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1. RESUMEN

Introducciéon: Uno de los signos objetivables principales de la anafilaxia es la
urticaria-angioedema, si bien en algunos casos la liberacion de histamina a nivel
sistémico ocasiona cambios vasculares y hemodinamicos sin afectacion cutdanea. En el
transcurso de una reaccidn sistémica, existen cambios en el sistema nervioso autonomo,

tanto simpatico como parasimpatico, los cuales no han sido suficientemente estudiados.

Hipotesis y objetivos: En una reaccion anafilactica grave, una gran liberacion de
histamina al torrente sanguineo puede producir cambios cardiovasculares antes de
producir signos cutdneos. El objetivo principal de este trabajo es valorar si la deteccion
de alteraciones agudas en el electrocardiograma mediante monitorizacion del paciente, que
precedan a los signos cutdneos, podria ser de utilidad para un manejo més precoz de la reaccion
anafilactica en las pruebas de provocacion oral con alimentos en los procedimiento

diagnésticos llevados a cabo por los Servicios de Alergologia.

Material y métodos: Se realizaria un estudio observacional descriptivo transversal
en el que se recogeria la actividad cardiaca de pacientes sometidos a pruebas de

provocacion oral controlada con alimentos, mediante un sensor de frecuencia cardiaca que

R
se conecta al software de andlisis de variabilidad de la frecuencia cardiaca (HRV) Kubios .

Ambito: Unidad de Alergia del Hospital General Universitario de Alicante.

Sujetos: Pacientes alérgicos a la proteina transferidora de lipidos (LTP) de
melocotdén pertenecientes al ambito del Hospital General de Alicante a los que se les

realizard test de provocacion controlada con dicha proteina.

Palabras clave: anafilaxia, alergia alimentaria, intervalos RR, frecuencia

cardiaca, monitorizacion



2. ABSTRACT

Introduction: Even though the main objetivable sign in an anaphilactic reaction
is urticaria-angioedema, sometimes the release of histamine to the bloodstream causes
vascular and hemodynamic changes without skin involvement. There are changes in the
autonomic nervous system, sympathetic and parasympathetic, in case of a systemic

reaction, which have not been studied enough.

Hypothesis and objectives: In a severe anaphylactic reaction, a large release of
histamine to the bloodstream can cause cardiovascular changes before causing
cutaneous signs. The main objective will be to assess if finding early electrocardiogram
alterations through patient monitoring, before any cutaneous signs could be useful for
an acute management of the anaphylaxis when performing a direct provocative food or

drug challenge by an Allergy department.

Material and methods: A cross sectional observational study would be
performed, where the cardiac activity of the patients is being measured using a heart
rate sensor device, while going through a direct food oral challenge, that would be later

conected to a variability analysis of the heart rate (HRV) Kubios ®
Field: Allergy Department of the General Hospital of Alicante

Subjects: Patients with diagnosed food allergy to peach’s lipid transfer protein
(LTP) (Pru p3) from the province of Alicante in the healthcare area of the General
Hospital of Alicante.

Keywords: anaphylaxis, food allergy, RR intervals, heart rate, monitoring



INDICE

ASPECTOS PRELIMINARES
L. RESUIMENL.....ciiiiiiiieciiieee ettt e e e e e e e e e eaaeeaeeeena 2
2. ADSITACT .t e 3
CUERPO DEL TRABAJO
L. IntroducCiOn........ooonii i e, 6
AL JUSHTICACION. ... 7
B HIPOTESIS. .uiiiieiiiiie ettt e 9
C. Objetivosesmmmmmmm. g wl.... . B, 10
I Objetivo prifcipals®. 8 B 8 B S B St St S, .. .......... 10
IT ®bjctivo securdaFiGiFRITAS Jligwmef fiarmadmien ... .......... 10

D. Aplicabilidad y utilidad de los resultados ..................................10

2. Material y mEtodos ......ooiniiiii e 12
AL DISCII0. . 12
B. Poblacidn de estudio...........oooiiiiiiiiii e, 12

I. Criterios de InClusiON............ccoi ittt 13
II. Criteriosde exclusion...........oooviiiii i, 13
III. Criteriosderetirada.............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 14
C. Tamano muestral....... ..., 14
D. Lugarde realizacion................ooiiiiiiiiiiii i e, 15
E. Tiempo de realizacion............ooeviiiiiiiiiiiii e e, 15

F. Variables de €StUdiO. .....ueeneiee et e e e, 15



L. Demograficas. ......oovvuiiiii e 15

1118 et 1 15

A) Variables principales..........ccooiiiiiiiiiiiiiii i, 16

G. Procedimientos y recogidas de datos...............ccoeviiiiiiiii i, 16
H. Andlisis estadisStiCo.......ouvvriiii it e e, 20

I. Limitaciones y posibles S€SZ0S......ovuuiiiiiiieiiiiieiiiieeiiieeeiieeennn. 20

J. Estrategia de busqueda bibliografica.....................cooviiiiiin. 21

R A o 1101 (o 1<) 5 167 1 T R 22
4. Plan de trabajo.......c.ooiiiiiii e 24
A. EqQuipo investigador. . .....c..oviiniiiii e 24

B. Experiencia del equipo investigador...........ooovviiiiiiiiiiiiiiieai, 25

C. Etapas del desarrollo del proyecto...........coovvviiiiiiiiiiiiiininnnn... 25
5. Presupuesto €CONOMICO. ... ..iieriie ettt et eeieeeeiee e, 26
6. Conflictos de INtETES. ... ..ovvuiii e 26
BIBLIOGRAFIA......coiiiiiiiiiiiiiiii e 27

