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AA: Alergia a alimentos

CD: Células Dendriticas

CLR: Del inglés “C-type lectin receptors”

CPA: Célula Presentadora de Antigenos

DC-SIGN: Del inglés “Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin”

FceRl: Receptor de alta afinidad para la fraccidn Fc de IgE

FoxP3: Del inglés “forkhead box P3"

GM-CSF: Del inglés “Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor”

HLA: Antigenos Leucocitarios Humanos

IFN-y: Interferén gamma

Ig: Inmunoglobulina

IgEe: Inmunoglobulina E especifica

IL: Interleuquina

IT: Inmunoterapia

ITE: Inmunoterapia Especifica

ITEC: Inmunoterapia Epicutanea

ITO: Inmunoterapia Oral

ITSC: Inmunoterapia Subcutanea

ITSL: Inmunoterapia Sublingual

LPS: Lipopolisacarido

LTP: Del inglés “Lipid Transfer Proteins”

MHC: Del inglés “Major Histocompatibility Complex”
MIP: Del inglés “Macrophage Inflammatory Proteins”
NIAID: Del inglés “National Institute Allergic and Infectious Diseases”
NK: Del inglés “Natural Killer”

SAO: Sindrome de Alergia Oral

TAB: Test de Activacidn de Basofilos

TCR: Del inglés “T cell Receptor”

TGF-B: Del inglés “Transforming Growth Factor Beta”
Th: Linfocitos T Colaboradores, Del inglés “Helper”
TNF: Del inglés “Tumor Necrosis Factor”

TLR: Del inglés “Toll Like Receptor”

Treg: Linfocitos T Reguladores / Respuesta reguladora
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La alergia a alimentos es en la actualidad un problema de salud grave, ya que produce reacciones
gue pueden comprometer la vida del paciente. Su prevalencia va en aumento, llegando a afectar
al 3-5% de la poblacién adulta y al 5-8% de la poblacién infantil. En el area mediterranea, el Prup3,
perteneciente a la familia LTP (Lipid Transfer Protein), es el principal alérgeno del melocotén y
provoca con frecuencia reacciones graves. Esto, junto con la alta tasa de sensibilizacion a LTP
limita el desarrollo de estudios en humanos, aumentando la necesidad de desarrollar modelos
animales para investigar los mecanismos inmunolégicos involucrados y determinar la eficacia de
nuevos enfoques de inmunoterapia para alérgenos alimentarios.

El primer objetivo de esta Tesis fue desarrollar un modelo de anafilaxia a melocotén, mediante la
sensibilizacidon de ratones con Prup3 en combinacién con lipopolisacdrido como adyuvante. La
respuesta anafilactica se demostrd in vivo por una caida de temperatura corporal junto con la
aparicion de sintomas de anafilaxia e in vitro con niveles elevados de inmunoglobulinas tipo Th2
(Ig e 1gG1) que concuerdan con los resultados observados en modelos de otros alérgenos. Estos
ratones anafildcticos cuentan con un gran potencial para testar y desarrollar nuevas estrategias
para tratar a pacientes alérgicos.

En la segunda parte de esta Tesis, nos centramos en probar dos aproximaciones terapéuticas con
estructuras dendriméricas y péptidos de la proteina alergénica Prup3.

La primera aproximacidn consiste en un sistema dendrimérico que incluye péptidos de células T
gue administrado con un adyuvante (ODN-CpG) que se une al receptor TLR9 induce un cambio
especifico hacia una respuesta inmune Th1/Treg. La evaluacién de las respuestas in vivo e in vitro
obtenidas sugieren que la proteccidn ofrecida por esta inmunoterapia especifica se produce por
una disminucién en la respuesta efectora de Th2 con una reduccién de Igk e IgG1 especificas de
Prup3, una disminucidn en la respuesta proliferativa de células T CD4 especificas y en la
produccién de IL-4, un aumento simultaneo de células Treg y la produccion de IFN-y e IL-10.

La segunda aproximacién incluye moléculas de manosas capaces de unirse a receptores de lectina
de tipo C que pueden mejorar la captacidén y presentacion de diferentes compuestos que modulan
la respuesta inmunoldgica. Por ello, hemos reunido estos elementos para crear un nuevo enfoque
de inmunoterapia sublingual, en el que uno o cuatro péptidos de Prup3 se combinan con
dendrones de manosa. Como resultado vemos que este glicodendropéptido en su forma
monovalente induce tolerancia frente al Prup3, asociada con una disminucidn de la respuesta Th2
(I1gE, 1gG1 e IL-4) y un patrén Th1/Treg incrementado (IFN-y e IL-10). Ademas, induce proteccion a
largo plazo durante al menos cinco semanas después del tratamiento y sin la necesidad de

mantener un contacto regular con el alérgeno.
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Por lo tanto, representa un enfoque novedoso de inmunoterapia especifica que no requiere
adyuvantes adicionales y que, ademas, por su disefio molecular y ruta quimica para su

composicion la hacen altamente versatil y potencialmente adaptable a otros tipos de alérgenos.
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1. ALERGIA A ALIMENTOS

1.1. Definicion

Se define como reaccidn adversa a un alimento cualquier reaccién anémala producida por la
ingesta de un alimento. Los mecanismos por los que se produce pueden ser variados
clasificdndose en téxicas o no toéxicas. Entre las reacciones no todxicas se encuentran las
intolerancias alimentarias, que se definen como reacciones mediadas por mecanismos no
inmunolégicos y que incluyen mecanismos enzimdticos, metabdlicos o farmacolégicos e
indeterminadas [1] (Figura 1). Este tipo de reacciones presentan una alta morbilidad, elevados
costes al sistema sanitario y pueden llegar a ocasionar reacciones graves que incluso conducen a la
muerte [2]. También se incluyen las reacciones alérgicas que estan mediadas por mecanismos
inmunolégicos.

El término alergia fue acufiado en 1906 por el doctor Clemens Von Pirquet, para definir un tipo
especial de respuesta inmunoldgica frente a sustancias que normalmente no inducen reacciones
en la mayoria de las personas. El origen de una reaccién alérgica no esta por tanto en el agente
que la produce, sino en el propio individuo [3]. El término alergia alimentaria (AA) fue definido
por el Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades Infecciosas como un efecto adverso para la
salud a partir de una respuesta inmune especifica que ocurre de forma reproducible tras la
exposicién a un alimento dado. Esta respuesta comprende todos los tipos de reacciones mediadas
por mecanismo inmunoldgico, tanto las causadas por la inmunidad adaptativa como las causadas
por el sistema inmune innato. A su vez, los alérgenos alimentarios se definen como los
componentes de los alimentos (normalmente proteinas, pero a veces también haptenos quimicos)
qgue son reconocidos por el sistema inmune y provocan reacciones especificas, dando como

resultado sintomas caracteristicos [1].

1.2. Clasificacion

La funcion principal del sistema inmunoldgico es la de proteger al organismo frente a sustancias
extrafias mediante mecanismos de defensa efectores que atacan y destruyen estos agentes. Este
ataque produce generalmente efectos beneficiosos, pero hay casos en los que esta respuesta
produce dafios en los tejidos ya sea mediante la formacidn de anticuerpos especificos, linfocitos
sensibilizados o ambos [4] frente a sustancias que en otros individuos no inducen ningun tipo de
reaccién. A esto es lo que se denomina reaccion alérgica. Esta lesion tisular puede producirse,
principalmente, en situaciones que difieren en el origen del antigeno, en el mecanismo implicado,

asi como en las manifestaciones que inducen. Teniendo en cuenta estas diferencias, Gell y Coombs
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establecieron ya en los afos 60 una clasificacién de las reacciones de hipersensibilidad en cuatro
tipos, utilizando como criterios el mecanismo efector que la desencadena [5]. Las reacciones de
tipo | estdn asociadas con la formacién de IgE contra alérgenos. En cuanto a las reacciones tipo Il
(mediadas por anticuerpos citotdxicos o citoliticos) o tipo Il (inducidas por inmunocomplejos), se
producen por una participacién de IgG y/o IgM, aunque todavia no hay evidencias firmes.
Mientras que las reacciones de tipo IV, que involucran células T, tienen un papel importante en
trastornos como la enfermedad celiaca. Por otra parte, hay evidencia de que el sistema inmune
innato, que incluye complemento, receptores tipo Toll y células inmunes innatas tales como
neutrdéfilos, macrdfagos, eosindfilos, células NK, también participan en reacciones inmunes contra

ciertos componentes de alimentos [6].

Reacciones adversas a alimentos

Toxica No Toxica
Mecanismo no inmunoldgico Mecanismo inmunolégico
(Intolerancia) (Alergia)

Respuesta inmune adaptativa
Tipo I: IgE/ CélulasT

Enzimatica Tipo II: IgG/ IgM/ Complemento
Farmacologica Tipo lll: IgG/ IgM/ Inmunocomplejos
Metabdlica Tipo IV: CélulasT
Indeterminada Respuesta inmune innata

Complemento, Receptores tipo Toll,
Células inmunes innatas

Figura 1. Clasificacion de las reacciones adversas a alimentos.

1.2.1. Reacciones Tipo | o de hipersensibilidad inmediata

Son las formas mas comunes de reacciones alérgicas a alimentos y se caracterizan por el desarrollo
de IgE contra los alérgenos alimentarios y por la aparicion de los sintomas inmediatamente
después de la exposicion del individuo con el antigeno responsable. Esta reaccidn puede
acompafiarse de inflamacidn, inducida por componentes celulares fundamentalmente mastocitos

y basdfilos, y estar mediada por células Ty eosindfilos. En esta reaccidn se produce la liberacién de
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mediadores inflamatorios como histamina, leucotrienos y triptasa, que son los responsables de las
manifestaciones clinicas. Los sintomas se localizan fundamentalmente en la piel, pero también
puede localizarse en vias respiratorias o aparato digestivo, o bien ser generalizada, como ocurre
en la anafilaxia, reaccién que puede comprometer la vida del paciente, provocando la muerte.

Los pacientes con alergia alimentaria mediada por IgE pueden ser identificados mediante la
deteccion de IgEe (Inmunoglobulina E especifica) en suero y evaluando las respuestas tanto
celulares como in vivo mediadas por IgE [7]. Este tipo de reacciones son objeto de esta tesis y su

mecanismo sera desarrollado a lo largo de la misma.
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Célula e 0o ©
Presentadora Antigenos
de Antigenos
©)
j Linfocito T Virgen
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/ ‘ Y
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IgE especifica A A . O._..o -
IL13 l IL4 ¥ ’

Linfocito B Célula plasmatica

Mastocito

Figura 2. Reacciones de hipersensibilidad inmediata Tipo I. Iniciacién y desarrollo.

1.2.2. Reacciones Tipo Il o por anticuerpos citoliticos/citotoxicos
Este tipo de reaccidén ocasiona la destruccion de las células infectadas mediante lisis o por
mediadores toxicos. En estas reacciones, los antigenos se fijan a la membrana plasmatica de
eritrocitos, neutroéfilos, plaguetas y células epiteliales de glandulas y mucosas (Figura 3).
Posteriormente, los anticuerpos circulantes, fundamentalmente IgG e IgM y, en menor medida,
IgA cubren las células y éstas activaran la via clasica del complemento o se uniran a los receptores

Fc de fagocitos y células “natural killer” (NK). Las manifestaciones clinicas mas habituales son la
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anemia hemolitica inmune, la trombopenia, o la granulocitopenia. Este tipo de reacciones no son

frecuentes en AA, en cambio si pueden darse en pacientes con alergia a farmacos.
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complemento
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Lisis Fagocitosis Lisis

Figura 3. Diferentes formas de lisis celular en las reacciones de Tipo II.

1.2.3. Reacciones Tipo lll inducidas por inmunocomplejos
La interaccion de antigenos con sus anticuerpos circulantes especificos produce la formacién de
complejos antigeno-anticuerpo (Figura 4). Normalmente estos complejos son aclarados de forma
eficaz por los monocitos del sistema mononuclear fagocitico, pero cuando hay cantidades
excesivas de antigenos solubles (IgG e IgM), la retirada de estos inmunocomplejos puede ser
ineficaz y su acumulacién puede llevar a una reaccidon de hipersensibilidad, ya que estos se
depositan en el endotelio de vasos sanguineos, causando un dafio secundario a las células. Los
complejos inmunes depositados en los tejidos afectados pueden activar el complemento o
interaccionar directamente con baséfilos y plaquetas. Los sintomas clinicos dependen del drgano

diana en el que se depositan, fundamentalmente, rifiones, pulmones, articulaciones y piel.

46



Inmunocomplejos

N

— .
Lesién
.. o 1@;‘ -
Inmunoprecipitados Atraccién de Q &
neutrofilos )
Mastocitos

Figura 4. Reacciones de hipersensibilidad Tipo Ill. Formacion de los inmunocomplejos.

1.2.4. Reacciones Tipo IV o retardadas
Este tipo de reacciones suelen producirse a partir de las 24-48 horas tras la exposicion al antigeno
y no estdn mediadas por anticuerpos, sino que el antigeno es captado por CPA y después
presentado a las células T que actian como células efectoras (Figura 5). El contacto entre el
antigeno vy las células T hace que estas células proliferen y liberen mediadores entre los que se
encuentran las quimioquinas que atraen linfocitos T de memoria especificos, a los que ya se les
habia presentado el antigeno en el proceso de sensibilizacidn. Una vez en el tejido, estas células
liberan mediadores proinflamatorios y otras citoquinas especificas que atraen hacia el tejido a
monocitos, macréfagos y otros tipos celulares que son los encargados de dar lugar a la respuesta
inflamatoria. Aunque este mecanismo estd mas frecuentemente implicado en reacciones de
alergia a farmacos, con respecto a los alimentos, se asocia a trastornos como la enfermedad

celiaca y la enterocolitis inducida por proteinas alimentarias.
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Figura 5. Principales células implicadas en las reacciones de hipersensibilidad tipo IV.
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1.3. Epidemiologia

La primera vez que se publicaron datos de una reaccién anafilactica debida a la ingesta de
alimentos, fue en 1988 [8], sin embargo determinar la prevalencia real de la AA ha supuesto todo
un reto. Las dificultades que nos encontramos para ello son las diferencias en los disefios y tipo de
estudios asi como la propia definicién de AA en cada uno de ellos [1]. El uso de biomarcadores
para el diagndstico, en combinacidn con la medicién de la IgEe de alérgenos, ha proporcionado
una evidencia consistente de que nos encontramos ante un aumento de la prevalencia de AA, al
menos en paises occidentales [9], considerandose en la actualidad un importante problema de
salud publica. La AA afecta al 5-8% de los nifios y al 3-5% de los adultos [2, 7, 10], cifras que estan
aumentando constantemente. Se estima que cada afio entre 4-5 de cada 100.000 habitantes
sufren una reaccién anafilactica grave [11].

En América y Europa, los alimentos son la principal causa de anafilaxia, ocasionando unas 30.000
reacciones anuales [12]. Leche, huevo, trigo, cacahuete, nuez, sésamo, pescado, frutas y verduras
son algunos de los inductores mas comunes de la AA asociada a IgE [7]. Segun un estudio realizado
en Espafia en el 2015, los alimentos de origen vegetal son el principal motivo de consulta en las
unidades de AA, observandose un incremento comparado con los andlisis que se realizaron en
2005 ( 11.4% vs 7.4%) [13]. Dentro de los vegetales, las frutas frescas son la causa mas frecuente
(44.7%), en pacientes mayores de 5 afios, seguido de los frutos secos (28.4%). De entre las frutas,
la familia Rosacea, es la que con mayor frecuencia se ha descrito como responsable de AA de
origen vegetal, induciendo hasta el 59.4% de los casos. Dentro de esta familia, el melocotén es la
principal fruta implicada en la AA en Espafia, Italia y Portugal, siendo el Pru p 3 su alérgeno mayor
y el sensibilizante inmunodominante. En un estudio llevado a cabo por Pascal y cols en 2012 [14]
se comprobd que hasta un 75.6% de pacientes que referian alergia a melocotén estaban

sensibilizados a Pru p 3.

