp v 1 y Vesp v 5, para llevar a cabo el diagndstico molecular de forma
comercial.

Mediante este tratamiento, se pretende inducir un estado de tolerancia del
sistema inmune frente al alérgeno especifico responsable de la reaccion por la que se
indicd la terapia. Son varios los mecanismos que se ven implicados en este efecto
desensibilizante de la inmunoterapia:

» Cambio en el fenotipo de células T: existe una mas que confirmada
correlacién entre el fenotipo Th2 y las enfermedades alérgicas. Es por ello
gue la inmunoterapia pretende fomentar el perfil Thl, el cual mediante
sus citoquinas IL-12 e IFN-y no favorece la respuesta alérgica. Sin
embargo, el efecto mas beneficioso a este nivel serd el incremento de la
diferenciacion de linfocitos hacia la estirpe T reguladora, la cual a través
de la produccién de IL-10 y TGF-B, disminuiran los linfocitos Th2 y Thl
[Akdis & Akdis, 2015; Shamji & Durham, 2017].

» Cambio en el perfil de anticuerpos: la inmunoterapia incrementa los
niveles de IgA e IgG4, mediante la IL-10 y el TGF-B producidos por los
linfocitos T reguladores. Estas inmunoglobulinas captaran el alérgeno
antes de que este pudiese entrar en contacto con células presentadoras
de antigenos o con las moléculas de IgE acopladas a las células efectoras,
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impidiendo asi la degranulacion de mediadores proinflamatorios [Urra et
al., 2016].

» Cambio en el perfil de linfocitos B: se incrementa la diferenciacién hacia
linfocitos B reguladores los cuales se retroalimentan positivamente con
los T reguladores y ademas intervienen en la transicion de los anticuerpos
[Urra et al., 2016].

» Disminucion de la degranulacion y de la expresion de receptores de alta
afinidad en mastocitos y baséfilos: mediado por IL-10, y por el descenso
de las citoquinas Th2 [Urra et al., 2016].

» Disminucion de la reclutacion y activacion de células implicadas en la
respuesta alérgica e inflamatoria: debido a la menor expresién de
citoquinas de tipo Th2 [Akdis & Akdis, 2015; Shamji & Durham, 2017].

En la Figura 6 se representan las principales citocinas de las respuestas de tipo 1,
2 y reguladoras.

Los mecanismos inmunolégicos que subyacen la eficacia de la inmunoterapia no
suelen ser objeto de estudio en la practica clinica habitual, siendo Unicamente el
seguimiento de la IgE especifica el mas utilizado. Es por ello que, en este contexto,
resulta relevante analizar los cambios en la produccion de citocinas que el veneno de
Vespula spp es capaz de provocar en pacientes que han sufrido una anafilaxia por Vespa
velutina. La idea sobre la que se plantea y se justifica el presente estudio es la de intentar
demostrar un cambio en el patrén de produccién de citocinas de tipo 2 hacia tipo 1y la
aparicion de citocinas reguladoras que aseguren un cambio mantenido en el tiempo.

Figura 6. Esquema de los cambios en la produccion de citocinas desencadenados por las intervenciones terapéuticas.
Fuente: Patente Thiago et al, 2019. Con licencia Creative Commons CC BY-SA 4.0.
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2. Justificacion del proyecto y objetivos.

La exitosa invasién de Vespa velutina en nuestro entorno implica un amplio abanico de
consecuencias adversas. Dentro del ambito sanitario, cada vez se reportan mas casos de
reacciones de hipersensibilidad frente al veneno de esta especie, llegando en el peor de
los casos a cuadros potencialmente letales como la anafilaxia. La inmunoterapia
especifica con veneno de himendpteros, Vespula spp en este caso, podria generar una
proteccion inmunoldgica frente a picaduras posteriores. En teoria, se deberia conseguir
a través de un cambio en el perfil de citocinas.

En consonancia con lo anteriormente referido, el objetivo principal del presente
estudio es evaluar el perfil de citocinas en el suero de pacientes que padecieron una
anafilaxia por picadura de Vespa velutina, para comprobar si tras 6 meses y un afio de
inmunoterapia con Vespula spp se evidencia alguna modificacién de su perfil compatible
con un cambio en el patrén de tipo 2 hacia tipo 1 y en la produccion de células
reguladoras.