ANEX O S . 30



3. INTRODUCCION

Los organos afectados en la anafilaxia determinan los sintomas clinicos observados
en los pacientes, los principales 6rganos de choque con el sistema cardiovascular y el
pulmén '. Se han identificado una gran cantidad de mediadores proinflamatorios
implicados en la anafilaxia. Entre ellos hay mediadores preformados (histamina, triptasa,
heparina, citocinas, factor de necrosis tumoral...), mediadores que se generan en minutos
(factor activador de las plaquetas, prostaglandina D2 y leucotrienos) y mediadores que se
producen en horas (interleucinas, factor estimulante de las colonias de macrofagos, factor

. . rpe re: 2.
estimulante de colonias granulociticas-monociticas)

La histamina es probablemente el mediador mas importante y el que mas rapido
produce los sintomas. Actlia a través de los receptores H1 y H2® .
A nivel cardiaco, los receptores H2 estimulan la frecuencia cardiaca y la
contractibilidad, lo que aumenta el consumo de oxigeno. Por otra parte, los receptores
H1 aumentan ain mas la frecuencia cardiaca y producen vasoespasmo de las arterias
coronarias (Esto puede llegar a producir un infarto de miocardio a pesar de coronarias
sanas. Es lo que se conoce como sindrome de Kounis o infarto alérgico). La taquicardia es
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la alteracion del ritmo mas frecuente en anafilaxia ™.

La interaccion del estimulo H1 y H2 provoca disminucion de la TA diast6lica '

El PAF (factor de activacion plaquetaria) produce un aumento de la permeabilidad
vascular, disminuye la actividad cardiaca, la contraccion del musculo liso y promueve el
colapso circulatorio. Es decir tiene un efecto ionotrépico negativo, en contraposicion con
el efecto de la histamina. Por tanto aunque la taquicardia sea la alteracion de ritmo mas
frecuente en la anafilaxia, algunos pacientes pueden experimentar bradicardia, sobre todo
en las fases mas tardias. Los niveles de PAF aumentan de manera transitoria en la
anafilaxia y se correlacionan con la gravedad y posibilidad de muerte, La inyeccion precoz

de adrenalina protege frente al PAF, pues actiia desfosforilando su receptor y lo inactiva °.



La triptasa es una proteasa especifica de los mastocitos cuyas consecuencias clinicas
incluyen hipotension, angioedema...® El diagnostico de la anafilaxia es clinico y se
caracteriza por la rapida progresion en la gravedad de los sintomas, lo que obliga a actuar
con rapidez para evitar un desenlace fatal. Las principales dificultades diagnosticas son la
ausencia de una semiologia patognomoénica y el no disponer de una prueba
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complementaria que confirme su diagndstico en el momento critico.

Se han propuesto y validado unos criterios en los ultimos afios con los que se espera
identificar mas del 95% de las anafilaxias’. Se debe sospechar cuando aparece de manera
aguda en minutos u horas un sindrome rdpidamente progresiva que afecta a piel y/o
mucosas y que se acompaiia de compromiso respiratorio y/o circulatorio. ’

En un estudio epidemioldgico sobre la anafilaxia mortal, el tiempo medio desde el inicio
de los sintomas hasta la parada cardiorrespiratoria estaba estrechamente relacionado con el

. . . 1
agente causal, siendo de 30 minutos cuando el desencadenante era un alimento .

3.A. JUSTIFICACION: ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

Si bien uno de los signos objetivables principales de la anafilaxia es la urticaria, en
algunos casos la liberacion de histamina a nivel sistémico ocasiona cambios vasculares y
hemodinamicos sin afectacion cutdnea °. Ademas hay cambios en el sistema nervioso
autonomo, tanto simpatico como parasimpatico en el caso de una reaccion sistémica, los
cuales no han sido suficientemente estudiados.

En el trabajo realizado por el Servicio de Alergia del Hospital de Elche * en el afio
2000, un estudio de caracter descriptivo donde se analizaron datos de 50 pacientes
sometidos a pruebas de exposicion controlada con medicamentos, se midio la actividad
cardiaca mediante un dispositivo electrocardiografico no invasivo, que posteriormente fue
convertida a un algoritmo que permitié medir las series de intervalos RR’ (Anexol y 2).

De entre todos los pacientes estudiados, dos de ellos presentaron una anafilaxia. En
estos pacientes se observo un aumento significativo de los picos de frecuencia cardiaca en

el espectro cardiaco en comparacidén con sus niveles basales. Estos picos de frecuencia



disminuyeron progresivamente antes de que los pacientes desarrollaran sintomas. Tras la
administracién de adrenalina se observa una recuperacion del pico de frecuencia. No se
detectdo mediante el tensiometro y pulsometro en la sala de provocacion alteraciones en la
tension arterial ni en la frecuencia cardiaca (a pesar de que hubo cambios en el RR). Se
concluyo tras este estudio que existen cambios significativos en el espectro de frecuencia
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cardiaca previamente a otros sintomas durante una anafilaxia.

La mayoria de los estudios de investigacion para el estudio de la variabilidad del
intervalo RR han sido llevado a cabo por los Servicios de Cardiologia y de Ciencias del
Deporte. En un estudio llevado a cabo por el National Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI)
en Bethesda, Maryland; Se compar¢ la variabilidad del RR en sujetos sanos con sujetos
que presentaron un infarto de miocardio y se estudiaron niveles normales de esta
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variabilidad para sujetos sanos sin patologia cardiaca previa.

Se ha empleado el intervalo RR como medida de variabilidad al ser un dato mas
sensible que la medida de la frecuencia cardiaca, en estudios llevados a cabo por Medicina
del Deporte, se ha utilizado para establecer un plan de entrenamiento para deportistas,
donde se han aportado indicaciones para la correcta medicion del RR en estado basal y tras

19-23

un ejercicio. Hoy en dia tenemos a nuestra disposicion modelos de software como
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Kubios ™ que permite codificar y procesar los datos recogidos con una aplicacion, movil.