1.4. Factores de riesgo

Entre los factores que pueden influir en desarrollar AA se incluyen el género, la edad, la etnia, la
genética, la atopia, la insuficiencia de vitamina D, el aumento de grasa en la dieta, la reduccidn del
consumo de antioxidantes, el aumento del uso de antiacidos, la obesidad [15], el aumento en la
higiene y el tiempo-via de exposicidon a los alimentos [16]. Algunos de estos factores podrian
proporcionar oportunidades de prevencidon o tratamiento. Ademds existen factores que estan

asociados al riesgo de presentar reacciones graves como: la presencia de asma mal controlada, el
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desconocimiento del paciente de haber ingerido un alimento al que era alérgico, el desarrollo de
sintomatologia en menos de 2 horas y el consumo de frutos secos [17]. Ademads de los descritos
también se han identificado otros factores con el desarrollo de anafilaxia o la muerte, como son el
tipo de alimento, el ejercicio, las infecciones virales, la menstruacién, el estrés emocional, el
consumo de alcohol y el retraso en el uso o la falta de acceso a un autoinyector de epinefrina [17,

18].

1.5. Clinica
Las reacciones de AA mediadas por IgE se producen dentro de las dos primeras horas tras la
ingesta y pueden incluir uno o mas sintomas. Los sintomas son debidos a la afectacién en la piel, el

tracto respiratorio, gastrointestinal, y el sistema cardiovascular [19].

1.5.1. Sintomas cutaneos
Los sintomas cutdneos son los mas frecuentes, apareciendo en mas del 80% de las reacciones por
AA tanto en nifios como en adultos [20]. La urticaria aguda, junto al al angioedema (Figura 6), son
los sintomas mas comunes [1], por el contrario, la AA no es una causa probable de urticaria

crénica [21].

Figura 6. Imagenes de pacientes con lesiones de angioedema (izquierda) y urticaria (derecha).

1.5.2. Sintomas respiratorios

Cabe destacar que los sintomas respiratorios crénicos aislados (por ejemplo, asma vy rinitis) no
suelen atribuirse a la AA [22]. Los sintomas respiratorios se observan con frecuencia y aunque por

lo general suelen ser sintomas leves como (prurito nasal, estornudos o rinorrea), en ocasiones
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pueden suponer un riesgo vital. Sintomas como el laringoespasmo, el angioedema de orofaringe o

el broncoespasmo con disnea deben poner en alerta ante la posibilidad de una reaccion sistémica.

1.5.3. Sintomas gastrointestinales
Los sintomas gastrointestinales cubren un amplio espectro de manifestaciones que pueden
abarcar el tracto digestivo en toda su extension, por lo que pueden variar e incluir sintomas tanto
inespecificos y potencialmente graves por el riesgo de deshidratacion como dolor abdominal tipo
calambre, nduseas, vomitos, diarrea, flatulencias, reflujo gastroesofdgico [23], e incluso rechazo
del alimento en lactantes o nifios pequefios. Estos sintomas son frecuentes en las enteropatias por

proteinas que no son reacciones mediadas por IgE.

1.5.4. Sintomas de alergia oral (SAO)

Se trata de una serie de sintomas de rdpida instauracidén que pueden presentarse como prurito
orofaringeo acompafiado o no de lesiones de urticaria peribucal, angioedema de labios, e incluso
picor en el cuello con eritema local, u ético [24]. Los sintomas son de rapida aparicidon y corta
duracién.

Al tratarse de un conjunto de sintomas se considera un sindrome y fue descrito por primera vez
por Tuft y cols. hace mas de 70 afios para referirse a la alergia mediada por IgE debida a la
reaccién cruzada de proteinas homdlogas que comparten el polen y los alimentos (panalérgenos)
[25]. También se observa en sujetos sin polinosis asociada, generalmente del sur de Europa,
debido a alérgenos estables como las LTP (del inglés, “Lipid Transfer Protein”) [26].

Por lo general, el SAO es considerado una forma leve de alergia alimentaria. Es el cuadro clinico
mas frecuente de AA en adultos, ocurriendo en mds del 50% de los pacientes que refieren

sintomas tras la ingesta de vegetales y frutas frescas [27].

1.5.5. Afectacion multiorganica (Anafilaxia)
La anafilaxia se define como una “reaccién de alergia generalizada o sistémica grave, que amenaza
la vida” [28]. La afectacion resulta de la activacion celular y de la generacion y liberacién masiva
de mediadores inflamatorios como histamina y triptasa entre otros [29], existiendo la posibilidad
de reacciones “bifasicas”, en las que los sintomas recurren tras su aparente resolucién, en un plazo
de 4-72 horas [30].Como se ha mencionado anteriomente, la piel es el organo diana de una
reaccién de AA, sin embargo ademas de la piel, en una reaccién anafilactica, se produce afectacion
a otros niveles, siendo el aparato digestivo, el respiratorio y el cardiovascular los mas

frecuentemente implicados.
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Dada la afectacion multiorgdnica, rapida, y la incapacidad para predecir los érganos afectados o su
orden de aparicién, en el diagnéstico diferencial de la anafilaxia deben usarse los algoritmos
existentes para diferenciar de otras patologias y poder asi tratar al paciente de forma tempranay
adecuada [31].

La anafilaxia generalmente se produce a través de un mecanismo que implica el puenteo de IgE y
la agregacién de receptores de alta afinidad en mastocitos y baséfilos. Otros mecanismos
inmunolégicos no mediados por IgE estdn implicados con menos frecuencia y entre ellos se
incluyen los mediados por complejos de antigenos con IgG, por la activacién del sistema del
complemento y por la activacién del sistema de coagulacién. También hay desencadenantes no
inmunolégicos, que incluyen ejercicio, aire frio y algunos medicamentos como los opioides [32]

(Figura 7).
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Figura 7: Patogénesis de la anafilaxia: mecanismos y desencadenantes, células, mediadores y sistemas de
organos afectados.

El diagndstico erréneo, el tratamiento tardio, junto con determinados factores de riesgo como
son la ingesta inadvertida del alérgeno o el asma mal controlada pueden influir en la aparicion de
un desenlace fatal [17]. El espectro de alimentos comiUnmente responsables de causar reacciones

anafilacticas varia segun los paises, siendo los mds implicados el pescado, leche, huevo, frutas,

51



semillas, cereales o granos. Entre los factores que pueden influir para que dichos alimentos sean
los principales responsables, destacan su amplia utilizacion en multiples alimentos procesados e

incorrectamente etiquetados, asi como su elevada potencia alergénica [26, 33, 34].

1.6. Fisiopatologia
1.6.1. Mecanismo de reaccion alérgica mediada por IgE

Para que se desarrolle una reaccién alérgica, son necesarios varios pasos y se requiere de
repetidas exposiciones a un determinado antigeno. El contacto de alérgenos a través del tracto
gastrointestinal, tracto respiratorio o a través de la piel induce la produccion de IgE (Fase de
sensibilizacidon) en individuos genéticamente predispuestos. Tras una nueva exposicion, los
anticuerpos IgEe mediaran en el desarrollo de una respuesta alérgica inmediata (Fase efectora).
Asi mismo, es importante tener en cuenta que el proceso inflamatorio inducido durante la fase
efectora consta a su vez de dos etapas: una inmediata (a los 30-60 minutos de la exposicién al

alérgeno) y una tardia (a las 24-72 horas de la exposicidn original) (Figura 8).
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Figura 8: Secuencia de acontecimientos de las reacciones alérgicas inmediatas: fase de sensibilizacion y
desarrollo de la respuesta alérgica. Imagen tomada de Abbas et al. En: Cellular and Molecular Inmunology,

7th Ed, 2012 (Abbas et al., 2012).
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a) Fase de sensibilizacion

La entrada en el organismo de un antigeno pone en marcha un proceso silencioso de
sensibilizacion. Algunos estudios situan a las células dendriticas (CD) como las CPA profesionales,
capaces de captar, procesar y presentar el antigeno y asi iniciar y dirigir la respuesta inmune [35].
A nivel gastrointestinal, las CD se encuentran presentes en la ldmina propia, placas de Peyer,
ganglios mesentéricos e intercaladas entre las células del epitelio intestinal, enviando
prolongaciones a la luz intestinal para rastrear el paso de antigenos. Una vez las CD capturan
dichos antigenos en la periferia, los procesan y los transportan a los ganglios linfaticos para su
posterior presentacién como péptidos en el entorno especifico de moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC, del inglés “Major Histocompatibility Complex”) a los linfocitos T
virgenes. Estos linfocitos, dependiendo de diferentes senales (moléculas coestimuladoras,
citoquinas, quimioquinas,...), se pueden diferenciar en distintas subpoblaciones efectoras Thi,
Th2, Th9 o Th17, que se caracterizan a su vez por el perfil de citoquinas que producen, y van a
estar implicadas en diferentes respuestas inflamatorias [36]. Dentro de dichas subpoblaciones, la
Th2 ha sido clasicamente descrita como la principal poblacién responsable en la respuesta
alérgica, ya que estimula la sintesis de IgE, sobre todo mediante la secrecién de IL-4 e IL-13 [37].
En este contexto, las CD expresan gran cantidad de moléculas coestimuladoras CD80/86 y pueden
liberar IL-4, promocionando asi una respuesta Th2.

Estos linfocitos Th2 activan a su vez a los linfocitos B especificos, que durante una respuesta
alérgica pueden expresar diferentes isotipos de Ig, lo que permite tener anticuerpos con la misma
especificidad, pero con diferente funcién efectora. Para que los linfocitos B experimenten el
cambio de isotipo de cadena pesada y sinteticen IgE son necesarias dos sefiales que se producen a
través de una compleja serie de interacciones con el antigeno y con las células T especificas [38]
(Figura 9). Una de las senales es dependiente de citoquinas producidas por linfocitos Th2
(principalmente IL-4) y tiene como resultado la activacion de la transcripcion de la cadena pesada
€ de la IgE. La otra sefial es dependiente de CD40, que es un receptor que se expresa de forma
constitutiva sobre los linfocitos B y que induce la recombinacién del ADN para la regién de la
cadena pesada € [39] y la expresidon de IgE. De este modo, se genera un gran numero de

anticuerpos IgEe que difunden a la circulacién sanguinea.
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Figura 9: Cambio de isotipo a IgE. Una célula B que expresa IgM especifica para el antigeno se une a éste por
medio de las Ig de su superficie celular (1), lo procesa y lo presenta a una célula Th2 especifica de ese
antigeno (2). La formacién del complejo tri-molecular TCR-antigeno-MHC de clase Il induce una expresién
rapida en los linfocitos T de CD154 (3), que es el ligando del receptor CD40 que se expresa
constitutivamente sobre los linfocitos B (4). La interaccién entre las células T y B mediadas por la via
CD40/CD154 (4) se amplifica por interacciones entre moléculas coestimuladoras, particularmente la pareja
ligando/receptor CD28/CD80-CD86 (5). La union de CD40 regula la expresién de CD80-CD86 sobre las células
B (5). CD80-CD86 se une a CD28 (6) e induce la transcripcidn (7) y secrecion (8) de IL-4 y/o IL-13, que se
uniran a sus receptores heterodiméricos en los linfocitos B (9). En un mismo paso, la célula B recibe las dos
sefiales necesarias para el cambio de isotipo a IgE: IL-4 dispara la transcripcién de la cadena pesada € (10) y
la unién de CD40 con su ligando activa la recombinacion de ADN para la regidon € (11), provocando el cambio
de isotipo a IgE y la secrecidn de anticuerpos IgE (12). Imagen tomada de Vercelli D, Immunobiology of IgE.
En: Middleton’s Allergy, 7th Ed, 2009 [38].

Como se ha comentado anteriormente, la IL-4 producida por las células Th2 es esencial para esta
sintesis de IgE, mientras que la IL-5, la IL-13 y el GM-CSF (del inglés, “Granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor”) favorecen la produccion y la supervivencia de mastocitos y baséfilos,
los cuales unen IgE a través de sus receptores especificos de alta afinidad (FceRl) [40, 41]. De este
modo, los mastocitos y basdfilos quedan sensibilizados frente al antigeno para el que tienen IgEe

unida en su superficie.

b) Fase efectora o desarrollo de respuesta alérgica
Una vez producida la sensibilizacién, una exposicidon antigénica posterior inicia una respuesta
inmune efectora por la union entrecruzada del alérgeno a diferentes moléculas de IgEe unidas a su
FceRl. Este receptor lo expresan de forma constitutiva mastocitos y basdfilos en su superficie[42].
En esta nueva exposicidn, el antigeno interacciona con dos o mds moléculas de IgE adyacentes,
fendmeno que se denomina “puenteo” y que desencadena la activacién de mastocitos y basofilos.
Los mastocitos derivan de células madre pluripotenciales presentes en la médula dsea (CD34") y se

distribuyen a través de todo el tejido conectivo. Generalmente se encuentran adyacentes a los
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vasos sanguineos vy linfaticos, cerca o dentro de las terminaciones nerviosas y debajo de las
superficies epiteliales que constituyen las puertas de entrada mds importantes a los antigenos, la
piel y los epitelios de los tractos gastrointestinal y respiratorio.

Los basodfilos son granulocitos sanguineos que presentan semejanzas estructurales y funcionales
con los mastocitos. Al igual que éstos, derivan de células madre pluripotenciales de la médula dsea
(CD34") que se diferencian y maduran en la médula dsea y luego circulan en la sangre. En
condiciones normales no residen en los tejidos periféricos, pero son capaces de infiltrar sitios
donde ocurren procesos inflamatorios o inmunoldgicos. Al igual que los mastocitos almacenan
mediadores preformados en sus granulos citosélicos y expresan FceRl, por lo que son capaces de
fijar IgE y activarse por la unién del antigeno.

Tras esta activacidn, se producen cambios en la membrana celular de mastocitos y baséfilos y se
desencadena una serie de reacciones en cascada que finaliza con la degranulacion y liberaciéon del
contenido de sus granulos citosélicos de forma inmediata (histamina, triptasa, heparina o factores
guimiotacticos) [43] y con la sintesis de novo y secrecidn de mediadores lipidicos (leucotrienos,
prostaglandinas)[44] y otros mediadores pro-inflamatorios que pueden contribuir a la reaccion
alérgica (TNF-a, IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, 1L-13, MIP-1a, MIP-1B, IL-3, GM-CSF) (Tabla 1) [45]. Todos
estos mediadores liberados son los responsables de las manifestaciones clinicas caracteristicas de
estos procesos a nivel de piel y mucosas (nasal, bronquial, ocular y del tracto gastrointestinal). Su
funcidn serd sostener el proceso inflamatorio en el tiempo a través de la vasodilatacidon, el
aumento de la permeabilidad capilar, la contraccidon del musculo liso y la infiltracién de eosinéfilos

y otras células inflamatorias que son atraidas especificamente al foco inflamatorio.

Mediador (es) Funcion
IL-3 Estimula la proliferacion de los mastocitos
IL-4, IL-13 Estimulan y amplifican la respuesta de células Th2
IL-3, IL-5y GM-CSF Estimulan la produccidny la activacidon de los eosindfilos
TNF-a Estimula la inflamacién y la produccion de citoquinas por muchos tipos
celulares y activa el endotelio
MIP-1a Quimiotaxis de los leucocitos

Tabla 1: Resumen de las citoquinas que intervienen en el desarrollo de la hipersensibilidad tipo | y su
funcion.
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1.6.2. Respuestas de Tolerancia

Las respuestas inmunoldgicas y sobre todo las que causan una reaccién de inflamaciéon deben
tener un control que las limite, y para ello existen varios mecanismos entre los que se incluye la
delecién o anergia de los clones de células T efectoras [46].

