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Deteccion de marcadores de inflamacion
¢Es Util en aergia a medicamentos?

INTRODUCCION

L os reactantes de fase aguda como la VSG o proteina C-reactiva, que
fueron los primeros marcadores bioldgicos utilizados, sélo indican que existe
inflamaciéon. Las proteinas y mediadores segregadas por las diferentes células
(eosindfilos, neutréfilos, mastocitos, etc.) que intervienen en la inflamacion
nos permite valorar €l tipo de célula implicaday el grado de actividad infla-
matoria, y seguir mejor su curso clinico.

De todos los marcadores solubles destacan la ECP (Proteina Catiénica
del Eosindfilo) y EPO (Peroxidasa del Eosindfilo) del eosindfilo, la elastasay
la MPO (miloperoxidasa) del neutrdfilo, la histamina y la tryptasa del masto-
cito, asi como diversas moléculas de adhesién y citoquinas como la IL-4, IL-
5, IFN-gamma, ELAM-1, VCAM-1u otras. De los marcadores celulares des-
tacan los CD que nos indican los subtipos de linfocitos T (CD4 y CD8)
presentes, asi como los marcadores de activacion de membrana como el
CD69, CD25, HLA-DR, CD45Ro y otros como los ligandos de "homing" cu-
téneo como el CLA.

En las reacciones inmediatas producidas por medicamentos la tryptasa y
la N-MH (N-Metil Histamina) son marcadores muy (tiles, especialmente en
anafilaxias, aunque la N-MH resulta complicada a la hora de recoger las
muestras por parte de los pacientes.

Si los marcadores solubles se combinan con los marcadores celulares se
logra un buen espectro de lo que ocurre en las reacciones inflamatorias al ér-
gicas por medicamentos, separando bien las anafilaxias, donde ademés de en-
contrar la tryptasa muy elevada, se encuentran % de CD69 elevados, o0 en las
urticarias donde la tryptasa sigue elevada pero mucho menos que en la anafi-
laxia y aparece el % de CLA muy elevado, mientras que en las reacciones
tardias ni e CLA ni latryptasa estan demasiado elevados.

En conclusion, aunque en su etapa inicial, €l estudio de los marcadores
solubles junto a los marcadores celulares nos permite comprender mejor los fe-
némenos que se producen durante la inflamacion alérgica por medicamentos.

MARCADORES BIOLOGICOS

La forma mas habitual de confirmar si existe un incremento de activi-
dad inflamatoria ha sido siempre a través de los reactantes de fase aguda. Es-
tos incluyen desde la simple velocidad de sedimentacion a la medicion de
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Reactantes Proteinas
VSG Proteina Cationica del Eosinéfilo (ECP)
Fibrinbgeno Peroxidasa del Eosindfilo (EPO)

Haptoglobina
Orosomucoide
Proteina C-reactiva

Proteina X del Eosindéfilo/Neurotoxina derivada del Eosindfilo
(EPX/EDN)
Proteina Basica Mayor (MBP)

proteinas, como puede verse en la Tabla |, en especia la
proteina C-reactiva, sin que nos proporcionen una infor-
macion detallada del tipo de inflamacién o de las células
implicadas.

Ademas, este tipo de reactantes no se suele alterar
en ciertos procesos inflamatorios, como ocurre principal-
mente en las enfermedades aérgicas. Por €ello, se han de-
sarrollado ensayos o pruebas especificas para determinar
proteinas segregadas por las diferentes células implicadas
en los procesos aérgicos (eosindfilos, neutréfilos, masto-
citos o baséfilos, linfocitos T y monocitos/macréfagos),
de tal forma que nos proporcionen informacién no sélo
del tipo de célula implicada en cada momento, sino tam-
bién del grado de actividad inflamatoria, 10 que nos per-
mite seguir mejor su curso clinico con o sin tratamiento.

Ultimamente a estas proteinas se ha afiadido la de-
terminacion del tipaje fenotipico o expresion de los mar-
cadores de membrana de los linfocitos T u otras células
como basdfilos, 10 que equivale a su actividad en ese
momento, asi como la determinacién de las citoquinas
que pudieran intervenir en el proceso inflamatorio.

MARCADORES SOLUBLES

Una cuestion importante es donde medir estos
marcadores, si a nivel local, cerca del proceso inflamato-
rio, como en el lavado bronquio-alveolar, lavado nasal,
etc.2*, como la manera mas directa de medir el proceso
alérgico, 0 en sangre y orina, como fluidos méas accesi-
bles desde €l punto de vista préactico. Las determinacio-
nes a nivel local suelen emplearse més en el dmbito de
investigacion que a nivel clinico-practico. De cualquier
forma lo més importante es la separacion cuidadosa de
las células del fluido en el que estén, para que no se li-
beren mediadores inespecificamente sélo por un mal
procesado de las muestras'.