Los estudios referenciados previamente se han centrado en valorar cambios
electrocardiograficos respecto al estado basal del paciente, sin embargo hay escasa
informacion acerca del tiempo de aparicion de estos cambios, su correlacion con la
aparicion de otros sintomas, con la gravedad de la reaccion o con otros parametros como
alteraciones analiticas propias de la anafilaxia. Una deteccion mediante monitorizacion
cardiaca del paciente, de las alteraciones agudas que precedan a los signos cutaneos
podrian ser de utilidad para un manejo mas precoz de la reaccion anafilactica en las pruebas
de provocacion oral con alimentos o medicamentos en los procedimiento diagndsticos

llevados a cabo por los Servicios de Alergologia.



Por todo ello el objetivo de este proyecto es valorar la aparicion de alteraciones en
la frecuencia cardiaca y su tiempo de aparicion, mediante la medicion del intervalo RR, en
pacientes que presentan una reaccion anafilictica, en concreto pacientes sometidos a una
provocacion oral con preparado de melocoton e historia de reacciones moderadas-graves
con dicho alimento. Se pretende valorar no solo la prevalencia de alteraciones cardiacas,
sino su tiempo de aparicion y su correlacion con la aparicion de otros sintomas identificados
por el paciente y signos objetivos identificados por el alerg6logo, como los signos cutaneos,

o la caida tensional, la aparicion de sintomas respiratorios...

Cabe senalar que los pacientes se han reclutado de un ensayo clinico llevado a cabo
en el Servicio de Alergologia de caracter aleatorizado doble ciego controlado por placebo
para evaluar la eficacia y mecanismos implicados en la inmunoterapia sublingual especifica
con Pru p 3 (Pru p 3-ITSL) en pacientes con alergia a nsLTP con sintomas graves en su
respuesta frente a melocoton, cacahuete, artemisia y olivo. Ensayo de caracter
multicéntrico, donde se selecciona a los pacientes pertenecientes al Hospital General
Universitario de Alicante (Codigo de protocolo: FIM-PRU-2018-01, nimero eudract:
2017-005038-53) (Anexo 3).

3.B. HIPOTESIS

El estudio mediante monitorizacion cardiaca de las alteraciones electrocardiograficas
(alteracion intervalo RR) u otras alteraciones del sistema nervioso autonomo que preceden a
otros sintomas objetivos en el transcurso de una anafilaxia puede ayudar a identificar una
reaccion sistémica precozmente, lo que conlleva una mejora en el tratamiento de la misma y

en la supervivencia del enfermo.



3.C. OBJETIVOS

3.C 1 Objetivo principal

- Determinar si las alteraciones del sistema nervioso autonomo tales como
alteracion en la frecuencia cardiaca preceden a otros sintomas como los cutdneos
(urticaria/angioedema) en una reaccion alérgica sistéemica de tipo moderada-severa

a alimentos, lo cual permitird un tratamiento mas precoz de la reaccion.

3.C II Objetivos secundarios

- Conocer la frecuencia de aparicion de taquicardia en los pacientes con
anafilaxia.

- Determinar el momento de aparicion de tales alteraciones cardiacas.

- Conocer si existen alteraciones electrocardiogrdficas secundarias a estrés.

- Conocer la frecuencia de aparicion de bradicardia en los pacientes con
anafilaxia.

- Conocer si alteraciones en las cifras tensionales pueden igualmente ayudar a
identificar precozmente la reaccion anafildctica.

- Identificar otras alteraciones asociadas a las anteriores de tipo respiratorio.

Valorar diferencias entre pacientes segun edad/sexo/alérgeno.

3.D APLICABILIDAD Y UTILIDAD DE LOS RESULTADOS

El principal objetivo de este estudio es, como hemos mencionado anteriormente,
conocer si existen alteraciones cardiacas objetivables en el paciente con anafilaxia que
precedan a los signos cutaneos.

En los servicios de Alergia, las provocaciones controladas se suelen realizar para
comprobar tolerancia al alimento sospechoso o confirmar una alergia cuando el diagnostico
es incierto y no hay historia de reaccion grave, por tanto, la principal aportacion de este

trabajo consiste en proporcionar informacion de un niimero relevante de pacientes a los que



se les inducird una reaccion. En este caso al estudiar a pacientes incluidos en un ensayo
clinico controlado con placebo, a los que se les va a realizar test de exposicion controlada
con el alimento implicado en las reacciones para valorar el efecto terapéutico de la
inmunoterapia sublingual con LTP, disponemos de una poblacion en la que es posible
medir estas variables.

Ademas de medir la existencia de alteraciones del intervalo RR, se pretende medir otros
cambios observados en el registro electrocardiografico y se pretende correlacionar el
tiempo de aparicion de estas alteraciones respecto al tiempo de aparicion de otros signos
cutaneos, que son los que habitualmente esperamos encontrar para poder tratar una
reaccion.

En el momento actual no existe ningun sistema capaz de detectar una alteracion del
intervalo RR cardiaco a tiempo real. En los métodos de registro disponibles en la actualidad
, €s necesario una lectura y procesamiento posteriores del registro de actividad cardiaca
realizado en un periodo de tiempo previo. Esta lectura se realiza mediante un software
conocido como sistema Kubios %, el cual viene siendo utilizado desde hace afios en el
ambito de Ciencias del deporte para la monitorizacion de la adaptacion individual de los

atletas a un entrenamiento fisico.

En el caso de llevar a cabo este estudio y encontrar datos significativos, se podria
valorar la utilidad de una monitorizacién cardiaca durante las pruebas de provocacion oral
en los Servicios de Alergia, asi como plantear un sistema de lectura de intervalo cardiaco
RR simultaneamente a los cambios. De esta manera permitiria tratar de manera mas precoz
una reaccion de caracteristicas graves y evitar desenlaces indeseados u otros sintomas

sistémicos con repercusion en el paciente.