La respuesta de tolerancia se desarrolla cuando la interaccidn de CPA con linfocitos T da como
resultado la produccidn de células T reguladoras especificas de antigeno (Treg) que suprimen
activamente otras células efectoras que reaccionan frente a antigenos de alimentos [47]. Las
células Treg son capaces de suprimir las respuestas efectoras en las reacciones alérgicas a través
de diferentes mecanismos: (i) suprimiendo la degranulacion de células efectoras inducida por el
alérgeno especifico [48], (ii) inhibiendo el reclutamiento de eosindfilos y otras células efectoras a
los tejidos inflamados [49] vy (iii) actuando sobre los linfocitos B para promover la produccion de
1gG4 e inhibir la produccién de IgEe frente al alérgeno [50]. Las células Treg pueden interactuar
con células residentes en tejidos para contribuir a su remodelacién, y promover la generacion de
CD con fenotipo tolerogénico. Estas funciones se realizan a través de diferentes mecanismos de
supresion, como pueden ser la produccidn de citoquinas inhibidoras (IL-10, TGF-R), citolisis
(secreciéon de moléculas citotéxicas como granzimas), mecanismos de disrupcion metabdlica
(CD25, AMPc y adenosina), y mecanismos que tienen a las CD como diana (CTLA-4, PD-1) [51, 52].
Un fallo o una pérdida en la tolerancia oral se hipotetiza como el principal problema en la AA [53],
siendo la naturaleza de esta respuesta similar a la de cualquier respuesta inmunitaria. En los
ultimos anos se ha podido comprobar el papel importante de las células Treg en la induccidn de
tolerancia oral [54]. Las células Treg son una poblacién heterogénea de células T que se clasifican

segun sus caracteristicas fenotipicas y funcionales (Tabla 2):

a) Células Treg naturales. Son células CD4" y CD8" que se producen en el timo y estdn
programadas para ejercer la supresién sobre aquellas células T que reaccionan contra
antigenos propios. Necesitan el contacto célula-célula para llevar a cabo la regulacion de la
respuesta autoinmune. Estas Treg fueron las primeras en ser identificadas debido a la
expresion constitutiva de la cadena a del receptor IL-2 (IL-2R), denominado CD25 [55]. Sin
embargo, las células T efectoras también pueden expresarlo. Por ello se diferencié a las células
Treg en su analisis fenotipico, por su mayor intensidad en la expresién de CD25 (CD4*CD25"e")

[56]. En los ultimos afos, la proteina FoxP3, un miembro de los factores de transcripcién de la

familia de proteinas forkhead las cuales juegan un papel importante en la regulacién de la

expresion de genes implicados en el crecimiento celular, proliferacion, diferenciacion vy

longevidad, se ha introducido como marcador importante de las células Treg naturales [57],
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b)

demostrandose la presencia de FoxP3 mayoritariamente en células CD4*CD25"e"

. Ademas, se
ha observado que los sujetos que presentan una mutacidn en el gen que codifica para este
factor de transcripcién FoxP3 manifiestan una enteropatia grave en el contexto de AA y
dermatitis atépica [58, 59].

Las células Treg naturales pueden diferenciarse a su vez en:

e Células T CD4'CD25'FoxP3". Su funcién es el control en érganos linfoides secundarios de

las células T autorreactivas que escapan a la seleccién negativa, asegurando asi la
tolerancia periférica.

e Células T natural killer (NKT). Subpoblacién de células T que presentan propiedades de

células NK, pero expresan el TCR a/p (una cadena a invariable unida a varias cadenas B).
Las NKT secretan grandes cantidades de citoquinas tanto Th1l, interferén gamma (IFN-y) o
TNF-a, (del inglés “Tumor Necrosis Factor-alfa”), como Th2, IL-4 e IL-13 [60] o TGF-B (del
inglés “Transforming Growth Factor Beta”), relacionadas con enfermedades autoinmunes

[61].

Células Treg adaptativas. Son células CD4" que se desarrollan también en el timo, pero que
adquieren su actividad supresora en la periferia. Su funcién es regular la respuesta contra
antigenos propios y extrafios, y para ello liberan al medio citoquinas supresoras de la

actividad, como TGF- [62] o IL-10 [63].

Estas células a su vez se dividen en [62, 63]:

® Células T colaboradoras tipo 3 (Tc3). Las cuales se inducen por la administracion oral de un

antigeno.

® Células T reguladoras 1 (Trl). Las cuales se inducen por la administracién de un antigeno

en presencia de IL-10.

Tipo Mecanismo Tipo de
Origen Fenotipo
Treguladora de accion respuesta
Natural (D470 (D8 Contacto Th1/Th2
e CDACD25Foxp3 Timo CD25High celula-célula .
(Principalmente
. NKT Foxp3* CTLA-4; TGF-B Thi)
Adaptativa
CD4* FoxP3* IL-10
. Trl Periferia Th1/Th2
¢CD4*FoxP3*? TGF-p
. NKT

Tabla 2. Clasificacién fenotipica y funcional de las células Treg.
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1.7. Historia natural

La historia natural de la AA se refiere tanto a la adquisicion de sensibilizacién, como al cambio
hacia una respuesta de tolerancia [64]. Frecuentemente la AA comienza en los primeros 2 afios de
vida, siendo comun el desarrollo espontaneo de tolerancia, o una sensibilizacidn asintomatica que
se manifiesta posteriormente. Cuando su origen se da en la edad adulta o adolescencia, es mas
probable que la evolucion sea hacia la persistencia [65]. Las reacciones alérgicas por frutas y
vegetales, generalmente son duraderas [64], sobre todo cuando se deben a reacciones asociadas
al sindrome polen-alimentos, o al sindrome LTP, comenzando por el melocotdn y la manzana [13,
26], y habitualmente aumentando el niumero de alimentos implicados con el tiempo. Como
factores predictores de resolucidn se han descrito un menor tamafio de pruebas cutdneas, [66] asi
como el nivel de IgEe, o la proporcién entre IgEe e IgG4e [67], en el momento de la reevaluacién

del paciente. Por ello, se recomienda reevaluar a los pacientes con AA periédicamente.
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2. ALERGIA A ALIMENTOS DE ORIGEN VEGETAL MEDIADA POR IgkE

En la actualidad, la AA es un problema sanitario de una magnitud considerable en los paises
occidentales. El consumo en nuestra dieta diaria, unido a las caracteristicas fisico-quimicas de sus
componentes, hace que los alimentos de origen vegetal sean una de las causas mas frecuentes de
AA [68]. Ademas, con frecuencia las reacciones alérgicas inducidas por la ingesta de vegetales se
asocian con reacciones sistémicas que pueden llegar a comprometer la vida de los pacientes [69],
por ello es un drea con gran interés de estudio en los ultimos afos.

De las distintas moléculas alergénicas que componen los diferentes alimentos, no todas son
reconocidas con la misma frecuencia. En general, un paciente alérgico reacciona prioritariamente
frente a determinados antigenos, bien porque son mas abundantes o porque presentan mayor
capacidad sensibilizante y/o alergénica. Se denominan alérgenos mayoritarios aquellos frente a los

cuales presentan IgEe mads del 50% de los enfermos alérgicos.

2.1. Proteinas alergénicas

2.1.1. Caracteristicas fisico-quimicas

En los ultimos afios se han definido caracteristicas intrinsecas que podrian, ya sea por separado o
colectivamente, estar implicadas en el condicionamiento de la alergenicidad de las proteinas.
Algunas de las mas relevantes son: la solubilidad, la estabilidad, el tamafio (no puede ser menor a
4-6 KDa) [92] y la conformacion [70]. Estas caracteristicas podrian verse afectadas por la induccidn
de nuevos epitopos generados por modificaciones postraduccionales, lo cual también juega un
papel importante en el condicionamiento de la alergenicidad. Otras caracteristicas a tener en
cuenta son la resistencia a la degradacién, la capacidad de unidn o transporte de calcio, la similitud
con otras proteinas [71], y los patrones de glicosilacidon [72]. En cuanto a esto ultimo, hay que
comentar que las glicoproteinas suelen producir cambios en la estabilidad, solubilidad,
hidrofobicidad, y en la carga eléctrica de las proteinas, haciendo que los sitios glicosilados estén
mas expuestos al sistema inmune [71, 73].

En varios estudios se ha demostrado que muchos alérgenos de plantas son ricos en azlcares,
como la manosa, que interaccionan especificamente con receptores especificos en las CPA, por
ejemplo, los receptores DC-Sign [74] (Figura 10). Este tipo de receptor (también conocido como
CD209) es un receptor de lectina de tipo C, que esta presente tanto en macréfagos como en CD de
humanos. En las CD mieloides y pre-plasmacitoides, DC-SIGN media las interacciones de las CD con
el endotelio y la activacién de las células T CD4", asi como el reconocimiento de haptenos

patdgenos. Aunque el papel exacto de DC-SIGN en la patogénesis de las AA aun no se ha aclarado
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completamente, se ha demostrado que la unién y la captacién de antigenos glicosilados mediados
por estos receptores son cruciales tanto para el proceso de sensibilizacién como para la respuesta

inmune [75].

Activacion por

alérgenos / LPS Reconocimiento Reconocimiento
alérgeno-Igk alérgenos

DC-SIGN

Figura 10. Receptores implicados en el reconomiento de proteinas alergénicas.

En la superficie de las proteinas alergénicas existen regiones inmunodominantes, conocidas con el
nombre de epitopos. Un mismo antigeno puede tener epitopos para unirse con anticuerpos, a
través de fragmentos de unién al antigeno (Fab) o con receptores de células T. En general, los
receptores de los linfocitos B reconocen la estructura expuesta, primaria o terciaria del antigeno
nativo y los de las células T principalmente la primaria. Las células T necesitan que una CPA
procese enzimaticamente al antigeno para que las porciones primarias se asocien a las moléculas
del MHC. Por tanto, los receptores T solo pueden reconocer epitopos lineales (aminoacidos
continuos y contiguos), ya que los conformacionales (secuencias de aminoacidos continuos o
discontinuos y distantes, que se aproximan entre si debido al plegamiento o conformacidn
tridimensional del antigeno) se destruyen durante el procesamiento de la proteina [76, 77] (Figura
11). A pesar de la especificidad de la IgE, en ocasiones ésta puede reconocer otros antigenos

incluso de alimentos no relacionados [78].

Se han descrito dos patrones distintos de sensibilizacidn a alimentos:
e Viadigestiva, a través de glicoproteinas resistentes y estables al calor, acidez, y proteasas;
que se consideran alérgenos completos, pues son capaces de sensibilizar y ademas de

desencadenar una reaccion alérgica [79].
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e \Viarespiratoria, a través de aeroalérgenos, que en su mayoria son glicoproteinas solubles,

termolabiles y faciles de degradar, incapaces de sensibilizar por via digestiva [80].

Lineal Conformacional

Epitopo

\
—<| A A l'_>-\ Epitopo reconocido por RcB

i
B pero no por RcT

Procesamiento
del alérgeno

=
- LY - - -

Epitopo reconocido por RcB o
RcT

Figura 11: Esquema de alérgenos con epitopos lineales (izquierda) o conformacionales (derecha).

En el caso de las alergias a frutas, la estabilidad de los alérgenos implicados es crucial para la via de
sensibilizacidn y la clinica del paciente. Por ejemplo, se ha demostrado que pacientes alérgicos al
polen de olivo y sensibilizados a profilinas, desarrollaron SAO con multiples frutos de familias
taxondmicamente no relacionadas. En cambio, pacientes sin alergia a pdlenes, pero sensibilizados
a LTP no especificas, desarrollaron reacciones sistémicas al melocotén y la manzana. Esto es
debido a que las profilinas son alérgenos l|abiles presentes en el polen y los alimentos, y la
sensibilizacidn se produce a través de la via respiratoria a los alérgenos del polen. Los anticuerpos
IgE generados pueden provocar reacciones locales en la mucosa orofaringea cuando se exponen a
profilinas de frutas por reactividad cruzada. Por el contrario, las LTP son una familia de alérgenos
estables que resisten el tratamiento térmico y la digestion enzimatica, y pueden comportarse
como verdaderos alérgenos alimentarios induciendo sensibilizaciones primarias (no relacionadas

con el polen) y desencadenando reacciones sistémicas [81].
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2.1.2. Panalérgenos
El concepto de panalérgeno abarca familias de proteinas no relacionadas taxonémicamente, que
estan involucradas en procesos vitales generales y, por lo tanto, ampliamente distribuidas en la
naturaleza. Los panalérgenos conocidos actualmente comprenden solo unas pocas familias de
proteinas, que incluyen profilinas, polcalcinas y proteinas de transferencia de lipidos no
especificas. Aunque se originan a partir de organismos no relacionados, tales moléculas
funcionalmente relacionadas comparten regiones de secuencias altamente conservadas (Figura
12) y estructuras tridimensionales y, por lo tanto, pueden cumplir los requisitos para el
reconocimiento cruzado de IgE. Son responsables de muchas reacciones cruzadas de IgE incluso
entre polen y fuentes de alérgenos alimentarios vegetales no relacionados [82]. De hecho, Ia
polisensibilizacion a diferentes fuentes de alérgenos se observa con mayor frecuencia en pacientes
gue muestran IgEe de profilina [83]. Estos hallazgos pueden explicarse por una amplia reactividad
cruzada de IgE entre panalérgenos de diferentes fuentes [84], pero también por la alergenicidad
cruzada que subyace a la respuesta de las células T a regiones conservadas de panalérgenos [85].
Esta circunstancia es muy relevante en el tratamiento de pacientes con alergias multiples y
posiblemente para su desarrollo [86]. Aunque normalmente se consideran alérgenos menores, la
sensibilizacién a panalérgenos podria ser problematica ya que conlleva el riesgo de desarrollar
multiples sensibilizaciones. Las manifestaciones clinicas parecen estar estrechamente relacionadas

con factores geograficos y de exposicién [87].
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Par j 2 EEAEeK - V0D IM ¢ LHFVKGEEKE){SKE - (25 e TKKLSEEVK R EQKRE (=K =] VRATKG I SGIKNELVEIEVJK3 - SDIKTTLPPITADEDCSKI 27
Ara t LTP  ALS#ES-NSNL IGEVLQgEVIPAW s KNL@SIE IZDROSA IQGAARALGSGLNAGREAGIP NIEFKETSTIEKTR 53
Art v 3 ALESSD- SRS Ll SULXOGERVZAD—- KGLID* 40
Ole e 7 APSQST- | TALLTSEVSIDDQ* 19

Figura 12. Secuencia de aminoacidos alineados de distintas LTPs (alimentos, latex y pdlenes).En la columna
de la derecha se indica el porcentaje de identidad respecto a Pru p 3.
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2.1.3. Alérgenos vegetales
De todas las familias de proteinas vegetales conocidas, sélo una minoria son alergénicas, y la
mayor parte de éstas pertenecen a un nimero reducido de familias. Funcionalmente, las proteinas

presentes en alimentos vegetales se pueden clasificar en tres grandes grupos:

a) Proteinas de reserva: se acumulan principalmente en semillas maduras y se movilizan
durante la germinacién para proporcionar una fuente de esqueletos de nitrégeno y carbono
para el embrién y la planta en las primeras etapas del desarrollo. Las principales familias de

proteinas de reserva descritas como alérgenos estan resumidas en la Tabla 3.

Proteinas de reserva Alimentos en los que se encuentran
Superfamilia Prolaminas
Prolaminas Trigo, centeno, cebada
Albuminas (25) Nuez, nuez pecang, anacardo, nuez de Brasil,

avellana, pistacho, cacahuete, brécol, rabano, nabo

Superfamilia Cupinas
Germinas o GLP (del inglés, Cebada, mandarina, naranja, pimiento
“Germin-Like Protein”)

Vicilinas (795) Cacahuete, soja, lenteja, guisante, anacardo, nuez
Leguminas (115) Soja, cacahuete, avellana, nuez, nuez de Brasil,
anacardo

Tabla 3: Principales familias de proteinas de reserva que incluyen uno o mas miembros descritos como
alérgenos.

b) Proteinas estructurales, cataliticas y reguladoras: con funciones heterogéneas, se
sintetizan en la planta de forma constitutiva o en respuesta a factores externos. En este grupo

se incluyen las profilinas y las oleosinas entre otras (Tabla 4).

Proteinas estructurales, Alimentos en los que se encuentran
cataliticas y reguladoras
Profilinas Meldn, sandia, naranja, platano, pifia, melocoton,

fresa, manzana, cereza, pera, avellana, pimiento,
apio, zanahoria

Oleosinas Avellana, cacahuete, sésamo

Tabla 4: Principales familias de proteinas estructurales, cataliticas o reguladoras que incluyen uno o mas
miembros descritos como alérgenos.
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c) Proteinas de defensa: son proteinas involucradas en los mecanismos de proteccidn frente a
las invasiones de patdgenos, plagas y estrés abidtico. La mayoria presentan una estructura
compacta estabilizada por puentes disulfuro, lo que las hace muy resistentes a tratamientos
térmicos y enzimaticos [89]. A continuacidn, vamos a destacar las familias mas relevantes

como alérgenos alimentarios (Tabla 5).