3. Pacientes, materiales y métodos.

3.1 Tipo de estudio.

Estudio prospectivo. Se ha llevado a cabo la determinacidn del perfil de citocinas de cada
uno de los pacientes incluidos en el estudio en tres muestras de sangre extraidas a
intervalos de tiempo preestablecidos.

3.2 Ambito del estudio.

Este estudio ha sido realizado en el drea sanitaria perteneciente a la Estructura de
Organizacion de Xestion Integrada (EOXI) de Santiago de Compostela (480.000
habitantes, de los que 400.000 viven en el medio rural) desde marzo a diciembre de
2021. Los pacientes son derivados desde los servicios de Atencion Primaria o el Servicio
de Urgencias del CHUS tras haber sufrido una reaccién anafilactica por la picadura de un
himendptero de acuerdo con la via rdpida vigente desde el mes de agosto de 2018 en el
ambito del Servizo Galego de Saude (Anexo Il). Los pacientes con reacciones locales,
incluso aumentadas, u otro tipo de reacciones adversas no alérgicas no fueron incluidos
en el estudio. Todos los pacientes incluidos en el estudio dieron su autorizacién a través
de la firma del pertinente consentimiento informado.
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3.3 Seleccion de pacientes.

El estudio consta de 20 pacientes (n=20) que han sufrido una reaccién de anafilaxia por
veneno de Vespa velutina. La edad media de los pacientes incluidos en esta fase fue de
58 afos (rango, 34-79 afios) y 18 (90.0%) eran hombres. La mayoria de los pacientes
(95.0%) vivian en el medio rural y el 50% se exponian a este entorno de forma laboral
por trabajar en el exterior o al aire libre.

3.4 Muestras y variables empleadas.

Toda la informacién ha sido recopilada en un cuaderno de recogida de datos de forma
pseudoanonimizada, identificando a los pacientes con un cdédigo alfanumérico, sin
incluir ningln tipo de dato de caracter personal o privado.

3.4.1. Variables epidemiolodgicas.

» Variables demograficas: edad, género, lugar de residencia y de trabajo
habituales.

» Variables de interés clinico (habitos y antecedentes personales): habito endlico
semanal, enfermedades cardiovasculares, patologia respiratoria.

» Variables asociadas a la anafilaxia y alérgeno: antecedente de picadura por
himendpteros y de reaccién sistémica previas (Vespula spp, Vespa velutina, Apis
mellifera), nimero de picaduras, severidad de la reaccidon y necesidad de
tratamiento con epinefrina para resolver el episodio agudo.

3.4.2 Determinacion de IgE total y especifica.

Las determinaciones séricas, para demostrar la presencia de IgE especifica, se realizaron
entre 30 y 45 dias después del episodio de anafilaxia. Para ello se ha recurrido al
InmunoCAP 250 Assay® (Thermo Fisher Scientific) frente a un panel comercializado de
antigenos de distintos himendpteros.

3.4.3 Niveles basales de triptasa en suero.

Esta determinacion se realizd, al menos, un mes después de la reaccién y ha servido
como marcador de la triptasa basal de cada uno de los sujetos. Para realizar dichas
mediciones se ha empleado el sistema ImmunoCAP 250 tryptase Assay® (Thermo Fisher
Scientific).

En la Tabla 2 se recogen las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los
pacientes incluidos en el estudio, ademas de determinaciones séricas de interés como
las cifras de triptasa en suero o el nivel de IgE especifica frente a los distintos venenos
de himendpteros.
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Tabla 2. Datos clinicos y epidemiolégicos de los pacientes incluidos en el estudio. Se muestra el valor de la mediana
y el rango de los niveles de IgE total y especifica frente a los distintos venenos de himendpteros y sus componentes

moleculares.