4. MATERIAL Y METODOS

4.A DISENO

Se realizaria un estudio observacional transversal realizado en la muestra de
pacientes incluidos en el ensayo clinico mencionado anteriormente, en la fase del ensayo
en la que son sometidos a la provocacion oral doble ciego controlada con placebo. Por lo
tanto se trata de un tipo de estudio que permite evaluar la prevalencia de alteraciones en el
intervalo RR de manera precoz en una reaccion sistémica moderada-grave. A cada paciente
se le realizara una provocacion con 2 activos y 2 placebos en cuatro dias diferentes, por lo
que a cada paciente se le realizardn cuatro monitorizaciones para el registro de posibles

alteraciones electrocardiograficas.

4.B POBLACION DE ESTUDIO

Los sujetos candidatos a ser incluidos en el estudio seran pacientes pertenecientes al
area de salud del Hospital General Universitario de Alicante, jovenes y sin patologia
cardiaca previa, con buen estado de salud general de manera que no haya variaciones
basales del intervalo RR.

Para esta seleccion se han tenido en cuenta los siguientes criterios de inclusion y

exclusion:



4.B I Criterios de inclusion:

Hombres o mujeres 14-55 afios del servicio de alergia del HGUA

No tener antecedentes de enfermedad cardiovascular, hipertension, diabetes o
colesterol alto.

No tener antecedentes familiares de trastornos cardiovasculares

Exploracion fisica (auscultacion cardiopulmonar) y constantes vitales
(temperatura, frecuencia cardiaca y tension arterial) dentro de la normalidad.

No consumo de drogas, alcohol o tabaco.

No consumo de café u otras bebidas estimulantes ni beta2 agonistas las 24 h
previas a la monitorizacion.

Otorgar su consentimiento informado (CI) del estudio.

4.B II Criterios de exclusion:

Embarazo y lactancia

Enfermedades inmunologicas, tratamientos con inmunomoduladores y/o
bloqueantes.

Enfermedad mental.

FEVI<70% medida mediante espirometria, hiper/hipotension, alteraciones
basales de la frecuencia cardiaca.

Sujetos incapaces de cumplir con el calendario de visitas durante el estudio,
como, por ejemplo, por dificultades laborales.

Historia familiar o personal de enfermedad cardiovascular.

Asma mal controlado.



4.B 111 Criterios de retirada:

Los pacientes son libres de retirar su consentimiento e interrumpir la participacion
en el ensayo en cualquier momento. Los sujetos perdidos no seran reemplazados, y sus
datos hasta el momento del abandono seran incluidos en el analisis por intencion de tratar.

Los siguientes motivos supondran la retirada del sujeto participante:

Retirada voluntaria del consentimiento. En este caso, se intentara recoger
informacion sobre el motivo o los motivos de revocacion y sobre cualquier AA
nuevo o en curso.

- Abandono de las revisiones, sin indicar su intencidn de retirarse no siendo posible
su localizacion o recaptacion. El investigador deberd actuar con diligencia y
contactar con el paciente, su familia y documentar en los documentos fuentes los
pasos tomados hasta su retirada.

- Fallecimiento.

- A juicio del investigador.

4.C TAMANO MUESTRAL

Para calcular el tamafio muestral, se ha establecido una estimacion puntual
aproximada de los pacientes con alergia a LTP que puedan cumplir los criterios de inclusion
de nuestro estudio (jovenes/sanos sin patologias cardiacas) y en los que se espera que
tengan una alteracion del intervalo RR respecto al basal tras una anafilaxia, dado que no
existe bibliografia al respecto, basandonos en la experiencia en nuestro medio se calcula
un tamafio muestral de 400.

Tras revisar datos de prevalencia de anafilaxia por LTP en pacientes atendidos en
nuestro hospital se estima un 30% de enfermedad *. Con este dato y asumiendo un error
tipo alfa de 5%, un intervalo de confianza del 95%, se obtiene un tamafio muestral de 179

pacientes, utilizando el programa Epidat 3,0.



Este tamafio muestral serviria para un estudio preliminar y el tamafio se podria

aumentar posteriormente a través de la colaboracion con otros centros.

4.D LUGAR DE REALIZACION

El estudio seria llevado a cabo en la Unidad Polivalente del HGUA, a cargo del

Servicio de Alergia, asi como en las consultas externas de Alergia.

4.E TIEMPO DE REALIZACION

Los datos electrocardiograficos seran obtenidos durante las pruebas de provocacion
PPDCCP del ensayo clinico FIM-PRU-2018-01 estas se realizaran en un periodo maximo
de 15 meses, con un periodo maximo de 21 dias para cada paciente. A los pacientes se les
realizaran PPDCCP al inicio del tratamiento que se esta ensayando (SLIT Pru p3) durante

el afio académico 2022-2023.

4.F VARIABLES DEL ESTUDIO

1. Demograficas

- Edad (en afios cumplidos): cuantitativa discreta medida en afios

- Género (hombre/mujer): cualitativa dicotdmica

2. Clinicas:

- Reaccion moderada/ reaccion grave: cualitativa dicotomica



a) Variables principales (Anexo 4):

- Valoracion de la respuesta del sistema nervioso autdbnomo (SNA) en las
reacciones alérgicas moderadas/graves:
- Intervalo RR en los minutos 1,2 ,3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 tras la ingesta (en
milisegundos): cuantitativa continua.
- Valoracion de la frecuencia de aparicion de alteraciones del SNA:
- Proporcion de pacientes con alteraciones en la amplitud del intervalo RR
sobre el basal: cuantitativa continua.
- Valoracion de la frecuencia de aparicion de sintomas cutdneos/mucosos:
- Proporcion de pacientes con angioedema: cuantitativa continua

- Proporcion de pacientes con urticaria: cuantitativa continua.

- Alteraciones analiticas propias de una anafilaxia:

- Niveles de triptasa: cuantitativa continua.

4.G PROCEDIMIENTOS Y RECOGIDAS DE DATOS

Las pruebas de exposicion oral controladas con alimentos y medicamentos del
Servicio de Alergia del HGUA se llevan a cabo en la Unidad Polivalente. El ensayo
clinico se llevara a cabo en las consultas externas y en esta unidad, la recogida de datos
electrocardiograficos para el estudio que planteamos se llevara a cabo en esta unidad
durante las pruebas de exposicion controlada. Participara la mayoria del servicio de

Alergia (FEA y personal de enfermeria).