Proteinas de defensa Alimentos en los que se encuentran

Familia PR-1 Meldn

Proteasas y R-1,3 glucanasas (PR-2) Latex, platano, kiwi, meldn

Quitinasas y proteinas con dominio Aguacate, platano, castana, kiwi, papaya, tomate,

heveina (PR-3,4,8) pifia, mango

Taumatinas (PR-5) Manzana, pimienta, kiwi, cereza, melocotdn

Inhibidores de a-amilasa/tripsina Trigo, centeno, cebada, arroz, maiz

Peroxidasas (PR-9) Trigo, cebada, tomate

Familia Kunitz Patata, soja

Homologos de Bet v 1 (PR-10) Avellano, kiwi, familias Lauraceae, Ericales, Rosaceae
(manzana, melocotén, cereza), Apiaceae y Fabaceae

Proteinas de transferencia de lipidos Melocotdn, manzana, albaricoque, cereza, ciruela,

(PR-14) frutos secos, latex

Tabla 5: Principales familias de proteinas de defensa que incluyen uno o mas miembros descritos como
alérgenos.

2.2. Proteinas de transferencia de lipidos y sindrome LTP
2.2.1.LTP

Son una familia ampliamente distribuida en todo el reino vegetal. Hay dos tipos principales de LTP,
proteinas de 7 kDa y de 9 kDa, siendo este ultimo, el grupo importante para el desarrollo de AA. La
estructura tridimensional de los miembros de esta familia estd muy conservada, todas ellas tienen
ocho residuos de cisteina, formando cuatro enlaces disulfuro, que son responsables de su alta
estabilidad [90]. Aunque se han aislado de frutas, hojas, raices y polen, la expresion principal esta

en la parte aérea de las plantas, sobre todo en la piel de las frutas [91, 92].
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Ademas de su importancia en el contexto de la patologia vegetal, las LTP, son una familia de
panalergenos implicados en reacciones mediadas por IgE y han despertado interés en relacién con
la alergia tanto a alimentos como a pdlenes [14, 68, 93]. Constituyen los alérgenos mas
importantes de las frutas Rosaceas, como son el melocotdn, la manzana, el albaricoque, la cerezay
la ciruela. Se dividen a su vez en dos tipos: LTP especificas para ciertas clases de fosfolipidos y LTP
no especificas, capaces de transportar diversas clases de lipidos en frutas, verduras, frutos secos y
l[atex. [93]. En pdlenes se han identificado en Artemisia vulgaris [94], Platanus acerifolia [95],
Parietaria judaica [96] y Olea europaea [97]. Pueden estar presentes incluso en alimentos
procesados y bebidas tales como cerveza, vino, mermelada y zumo [98, 99].

La importancia de las LTP como alérgenos reside en su alta resistencia a los tratamientos térmicos
y la degradacion por enzimas digestivas [100]. Esto les permite mantener su integridad en el tracto
digestivo, donde pueden inducir una respuesta inmune. Ademds de conocerse su capacidad para
sensibilizar via gastrointestinal [93, 101], se ha descrito la posibilidad de sensibilizar via inhalatoria
[102] y cutdnea [92, 103]. Este comportamiento las ha llevado a ser consideradas verdaderos
alérgenos alimentarios, produciendo fundamentalmente dos patrones de manifestaciones clinicas:
sintomas sistémicos (urticaria y anafilaxia) en un tercio de los casos, y SAO que afecta a dos tercios
de los sujetos alérgicos. Datos recientes indican que la tasa de reacciones graves o fatales a LTP
esta aumentando especialmente en el area mediterranea. Ademas, la prevalencia de alergia a LTP
en la poblacién pedidtrica dobla la obtenida en adultos. De hecho, hasta un 22% de los nifios
alérgicos se encuentran sensibilizados a LTP, y muchos desarrollan alergia clinica a un ndmero
indeterminado de frutas. Esto, junto con el aumento del numero de casos graves en adultos indica
que esta alergia alimentaria estd aumentando en prevalencia y gravedad, especialmente

alarmante en el sur de Europa [104].

2.2.2. Sindrome LTP

Conocido asi por el perfil no homogéneo que presentan los pacientes sensibilizados a LTP, en base
a la reactividad cruzada entre frutas y pdlenes, que se produce por la conservacién de alérgenos,
panalérgenos y su amplia distribucidn entre especies vegetales no relacionadas taxonédmicamente
[104].

Como ya se ha comentado, las LTP son alérgenos relevantes en muchos alimentos vegetales,
especialmente de la familia Rosaceae (melocoton (Pru p 3) [105, 106], cereza (Pru av 3) [107],
ciruela (Pru d 3) [108], albaricoque (Pru ar 3) [109], manzana (Mal d 3) [110]), pero también

podemos encontrarlas en otros alimentos vegetales sin relacion taxénomica con las rosaceas
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como son la avellana (Cor a 8) [111], nuez (Jarra r 3) [112], castafio (Cas s 8) [94], uva (Vit v 1)[98],
maiz (Zea m 14) [113], esparragos (Aspa o 1) [114] y lechuga (Lacs 1) [115].

Esta distribucién tan ubicua de las LTP hace que sea muy comun la sensibilizacién a multiples
alimentos, dando lugar al demominado sindrome LTP. En los ultimos afios se han demostrado
reacciones cruzadas entre el principal alérgeno de melocotdn, Pru p 3, y otras LTP alergénicas en
cereza, albaricoque, ciruela [116], manzana [106], uva [98], castafio [94], maiz [205], arroz, nuez,
avellana, y cacahuete [117] tanto in vivo como in vitro.

Los pacientes alérgicos a LTP, presentan un perfil complejo, que va desde la sensibilizacién sin
clinica hasta la presentacion de alergia a multiples alimentos vegetales relacionados o no
taxondmicamente (Sindrome LTP). En estos pacientes el riesgo de reacciones sistémicas vy
compromiso de la vida es mayor [92, 118]. Este sindrome, incluso en los pacientes que padecen
reacciones leves-moderadas puede tener un gran impacto en la calidad de vida, dado el nimero
tan elevado de alimentos que los pacientes tienen que evitar, asi como en el coste socio-

econdmico que produce.

23.Prup3

El melocotdn es el principal alimento vegetal involucrado en las reacciones mediadas por IgE que
afectan a la poblacién adulta de los paises del sur de Europa [119, 120]. En consecuencia, el Pru p
3, su principal alérgeno [93], desde su purificacién hace 19 afios [105], ha sido identificado como el
alérgeno alimentario que muestra la mayor prevalencia de sensibilizacion (IgEe positiva) en la
poblacién adulta espafiola con alergia a los alimentos vegetales.

La alergia al melocotén mas relevante clinicamente esta asociada a Pru p 3 [92], y este alérgeno
también media reacciones cruzadas entre melocotén y otros alérgenos LTP de alimentos vegetales
[94] y también de algunos pdlenes, como Artemisia vulgaris [93, 101] y Platanus acerifolia [95].
Esta es una cuestidon relevante, considerando que la mayoria de los pacientes alérgicos al
melocotdn (alrededor del 80% en Espafia) también sufren polinosis [121]. La abundancia de Pru p
3 en la piel de melocotén [91] junto con la epidermis aterciopelada que lo caracteriza, son
probablemente la causa mas frecuente de urticaria de contacto asociada a esta fruta [122]. De
hecho, ésta es a menudo la primera manifestacion de alergia al melocotdn. Muchas personas
informan de urticaria por contacto desde la infancia, apareciendo la primera reaccién generalizada
después de la primera ingesta [121].

Al igual que el resto de las LTP alergénicas, el Pru p 3 cuenta con una estructura tridimensional
muy compacta y conservada, estabilizada por cuatro puentes disulfuro [93] (Figura 13), es

altamente resistente a la digestién de proteasas y tratamientos térmicos. Por lo general, se asocia
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a sintomas clinicos graves y sistémicos y pueden ser sensibilizador primario por ingestién. En
conjunto, todas estas caracteristicas han llevado a proponer el Pru p 3, como un modelo de
alérgeno alimentario [123]. En los ultimos afios se ha desarrollado una forma recombinante con
equivalencia inmunoldgica al Pru p 3 natural para su uso en el diagndstico in vitro [124]. Se han
identificado tanto epitopos de IgE secuenciales como conformacionales en la estructura

tridimensional y se ha producido una variante hipoalergénica potencial [125-127].

Figura 13: Modelo tridimensional de la LTP del melocotdn, Pru p 3. Las cuatro hélices-a se muestran en
diferentes colores.

2.4. Diagnostico

Una historia clinica detallada proporciona datos que ayudan a identificar si la reaccidon esta
mediada por un mecanismo inmunoldgico, el posible alérgeno responsable, las manifestaciones
clinicas, ademds de ayudar a la interpretacion de las pruebas diagnédsticas [19]. El diagndstico de

primera linea consiste en pruebas cutaneas y/o mediciones de niveles de IgEe en suero (Figura 14).

Historia A { Pruebas

clinicay | | cutdneas e |

examen fisico /| | in vitro

| Provocacién |
| oral |/
)/

DIAGNOSTICO

Figura 14. Esquema de elementos para el diagnéstico de la alergia alimentos.
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INTRODUCCION

a) Prueba intracutanea: Consiste en la introduccion del alérgeno en la epidermis usando
extractos y un dispositivo para erosionar o pinchar la piel. La presencia de un habdn vy la

inflamacién indica sensibilizacion a dicho alérgeno [128] (Figura 15).

Figura 15. Técnica de prueba intraepidérmica (izquierda) y lectura del habdn posterior (derecha).

b) Maedicién de anticuerpos en suero: Nos permite cuantificar los niveles de IgEe frente a un
alérgeno determinado y asi poder determinar si el paciente estd sensibilizado al mismo [22].
Dentro de los principales métodos diagndsticos validados que se utilizan actualmente a nivel
hospitalario, estd el fluoroinmunoensayo, siendo el mas ampliamente utilizado el
“ImmunoCAP System” (Figura 16), ya que cuenta con una fiabilidad elevada para medir

anticuerpos semicuantitativamente.

5min/4000rpm

Figura 16. Procedimiento para obtencion de muestras de suero (lzquierda). Equipamiento ImmunoCAP
System (Derecha) para la medicion de los niveles de IgEe.
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Las dos pruebas anteriores son altamente sensibles en el diagndstico de reacciones a alimentos
mediadas por IgE, siendo la sensibilidad para pruebas cutdneas mayor del 90% y del 70-90% para
la medicién de IgEe en suero [21, 129]. El tamaio del habdn y el nivel de IgE estan asociados con la
probabilidad de AA, pero ninguno se correlaciona con la gravedad de la reaccién. Sin embargo, la
especificidad de ambas pruebas es menor al 50% ya que la sensibilizacién a menudo no tiene

relevancia clinica y puede llevar a la evitacion innecesaria de alimentos [130].

c) En los ultimos afos se esta utilizando una nueva prueba in vitro celular el test de activacion de
baséfilos (TAB). Dicho método es un ensayo funcional que simula in vitro, lo que ocurre in vivo a
nivel celular, siendo una técnica segura para el paciente y un poco mds cercana a lo que ocurre en
la clinica [131, 132]. El TAB se basa en analizar, en la poblacién de baséfilos circulantes, la
activacion inducida por el alérgeno por un mecanismo mediado por IgE. Para analizar los basdfilos
activados generalmente se determina la expresion de dos glicoproteinas, CD63 y CD203c¢ mediante
citometria de flujo (Figura 17). En pacientes alérgicos a cacahuete se ha asociado la reactividad del
baséfilo con la gravedad de la reaccién, y una verdadera AA, pudiendo distinguir con una
sensibilidad del 97,6% y una especificidad del 96%, entre pacientes con alergia grave y pacientes

sensibilizados pero tolerantes [133].

CD203c

0
1 vy

o = ° - T

Basofilo Basdfilo activado Citometria de flujo

Figura 17. Representacion de test de activacidn de basofilos.

d) La prueba de provocacion oral: Es la prueba de referencia para el diagndstico [134], debe de ser
realizada por especialistas con experiencia en AA e implica que el paciente tenga que ingerir
cantidades crecientes de un alimento en un ambiente médicamente supervisado. La provocacién
oral puede realizarse de tres modos:

=  Provocacion oral abierta: tanto el médico como el paciente conocen el alimento ingerido.

69



=  Provocacidon oral simple ciego controlada con placebo: el paciente desconoce el alimento
ingerido, asi se ayuda a enmascarar la influencia que el componente psicoldgico del
paciente pueda tener.

=  Provocacion oral doble ciego controlada con placebo: es la recomendada en general para
el correcto diagndstico. En ésta, tanto el médico como el paciente desconocen si se ha
administrado el alimento o el placebo. Sirve para evaluar la posible aparicién de tolerancia
dentro de la historia natural de la enfermedad, y para establecer o excluir el diagndstico
de AA de forma definitiva. Sin embargo, es una técnica compleja y suele realizarse en el

ambito de la investigacidn clinica.

Es muy importante destacar que la prueba de provocaciéon es un procedimiento con riesgo, puesto
que puede inducir una reaccion alérgica cuya intensidad no es predecible, pero razonablemente
es necesario asumir este riesgo para tener un diagnéstico certero del paciente [135]. En el caso de
reacciones muy graves o con antecedentes en el desarrollo de respuestas anafilacticas, este
procedimiento es altamente desaconsejable, ya que implicaria un alto riesgo para el paciente. En
cualquier caso, cuando sea aconsejable llevar a cabo dichas pruebas, éstas se deberan realizar en
centros hospitalarios con los medios y el personal adecuado para ser capaz de manejar un

procedimiento de emergencia, en el caso de que ocurra una reaccion.

2.5. Tratamiento

Pese a los grandes avances en el estudio de la AA, hoy en dia el tratamiento principal consiste en

la eliminacidn estricta de la dieta del agente causal.

2.5.1. Evitacion
El tratamiento primario es eliminar de la dieta los alimentos que producen sintomas inmediatos
moderados, graves o reacciones sistémicas. Aunque existe escasa bibliografia sobre el efecto a
nivel inmunolégico que pueden producir la restriccion dietética, ésta se muestra actualmente
como la estrategia mds seguida [136]. Sin embargo, estas dietas basadas en restricciones estrictas,
tienen consecuencias en cuanto a calidad de vida de los pacientes. Ademas, cabe resaltar que los
nifios pequefios pueden estar en riesgo de padecer deficiencias nutricionales si la dieta no es
estrictamente vigilada y complementada [137]. Todo ello unido a la posible ingestién accidental,
indica que la AA puede ser potencialmente peligrosa para la vida del paciente [138]. La educacion

es por tanto fundamental para el paciente y sus cuidadores. Es muy importante que aprendan a
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identificar las fuentes de origen de todos los alimentos a los que son alérgicos, reconocer los
sintomas que derivardn en una reaccion alérgica y su gravedad, asi como su tratamiento cuando

estas reacciones ocurran.

2.5.2. Tratamiento sintomatico

Se trata del tratamiento enfocado a resolver los sintomas de una reaccién alérgica. En este
sentido, los antihistaminicos orales actian neutralizando los efectos de la histamina, y se emplean
en caso de que el paciente presente sintomas leves como el picor de ojos, goteo de nariz, picor de
piel.

En caso de anafilaxia el tratamiento de eleccién es la adrenalina intramuscular. Como se ha
mencionado anteriormente, se trata de un cuadro clinico que pone en peligro la vida del paciente,
por ello, su tratamiento debe estar muy claro. Las guias internacionales ratifican que la adrenalina
es la medicacién de primera eleccidn en la anafilaxia y, ademas, la Unica que reduce las tasas de
hospitalizacion y muerte [139]. Su mecanismo de accidén actla a tres niveles: alfa-agonista sobre la
hipotensidn y el edema de la via respiratoria; agonista-betal cronotrdépico e ionotrépico aumenta
la frecuencia cardiaca forzando la contractilidad cardiaca; y su efecto agonista-beta2 conduce a la
broncodilatacion y a la disminucién de liberacién de mediadores inflamatorios [140].