En sangre, los marcadores se pueden medir en plasma

(EDTA), donde se encuentran a sus niveles circulantes o en
suero, donde ademas se afiade la liberacion inespecifica que
se produce en agunas cdulas durante la coagulacion, a pe-
sar de lo cua la medicion en suero estd més extendida &
resultar en redidad maés discriminante y préctica.

M ar cador es solubles de los eosindfilos

Los eosindfilos contienen en sus granulos 4 protei-
nas principales (Tabla Il), que son segregadas a su exte-
rior por estimulacion de inmunoglobulinas IgA o IgG,
factores del complemento, PAF, GM-CSF factor estimu-
lador de colonias de granulocitos-macréfagos y sobre to-
do por la IL-5. Como otras muchas células pueden segre-
gar sus proteinas diferenciadamente segun el estimulo.
Tanto ECP y EPO, a no encontrarse en otras células, son
excelentes marcadores de activacion de eosindfilos. En la
mayoria de las enfermedades inflamatorias no aérgicas €
grado de activacion de eosindfilos va paralelo con e de
neutréfilos, por lo que se asocian a niveles elevados de
los méas importantes marcadores de los neutréfilos, MPO
y elastasa. Sin embargo, en la inflamacién alérgica sélo
se encuentran niveles elevados de ECP y no de MPO. La
ECP se ha demostrado como un marcador muy Util en as-
ma, rinoconjuntivitis y dermatitis® y especialmente til en
la respuesta tardia de la reaccion inmediata en el asmef y
en e seguimiento o control del asma’ y en la dermatitis
atopicet. Estas proteinas se pueden medir tanto a nivel lo-
cal®*, como en sangre™.

M ar cador es solubles de |los neutr 6filos

De todas las proteinas que segregan los neutrdfilos
(Tabla 1), la elastasa'y la MPO son las més importantes
encontradas en diversas enfermedades inflamatorias co-
mo la artritis reumatoidea o en enfermedades inflama-
torias del tubo digestive®, etc. En el asma no se alteran
los niveles de MPO, a no ser que concurra algun tipo de
infeccion secundaria, para lo que si puede tener utilidad
su estudio.
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Proteinas

Cathepsina

Elastasa

Proteinasa 3

Lysozima

Defensinas
Myeloperoxidasa (MPO)
Azurocidina

Granulos primarios

Lactoferrina
40-kDa proteina
Gelatinasa

Granulos secundarios

Tabla IV. Proteinas granulares de los mastocitos

Proteinas

Mastocito tisular Tryptasa

Tryptasa
Chymasa
Cathepsina G
Carboxipeptidasa

Mastocito tejido conectivo

M ar cador es solubles de mastocitos

De todos los marcadores de mastocitos de la Tabla
IV, la histamina ha sido la més utilizada hasta la llegada
de las determinaciones de las proteasas neutras'***. Pero
la histamina reflgja también la activacion y su liberacion
por parte de bastfilos, y puede ser importante especial-
mente en la anafilaxia producida por medicamentos, co-
Mo veremos més adel ante™.

De las proteasas neutras que contienen los granulos
de los mastocitos destaca la tryptasa (TRY), especial-
mente porque es Unica y fiel reflejo de la activacion de
los mismos. En los sujetos alérgicos no expuestos los ni-
veles de tryptasa estdn habitualmente bajos, excepto en
mastocitosis, pero cuando se exponen a los alérgenos,
estos niveles aumenta considerablemente, en especia en
la anafilaxia®.

Otros mar cador es solubles de inflamacién alérgica

De los ensayos sobre citoquinas y moléculas de ad-
hesién realizados hasta ahora, sobresalen aguellas cito-
quinas que distinguen las subclases de linfocitos en Thl
(I1-2, IFN-gamma y TNF-beta) y Th2 (IL-4, IL-5, IL-9,
IL-10 e IL-13)%*. Aunque hasta ahora los més utilizados
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han sido la IL-5, como citoguina que interviene en el
crecimiento y activacion de eosinéfilos y la IL-4, como
regulador de la sintesis de IgE.