El estudio que planteamos constara de las siguientes fases:

4.G I Periodo de seleccion

En la visita OA del ensayo FIM-PRU-2018-01 se asigna al paciente un codigo de seleccion,
que dependera del centro en el que se incluya al paciente y se asignara correlativamente.
Para nuestro estudio se utilizara el mismo codigo para cada enfermo que el del ensayo. Para
la anonimizacion correcta de los pacientes a cada centro se le asignara un codigo, sera HA3

para el HGUA. A continuacion un nimero correspondiente a cada paciente.

Durante esta visita se llevaran a cabo los siguientes procedimientos:

- Firma del consentimiento informado (CI) del ensayo clinico por el paciente y/o el tutor
legar responsable en caso de menores de edad y el asentimiento en los pacientes entre 14-
16 afios. El paciente firmard 2 copias del CI del estudio, una copia se le entregara al paciente

y la otra se guardaré en el archivo del investigador del centro.

- El paciente recibird un niimero de teléfono movil de contacto y un correo electronico

donde dirigirse para consultar cualquier tipo de duda.

- Verificacion inicial del cumplimiento de todos los criterios de inclusion y ninguno de
exclusion. El criterio relacionado con la confirmacion de la alergia de PPDCCP se valorara

en la visita “V1” (visita de aleatorizacion del ensayo FIM-PRU-2018-01).

- Recogida de datos de la historia clinica personal. Se recogeran los antecedentes de alergia
del paciente (dermatitis atdpica, rinitis y/o asma, alergia a medicamentos y otras alergias
alimentarias). Ademas, se recogeran antecedentes personales y familiares de alteraciones

cardiovasculares, hipertension, diabetes o colesterol alto.

- Medicacion concomitante: Se revisara el tratamiento que el paciente tome habitualmente

y del consumo de drogas, tabaco o alcohol.



- Exploracién fisica: Se llevara a cabo una exploracion del paciente anotando edad, peso
(kg), altura (cm) y los signos vitales: temperatura, tension arterial, frecuencia cardiaca y
saturacion de oxigeno. Las pruebas de funcidn respiratoria se realizardn con el espirometro
habitual utilizado en cada centro, esta prueba se realizara prioritariamente en pacientes con
diagnostico previo de asma. En los pacientes que no presenten asma se realizaran las
pruebas de funcion respiratoria segun el protocolo de actuacion frente a la pandemia por

Covid-19 de cada centro.

- Muestra de orina: Se realizard un test de embarazo en las mujeres en edad fértil. Esta

prueba se realizara en la visita OA antes de las PPDCCP.

- Realizacion de pruebas cutaneas: las pruebas cutdneas se llevaran a cabo al inicio del
periodo de seleccion siempre y cuando el paciente no esté¢ tomando antihistaminicos, dado
que negativiza el resultado de las pruebas cutaneas y las pruebas de provocacion con

alimentos.

- Extraccion de muestras bioldgicas para determinacion basal: Se realizara un hemograma
y una bioquimica general en la que se solicitara IgE total; triptasa basal, creatinina y

glucosa. Estas determinaciones se llevaran a cabo en los laboratorios locales de cada centro.

- Pruebas de provocacion controlada a doble ciego con placebo: Esta prueba se realizara
como maximo a los 21 dias de la realizacion de las pruebas cutdneas y extraccion de sangre.
La duracién de las pruebas de provocacion se llevara a cabo en un periodo maximo de 21
dias para cada paciente (con un intervalo de 5 dias + 2 dias entre cada prueba de
provocacion). Las pruebas de provocacion oral se iniciaran con la prueba para Melocoton

(Anexo 3), y siguiendo el calendario de visitas propuesto.



- Para Melocoton: En la preparacion activa, se usara un zumo de melocoton
industrial del que un vaso contiene el equivalente en Pru p 3 de un melocoton con
piel, (datos cedidos por ALK, sin publicar) y como placebo Sunny Delight® y

aroma de melocotdn sin Pru p 3.

- Para Cacahuete: Se daran 15 unidades (14.5 gr de cacahuete) enmascarados con
paté (activo) frente a paté solo (placebo). Tras cada dosis administrada, se
evaluara la presencia de sintomas de alergia oral (SAO) y su intensidad en una
escala visual analdgica (EVA, Anexo 5). La provocacion se parard ante la
aparicion de los primeros sintomas objetivos o tras tres dosis consecutivas con

sintomas de alergia oral (SAO) con una EVA >2.

Es en esta fase del ensayo donde se colocara a cada paciente, un sensor de frecuencia
cardiaca Polar " modelo Polar H10, que consiste en un sensor colocado en una banda textil
con silicona antideslizante y electrodos, que se coloca alrededor del torax del paciente
ajustado para una correcta sujecion. Las bandas de electrodos deben estar humedecidas,
por lo que se explicara al paciente y se la colocard dentro del bafio. El sensor con el logo

de Polar ® debe estar en posicién centrada y vertical.

El sensor se conecta por medio de Bluetooth a un teléfono mévil Smartphone donde
abriremos la aplicacion movil “Elite HRV”, se seleccionara la opcion “Open HRV
Reading” y clicamos “Take test”. Se empieza la lectura de la frecuencia cardiaca y recogida
de datos para el intervalo RR de manera basal durante 10 minutos antes de empezar la
provocacion oral. Es importante asegurarse que todos los pacientes empiezan la lectura a
la misma hora y siempre 10 minutos antes de empezar la provocacion, esto es asi porque
pequeiias variaciones como la hora del dia o minimas alteraciones pueden causar
variaciones en este intervalo. Se recogeran todos los sintomas y signos objetivos del

paciente durante la provocacion anotando la hora de aparicidon. Tras finalizar la prueba se



exportardn los datos recogidos de cada paciente y se realizard una lectura mediante el

. . R .
software Kubios Premium ~ para Windows.