Se ha demostrado que la via intramuscular para la administraciéon de adrenalina es la mds segura,
presentando efectos adversos secundarios en sdlo un 1% de los pacientes frente al 10% de los que
la recibieron via intravenosa [141]. Existen dispositivos de autoadministracion en el mercado
(Figura 18) con unas pautas en cuanto a conservacidon y mantenimiento, que deben conocer tanto
el paciente, como su entorno. Sin embargo, éste no es un tratamiento curativo y ademas no
elimina completamente el riesgo de anafilaxia grave o muerte, con hasta un 14% de muertes por

reacciones debidas a alergia alimentaria a pesar de su administraciéon temprana [17].

Figura 18. Ejemplo de dispositivo de autoadministracion de adrenalina y consejos de utilizacion en caso de
sufrir anafilaxia.
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2.5.3. Tratamiento inmunomodulador

Hoy en dia, el Unico tratamiento que puede alterar el curso de la enfermedad alérgica, y por lo
tanto reestablecer la tolerancia inmunoldgica [47] es el conocido como inmunoterapia especifica
(ITE) con alérgenos. La ITE pretende modular la respuesta inmunolégica revertiendo el patrén de
la respuesta efectora de una reaccién alérgica (Th2) hacia una de tolerancia (Th0O/1), con la
generacion de células Treg especificas del alérgeno que suprimen las células T efectoras
especificas [142].

Estas terapias han demostrado lograr inmunomodulacién (generalmente, reduccion en reactividad
de mastocitos y niveles de IgEe, acompafiados de aumentos en los niveles de IgG4e) asi como
desensibilizacidn, un estado donde la exposicion diaria constante al alérgeno aumenta la dosis a la
gue reacciona un paciente [143, 144]. Sin embargo, aunque la desensibilizacién disminuye la
probabilidad de reacciones potencialmente mortales a las ingestiones accidentales, es un efecto
transitorio que depende completamente de la exposicidn diaria al alérgeno. Por el contrario, la
verdadera tolerancia clinica consistiria en un estado mas permanente que permita al sujeto
interrumpir la terapia activa, sin reaccionar tras la reintroduccién del alérgeno en la dieta ad lib.
Este es un avance importante en el tratamiento de la AA y es posible que el enfoque especifico de
alérgenos resulte en el primer tratamiento intervencionista modificador de la enfermedad

clinicamente aprobado para la alergia alimentaria en los proximos afios [145].

2.5.3.1. Mecanismos de la ITE

El objetivo de la ITE en AA es lograr inicialmente la desensibilizacion, es decir, el aumento
temporal en el umbral de activacién de células efectoras y posteriormente alcanzar la tolerancia
oral, que se corresponde con el estado permanente de falta de respuesta al alérgeno
sensibilizante, indicando la ausencia de respuesta alérgeno especifica debido a la eliminacién o
inactivacidn de las células T y/o la presencia de respuestas de IgG, IgA, Th1 y/o Treg activas (Figura
19).

Los cambios inmunoldgicos generados a través de la ITE pueden variar en funcién de la via de

administracién, pero los principales cambios observados son:

1. Disminucidon de la actividad y la capacidad de respuesta de las células efectoras. Una
observacién importante es una disminucidn temprana de la actividad de mastocitos y baséfilos

para la degranulacién y la anafilaxia sistémica [142]. Sorprendentemente, hay poca
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informacidn sobre los mecanismos por los cuales la ITE modifica y/o suprime estas respuestas
inmunes. Se ha demostrado en ratones que la desensibilizacidon especifica al antigeno de los
mastocitos es uno de los principales mecanismos subyacentes para la desensibilizacién oral
[146] y que durante la ITE se liberan mediadores de la anafilaxia (histamina y leucotrienos) sin
inducir una respuesta sistémica debido a su liberacion gradual por debajo del umbral de
anafilaxia. Esto hace que se disminuya el contenido de mediadores en los granulos lo que
también puede afectar al umbral de activacién de mastocitos y basodfilos especifica del

alérgeno [147].

Células reguladoras y tolerancia de células T periféricas. La induccién de un estado tolerante
en las células T periféricas representa un paso esencial en la ITE. La tolerancia de las células T
se caracteriza principalmente por la generacién de células Treg especificas de alérgenos [148-
150] que suprimen las células Th2 y la liberacién de sus citoquinas ligadas (principalmente IL-4,
IL-5, IL-13), llevando finalmente a la tolerancia oral [151]. Aunque todavia queda mucho por
estudiar, hoy en dia existen trabajos que demuestran estos cambios en el patrén de respuesta
Th2 hacia Thl. Por ejemplo, se ha observado una disminucién de la respuesta Th2 asociada a
una induccién de células Treg productoras de IL-10, tras someter a ITE a pacientes alérgicos a
Dermatophagoides pteronyssinus [152], a melocotén [153] y a otros alimentos como la

manzana [154].

Modulacion de los niveles de anticuerpos IgE e IgG especificos. La tolerancia de las células T
periféricas se induce rdpidamente durante la ITE, sin embargo, no hay evidencia de tolerancia
en las células B en las primeras sesiones de tratamiento [37]. La ITE induce un aumento
transitorio en los niveles séricos de IgEe seguida de una disminucién gradual a lo largo de
meses o afios de tratamiento [155]. Por ello, los cambios en los niveles de IgEe no pueden
explicar la disminucion en la capacidad de respuesta a alérgenos especificos debido a ITE, ya
que la disminucion de la IgEe sérica es relativamente tardia y no se correlaciona con la mejoria
clinica después de la ITE. En cuanto a la familia 1gG, una semana después del inicio del
tratamiento se puede observar un aumento en la IgG4e al alérgeno. Esta subclase de IgG,
generalmente es considerada como protectora, ya que estos anticuerpos pueden capturar
eficazmente el alérgeno antes de que éste alcance la IgEe unida a la célula efectora, y asi
prevenir la activacion de los mastocitos y basoéfilos. Hay estudios que también sugieren que
puede disminuir la seiializacién del receptor FceRI de IgE y promover la internalizacién de IgE

en los mastocitos sin desencadenar la degranulacién de los mismos [156, 157].
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Es muy posible que la disminucidn en la relacidn IgE/IgG4 durante la ITE sea una caracteristica
del cambio de predominio de una respuesta Th2 especifica a una respuesta Treg,
especialmente las células Treg productoras de IL-10 ya que esta citoquina es un potente
supresor tanto de Igk total como especifica, e inductor de la producciéon de 1gG4 [50, 158]. Por
lo tanto, la IL.-10 no solo genera tolerancia en las células T; sino que también regula la

formacién de isotipos especificos hacia un fenotipo no inflamatorio.
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Figura 19. Representacidn del balance de células Th2 y Treg, y efectos por la ITE (representado en naranja).

2.5.3.2. Fuentes alergénicas y vias de administracion de la ITE

El tratamiento de IT con alérgenos ha sido utilizado para modificar la enfermedad durante los

ultimos 100 afios [159], incluida la AA [160, 161]. Existen diferentes vias de administracion,

subcuténea, epicutanea, oral y sublingual entre otras, cada una de ellas con sus ventajas e

inconvenientes (Figura 20).
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a) Inmunoterapia Subcutanea (ITSC)

El método mas antiguo de administracién de IT es a través de la via subcutanea [159]. Cuando los
alérgenos se administran subcutdneamente a un individuo sensibilizado, las células de Langerhans
estimulan las células Treg, que aumentan la produccién de IL-10 y TGF-B, lo que lleva un descenso
de la respuesta alérgica y un aumento en la relaciéon Th1/Th2 [162]. Las limitaciones de esta via de
administracién tienen la desventaja de que el paciente tiene que acudir de forma frecuente a la
consulta para recibir su administracion, el miedo a las agujas, la incomodidad de las reacciones
locales y el riesgo de reacciones sistémicas, que oscila entre el 0,05 y el 3,2% de las inyecciones,
pudiendo alcanzar cifras mucho mayores con determinados alérgenos [163]. La necesidad de
encontrar una ruta alternativa se ha centrado en la via oral al hipotetizar las ventajas que se
podrian derivar de la absorcién directa desde la mucosa oral al torrente sanguineo, evitando el
metabolismo de primer paso por el higado, y posibilitando el acceso a las células con capacidad
inmune de la mucosa oral, ricas en células de Langerhans, tolerogénicas por naturaleza y con baja

presencia de células efectoras como eosinéfilos, baséfilos y mastocitos [164, 165].

b) Inmunoterapia Oral (ITO)
El interés en la ITO ha ido creciendo en los uUltimos afios especialmente para el tratamiento de AA.
La ITO implica la administracion diaria del alérgeno sensibilizante, generalmente usando una baja

dosis de inicio, seguida por un aumento gradual hasta alcanzar una fase de mantenimiento.
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Alcanzado este punto, los pacientes deben continuar durante afnos tomando la misma cantidad de
alérgeno para lograr un estado de desensibilizacion permanente, aunque no es seguro que se
alcance la tolerancia, por lo que la interrupcién de la dosis diaria podria conducir a reacciones
adversas [166]. En ensayos clinicos de ITO en alergias a leche de vaca [167-171], huevo [172, 173]
y cacahuete [166, 174] se demostraron mejoras inmunolégicas. Por ejemplo, se observé una
sensibilidad reducida en la prueba cutanea, disminucién del nivel de IgEe, y aumento del nivel de
IgG4 y de la poblacidn de células Treg.

En general, la ITO que usa alérgenos nativos no modificados tiene una alta tasa de éxito para
lograr al menos la desensibilizacion parcial en mas del 80% de los sujetos [175, 176]. Sin embargo,
solo conduce a un 25-40% de tolerancia oral especifica y puede también provocar reacciones
alérgicas. Por ejemplo, en un ensayo clinico con IT de cacahuete, el 92% de los pacientes
experimentaron problemas respiratorios o sintomas de picazén, requiriendo dos sujetos
tratamiento con epinefrina [143].

Las barreras que actualmente estan impidiendo que la ITO esté entre los principales tratamientos
en la practica clinica incluyen la aparicidon de reacciones adversas, la necesidad de administracion
del alérgeno a largo plazo y la posibilidad de que la ITO pueda contribuir al desarrollo de esofagitis
eosinofilica [177]. La investigacion actual se centra en mejorar la seguridad y aumentar la tasa de
tolerancia, por ejemplo, utilizando leche o huevo muy cocinados [178] o tratamiento combinado
con Omalizumab, que es un agente bioldgico con propiedades anti-IgE, que estd permitiendo a
individuos alérgicos a cacahuete ingerir mayores cantidades de proteina durante su protocolo de

ITO [179].

C) Inmunoterapia Epicutanea (ITEC)

La ITEC ha surgido recientemente como un método alternativo de administracidn de alérgenos en
AA [180, 181]. Los alérgenos se administran en la piel directamente [182, 183] o mediante parches
adhesivos [184]. Los efectos preventivos son mediados a través de las células tolerogénicas de
Langerhans en la epidermis [185, 186], que al no estar vascularizada, previene reacciones
sistémicas causadas por la circulacion de alérgenos. Hay estudios preliminares en modelo de ratén
que sugieren la induccidn de células Treg y un cambio hacia Th1 [187, 188]. En un modelo reciente
se ha observado el reclutamiento de células reguladoras FoxP3" tras la aplicacién epicutdnea de
parches con OVA en ratones sensibilizados y provocados. Este subconjunto de células Treg protege
contra la AA mediante la supresidn de la activacion de los mastocitos de manera dependiente de
TGF-B, pero no de anticuerpos IgE [189]. Sin embargo, en un estudio piloto en nifios con alergia a
leche de vaca, solo el 50% demostraron un aumento en la dosis acumulada tolerada tras la

provocacion oral, ademas, el 25% experimentaron reacciones adversas locales [190]. Esto nos
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indica que son necesarios mas estudios tanto experimentales como clinicos para monitorear la

seguridad y eficacia terapéutica de la ITEC.

d) Inmunoterapia Sublingual (ITSL)

La administracién sublingual se estudié por primera vez en 1986 para la IT a los acaros del polvo
[191]. En 1998, la OMS calificd la ITSL como una alternativa aceptable a la ITSC [192]. Aunque su
primera aplicacidn fue para el tratamiento de la rinoconjuntivitis por aeroalérgenos, desde 2003
ha demostrado también ser util para el tratamiento de la AA [193]. La ITSL se considera una
mejora de la ITO, ya se utilizan extractos de alérgenos que son generalmente 1000 veces menos
concentrados que los utilizados en la ITO, reduciendo asi el riesgo de provocar reacciones graves.
Consiste en la administracidn de gotas o tabletas que contienen el extracto alergénico debajo de la
lengua por unos minutos, de forma generalmente diaria. Dichos tratamientos tienen una duracion
de 1 a 3 aflos [176] y actualmente, representa la mayoria de las prescripciones de IT en Europa, y
su uso estd aumentando constantemente en Estados Unidos [194, 195]. A pesar de que los
mecanismos inmunolégicos exactos todavia son objeto de estudio, se cree que las CD tipo
Langerhans presentes en la mucosa sublingual son las encargadas de promover la tolerancia [196].
Esto ocurre debido a que estas células orales poseen FceRl, con lo cual, las proteinas se retienen
en la mucosa hasta 20 horas después de la administracién [197]. Debido a esta absorcion mas
gradual de las proteinas, el perfil de seguridad de la ITSL es superior al de la ITSC, lo que permite la
administracién en el domicilio [198].

La ITSL ha sido probada para extractos de alérgenos de alimentos como kiwi [193], avellana [199],
leche de vaca [200], melocotdon [201-203] y cacahuete [204]. Las mejoras clinicas obtenidas en
dichos estudios indican que la ITSL podria reducir la sensibilidad en la prueba cutdnea y aumentar
el nivel especifico de 1gG4 como en el caso de la ITO. Si bien existen estudios de ITE a diferentes
alérgenos alimentarios, existen pocos sobre LTP y mas concretamente utilizando Pru p 3 en
pacientes alérgicos a melocotdn, alergia que, como se ha mencionado con anterioridad, tiene una
alta prevalencia en el area Mediterrdnea. El estudio de Fernandez-Rivas y cols. en 2009 [201], fue
uno de los trabajos pioneros que utilizaban ITSL para melocotdn, aunque este estudio era de muy
corta duracidn, se incluyeron pocos pacientes y con manifestaciones clinicas de intensidad leve-
moderada. Estudios recientes incluyendo pacientes con reacciones sistémicas [153, 203] han
revelado que tras un afio de ITSL se ha logrado inducir tanto una mejoria clinica de los pacientes
como cambios inmunoldgicos. Dichos cambios se han observado no solo para el melocotdn sino
también para otros alimentos relevantes en la induccién de reacciones graves como el cacahuete.
Los resultados en las pruebas cutdneas indicaron una disminucion de la papula, se observd una

disminucidn significativa en IgEe sérica, asi como un aumento en los niveles de IgG4e sérica y de la
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reactividad de los baséfilos tanto para Pru p 3 como para Ara h 9 (LTP del cacahuete). Ademas, se
observé una reduccidn significativa del estado de maduracién de las CD derivadas de monocitos y
de la proliferacion de células efectoras especificas de Prup 3 (Th2, Th9 y células plasmaticas) y un

aumento de células Treg, de la expresién de PD-L1 y produccién de IL-10 (Figura 21).

Como se ha ido describiendo, en los ultimos afios se ha estado comparando la eficacia y seguridad
de la ITSL frente a otras vias de administracion [169, 205]. Hasta ahora, se puede concluir que la
ITO alcanza mayor porcentaje de tolerancia inmunoldgica pero, a costa de mayores efectos
adversos y mayor dificultad para completar y mantener el tratamiento [206]. En cuanto a la ITSL,
se han descrito efectos secundarios en hasta un 29% de los casos, siendo en la mayoria de los
casos locales de la zona orofaringea [199, 201]. Ademas de estos efectos indeseados, existen otras
limitaciones cuando se utilizan extractos de alérgenos en la IT. Por ejemplo, la cantidad de
extracto disponible o la dificultad para la obtencién del mismo. Dentro de estas limitaciones, la
mds importante es la falta de homogeneidad de cada partida o lote de extracto, ya que existe una
gran dificultad para obtener extractos homogéneos con cantidades constantes de proteinas
alergénicas a partir de fuentes naturales que garanticen al 100% reproducibilidad, eficacia y

seguridad [207, 208].