Edad, media (rango)
Género, hombres, n (%)
IgE, mediana (rango)
IgE total, Ul/mL
IgE especifica, kUI/L
Vespula spp
Vesv 1
Vesv 5
Polistes spp
Pold5
Vespa cabro
Vespa velutina*
Apis spp*
Apism 1*
Apis m 5*
Apis m 10*
Triptasa, media (rango), ug/L
Alcohol, g/semana, media (rango)
Patologia cardiovascular, si, n (%)
Patologia respiratoria, si, n (%)
Exposicion previa, n (%)
Picadura previa
Vespula spp
Vespula velutina
Apis melifera
Reaccion sistémica previa
Vespula spp
Vespula velutina
Apis melifera
Reaccién anafilactica, si
Especies de himendpteros, n
Vespula spp
Vespula velutina
Apis melifera
Numero de picaduras, n
Grado de la reaccidn, n (%)
1
2
3
Tratamiento con adrenalina, si
Exposicién actual, n
Residencia habitual
Trabajo

58 (34 - 79)
18 (90)

154.5 (18 — 1134)

10.3 (1.67 - 100)
0.4 (0.01 - 65.3)
7,25 (0.6 — 100)
10.3 (0.22 - 100)
5.17 (0.11 - 100)
0.94 (0.09 — 18.4)
0.75 (0.08 — 3.45)
0.5 (0-60.9)
0.04 (0.01 — 65.3)
1.19 (0 - 30.6)
0.1(0-12.3)
5.2(2.6-11.1)
70 (0 - 420)
11 (55)
2 (10)

17 (85)
8 (40)
15 (75)

0

1(5)
1(5)

20

1(1-20)

N N w”
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g &

19 (95)
10 (50)
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3.4.4 Determinacion de los niveles de citocinas.

En el presente estudio se estudiaron las concentraciones séricas de 5 citocinas: IFN-y, IL-
4, IL-5, IL-10 e IL-13 en situacidén basal y tras 6 y 12 meses de haber iniciado el
tratamiento. Brevemente, se recogieron muestras de sangre en los periodos
anteriormente mencionados y se centrifugd cada una de las muestras (3000
revoluciones por minuto durante 10 minutos). A continuacién, las muestras de suero
fueron almacenadas a -802C para el posterior andlisis de los biomarcadores. Los niveles
de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-y se midieron mediante paneles de microesferas
magnéticas multiplex de citoquinas humanas (Bio-Plex Pro Human Cytokine plex Assay®,
Bio-Rad Laboratories S.A., Madrid, Espafia) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Profundizando en el disefio del kit Bio-Plex Assay, este se fundamenta en el
modelo de sandwich de captura. Como se recoge en la Figura 7, las perlas magnéticas
acopladas al anticuerpo de captura se incuban con los antigenos en cada una de las
celdas magnéticas. Posteriormente se afiadiran los anticuerpos de deteccidn
biotinilados y finalmente el complejo estreptavidina-ficoeritrina que servird como
elemento de tincidn. Es importante resaltar que entre cada uno de los pasos citados
anteriormente se ha de realizar un lavado para eliminar todos aquellos componentes
que no se hayan unido correctamente y que dificultarian el posterior analisis. Esto es
posible gracias a que los kits cuentas con celdas magnéticas las cuales interaccionan con
las perlas, de forma que las particulas no acopladas, fibrosas, viscosas o demasiado
grandes son eliminadas mediante un barrido magnético (Figura 8) facilitando la
precision y la automatizacién de las medidas.

Primer paso: introducir las
esferas de captura en cada Segundo paso: anadir muestras.
celda.

Tercer paso: introducir los
anticuerpos de deteccion

X d |
Cuarto paso: afadir tinciéon -
- , R S
- recopilacion de datos
o
4 =

e — . Clasificacién molecular por laser

Figura 7. Representacion esquemadtica de la técnica empleada. Elaboracion propia.
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Figura 8. Representacion esquemdtica del proceso de barrido magnético del material excedente que no ha
reaccionado. Elaboracion propia.

Las muestras se analizaron utilizando un citdmetro de flujo Fortessa (Figura 9),
el cual cuenta con un conjunto de cinco laseres, los cuales permiten cuantificar, asi como
medir las caracteristicas morfolégicas de diversas muestras en medio liquido siempre
que estén acopladas a fluorocromos o sondas fluorescentes. Todas las muestras se
analizaron por duplicado en dos ensayos consecutivos. El coeficiente de variacién
interensayo oscilé entre el 2,3 y el 3,5%.