De las moléculas de adhesion destacan ELAM-1,
como marcador especifico de actividad de células endo-
teliales” y el VCAM-1, que interviene en la acumula-
cién selectiva de eosindfilos en el lugar de la inflama-
ciont,

MARCADORES CELULARES

Citometriadeflujo

La citometria de flujo esta basada en € andlisis de
las células sanguineas una a una, a través del haz de luz
de un laser. La luz del laser es reflejada con diferente
angulo segun las caracteristicas de tamafio y compl gjidad
del citoplasma de las células.

Ademéas por medio de fotomultiplicadores se puede
analizar la fluorescencia emitida por fluorocromos espe-
cificos que se utilizan para marcar una gran variedad de
anticuerpos monoclonales, capaces de reconocer la ex-
presion de diferentes marcadores de activacion de las
membranas celulares.

Esta técnica permite contar en menos de un minuto
de 10.000 a 20.000 linfocitos, permite un control cons-
tante del contgje y puede ser utilizada para pequefias o
grandes muestras, a diferencia de los mediadores solu-
bles. Las muestras se tratan para separar linfocitos en
gradiente de ficoll, o se puede utilizar sangre completa,
gue mantiene mejor las proporciones fisioldgicas de los
leucocitos.

Analisis de activacion celular por citometria deflujo

El primer paso consiste en seleccionar una ventana
(gate), que representa una zona de particular interés en la
distribucién del tamafio de las células, que localice los lin-
focitos, donde ademés se encuentran los bastfilos, y una
pequefia proporcion de monocitos y células NK. Después
de seleccionar la ventana del tamafio, se pasa a seleccio-
nar por emision de fluorescencia utilizando anticuerpos
marcados con fluorocromos para CD4 o CD8 o CD3/CD4
y CD3/CD8. Y una vez seleccionadas esta poblaciones, se
separan por marcadores especificos expresados por las
membranas de estos linfocitos, como marcador de activa-
cion temprano € CD69 y maés tardio € CD25, HLD-DR,
u otros (Figuras lay 1b). Asi se puede considerar positiva
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Fig. 1a. Control (CD3*/CD25).

una diferencia del 2% en la poblacién de CD69 compara-
da con un control 0 consigo mismo cuando se encuentre
asintomético, considerando ese momento como nivel ba-
sal, aunque se pueden considerar diferencias menores en
funcién del n° de CD4 que se tengan®.

PAPEL DE LA TRYPTASA, PROTEINA
CATIONICA DEL EOSINOFILO E HISTAMINA
EN LAS REACCIONES ALERGICAS
INMEDIATAS POR MEDICAMENTOS

L os medicamentos pueden inducir reacciones alér-
gicas por diferentes mecanismos inmunol6gicos®. Estas
reacciones se pueden separar en inmediatas o tardias, las
primeras habitualmente se producen por un mecanismo
IgE mediado que reconoce €l medicamento®, aungue en
otras ocasiones se liberan mediadores de la inflamacion
alérgica sin encontrar IgE o con mecanismo todavia no
conocido. Nuestro grupo utiliza el término de reacciones
no inmediatas para aquellas que ocurren a un intervalo
mayor de una hora desde la toma del medicamento y no
son inducidas por IgE. A pesar de esta relativamente fécil
divisién, muchas urticarias no se pueden encuadrar fécil-
mente en uno u otro tipo®. La medicién de los mediado-
res inflamatorios ayuda a especular sobre los mecanismos
gue intervienen en la produccion de las reacciones frente
a los diferentes medicamentos, dado que no todos los
mediadores se liberan en cualquier tipo de reaccion.
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Fig. 1b. Caso (CD3*/CD25").

Método

Desde 1992 y hasta ahora se vienen realizando es-
tudios de marcadores solubles, en los sujetos que acuden
ala Urgencia con reacciones producidas por medicamen-
tos. La sangre se extrae cuando llegan, a las dos horas,
24 h después y a mes, cuando €l sujeto ya se encuentra
asintomatico. Las muestras se almacenan a —20°C hasta
su procesado. A la vez se recogen muestras de orina de
forma secuencia alo largo de 24 horas desde €l inicio
del episodio. Se determina Tryptasa (TRY) y Proteina
Cationica del Eosindfilo (ECP) en suero y N-Metilhista-
mina (N-MH) en orina, bien por RIA o UniCAP con kits
comerciales de Pharmacia-Upjhon o la orina por HPLC
(método propio no publicado).

Con posterioridad abandonamos la recogida de ori-
nas por |os problemas que mas adelante se comentan.