Con estos datos, vemos que, a pesar de las mejoras clinicas aparentemente positivas, hay
incertidumbres con respecto a su seguridad y efectos a largo plazo, por lo que se hacen necesarias
nuevas estrategias para mejorar el protocolo actual, que podrian incluir el uso de alérgenos

modificados y otros agentes inmunomoduladores relevantes.
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Figura 21. Representacion de los mecanismos de la ITSL y sus efectos.

2.5.3.3. Nuevas estrategias para la ITE
Los principales obstaculos en la ITE con alérgenos son los frecuentes efectos secundarios adversos
y la duracién prolongada del tratamiento debido a la baja dosificacidn, restringida por el uso de
extractos y alérgenos no modificados [145]. Por ello, en los ultimos afios ha habido un gran interés
en el desarrollo de alérgenos que puedan provocar la modulacién de la respuesta inmune
necesaria para una terapia efectiva, evitando las vias que desencadenan los sintomas alérgicos y

los indeseados efectos secundarios [209].

a) Hipoalérgenos

Los enfoques para reducir la alergenicidad conservando la inmunogenicidad de los alérgenos, tales
como el uso de hipoalérgenos, son prometedores. Se han desarrollado para varios alérgenos de
alimentos, entre ellos Pru p 3 [210], Ara h 2 y Ara h 6 [211] y se ha estudiado su utilidad para la
inmunoterapia [212, 213]. Estos mutantes tienen alterada su capacidad para unir IgE, pero
conservan la capacidad de estimular el sistema inmune, induciendo la proliferacion de linfocitos T

y la produccidon de anticuerpos 1gG bloqueantes que compiten con la IgE. Algunas de las
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estrategias implementadas para generar estas variantes hipoalergénicas implican mutagénesis
dirigida al sitio dentro de los epitopos de unién a IgE, reestructuracién de secuencias,
modificaciones quimicas, oligomerizacion e interrupcién de la conformacion alergénica entre otras
[214-217]. A pesar de que estas estrategias generan variantes hipoalergénicas que disminuyen la
reactividad de IgE, son necesarios mas estudios para confirmar sus caracteristicas antigénicas y su
relacion con la mejoria clinica en pacientes, ya que actualmente, la mayoria de los alérgenos
alimentarios hipoalergénicos estan en gran parte restringidos a las primeras etapas de

investigacion y caracterizacién preclinica.

b) Alérgenos recombinantes

Este tipo de alérgenos se obtienen a partir del ADN que codifica para el alérgeno, y su protocolo
estd disefiado para producir un alérgeno estandarizado y perfectamente caracterizado a nivel
molecular e imunoquimico, lo que implica mayor seguridad y eficacia que los alérgenos naturales
[208]. Estos pueden ser producidos en su forma natural, o como hipoalérgeno genéticamente
modificado, que como se ha mencionado anteriormente, permite el aislamiento de la porcién
antigénicamente activa del alérgeno para producir inmunidad a largo plazo, mientras limita los
eventos adversos relacionados con la IgE [218]. En los ultimos afos han sido investigados
alérgenos recombinantes para pescado [220], mango [221], cacahuete [222] y melocotdn [223],
entre otros [224] y pese a que los resultados parecen prometedores, todavia son necesarios mas

estudios tanto de toxicidad como de tolerogenicidad.

c) ITE con péptidos

Los epitopos o determinantes antigénicos son cada uno de los sitios discretos de una
macromolécula que son reconocidos individualmente por un anticuerpo especifico (epitopos de
células B) o por un TCR especifico (epitopos de células T). Los epitopos de células T surgen de
proteinas, que cuando son captadas por las CPA se degradan en pequeios fragmentos peptidicos.
Estos péptidos se unen al MHC y cuando este conjunto es a su vez reconocido por las células T
especificas del alérgeno en un contexto inflamatorio, conduce a reacciones alérgicas [225].
Actualmente, existe un interés creciente en el desarrollo de vacunas basadas en péptidos
sintéticos que abarcan epitopos de células By T [226]. Esto se debe a que dichos péptidos pueden
inducir la desensibilizacién o tolerancia, pero carecen de las secuencias necesarias para puentear
IgE en mastocitos y basdfilos, por lo tanto, disminuyen potencialmente el riesgo de anafilaxia
[227]. En general, la IT con este tipo de péptidos da como resultado la activacién y regulacién al
alza de genes proinflamatorios, induce la no respuesta de células T y la produccion de IgG, que

inhibe el reconocimiento mediado por IgE de los alérgenos por las CD y previene la activacion
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mediada por IgE de células efectoras y posterior liberacion de mediadores de la respuesta alérgica
que finalmente suprimen las manifestaciones alérgicas [228, 229] (Figura 22). Ademas, al utilizar
determinados péptidos, estas terapias permiten centrarse Unicamente en epitopos relevantes,
gue sean inmunogénicos, evitando aquellos que conducen a respuestas no protectoras, evasion

inmune o efectos secundarios no deseados [230].

Inmunoterapia:
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Reacciones tipo Th1/Treg

Figura 22. Representacion de los mecanismos y células implicadas en la ITE con epitopos de células T.

En los dltimos afios, la IT basada en estos péptidos ha sido utilizada para la desensibilizacién a
alérgenos tales como epitelio de gato, acaros del polvo, polen y veneno de abeja, pero sus
beneficios potenciales para tratar la AA estan comenzando a ser explorados. Los principales
epitopos de células T de alérgenos alimentarios, como Ara h 1y Ara h 2 [231-233], B-lactoglobulina
[234] y Pru p 3 [127, 235] han sido mapeados y actualmente se esta estudiando su eficacia para el
tratamiento.

En cuanto al Pru p 3, en el estudio llevado a cabo por Tordesillas y colaboradores, se definieron
los principales epitopos T por un mapeo de la secuencia de Pru p 3, mediante el andlisis de la
respuesta proliferativa de las células T de sujetos alérgicos y no alérgicos frente a un panel de
péptidos de la secuencia de Pru p 3. Como resultado, se seleccionaron los dos péptidos con mayor
capacidad de reconocimiento y activacion celular, que correspondian a las regiones Pru p 3 gs_g Y

Pru p 3 55_35[127].
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A pesar de todos estos avances, el desarrollo de terapias efectivas basadas en péptidos todavia
requiere superar una serie de importantes dificultades, incluida la identificacion de rutas éptimas
de administracion, la baja inmunogenicidad intrinseca del péptido, y la tarea de combinar
diferentes tipos de epitopos para activar la respuesta humoral y celular para conseguir una

respuesta inmune adecuada.

d) Adyuvantes inmunomoduladores

Con el fin de conseguir terapias mas seguras y efectivas, se estan utilizando los llamados
“adyuvantes”, que tienen como objetivo modular la inmunogenicidad de alérgenos especificos, sin
ser ellos mismos farmacolégicamente activos. Estos han sido utilizados durante muchos afios en
vacunas y recientemente estdn surgiendo nuevos usos para ITE [236]. Por ejemplo, el hidréxido de
aluminio es un adyuvante de uso comun en ITE con alérgenos [237]. Pero, a pesar de ser eficaz y
tener un buen perfil de seguridad, se necesitan nuevos adyuvantes para superar los problemas
actuales en la inmunoterapia convencional [238].

Es conocido que las CD tienen un papel importante en la generacion de la respuesta inmune asi
como en la modulacion de la misma, ya sea de tolerancia o alérgica, dependiendo del estadio de
inmadurez o madurez, respectivamente, en el que presenten el antigeno a los linfocitos T [239].
Entre los factores que inducen maduracién en las CD estan los denominados PAMPS (del inglés
“pathogenassociated-molecules patterns”), incluyendo ADN o ARN virico o bacteriano, motivos
ricos en CpG, o endotoxinas (LPS), que interactian a través de los receptores tipo Toll (TLR, del
inglés “Toll Like Receptor”). Existen estudios que indican que sus ligandos pueden actuar con las
CD de forma cooperativa produciendo una estimulacion de células T mas eficiente, como ha
ocurrido en estudios realizados con Pru p 3 [240]. Si bien es cierto que la activaciéon de CD con
diferentes ligandos de TLR hace que presenten el antigeno a los linfocitos T generando la
respuesta efectora Thl, también se han descrito ligandos como PamCSK4 que inducen una
respuesta Th2 [241]. Por ejemplo, en estudios llevados a cabo en pacientes con alergia a fdrmacos,
se ha detectado que la presencia de diferentes agonistas de TLRs (PAM, LPS, R848) es critica para
la eficiencia en la induccion de las respuestas inmunes tanto innatas como adaptativas [242]. Y
ademas, se ha observado que una concentracion alta de LPS es capaz de inducir, a través de TLR4,
una respuesta Th1, mientras que a concentraciones bajas estimula una respuesta Th2 [243]. Por
todo ello, los TLRs se han propuesto como objetivos interesantes para el disefo de adyuvantes de
nuevas vacunas [244-246].

Entre los TLRs estudiados, los ligandos de TLR9 han demostrado ser tanto seguros como efectivos
para reducir los sintomas respiratorios en pacientes con rinitis alérgica y en un modelo murino de

enfermedades respiratorias [247-249]. Para AA, sin embargo, solo se han realizado un niumero
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reducido de estudios [250, 251, 252], en los que se ha utilizado CpG, una molécula de ADN de
cadena simple corta, que ha sido capaz de aumentar la respuesta reguladora en modelo de ratén
alérgico a cacahuete. En dichos estudios se ha observado un aumento significativo en los niveles
de 1gG2a, asi como una disminucién en niveles de IgE e IgG1 y citoquinas Th2, junto con proteccion
contra la anafilaxia tras la provocacion.

Si bien los TLRs tienen una funciéon importante, no son los Unicos receptores implicados en la
modulacién de la respuesta inmune a través de las CD. En este sentido, se ha demostrado que la
interaccion a través de receptores de lectina tipo C (CLR, del inglés “C-type lectin receptors”)
mejora la captacién y presentacion de diferentes compuestos que modulan la respuesta
inmunolégica. Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo por Le Guevel y colaboradores, se
observé una reduccién del 60% en la absorcién de nanoparticulas de oro recubiertas de manosa
en presencia de un inhibidor de C-lectina, lo que demuestra la especificidad en el reconocimiento
de la manosa por las CD[253]. Otros estudios realizados con glicodendrimeros de manosa en
pacientes alérgicos a melocotén, también han demostrado un reconocimiento especifico a través
de la interaccion con CLR, induciendo un estado de maduracién de las CD vy la proliferacién de
linfocitos especificos [254].

Dentro de los CLR, el receptor DC-SIGN ha sido estudiado en enfermedades alérgicas,
demostrando que alergoides conjugados con manano aumentan la absorcién del alérgeno e
inducen la produccién de células esplénicas Treg FoxP3* [255, 256]. Este conocimiento sobre el
receptor DC-SIGN y su implicacidon en procesos de sefializacidon ha permitido el establecimiento de
una correlacién entre el tipo de carbohidrato que interacciona con este receptor y la polarizacion
de la respuesta (Thl o Th2) encontrada [257-259]. En este sentido, se ha demostrado que la
interaccion de manosa con DC-SIGN produce un aumento de la respuesta Thly Treg [260, 261], lo

gue nos indica que ademas de adyuvantes son moléculas moduladoras.

e) Sistemas multivalentes

En los ultimos afios se ha avanzado en la forma y administracion de la inmunoterapia, siendo uno
de los principales retos el conseguir la correcta interaccién con la diana celular. Para ello, se han
estudiado y probado diferentes vias de administracién (oral, subcutdnea, sublingual, etc...) en
combinacion con diferentes adyuvantes, pero sobre todo qué tipo de estructura favorece la
captacién y reconocimiento de la inmunoterapia por parte del sistema inmune. Por ejemplo, se
han desarrollado nanoparticulas biodegradables que encapsulan alérgenos, los cuales son
liberados de manera continua o pulsatil, modulando asi la respuesta inmune y disminuyendo los
eventos adversos [262]. Hasta ahora, los estudios se han limitado a modelos murinos
sensibilizados con alérgenos, pero los tipos de nanoparticulas disponibles y los alérgenos utilizados
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continlan aumentando [263]. Se han utilizado nanoparticulas de poli (acido lactico-co-glicdlico)
para encapsular polen de abedul recombinante y han demostrado modular la respuesta alérgica
Th2 tras una sola dosis [264]. Por otra parte, nanoparticulas de poli (acido g-glutamico) han
demostrado la capacidad de inducir mediadores inmunomoduladores que influyen en el equilibrio
de las respuestas Th1, Treg y Th2, mejorando la proliferacion y la produccién de IL-10 por linfocitos
T de memoria especificas para alérgenos y aumentar la tolerancia inmune [265]. El uso de
nanoparticulas como adyuvantes en la inmunoterapia se ha expandido también para el
tratamiento de AA. Por ejemplo, nanoparticulas de poli(anhidrido) cargadas de proteina de
cacahuete han mostrado una mejora y modulacidn tanto de las respuestas inmunes humorales

como celulares, con aumento de una respuesta dominada por Thl [266].

= Dendrimeros
Un tipo de nanoestructuras utilizadas como sistemas multivalentes son los dendrimeros, que son
particulas monodispersas, biocompatibles, biodegradables y no téxicas [267]. Su arquitectura
modular permite la funcionalizacidon con varias unidades, repetidas o diferentes, de péptidos
alergénicos que quedan expuestos en la superficie de la nanoestructura (Figura 23). Tal
multivalencia del epitopo permite aumentar el nimero de péptidos de células T interactuando
simultdneamente con las células inmunes implicadas en la reaccién alérgica. Ademads, se puede
lograr una mejora de la interaccion de este dendrimero con el sistema inmunoldgico dependiendo
de la naturaleza de la nanoestructura, es decir, el tamafio de la misma o las moléculas unidas a
ella, que facilitan la captacién y la presentacién de antigenos por parte de las CD [253, 268], lo que

permite una respuesta inmune efectiva hacia un perfil Th1 o regulador.

Un ejemplo de ello son los llamados glicosistemas o glicodendropéptidos, basados en la unién de
manosas y péptidos de células T a estructuras dendriméricas para construir sistemas
multivalentes. De esta manera, se consigue presentar en una misma estructura tanto los péptidos
de células T como el agente que actuara como adyuvante. En estudios recientes, estos sistemas
han demostrado una alta eficiencia en cuanto a captacidn, al dirigirse al receptor DC-SIGN y una

elevada capacidad inmunomoduladora [268, 269].
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Figura 23. Estructura de un dendrimero y de su unidad (dendrén).

2.6. Modelos experimentales en alergia alimentaria

Como hemos visto hasta ahora, proporcionar una mejoria en las opciones terapéuticas se ha
convertido en una via importante de la investigacién en AA. El alto riesgo de anafilaxia y otras
reacciones graves es un factor importante que limita el desarrollo de las terapias para la AA en
humanos [270, 271]. En este contexto, los modelos animales juegan un papel importante al
proporcionar una plataforma para analizar estos tratamientos y garantizar una evaluacién de su
seguridad a nivel preclinico, antes de la aplicacion terapéutica en humanos (Tabla 6). Por su parte,
la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, del inglés “Food and Drug Administration”)
requiere pruebas con animales antes de lanzar un nuevo medicamento, con lo cual, los modelos
preclinicos en animales son un paso necesario para lograr esta meta [272]. En la AA, dichos
modelos ya han apoyado los avances de la terapia en tres dareas clave: 1) validacidn de las
estrategias terapéuticas existentes [273], 2) andlisis de la utilidad de las terapias existentes [274], y

3) desarrollo de nuevas terapias [251, 275].