Los limites inferiores de deteccion fueron de 0.04, 0.86, 0.69, 0.22 y 1.05 pg/mL
para IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-y, respectivamente.

]
S

Figura 9. Citémetro de flujo Fortessa. Fotografia original de la Dra M2 Jesus Cruz con permiso de la autora.
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3.4.5 Administracion de inmunoterapia alérgica especifica.

Los pacientes incluidos en el estudio han sido tratados mediante inmunoterapia alérgica
especifica. Se les ha administrado por via subcutdnea extracto de veneno de Vespula spp
(Venomenhal®, HAL Allergy BV, Leiden, Holanda) siguiendo el siguiente esquema de
dosis:

> Fase inicial o de induccidn: se compone de cinco dosis distribuidas en dos dias
diferentes. El primer dia a cada uno de los sujetos se le administré un total de
tres dosis con concentraciones progresivas (10 ug, 20 pg, y 30 pg) en brazos
alternos. Las dos primeras dosis separadas 30 minutos y la tercera 60 minutos
después. Siete dias mas tarde se completaria esta primera fase con la
administracién, también por via subcutdnea, de dos dosis de 50 ug separadas
entre si 60 minutos y también alternando los brazos.

» Fase de administracion mensual: una vez superada la primera etapa de
induccion, los pacientes fueron citados de forma mensual durante un afio para
recibir dosis de 100 ug.

3.5 Analisis de los datos.

Al tratarse de un estudio con un tamafio muestral reducido se ha empleado un andlisis
de los datos de tipo descriptivo. Las comparaciones de las concentraciones de citocinas
se realizaron mediante la prueba T pareada.

3.6 Aspectos éticos.

El presente estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) de
Galicia (Seccién Santiago-Lugo) con el cédigo 2018-622. Todos los pacientes firmaron el
documento de consentimiento informado para el estudio.

El Proyecto se realizé respetando la Declaracién de Helsinki de la Asociacién
Médica Mundial de 1964 vy la ratificacion de las siguientes asambleas, la Orden
SCO/256/2007, por la que se establecen los Principios y las directrices detalladas de
Buena Practica Clinica, el Convenio relativo a los derechos humanos y a la Biomedicina
(Oviedo, 1997), la Ley 14/2007 de Investigacién Biomédica, la Ley 3/2018 de Proteccion
de Datos de Caracter Personal y Derechos Digitales, la Ley 41/2002 (Basica Reguladora
de la Autonomia del Paciente y de Derechos y Obligaciones en Materia de Informacién
y Documentacion Clinica), la Ley 3/2001 (Reguladora del Consentimiento Informado y
de la Historia Clinica de los Pacientes), la Ley 3/2005 de modificacion de la Ley 3/2001 y
el Decreto 29/20009, por el que se regula el Acceso a la Historia Clinica Electronica.
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4. Resultados.

Una vez explicadas las distintas variables tenidas en cuenta, asi como los diversos
procesos seguidos para la obtencidn y el andlisis de las muestras de interés se
desglosardn los principales cambios encontrados en el perfil de citocinas de los
pacientes.

Como se ha mencionado anteriormente, se han medido en tres tiempos cinco
citocinas: una de tipo 1 (INF-y), tres de tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-13) y una reguladora (IL-10).
Se irdn analizando las representaciones graficas que relacionan los niveles séricos de
cada una de estas citocinas con el momento en el que se han obtenido las muestras.

En cuanto a los niveles de las citocinas de tipo 1 se han observado una serie de
cambios a raiz del tratamiento. El valor sérico de IFN-y, como se puede observar en la
Figura 10, aumenta en la determinacién de los seis meses. Esta tendencia se confirma
nuevamente al afio de haber iniciado la inmunoterapia, pasando de un nivel mediano
de 0 pg/ml al inicio a una concentracion de 0,24 pg/ml al afio.
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Figura 10. Valores medianos y niveles (pg/ml) de IFN-y medidos en situacion basal (1), a los seis meses (2) y al afio de
haber iniciado la inmunoterapia alérgica especifica.