Resultados

En un estudio publicado en 1995%, sobre 20 pacien-
tes con andfilaxia y urticaria por medicamentos, se encon-
traron elevadas la tryptasa y la histamina en la mayoria de
los casos, mientras que la ECP no se elevaba ni alas 2 h
ni alas 24 h, lo que indicaba que las células implicadas
en esta reacciones eran principalmente mastocitos y no
eosindfilos, como se observaen las TablaV y Figura 2.

Problemas

La mejoria en e monoclona utilizado por Pharma-
cia ha conseguido mejorar la sensibilidad de la técnica
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Fig. 2. Valores de histamina, tryptasa y ECP.

Tabla V. Reacciones inmediatas

Sujeto Reaccién Medicamento
1 Shock anafilactico Amoxicilina
2 Shock anafilactico Amoxicilina
3 Shock anafilactico Penicilina G
4 Shock anafilactico Pirazolona
5 Shock anafilactico Pirazolona
6 Shock anafilactico Diclofenac
7 Shock anafilactico Trime-Sulfa
8 Shock anafilactico Vitamina B
9 Shock anafilactico Ciprofloxacino
10 Shock anafilactico Lidocaina
11 Shock anafilactico Contraste
12 Shock anafilactico Cloxacilina
13 Shock anafilactico Diclofenac
14 Urticaria Amoxicilina
15 Urticaria Pirazolona
16 Urticaria Amoxicilina
17 Urticaria Amoxicilina
18 Urticaria Amoxicilina
19 Urticaria Penicilina G
20 Urticaria Penicilina G

de tryptasa, en especial con € uso del UniCAP, método
no radiactivo, como apuntan Enrique et a.*, si se toma
> 8,23 ng/ml como valor para identificar a los pacientes
con anafilaxia dentro de las 6 primeras horas de la reac-
cion. Aunque sugieren que la utilidad de esta técnica se
aumentaria si se realiza una extraccion en condiciones
basales como comparativa del incremento durante la re-
accion, lo que recomendamos NOsotros.

La determinacién de N-MH en orina (metabolito de
la histamina eliminado en orina) es de f&cil realizacion en
el laboratorio. Sin embargo supone una enorme dificultad
de recoleccion de las muestras a unas horas determina-
das, incluso en sujetos normales o controles. Ademas, co-
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mo se puede observar en las gréficas de orina de contro-
les en la Figura 3, existe una variacion diurna 'y nocturna,
con un pico por la mafiana y un aumento paulatino por la
tarde, de tal forma que la hora de la reaccién podia en-
mascarar subidas no muy intensas, sobre todo al tener
gue relativizarlas con la excrecién de creatinina en pa-
cientes, Figura 4. Otro factor importante era la dificultad
de diferenciar los sujetos con niveles basales elevados de
los episodios de urticaria que tenian estos sujetos espe-
cialmente con AINEs. Todo €ello nos llevd a abandonar
este marcador soluble de nuestros estudios.

Ll ;00

PAPEL DE LOS MARCADORES DE LOS
LINFOCITOS T EN LAS REACCIONES
ALERGICAS INMEDIATAS POR
MEDICAMENTOS

Desde la utilizacion de la citometria de flujo para
el estudio de las reacciones por medicamentos, se nos
han abierto unas expectativas interesantes para compren-
der mejor la participacion de las diferentes células, espe-
cialmente subtipos de linfocitos T.
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Fig. 5. Expresion de CLA en linfocitos CD3* en pacientes alérgicos a
medicamentos y controles. Modificado de Gonzalez et al. (1997).

En nuestros primeros trabajos, pensabamos que sb-
lo podian mostrarse activados los linfocitos en las reac-
ciones no inmediatas, como hemos definido antes®. Asi,
se encontré que los linfocitos T intervenian en este tipo
de reacciones como parecia obvio, pero ademas que re-
presentaban el primer componente del infiltrado celular
de la piel en las reacciones tardias inducidas por betalac-
témicos®.

Esta técnica nos permitia estudiar todo tipo de re-
acciones no inmediatas, como exantemas, urticarias, re-
acciones descamativas, etc., que representan mas del
40% de las reacciones por penicilinas” como se presentd
en el Simposium sobre medicamentos de Jerez de 1997%.