Ventajas de la utilizacion de modelos animales para la alergia alimentaria

Permiten una investigacion exhaustiva de los mecanismos de sensibilizacion alérgica o tolerancia
a alérgenos especificos bajo condiciones ambientales controladas, que promueven una mejor
comprensién de la etiologia de la AA

Permiten definir los mecanismos efectores de la AA

Permiten la investigacion experimental para delinear las influencias asociativas o causales de los
hallazgos epidemioldgicos en humanos, que podria facilitar estrategias de prevencion

Permiten la validacion y la utilidad de terapias existentes, asi como el desarrollo de nuevas
terapias, lo que puede conducir a importantes mejoras en el tratamiento de pacientes con AA

Tabla 6: Ventajas de la utilizaciéon de modelos animales para la alergia alimentaria.
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2.6.1. Modelos murinos
El ratén es el animal de laboratorio predominantemente utilizado para estudiar el desarrollo de
muchas enfermedades, generalmente favorecidos por su tamafio, ciclos de cria cortos, facil
manejo y la relativa capacidad de manipulacién genética en comparacidn con modelos mas
grandes [276]. El uso de la especie murina en la investigacién durante varias décadas ha llevado al
desarrollo continuo de herramientas celulares y moleculares para permitir una investigacién
exhaustiva de los mecanismos y vias de interés [277]. Hoy en dia, los ratones tienen la
caracterizacion mas completa de su biologia, inmunologia y composicion genética.
Una de las ventajas fundamentales del uso de modelos de ratén para estudiar la AA es que la
sensibilizacidn o tolerancia se puede inducir a alérgenos especificos bajo condiciones ambientales
y genéticas controladas, lo que no siempre es posible en humanos. Este aspecto permite llevar a
cabo investigaciones extensas y precisas sobre los mecanismos implicados en la etiologia de la
enfermedad, como la identificacidon de posibles desencadenantes, asi como vias implicadas en la
AA [272].
La comprension avanzada de su sistema inmune y su similitud con el humano en mecanismos tales
como las respuestas Thl y Th2 [278, 279], hacen que este animal sea particularmente atractivo
para el estudio de los mecanismos implicados en la AA. Por ejemplo, las respuestas Th2 de los
ratones dan como resultado la produccién de IgE e IgG1l, mientras que las respuestas Thl
conducen a la produccion de IgG2a. Sin embargo, a pesar de las similitudes entre los sistemas
inmunes del ratén y del ser humano, hay que considerar las diferencias. Por ejemplo, en humanos,
la IgE es el Unico isotipo de inmunoglobulina que desencadena directamente la degranulacion de
los mastocitos y la posterior manifestacidn de anafilaxia. El papel de la IgG se limita
principalmente a los posibles competidores para la unidon de alérgenos. En contraste con los
humanos, la IgG1 de ratén también desencadena directamente la degranulaciéon de mastocitos y
junto con la IgE juega un papel importante en la anafilaxia cutdnea pasiva [280, 281].
Otro de los obstaculos implicados en el desarrollo de modelos murinos de alergia alimentaria es,
como en la mayoria de los humanos, la tendencia del sistema inmunitario a desarrollar tolerancia
oral frente a los antigenos ingeridos [282]. Para solventarlo, los investigadores se han centrado en
ciertas cepas de ratones, como C3H/Hel y BALB/c [41, 282, 283] que muestran respuestas Th2 mas
elevadas que otras cepas murinas comunes. A pesar de que los mecanismos inmunes responsables
de la ruptura en la tolerancia oral no se comprenden completamente, la evidencia en modelos de
ratédn indica que existen diferentes factores que contribuyen de manera importante a la

sensibilizacidn alérgica y la AA, como pueden ser alteraciones en la funcién reguladora de las
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células Treg y factores ambientales tales como la microbiota [272]. En la actualidad, la
disponibilidad de reactivos y el aumento del nimero de cepas de ratones transgénicos y knock-out
proporcionan herramientas valiosas para investigar esta gran variedad de células inmunes vy
mediadores en las AA. Prueba de ello son los numerosos estudios que se han llevado a cabo

recientemente, obteniendo resultados prometedores [251, 275, 284, 285].

Figura 24. Ratén de la cepa BALB/c, utilizada para desarrollar nuevas terapias para alergia alimentaria.

En resumen, los modelos murinos de alergia a alimentos son herramientas muy Utiles para
diseccionar la etiologia, mecanismos y estrategias preventivas, asi como ayudar en la
identificacion, validacion y desarrollo de terapias antes de que progresen hacia los pacientes. A
pesar de que la aplicaciéon de estos modelos animales para las enfermedades humanas requiere
una cuidadosa y profunda consideracion e interpretacidon, su utilidad para facilitar
descubrimientos ha sido demostrada repetidamente y en muchos niveles. Particularmente en el
entorno de la AA, donde los riesgos de reacciones adversas a la terapia son un problema
importante para los pacientes, los modelos animales son indispensables para desarrollar de

manera efectiva y ética nuevos tratamientos.
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JUSTIFICACION

La AA es en la actualidad un problema de salud grave, ya que produce reacciones que pueden
comprometer la vida del paciente. La prevalencia de la AA estd aumentando de forma progresiva,
afectando al 3-5% de la poblacién adulta y al 5-8% de la poblacién infantil [2, 9]. En el area
mediterranea, las reacciones alérgicas a frutas, concretamente de la familia Rosaceae, son las mas
frecuentes [13], produciendo sintomas sistémicos (urticaria y anafilaxia) en un 30% de los casos,
siendo la familia de la LTP el alérgeno sensibilizante en un 70% de los mismos. Dentro de la familia
de las LTP, el Pru p 3 es el alérgeno con mayor prevalencia en la induccidon de AA en nuestra zona,
asociado principalmente a alergia a melocotdn [119]. La gravedad y las reacciones cruzadas
causadas por las LTP hacen que el manejo de los pacientes sea dificil. Ademas, se ha observado
que la prevalencia en la poblacién pediatrica duplica la de los adultos. De hecho, hasta un 22% de
nifios alérgicos estan sensibilizados a LTP, desarrollando alergia clinica a un nimero indeterminado
de frutas [286, 287], y un riesgo permanente de reaccidn que afecta la calidad de vida del paciente

y su entorno familiar [288].

Considerando que las reacciones alérgicas a LTP pueden ser graves y en ocasiones fatales, su
manejo se hace complejo, aun mads, si tenemos en cuenta que uno de los tratamientos mas
ampliamente aplicados en la actualidad es la evitacidn del alimento, medida dificil de implementar
debido al cardcter ubicuo de estas proteinas, que obliga a los pacientes a seguir dietas muy
restrictivas, siendo éstas dificiles de cumplir y sufriendo el riesgo de ingerir el alimento de manera
accidental [137, 138]. Actualmente, la ITE con alérgeno es el Unico tratamiento etioldgico de Ia
enfermedad alérgica con capacidad de modificar la historia natural [2], induce tolerancia a los
alérgenos con los que das la ITE y se puede incluso llegar a evitar que el paciente se sensibilice a
mas alimentos. Aunque es un tratamiento prometedor, los resultados actuales son moderados,
probablemente porque se usan dosis bajas del alérgeno ya que al utilizar extractos completos, con
mezcla de proteinas [201, 203], se aumenta el riesgo de induccion de reacciones alérgicas. Para
aumentar la seguridad y eficacia de estos tratamientos se han descrito diferentes estrategias, una
de ellas incluye el uso de péptidos que contengan los determinantes antigénicos responsables de
la respuesta alérgica pero sin la posibilidad de que puenteen las IgEe de la superficie de células
efectoras, mastocitos y basoéfilos [229]. Sin embargo, aunque el uso de péptidos mejora
sustancialmente la seguridad, el reconocimiento puede no ser idéntico al de la proteina nativa
haciendo que la respuesta inmune sea de menor intensidad. Esto podria solventarse afadiendo
moléculas adyuvantes que estimulen el sistema inmunoldgico y que ademds produzcan una
modulacién de la respuesta. En este sentido, se han propuesto los ligandos de los receptores tipo
Toll y de DC-SIGN de CD como adyuvantes y moléculas moduladoras [251, 260]. Por otro lado, el

uso de nanoestructuras que transporten ambos componentes, podria ser mas efectivo a la hora de
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conseguir la interaccidn con el sistema inmunoldgico e inducir una respuesta de tolerancia mas
eficaz que si afiadimos cada uno de estos elementos por separado durante la ITE.

Otro punto clave, es la falta de conocimiento de los diferentes mecanismos inmunoldgicos
implicados en la adquisicién de tolerancia durante la ITE con alimentos, ya que aunque se han
evaluado recientemente, no han sido analizados en profundidad [202, 289]. El estudio de estos
posibles cambios que se generan en las respuestas de células T efectoras y reguladoras, asi como
la producciéon de anticuerpos especificos durante la ITE es necesario para comprender los
mecanismos implicados en la misma. La evaluacién de estos mecanismos sera critica para
comprender tanto el funcionamiento de la IT como las circunstancias que conllevan a una falta de
respuesta hacia la misma.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente citado, seria de gran utilidad desarrollar un modelo
animal de AA, centrado en la respuesta alérgica a LTP, con el fin de determinar en profundidad los
mecanismos implicados tanto en la AA como en la respuesta de tolerancia adquirida durante un
tratamiento de ITE. Ademas, al desarrollar nuevas opciones de tratamiento para modificar la
historia natural de la alergia a LTP, estamos dando un paso mdas para conseguir seguridad vy
eficacia, aspectos muy importantes para mejorar la calidad de vida tanto de los pacientes como de

su entorno.
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OBIJETIVOS

Objetivos Generales

1.

Identificar biomarcadores en respuestas anafilacticas y de tolerancia inducida a alérgenos
alimentarios de origen vegetal (melocotdn).

Desarrollar un sistema de inmunoterapia para la induccidon de tolerancia en reacciones a
alimentos vegetales.

Estudiar los cambios inmunoldgicos durante una inmunoterapia alérgeno especifica

usando estructuras dendriméricas y péptidos de Pru p 3.

Objetivos especificos

1.

Desarrollar un modelo experimental de anafilaxia al melocotén en ratones

1.1. Analizar la respuesta inmunoldgica humoral y celular a melocotén tras la
sensibilizacion a Pru p 3, mediante determinacion de anticuerpos (IgE, 1gG1 e 1gG2a),
marcadores celulares, citoquinas, factores de transcripcién, asi como la respuesta

proliferativa especifica.

Desarrollar un modelo de tolerancia en ratones con anafilaxia al melocotén utilizando

estructuras dendriméricas con péptidos T de Pru p 3 y ligandos de receptores tipo Toll

2.1. Evaluar la eficacia clinica de la inmunoterapia mediante pruebas de provocacién con

Pru p 3 y andlisis de la sintomatologia in vivo.

2.2. Analizar la evolucién de la respuesta inmunoldgica humoral a melocotdn durante la
inmunoterapia mediante determinacidn de anticuerpos IgE, IgG1 e IgG2a especificos a Pru
p 3 y a nivel celular analizando los cambios fenotipicos, células T efectoras (Th2),
reguladoras (Treg), de tolerancia (Thl) y células dendriticas, asi como la respuesta
proliferativa especifica, marcadores celulares, citoquinas y factores de transcripcidon

durante la inmunoterapia.

Desarrollar un modelo de tolerancia en ratones con anafilaxia al melocotén utilizando

estructuras dendriméricas con péptidos T de Pru p 3 y ligandos de receptores DC-Sign

3.1. Evaluar la eficacia clinica de la inmunoterapia mediante pruebas de provocacién con

Pru p 3 y andlisis de la sintomatologia in vivo.
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3.2. Analizar la evolucién de la respuesta inmunolégica humoral a melocotdn durante la
inmunoterapia mediante determinacion de anticuerpos Igk, 1gG1 e IgG2a especificos a Pru
p 3 y a nivel celular analizando los cambios fenotipicos, células T efectoras (Th2),
reguladoras (Treg), de tolerancia (Thl) y células dendriticas, asi como la respuesta
proliferativa especifica, marcadores celulares, citoquinas y factores de transcripcidon

caracteristicos durante la inmunoterapia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La AA representa un problema de salud cada vez mayor que afecta negativamente a la calidad de
vida de nifios y adultos [68]. De los alérgenos alimentarios, los procedentes de alimentos vegetales
son los mas frecuentemente implicados, especialmente en adultos, siendo el Pru p 3, LTP del
melocotdn, uno de los panalérgenos mds importantes en el drea mediterrdnea y que puede causar
reacciones potencialmente mortales [93, 290]. La gravedad de las reacciones que provocan las LTP
limita el desarrollo de estudios en humanos para la evaluacién de los mecanismos implicados y
plantea la necesidad de realizar estudios en modelos animales. Sin embargo, aunque se han
generado modelos de ratén frente a Pru p 3 con produccion de IgEe [210], éstos no son modelos
de anafilaxia completos, confirmados por parametros tanto in vivo como in vitro. El desarrollo de
dicho modelo es fundamental para muchas aplicaciones, por ejemplo, para evaluar la seguridad y
los beneficios potenciales de la ITE para alérgenos alimentarios.

Se cree que el desarrollo de las células Th2 es un paso critico en los mecanismos subyacentes de la
AA. Sin embargo, los factores implicados en el desencadenamiento de la activacion de células Th2
especificas de alérgenos alimentarios siguen siendo poco conocidos en la actualidad. Algunos
datos indican que la tendencia de algunas proteinas a desencadenar la respuesta inmune
adaptativa hacia un patrén Th2 se debe a su capacidad para promover la sefializacién de TLR4
[291]. Ademads, la alergenicidad de algunas proteinas para inducir una respuesta Th2 podria
mejorarse en presencia de adyuvantes [292, 293]. De hecho, se cree que la exposicién del sistema
inmune de la mucosa a compuestos bacterianos como el LPS junto con antigenos alimentarios
puede conducir a una sensibilizacidén y alergia al antigeno alimentario. Estos productos bacterianos
pueden promover la sensibilizacién alérgica a través del TLR4 [294, 295]. Estudios previos han
demostrado que, dependiendo de la concentracidn, el LPS puede modular la respuesta hacia un
patron Th1l a altas concentraciones o potenciar la induccidon de una respuesta Th2 cuando se usan
concentraciones bajas (<100 ng) [292, 296].

En el presente estudio, hemos demostrado que la respuesta anafilactica especifica a Pru p 3 puede
generarse después de la sensibilizacion nasal a Pru p 3 en combinacién con LPS como adyuvante.
Esta respuesta anafilactica se demostré in vivo por una caida de temperatura corporal significativa
junto con la aparicién de sintomas de anafilaxia en el grupo de ratones inmunizados con Pru p 3 +
LPS. Este modelo anafilactico conduce a niveles elevados de inmunoglobulinas tipo Th2 (IgE e
IgG1) especificas a Pru p 3 que concuerdan con los resultados observados en modelos de
sensibilizacion para otros alérgenos [210], obtenidos usando una via de administracion
(intraperitoneal) y adyuvante (hidréxido de aluminio) diferentes.

Es interesante sefalar que, aunque se detectdé un aumento de la IgEe a Pru p 3 en los ratones
inmunizados con Pru p 3y con Pru p 3 + LPS, el nivel fue significativamente mas alto en este ultimo

que eran los anafilacticos, lo que sugiere un papel clave de la IgEe en la respuesta clinica. Este
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hallazgo indica que los niveles de IgEe pueden ser un biomarcador para diferenciar la
sensibilizacién de la alergia real, como ha sido propuesto por otros autores en estudios con
pacientes [297, 298]. Ademas, el grupo anafilactico, tratado con Pru p 3 + LPS, también mostré un
aumento significativo de IgG1 especifica a Pru p 3 que no se observo en ratones sensibilizados solo
con Pru p 3. Con todo esto, es tentador especular que los altos niveles de IgEe junto con el
aumento de IgG1 especifica pueden estar relacionados con la aparicidon de sintomas anafilacticos,
como se ha demostrado en pacientes con anafilaxia al melocotdn y otros alérgenos [290, 299].