Con respecto a las citocinas de tipo regulador, la IL-10 experimentd un ligero
aumento a los seis meses. No obstante, seria al aflo cuando aumentaria de una forma
mas relevante y significativa, llegando a una concentracién sérica mediana de 0,15
pg/ml. Todo ello queda reflejado en la Figura 11.
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Figura 11. Valores medianos y niveles (pg/ml) de IL-10 medidos en situacion basal (1), a los seis meses (2) y al afio de
haber iniciado la inmunoterapia alérgica especifica.

Finalmente, con respecto a las determinaciones séricas de las citocinas tipo 2, se
han analizado tres biomarcadores: IL-4, IL-5 e IL-13, cada uno de ellos con
particularidades en cuanto a los resultados.

En primer lugar, los niveles de IL-4 se han mantenido indetectables en todas las
muestras tomadas. Lo cual no permite obtener conclusiones con respecto a los cambios
gue habrian podido llegar a sufrir sus concentraciones séricas.

Los niveles de IL-5 se redujeron de forma considerable tras un ano con
inmunoterapia alérgica especifica. La concentracién de IL-13 se ha mantenido estable
en la determinacion de los seis meses, con respecto a la basal. Sin embargo, al afio se ha
observado un incremento abrupto en sus niveles séricos, hecho que resulta
sorprendente al tratarse de una citocina de tipo 2, las cuales tienden a disminuir con el
tratamiento inmunoterapico. Toda esta informacion se representa graficamente en
Figura 12 (IL-5) y Figura 13 (IL-13), indicando ademas los valores medianos obtenidos en
cada una de las determinaciones.
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Figura 12. Valores medianos y niveles (pg/ml) de IL-5 medidos en situacion basal (1), a los seis meses (2) y al afio de
haber iniciado la inmunoterapia alérgica especifica.
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Figura 13. Valores medianos y niveles (pg/ml) de IL-13 medidos en situacién basal (1), a los seis meses (2) y al afio de
haber iniciado la inmunoterapia alérgica especifica.

28



5. Discusion.

Los resultados obtenidos en este estudio permiten respaldar los cambios inmunolégicos
compatibles con un efecto protector de la inmunoterapia alérgica especifica con veneno
de Vespula spp en el tratamiento de pacientes que han sufrido una reaccion anafilactica
por veneno de Vespa velutina.

Como se haindicado con anterioridad el objetivo de lainmunoterapia es producir
un cambio en el perfil de las citocinas de los pacientes, incrementando los niveles de
aquellas citocinas (citocinas de tipo 1 y reguladoras) o células que no promueven las
reacciones de hipersensibilidad tipo |. Por tanto, el tratamiento pretende inducir una
reduccion en las citocinas implicadas en la etiopatogenia de las reacciones anafilacticas,
es decir, las de tipo 2.

En este caso en concreto, la administracion de inmunoterapia basada en veneno
de Vespula spp ha permitido incrementar la concentracion sérica de IL-10. Esta citocina
es producida fundamentalmente por linfocitos reguladores B y T y juega un papel
terapéutico determinante, pues permite frenar los mecanismos fisiopatolégicos y
efectores que conducen a la respuesta alérgica. La IL-10 promueve la diferenciacion de
los linfocitos B hacia la estirpe reguladora, produciendo una disminucién marcada de los
niveles de Ig E especifica y total. Se produce asi un viraje en las inmunoglobulinas a favor
de la 1gG4, la cual evita que el alérgeno entre en contacto con células presentadoras o
con la IgE acoplada a las células efectoras.

Este incremento de la IL-10 con el empleo de inmunoterapia con Vespula spp ya
se habia demostrado con anterioridad en pacientes con alergia a este tipo de avispas
[Bussman et al., 2010], pero no en alérgicos al veneno de la avispa asidtica. En el
presente estudio, el incremento de IL-10 se pudo demostrar tras un afio de tratamiento,
pero no antes, al contrario que los mencionados autores que ya lo habian reportado en
la fase de inicio [Bussman et al., 2010]. Sin embargo, los hallazgos del presente estudio
con respecto a la IL-10 parecen estar en mayor consonancia con los trabajos realizados
por el grupo de Sahiner y cols que sugieren que el cambio en las células reguladoras es
un proceso lento que conlleva tiempo y es preciso mantener la inmunoterapia afios para
conseguirlo. Si bien, los estudios de este grupo se refieren a alérgenos inhalantes y no a
veneno de los himendpteros [Sahiner y cols. 2023].