Ademas, la mayoria de los linfocitos maduros recir-
culan entre la sangre y los tgjidos, distribuyendo su reper-
torio de receptores de antigeno por todos los tejidos del
organismo. En esta recirculacion normal, las moléculas de
adhesion juegan un papel muy importante, que se acre-
cienta cuando aparece la inflamacion y la liberacién de
ciertas citoquinas que contribuyen a la regulacién de la
extravasacion de los linfocitos, especialmente de agquellos
con un ligando de "homing", por gemplo e antigeno aso-
ciado a los linfocitos cutaneos CLA. Esta especidizacion
del sistema inmune a través del fendbmeno de "homing"
nos permite estudiar los linfocitos en sangre periférica con
este antigeno y S se incrementa en las afectaciones de la
piel por medicamentos como se observa en la Figura 5,
extraida del trabagjo de Gonzdlez FJ, et a.».

Método

Desde 1996, ademés de los marcadores solubles, se
viene redizando en los sujetos que acuden a Urgencias con
reacciones por medicamentos la extraccion de sangre hepari-
nizada para e estudio de la expresién de marcadores de acti-
vacion de los linfocitos T, en las mismas muestras, d llegar,
alas2h, 24 hy a mes, en Stuacion basad. Se procesan de
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inmediato y sobre la subpoblacion de CD4 se redizan los
marcadores especificos CD69, CD25, HLA-DR, CD45R0,
gue expresan activacion inmediata, tardia'y de memoria de
los linfocitos, respectivamente. También e CLA, que nosin-
dicalaexpresén dd "homing" cuténeo de linfocitos T.

Resultados

En la Tabla VI se pueden ver las caracteristicas de
un grupo de pacientes con reacciones a betal actédmicos.

En la Figura 6 se puede observar en € grupo com-
pleto de reacciones inmediatas a betal actamicos, como €
CD69 esta elevado alas 2 h respecto al basal del mes, €
CD25 se elevamas alas 24 horas y el CLA ya se eleva
alas 2 horas y se mantiene elevado a las 24 h, mientras
que tanto e DR como el CD45Ro0 apenas varian.

Cuando estudiamos estos marcadores por €l tipo de
reaccion, encontramos que en la anafilaxia a las 2 horas
se eleva el CD69, mientras el CLA ya esta elevado al
llegar y se mantiene alas 24 h (Figura 7). En las urtica-
rias se observa que €l CLA estd més elevado que € resto
de marcadores celulares (Figura 8). En las reacciones
tardias, se eleva el CD69 y no tanto el CLA, aunque es-
tas reacciones sean cutaneas en su mayoria (Figura 9).

En la Figura 10 se observa que la TRY, como mar-
cador soluble, estd muy elevada. Aumenta hasta 10 ve-
ces sobre el valor basal en e grupo de anafilaxias, mas
de 2 veces en las urticarias y menos de 2 veces en las re-
acciones tardias.

Si juntamos ambos marcadores celulares y solu-
bles, podria quedar como se indica en la Tabla VII.

Tabla VI. Reacciones por betalactamico

Edad-Sexo Reaccién Medicamento PC. RAST
72-M Anafilaxia Amoxicilina + +
22-H Reaccién No Inm. Amoxicilina - -
48-H Urticaria Amoxicilina + +
26-M Exantema No Inm. Amoxicilina - -
44-M Reaccioén No Inm. Amoxicilina + -
45-M Ang.No Inmediato Amoxicilina - -
28-M Urticaria Cefotaxima +

15-M Urt. No Inmediata Cloxacilina - -
26-M Urticaria Amoxicilina - -
79-H Shock Anafilactico Amoxicilina + +
40-M Anafilaxia Cefaclor +
34-M Shock Anafilactico Amoxicilina + +
24-M Urticaria Amoxicilina - -
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Fig. 10. Tryptasa. Penicilinas por tipo de reaccion.

Tabla VII. Conclusiones
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Fig. 6. Marcadores linfocitarios. Betalactamicos.
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Fig. 7. Marcadores linfocitarios. Anafilaxia.
9
——CD69
——CD25
——CLA
—DR
0 5 10 15 20
Tiempo (h)
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Fig. 9. Marcadores linfocitarios. Reacciéon no inmediata.
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Reaccion Marcador soluble Marcador celular
Anfilaxia TRY >8-10x basal T1cD69 > T CLA
Urticaria TRY > 2 x basal TTCLA >TCD69
No Inmediata TRY < 2 x basal Tcpe9 = TCLA
Conclusiones

El estudio de los marcadores solubles de actividad
inflamatoria alérgica y de marcadores de activacion de
membrana de los Linfocitos T, podria ayudarnos a com-
prender mejor el tipo de reaccion, las células que inter-
vienen y su actividad en las reacciones inmediatas y no
inmediatas producidas por medicamentos.
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