4.H ANALISIS ESTADISTICO

Se creara una base de datos donde los pacientes seran identificados a partir de un
codigo asignado. Las variables continuas estan representadas como medias +- desviacion
estandar cuando la distribucion de la muestra es normal y como medianas [rango
intercuartilico] si la distribucion de la muestra es no normal. Las variables categdricas son
expresadas como frecuencias y porcentajes. Las variables continuas con distribucion
normal seran comparadas con la t de Student; Las variables continuas con distribucion no
normal seran comparadas con el test de U de Mann-Whitney. Variables categoricas seran
comparadas utilizando el test de Chi cuadrado. Se considerara con un nivel de error alfa
del 5% para tener intervalos de confianza (IC) del 95% y un nivel de significacion de p<
0,05. Para analizar los datos se utilizard el paquete estadistico IBM SPSS Statics de la

ultima version.

4.1 LIMITACIONES Y POSIBLES SESGOS

Una de las limitaciones del estudio es la falta de bibliografia publicada al respecto
en el ambito de estudios de Alergia. Otra limitacion es la gran variabilidad del intervalo
RR ante pequeiios estimulos donde influye el ritmo circadiano, estado de estrés del
paciente, asi como la edad y sexo del paciente. Se trata de un parametro que varia con
mayor facilidad que la frecuencia cardiaca.

Una ultima variacion seria el hecho de que la deteccion de alteraciones del intervalo
RR no es a tiempo real, sin embargo, si los datos fueran relevantes, se podrian plantear mas

adelante estudios que lo fueran.



Ademas se podrian encontrar los siguientes sesgos:

- Sesgo de seleccion: Diferencias entre los grupos activo/placebo en cuanto a edad,
sexo... puede influir como hemos mencionado, en los resultados al ser el
intervalo RR sensible a estas variables. No obstante se pretende minimizar este

sesgo al hacer previamente una aleatorizacion.

4.J ESTRATEGIA DE BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

En primer lugar, se empieza la bisqueda por las bases de datos y recursos de
informacion nacionales como MEDLINE-Pubmed, SciELO y Cochrane para buscar
articulos similares y posibles revisiones bibliograficas o metaanalisis sobre el tema. En
segundo lugar, se formulan las ecuaciones de busqueda senalando las palabras clave
(MeSH): autonomic, nervous, system, anaphylaxis. anaphylaxis. Y los filtros de idioma:

espafol e ingles, tltimos 10 afios.



5. ASPECTOS ETICOS

1. Consideraciones generales

El estudio debera desarrollarse de acuerdo con el protocolo asegurando el cumplimiento de

las Normas de Buena Practica Clinica (NBPC), tal como se describe en los siguientes

documentos:

Guia Tripartita Armonizadas de la ICH para Buena Practica Clinica. (“Integrated

addendum to ICH E6 (R1): Guideline for Good Clinical Practice ICH E6 (R2)”).

Real Decreto 1090/2015, de 4 de diciembre, por el que se regulan los ensayos
clinicos con medicamentos, los Comités de FEtica de la Investigacion con

medicamentos y el Registro Espafiol de Estudios Clinicos.

Reglamento UE 536/2014 del Parlamento Europeo y del Consejo de la Unidn
Europea de 16 de abril de 2014 sobre los ensayos clinicos con medicamentos de

uso humano.

Declaracion de Helsinki referente a la investigacion médica en seres humanos
(“Recomendaciones para los médicos que participan en investigacion biomédica
con seres humanos”, Fortaleza 2013). Este estudio sera presentado al Comité de
Etica de la Investigacion (CEIm) del Hospital General Universitario de Alicante
para evaluar los aspectos metodologicos y éticos del mismo. EI CEIm debera
revisar y aprobar el protocolo, hoja de informacion al paciente y el
consentimiento informado antes de proceder a la inclusion de sujetos. Antes de
realizar cualquiera de los procedimientos especificados en el protocolo, el sujeto
participante y el investigador deberan firmar y fechar el documento de

consentimiento informado aprobado por el CEIm.



2. Informacion que sera proporcionada a los sujetos seleccionados

El investigador debera explicar a cada sujeto seleccionado para participar la
naturaleza del estudio, sus propdsitos, duracion estimada, los potenciales riesgos
y beneficios relacionados con su participacion en el estudio, asi como cualquier
inconveniente que €ste le pueda suponer. Se informara a cada sujeto seleccionado
de que su participacion en el estudio es voluntaria y que tiene derecho a retirarse
del estudio en cualquier momento sin tener que dar explicaciones y sin que su
retirada derive en responsabilidad ni perjuicio alguno, afecte a su tratamiento
meédico posterior o a la relacion con los profesionales que le estan tratando. Esta
informacion sera comentada verbalmente con el sujeto o si fuera preciso a su
representante legal. Ademas, se le entregara la misma informacidn por escrito en
la Hoja de Informacion al Paciente para garantizar que el sujeto disponga de
tiempo suficiente para poder comprender todos los aspectos del estudio y pueda

formular las preguntas que considere oportunas.

3. Consentimiento Informado

El consentimiento informado ser4 suministrado junto a la Hoja de Informacion
al Paciente mediante un escrito estandar, en el idioma y lenguaje sencillo que
garantice su total comprension por parte del sujeto candidato a participar. El
sujeto dispondra de tiempo suficiente para leer y entender las explicaciones antes
de firmar y fechar el consentimiento informado. El sujeto debera cumplimentar
por si mismo el formulario de consentimiento informado. Una vez firmado por el
sujeto y el investigador, y fechado por ambas partes, se le entregara una copia al
sujeto. El original de dicho documento se conservard en el Archivo del
Investigador. El investigador documentard el proceso de obtencion del
consentimiento informado en la historia clinica del sujeto correspondiente.