Otro aspecto esencial a evaluar es el aumento de las citocinas de tipo 1, en este
caso en concreto de IFN-y. Los resultados obtenidos en las distintas determinaciones
parecen abogar por la eficacia del tratamiento, y en este caso, en consonancia con los
hallazgos reportados en estudios previos [Tan y cols, 2022; Sahiner y cols, 2023].

En lo referente a las citocinas de tipo 2, las cuales son las principales
favorecedoras del amplio espectro de reacciones alérgicas IgkE mediadas, los resultados
obtenidos son mas dispares. Un inconveniente de cara a la interpretacion de los datos
es que las cifras de IL-4 se han mantenido en un rango despreciable durante las distintas
determinaciones, por lo tanto, no se puede demostrar una disminucién en su
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produccidn. Las otras dos grandes citocinas de este grupo medidas, muestran resultados
opuestos, disminuyendo la concentraciéon de IL-5 y aumentando la de IL-13 a los 12
meses.

La IgE es la principal inmunoglobulina implicada en la patogenia de la anafilaxia.
Se ha reportado una reduccion de un 48% en los niveles de sIgE frente al veneno de
Vespa velutina en el 85% de los sujetos estudiados, a pesar de que las reducciones
significativas de la IgE suelen darse a partir del primer afo de tratamiento. Es por ello
que quizas un seguimiento mas duradero permitiria observar una reduccién mas
marcada de las citocinas implicadas en la produccién de IgE (IL-4, IL-5, IL-13...).

Otro elemento a resaltar es que siete de los veinte pacientes a estudio, durante
el periodo de seguimiento, han sido expuestos al veneno de Vespa velutina mediante
picaduras accidentales sin sufrir reacciones anafilacticas. Hecho que desde un punto de
vista clinico refuerza el beneficio de la inmunoterapia con veneno de Vespula spp.

Una condicién que ciertamente podria afectar al estudio es que el himendptero
causante de la reacciéon anafilactica ha sido definido por el propio paciente. Cierto es,
gue como se aprecia en la Tabla 2 un 95% de los sujetos viven en el medio rural e incluso
un 50% trabaja en este entorno, este hecho disminuye considerablemente el riesgo de
gue sea otra la especie causante de la anafilaxia.

6. Conclusiones.

1. Elveneno de Vespula spp administrado a pacientes que sufrieron una anafilaxia
por Vespa velutina es capaz de producir un aumento de IL-10, citocina
reguladora, tras un afio de tratamiento.

2. Relacionado con el punto anterior, el aumento de citocinas reguladoras implica
un incremento en el nimero de linfocitos B reguladores (encargados de permitir
el viraje de las inmunoglobulinas hacia la produccién de 1gG4) y linfocitos T
reguladores.

3. Han sido reportados aumentos en las concentraciones séricas de citocinas de
tipo 1, en concreto INF-y, tanto a los seis meses como al afio de haber
comenzado el tratamiento inmunoterapico. Se puede observar una relacion
positiva entre las variables tiempo de tratamiento y niveles de INF-y durante el
primer afio.

4. No se ha podido demostrar cambios en cuanto a la IL-4, citocina de tipo 2 que
inhibe la diferenciacién de los linfocitos hacia la estirpe Thil, al haberse
mantenido en todas las determinaciones a unos niveles practicamente
indetectables.
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5. En cuanto a la IL-5, otra citocina de tipo 2 estrechamente relacionada con la
respuesta alérgica y con la produccion de Igk, ha disminuido su concentracién en
el suero de los pacientes incluidos en el estudio tras un afo de inmunoterapia
alérgica con veneno de Vespula spp.