Sino es posible la firma del consentimiento por escrito, entonces también sera

posible obtenerlo verbalmente, en cuyo caso el acto de consentimiento informado



debera ser establecido por una declaracion adicional firmada por un testigo no
relacionado con el estudio y el investigador deberd explicar y documentar el
motivo por el que el paciente no pudo firmar el consentimiento informado.
Ningin sujeto puede ser incluido en el estudio sin haber dado antes su
consentimiento informado. Si fuese necesario realizar una modificacion del
protocolo que pueda ser relevante por afectar a la seguridad de los sujetos, no
podra llevarse a efecto sin el previo dictamen favorable del CEIm y las
autoridades competentes y deberan ser comunicadas al paciente y aceptadas

individualmente.

4. Confidencialidad de los datos

Se seguiran los procedimientos adecuados para asegurar el cumplimiento de
lo recogido en el Reglamento (UE) N° 2016/679 General de Proteccion de datos
(RGPD). El anonimato de los sujetos participantes en el ensayo y la
confidencialidad de sus datos sera respetada y mantenida en todo momento,

incluyendo las conclusiones, resultados y posibles publicaciones.

6. PLAN DE TRABAJO

6.A EQUIPO INVESTIGADOR

INVESTIGADOR PRINCIPAL

Blanca Botia Martinez-Artero. Facultativo Especialista Adjunto de Alergologia

del Hospital General Universitario de Alicante.

INVESTIGADORES COLABORADORES

M? Purificacion Gonzalez Delgado. Facultativo Especialista Adjunto de

Alergologia del Hospital General Universitario de Alicante.



- Francisco Javier Fernandez Sanchez. Facultativo Especialista Adjunto y Jefe del
Servicio de Alergologia del Hospital General Universitario de Alicante.
- Jordi Barrachina. Técnico de investigacion de la Universidad Miguel Herndndez

de Elche.

6.B EXPERIENCIA DEL EQUIPO INVESTIGADOR

Todos los miembros del equipo investigador cuentan con experiencia en el dmbito
de la investigacion y algunos de ellos han realizado publicaciones cientificas en revistas de
alto impacto e interés cientifico, asi como con numerosas comunicaciones orales en

congresos regionales, nacionales e internacionales de relevancia en el drea de la

Alergologia.
6.C DISTRIBUCION DE LAS TAREAS DEL EQUIPO INVESTIGADOR

El investigador principal se encargard de:

Realizar la busqueda bibliografica.

Redactar la hoja de recogida de datos.

Manejo y colocacién de los sensores de medida de frecuencia cardiaca (Polar ®)
y su conexién con la aplicacion HRV Elite ® mediante Bluetooth.

Limpieza y esterilizacion de los dispositivos de medida.

Exportar los datos al software de lectura de frecuencia cardiaca Kubios ® y

completar la hoja de recogida de datos con los resultados de los hallazgos.

- Analizar los datos.
- Redactar las conclusiones del estudio.

- Encargarse de su difusion de los resultados.

Los investigadores secundarios se encargaran de:

- Realizar la consulta inicial o de seleccidn con realizacion de pruebas cutdneas,



exploracion fisica con medicion de pardmetros de frecuencia cardiaca, tension
arterial, temperatura corporal, saturacién de oxigeno.

- Realizacion de test de embarazo a las mujeres en edad fértil.

- Ayudar en la colocacién del sensor de medida de frecuencia cardiaca Polar ®

- Administrar el alimento implicado en las PPDCCP.

- Rellenar la hoja de recogida de datos.

7. PRESUPUESTO ECONOMICO

Para la realizacion de este estudio disponemos de los siguientes gastos:

Gastos humanos:

- Los médicos (Facultativos Adjuntos Especialistas de Alergologia del Hospital
General Universitario de Alicante) realizaran la investigacion de forma voluntaria
y en horario laboral. Presupuesto 0 euros.

- Contratacidn de un especialista en estadistica. Presupuesto de 800 euros.

Gastos materiales:

- Lainvestigacion se llevara a cabo en las consultas de Alergia del Hospital General
Universitario de Alicante y en la Unidad Polivalente que cuenta con la

infraestructura adecuada (ordenadores, sistemas informadticos, impresoras,
cartuchos de tinta y teléfonos). Presupuesto O euros.

- Compra de dos dispositivos Polar Flow modelo H10. Presupuesto 180 euros.
- Compra de dispositivo movil tipo “Smartphone”. Presupuesto 100 euros.

- Descarga de la aplicacion para movil Elite HRV. Presupuesto O euros.

8. CONFLICTO DE INTERESES

No existen conflictos de interés.
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ANEXOS

ANEXO I:

' Pico de frecuencia media
Pico de baja frecuencia

Pico de alta frecuencia

/
/

- Pico de baja frecuencia (VLF): Representa las variaciones ciclicas en el tono
vasomotor periférico a expensas del SNA simpatico.

- Pico de frecuencia media (LF): La respuesta de la frecuencia cardiaca
secundaria al reflejo baroreceptor.

- Pico de frecuencia alta (HF): Fluctuaciones en la frecuencia respiratoria por el

SNA parasimpdtico.
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ANEXO 2:

VLF LF HF
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Before placebo
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Andlisis del espectro de frecuencias en una provocacion con placebo.
Analisis del espectro de frecuencias en una anafilaxia por diclofenaco.
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ANEXO 3:

Calendario de visitas en el ensayo FIM-Pru 2018-01 sobre la efectividad del Slit-Prup3

ACTIVIDAD

CALENDARIO DE VISITAS PERIODO DE SELECCION

vo-8
5 dias (t 2 dias)
desde VO-A

vo-C
5 dias (% 2 dias)
desdeV0-B

Vo-D
5 dias (t 2 dias)
desde VO-C

VO-E
5 dias (t 2 dias)
desde V0-D

VO-F
5 dias (t 2 dias)
desde VO-E

Vo-G
5 dias (2 2 dias)
desde VO-F

Consentimiento informado del estudio y biobanco

Verificacién inicial de criterios de inclusién/exclusién

Historiz clinica personal/familiar

Prescripcion de adrenalina autc-inyectable
(de rescate)