6. Sorpresivamente, los niveles de IL-13 aumentaron bruscamente tras un afio de
inmunoterapia alérgica especifica. Hecho que desentona con el resto de
resultados pues se trata de una citocina de tipo 2 la cual fomenta las reacciones
alérgicas.

7. La inmunoterapia alérgica con veneno de Vespula spp. en pacientes que han
sufrido una reaccién anafilactica por veneno de Vespa velutina permite disminuir
los niveles séricos de citocinas de tipo 2, incrementando a su vez las
concentraciones de citocinas tipo 1 y reguladoras. Esto proporciona, desde un
punto de vista inmunoldgico, una proteccidon frente a nuevos episodios de
anafilaxia.
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recogida de datos de los pacientes incluidos en el estudio.

Realizd, ademads, una revisidn bibliografica sobre el papel que desempeiian cada
una de las citocinas analizadas en las reacciones de hipersensibilidad, asi como su
importancia clinica y terapéutica en la inmunoterapia especifica con alérgenos.
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a» Secretaria Técnica i
+ Ed- XUNTH DE GH LIC[H Comité Autonomice de Etica da Investigacion de Galicia B I I C I B
tgut i Secretaria Xeral. Conselleria de Sanidade

q.rq- CONSELLERIA DE SANIDADE Edificio Administrativo San Lazaro

Secretaria Xeral Técnica 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA
Tel: 881546425, Correo-e: ceic@sergas.es

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Cristina Mdrquez Riveras, Secretaria del Comité de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo,

CERTIFICA:
Que este Comité evalud en su reuniéon del dia 19/12/18 el estudio:

Titulo: Estudio de sensibilizacién a Vespa velutina en pacientes con anafilaxia por veneno de
himendpteros en el area sanitaria de Santiago de Compostela

Version:

Promotor/a:Carmen Vidal Pan

Investigador/a: Carmen Vidal Pan

Cadigo de Registro:2018/622

Y que este Comité, tomando en consideracion la pertinencia del estudio, el conocimiento disponible,
los requisitos legales aplicables v los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Comité, emite un
dictamen FAVORABLE para la realizacion del citado estudio.

Documento firmado digitalmente por:
Marquez Riveras, Cristina: 19/12/2018 18:10

SAOC-H4G4-BOAH-OFHR-RC15-4523-9414-843
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4 XUNTA DE GALICIA SERVIZO | Subdireccion Xeral de Avaliacion
:i: CONSELLERIA DE SANIDADE \ dGéllfL'j;é:E) Asistencial e Garantias
e

CIRCUITO ASISTENCIAL RAPIDO

Paciente acode ao
Servizo de Urxencias no

Paciente demanda
asistencia urxente:

- Atencidn primaria
- 061

hospital

NON
Cumpre criterios
de sospeita? *

Si

Anamnesis e exploracién fisica
Tratamento

'

Servizo de
Urxencias

Cumpre criterios
de sospeita? *

Anamnesis e exploracion fisica
Tratamento
Analitica con triptasa **

Informe de alta
de Urxencias ***

Valoracion e seguimento
Prescricion l
Autoinxector

Derivacion
Atencion Primaria

\/

Solicitude
cita via rapida

'

Revision solicitude
en 24-72 horas
por S. Alergoloxia

Cita S. Alergoloxia en

Procede? 15 dias

*Reaccion de inicio agudo (minutos a 2 horas) na que se observa afectacion cutédnea (urticaria, anxioedema ou eritema)
acompafada de, polo menos, un dos seguintes: dificultade respiratoria, hipotension arterial (TAS<90 mmHg ou descenso en 30
mmHg da habitual), sintomas gastrointestinais (dor abdominal, diarrea ou vomitos).

**Indicando tempo transcorrido desde a picadura e a extraccion. Conveniente realizar extraccion entre 2-3 horas tras picadura.
*** O autoinxector de adrenalina poderase prescribir nos Servizos de Urxencias segundo o criterio do clinico.

10
avaliacion.asistencial.garantias@sergas.es

www.sergas.es j BI I C IB

Tel. 881 542866 - Fax 881 542897
Edificio Administrativo San Lazaro
c.p. 15703 - Santiago de Compostela - A Corufia
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