Medicacién concomitante

Exploracién fisica: talla, peso

Signos vitales: FC, PA, Sat02

Pruebas funcionales respiratorias®

Pruebas cuténeas con neumozlérgenos
y alimentos segun protocclo

Muestra de orina *
(Test de embarazo)

Muestras para laboratorio general: Hemograma y Bioquimica
general que incluya IgE y Triptasa basal

Muestras del estudio: TAB (se anzlizaré localmente) y estudios
humorales y/o celulares (se enviara al biobanco) *

TPNE (Olivo; Artemisia; Prup 3) ¢

PPDCCP *

Acontecimientos adversos

fok N

Las pruebas de funcién respiratoria se realizardn con el espirémetro habitual utilizado en cada centro, esta prueba se realizard prioritariamente en pacientes con diagndstico previo de asma. En los

pacientes que no presenten asma se realizardn las pruebas de funcién respiratoria segiin el protocolo de actuacién frente a la pandemia por Covid-19 de cada centro.

Se realizard \inicamente en mujeres en edad fértil y antes de las pruebas de TPNE y PPDCCP

En la poblacién infantil (< 14 anios), sélo se realizardn los estudios

no se realizardn estudio de b

Se realizard dnicamente en adultos y segin protocolo de actuacién frente a COVID-19

G

ni estudios de

linfocitarias.

En adultos las pruebas de provocacién oral se iniciardn con la prueba para melocotén. En el caso de pacientes pedidtricos, se las pruebas de provocacién oral se iniciardn con cacahuete.

CALENDARIO DE VISITAS

ACTIVIDAD vi
como méximo a
los 30 dias

desde VO-G

v2
30 dias + 5 dias
desde V1

v3
4mesest5
dias desde
v2

V4-A?
6mesest5
dias desde V3
(fin de
tratamiento)

Va-B
Sdias(+2
dias)
desde V4-A

va-c
5 dias (+ 2 dias)
desde V4-B

va-D
5 dias ( 2 dias)
desde V4-C

V4-E
5 dias (t 2 dias)
desde V4-D

Va-F
Sdias (2
dias)
desde V4-E

Va-G
5 dias (2 2 dias)
desde V4-F
(fin de
seguimiento)

on criterios de i

Aleatorizacion

Medicacién concomitante

si procede (de rescate)

Prescripcién de adrenalina autc-inyectable

Exploracién fisica (talla y peso)
Signos vitales (FC, PA, Sat02)

Pruebas funcionales respiratorias

Pruebas cutdneas con NA
y alimentos segln protocolo

Muestra de orina
{Test de embarazo)

para io general:
bioquimica general que incluya IgE y Triptasa *

Muestras del estudio: TAB (se analizara localmente) y
estudios humorales y/o celulares (se enviard al

biobanco) *

PPDCCP

TPNE (Olivo; Artemisia; Pru p 3)

Administracién de ITSL-Pru p 3 / Placebo

Dispensacion de ITSL-Pru p 3 / Placebo

Adherencia al tratamiento

C il icacion y registro

Entrega / Recogida de diario
de sintomas

Acontecimientos adversos

1. Las pruebas de funcién respiratoria se realizardn con el espirémetro habitual utilizado en cada centro, esta prueba se realizard prioritariamente en pacientes con diagndstico previo de asma. En los pacientes que
no presenten asma se realizardn las pruebas de funcidn respiratoria segin el protocolo de actuacion frente a la pandemia por Covid-19 de cada centro.

AN

No se van a realizar estas pruebas en la poblacién pedidtrica durante la Visita 1
En la poblacién infantil (< 14 afios), s6lo se realizardn los estudios humorales, no se realizardn estudio de baséfilos ni estudios de subpoblaciones linfocitarias.
Se realizard inicamente en adultos y segin protocolo de actuacién frente a COVID-19.
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ANEXO 4:

Variables principales:

Respuesta a LTP Respuesta a placebo | Valor de p
Reaccion moderada
(%)
Reaccion grave (%)

Respuesta a LTP Respuesta a placebo | Valor de p

Intervalo RR (ms)

tras ingesta: min 1

Intervalo RR (ms)

tras ingesta: min 2

Intervalo RR (ms)

tras ingesta: min 3

Intervalo RR (ms)

tras ingesta: min 4

Intervalo RR (ms)

tras ingesta: min 5

Intervalo RR (ms)

tras ingesta: min 6

Intervalo RR (ms)

tras ingesta: min 7

Intervalo RR (ms)

tras ingesta: min 8

Intervalo RR (ms)

tras ingesta: min 9




Intervalo RR (ms)

tras ingesta: min 10

Respuesta a LTP

Respuesta a placebo

Valor de p

Variacion del
intervalo RR
significativa

respecto al basal*

(%)

Aparicion de

angioedema (%)

Aparicion de

urticaria (%)

Nivel de triptasa

(ng/ml)

*Se considerara una variacion significativa un cambio del RR del 10%.




ANEXO 5

Escala visual analogica (EVA) utilizada en el ensayo FIM-PRU-2018-01:

Escala visual analdgica para los sintomas del sindrome de alergia oral durante test de

provocacion controlada a doble ciego con Prup 3

01.

02.

03.

05.

06.

07.

Por favor indique |a intensidad de sus sintomas en este momento realizando una marca vertical en la escala

de abajo.

El “0” corresponde a “no existencia de sintomas”, y “10” corresponde al maximo de intensidad de sintomas.

Picor labios /oral
| I
0 10

Picor en la lengua
| I
0 10

Picor de garganta/oidos
I I
0 10

Inflamacién de labios (sensacién)
I I
0 10

Inflamacién de lengua (sensacién)

0 10

Opresion faringea

| |
0 10

Dificultad para tragar
| |
0 10
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