El uso de algunos adyuvantes puede comprometer la respuesta especifica al alérgeno y, ademas,
el tipo de respuesta. El LPS, por ejemplo, tiene un papel en el sistema inmune innato en el
desarrollo de una respuesta Th1 [300] en la que estan implicadas las células T CD8". Sin embargo,
en nuestro modelo, el uso de LPS en combinacién con Pru p 3 no solo induce una respuesta
especifica de anticuerpos a Pru p 3, sino que también conduce a un patrén de respuesta Th2,
confirmado por el aumento de anticuerpos IgE e 1gG1 especificos, de células secretoras de IgE e
IgG1 y niveles de IL-4 incrementados. Ademas, el analisis del fenotipo de células proliferativas
mostrd que la combinacién de Pru p 3 + LPS indujo la activacién especifica frente a Prup 3 de los
linfocitos T CD4" y no se encontré respuesta proliferativa de las células T CD8". Por otro lado, en el
grupo de ratones sensibilizados solo con LPS no se observé respuesta proliferativa frente a Pru p 3.
Estos resultados sugieren que la provocacion con Pru p 3 de los ratones sensibilizados con Pru p 3
+ LPS por via nasal puede conducir a respuestas anafilacticas. Si bien la elecciéon de la via de
administracién del alérgeno es critica para la generacidon de un modelo de alergia y aunque en el
caso de la alergia al melocotén dicha sensibilizacién se ha asociado a vias oral y gastrointestinal, en
modelos animales descritos hasta el momento, no se ha conseguido una respuesta anafilactica,
probablemente como consecuencia de los mecanismos de tolerancia asociados con estas rutas
[301, 302]. Ademas, en el caso del Pru p 3, aparte de estas vias, también se ha demostrado la
sensibilizacidn por via inhalatoria [103, 303].

El mecanismo por el cual la exposicién a Pru p 3 + LPS puede provocar una respuesta adaptativa,
que conduce a la induccién de IgE y células T CD4" no estd claro todavia, pero puede relacionarse
con las caracteristicas de las células dendriticas residentes y con la expresion diferencial de
receptores innatos. Ademads, estudios anteriores han demostrado que las respuestas de tipo Th2
inducidas en el tracto gastrointestinal pueden influir en las respuestas inmunofisioldgicas en tejido
mucoso, no inflamado y regula la capacidad de respuesta de la via aérea [304, 305]. La impronta
de las células T virgenes para convertirse en células Th2 especificas de proteinas requiere la
activacion del sistema inmune innato provocado por LPS [292, 306] que da lugar a la sintesis de

IgE. La respuesta proliferativa de las células T CD4" en presencia de Pru p 3 demuestra que los
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resultados estan mediados por la respuesta inmune adaptativa con células T especificas para el
alérgeno y no por la respuesta inmune innata temprana a LPS.

Dichos resultados sugieren que el LPS junto con el Pru p 3 pueden estimular las células inmunes en
el tracto respiratorio superior y desencadenar un estado de proinflamacion generalizado. Hasta
donde sabemos, este es el primer modelo eficaz de anafilaxia causada por Pru p 3. El uso de estos
ratones anafilacticos muestra un gran potencial para probar y desarrollar nuevos enfoques de
inmunoterapia para alérgenos alimentarios, con posibles aplicaciones a otras alergias.

La ITE con Pru p 3 es una estrategia prometedora para tratar a pacientes alérgicos a melocotdn.
Diversos estudios han demostrado la eficacia de la ITSL con extracto de melocotén enriquecido
con Pru p 3, que incluye una reduccién de las reacciones alérgicas sistémicas [201, 202]. Sin
embargo, el desarrollo de vacunas para la inmunoterapia a gran escala y de bajo costo, utilizando
extractos proteicos naturales como fuente de alérgenos, estd fuertemente limitado por aspectos
relacionados con la purificacion, las variaciones en la concentraciéon y las diferencias en la
inmunogenicidad, que surgen de los diferentes procesos de preparacion. Estos problemas pueden
conducir a diferencias del producto final entre lotes; éstos se pueden superar utilizando péptidos
de células T sintetizados que se pueden producir de manera eficiente y reproducible, evitando
ademas otros problemas como la produccidn de reacciones alérgicas durante el tratamiento. En
este sentido, se empezd a probar el uso de péptidos, por ejemplo para tratar la alergia al gato
[307] que, aunque prometedor en los ensayos iniciales, no alcanzé los objetivos clinicos en la fase
Il [308]. Esto puede deberse a que estos péptidos solo pueden inducir respuestas inmunes débiles
que necesitan reforzarse mediante la adicién de un adyuvante. Estudios anteriores han
demostrado que ODN-CpG, un ligando del TLR9, es util para modificar la respuesta inmune Th2
hacia un equilibrio Th1/Treg en el tratamiento de la rinitis alérgica [249, 309], asi como en la AA
[252].

En este estudio hemos evaluado la inmunomodulacidn de la anafilaxia a Pru p 3 utilizando un
nuevo sistema que incluye péptidos de Pru p 3 de células T presentados de forma monovalente
(D1) o tetravalente (D4) y una molécula adyuvante (ODN-CpG) que se une al receptor TLR9 para
inducir una modulacién especifica hacia una respuesta inmune Th1/Treg. Esta ITE induce una
respuesta de tolerancia tras la provocacion con el alérgeno que se observa in vivo por la falta de
sintomas anafilacticos e in vitro por una disminucidn en la respuesta efectora Th2: IgE e IgG1
especificas de Pru p 3, respuesta proliferativa de células T CD4" especificas y produccién de IL-4;
un aumento simultaneo de produccién de IFN-y e IL-10 y de células Treg. Estas observaciones son
consistentes con las observadas previamente para ratones alérgicos al cacahuete, donde se
administraron conjuntamente proteinas de cacahuete con ODN-CpG por via oral [250, 252, 309,

310]. La ITE basada en el uso de nanoparticulas ha sido previamente evaluada en AA,
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concretamente en alergia a cacahuete, la cual ha logrado inducir proteccion contra la anafilaxia
[251, 311].

En este trabajo hemos utilizado estructuras dendriméricas tanto monoméricas como tetravalentes
para evaluar si la inclusién de epitopos repetidos en la misma estructura aumenta la respuesta
inmune. Nuestros inmundgenos mono (D1) y tetravalentes (D4) son compuestos monodispersos y
homogéneos, que se han caracterizado perfectamente por espectrometria de masas. Los estudios
comparativos muestran que, aunque pueden observarse cambios inmunoldgicos después del
tratamiento sublingual con ambos compuestos, D1 induce inmunoproteccién contra la anafilaxia
en el 80% de los ratones mientras que D4 induce proteccién solamente en el 30% de los ratones.
La menor eficacia de D4 podria estar relacionada con la menor disminucion de IgEe, falta de
cambios en la produccién de IgG1l especifica, IFN-y e IL-10 en comparacién con el grupo
anafilactico sin tratar. Proponemos varias explicaciones de la falta de eficacia: (i) la capacidad de
penetracion a través de la mucosa sublingual esta relacionada con el tamafio de los compuestos.
El transporte de proteinas a través de la mucosa depende del tamaiio (influido por la agregacion),
la polaridad y la forma. En este sentido, es importante mencionar que las nanoparticulas menores
de 200nm pueden atravesar las barreras linfaticas y ser absorbidas por las células dendriticas en
los ganglios linfaticos induciendo respuestas Thl, como se ha demostrado utilizando particulas
similares funcionalizadas con ODN-CpG [251]; (ii) ademas, el tamafio de la nanoestructura puede
influir en la respuesta del sistema inmune por su capacidad para ser captada por células
presentadoras de antigenos. Esto se ha demostrado previamente con nanoclusters de oro
fluorescentes donde se ha observado que los compuestos mas pequefos son captados mas
facilmente por las células dendriticas mejorando las respuestas inmunosupresoras Thl / Treg [312,
313]; (iii) la capacidad de inducir el puenteo de IgE también puede ser importante para mantener
la respuesta efectora. Estimamos que la distancia maxima entre dos epitopos de Pru p 3 en la
nanoestructura D4 es de aproximadamente 3 nm (30 A), cercano a la distancia supuesta como
éptima (44-51 A) para el puenteo efectivo de IgE especifica en basdfilos de rata para estimular la
degranulacién [314]. Esto puede hacer que nuestra nanoestructura interactie con las células
efectoras, como los mastocitos y los baséfilos (aunque subdptimamente), manteniendo una
respuesta Th2 residual durante la ITSL, y contrarrestando el aumento de la respuesta Th1/Treg. En
este sentido, hemos confirmado que solo D4, pero no D1, fue capaz de inducir la activacién de
basoéfilos de pacientes alérgicos a melocotdn, lo que indica su capacidad de puentear IgE unida a la
superficie de los baséfilos.

Uno de los principales retos relacionados con la ITE para la AA es su capacidad de inducir
tolerancia a largo plazo [315] sin embargo estudios previos con ITO o ITSL con alérgenos

alimentarios solo indican la induccién de una proteccion transitoria o desensibilizacion [316]. Por
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ejemplo, un estudio en ratones mostré que los efectos protectores se perdieron después de 2
semanas tras finalizar el tratamiento [273]. En nuestro estudio, hemos confirmado el
mantenimiento de la tolerancia hasta tres semanas después de suspender la ITSL y, ademas,
encontramos que los cambios inmunoldgicos son similares a los obtenidos una semana después
del tratamiento.

Todo ello indica que esta aproximacién terapéutica con péptidos de células T de Pru p 3 y ligando
del TLR9 representa un buen enfoque para inducir tolerancia en ratones alérgicos al melocotdn.
Ademas de los TLR, los receptores de lectina de tipo C representan otro objetivo potencial en las
células presentadoras de antigenos que pueden mejorar la captacién y presentacion de diferentes
compuestos modulando la respuesta inmunoldgica, como se ha demostrado usando
nanoparticulas de oro y glicodendrimeros [253, 268]. En enfermedades alérgicas, los alergoides
conjugados con manano han demostrado aumentar la captacién de alérgenos y ser capaces de
inducir la produccién de células reguladoras FoxP3" [256, 317].

En este estudio hemos reunido estos elementos para crear un nuevo enfoque de ITSL para tratar la
alergia al melocotdn, en el que uno o cuatro péptidos de Prup 3 que actlan como epitopos de
células T se combinan con dendrones que contienen moléculas de manosa en su estructura,
D;ManPrup3 o Ds;ManPrup3. Ademds, se han probado diferentes concentraciones de los
compuestos (1, 2 y 5nM) para valorar la mas adecuada para el tratamiento. Los resultados
sugieren que a pesar de que se indujo proteccién frente a Pru p3 conlaITSLa 2y 5 nM, la
cantidad d6ptima de compuesto seria de 2 nM, ya que ésta indujo una respuesta protectora
prolongada tras la finalizacién de la ITSL, es decir una respuesta de tolerancia. Ademas, se produjo
una disminucidn tanto en los niveles como en el nimero de células productoras de Igk e 1gG1
especificas de Pru p3, en la proliferacién de esplenocitos CD4" especificos de Pru p 3 y produccion
de IL-4, todo ello acompafiado de un aumento de esplenocitos productores de IFN-y e IL-10 y
células Tregs.

Cuando se evalla el efecto de la ITSL con estos glicodendropéptidos directamente en las CD
observamos que el tratamiento con D;ManPrup3 a 2 nM, induce una disminucidn significativa de
IL-4, con un aumento paralelo de CD productoras de IFN-y e IL-10. Esto sugiere que la ITSL ademas
de inducir la presentacidon del alérgeno por las CD, las modula para producir moléculas de
sefializacion especificas necesarias para inducir Tregs y asi suprimir la respuesta Th2 [318]. En
estudios anteriores se ha observado que los cambios en CD CD11c¢'CD103" durante la ITE estdn
relacionados con la induccidn de células reguladoras FoxP3" especificas de antigeno [319, 320]; sin
embargo, aunque observamos aumentos en células FoxP3’, no se encontraron cambios
significativos en CD CD11c'CD103". Esta discrepancia podria deberse al hecho de que las células

CD11c'CD103" de diferentes ganglios linfaticos se analizaron juntas, dificultando la bisqueda de
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cambios especificos en esta poblacion. Por ello, serdan necesarios estudios mas especificos para
identificar si nuestro sistema modifica solo un subconjunto de CD, es decir, los ganglios linfaticos
submandibulares, los mesentéricos o ambos.

Como se menciond anteriormente uno de los principales objetivos de la ITSL como tratamiento
para la AA es la induccion de tolerancia sostenida tras la finalizacién del tratamiento. Cuando
analizamos este efecto con los glicodendropéptidos de Pru p 3, encontramos que solo
D;ManPrup3 administrado a 2 nM indujo una tolerancia hasta cinco semanas después de
suspender el tratamiento, en un 90% de los ratones. Dicha tolerancia fue confirmada a nivel
inmunolégico, ya que el perfil de los pardmetros fue similar al obtenido una semana después de
finalizar el tratamiento. Es importante destacar que, en nuestro modelo, a diferencia que en
trabajos anteriores, esta tolerancia se logré sin la exposicidon continua al alérgeno, requisito que
otros han propuesto para mantener el estado de no respuesta [321].

Con respecto a Ds;ManPrup3 administrado a 2 nM, a diferencia de los resultados observados con la
estructura tetramérica con CpG en el estudio previo, si observamos efectos beneficiosos tanto in
vivo como in vitro 1 semana después del tratamiento. Sin embargo, este efecto desaparecio
después de 5 semanas, lo que podria indicar que lo que se produce es una desensibilizacion en
lugar de una tolerancia. Por tanto, en este segundo estudio se confirman los menores efectos del
compuesto tetramérico, DsManPrup3, en comparacion con el monomérico, D;ManPrup3.

Un hallazgo interesante de este estudio fue la confirmacién de que D;ManPrup3 solo indujo un
efecto beneficioso a largo plazo cuando se administré a 2 nM. Las concentraciones mas altas
(5nM), indujeron inicialmente un efecto protector, sin embargo, esto desaparecié después de 5
semanas. Este efecto dosis-dependiente se ha observado previamente para ITE en un modelo
murino de alergia a las gambas [284] y en 2 ensayos de ITE intranasal para rinitis y rinoconjuntivitis
[322, 323]. Los efectos a largo plazo obtenidos con D;ManPrup3 a 2nM se asociaron con la
induccion de células Treg FoxP3" y con la produccidn de IL-10, ambas consideradas esenciales en la
induccidn de tolerancia [187, 284, 324].

Con este estudio se ha demostrado que esta ITSL basada en un glicodendropéptido monomérico
de Pru p 3 con moléculas de manosa en su estructura (D;ManPrup3) induce proteccion, tal como
se define por la ausencia de sintomas de anafilaxia contra el alérgeno Pru p 3. Esta tolerancia se
asocié con una disminucion de la respuesta Th2 (IgE, 1gG1 e IL-4) y un incremento del patrén
Th1/Treg (IFN-y e IL-10). Ademas, se consiguié una proteccion sostenida a largo plazo, durante al
menos 5 semanas después del tratamiento, sin la necesidad de mantener un contacto regular con
el alérgeno. Por lo tanto, D;ManPrup3 representa un nuevo y prometedor enfoque de
inmunoterapia especifica que no requiere adyuvantes adicionales y, ademas, el disefio moleculary

la ruta quimica para acceder a la composicidon la hacen altamente versatil y potencialmente
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adaptable a otros tipos de alérgenos para los cuales se conozcan los epitopos T

inmunodominantes del determinante antigénico.
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La respuesta anafilactica especifica de Pru p 3, demostrada in vivo por una caida de
temperatura corporal significativa junto con la aparicidon de sintomas de anafilaxia y niveles
elevados de inmunoglobulinas tipo Th2 (IgE e 1gG1) puede generarse después de la

sensibilizacidn nasal a Pru p 3 en combinacién con LPS como adyuvante.

Comparado con el grupo de ratones sensibilizados sin sintomas (solo con Pru p 3), el grupo de
ratones anafilacticos (con Pru p 3 + LPS) muestra unos niveles significativamente mas elevados
de IgE e IgG1 especificas a Pru p 3, lo que sugiere un papel clave de estas inmunoglobulinas en
la respuesta clinica pudiendo ser biomarcadores para diferenciar la sensibilizacion de la alergia

real.

La ITSL especifica basada en dendrimeros monoméricos con péptidos T de Pru p 3
administrada junto con CpG representa un buen enfoque para inducir tolerancia en ratones
alérgicos al melocotdn, por la disminucidn en la respuesta efectora de Th2 con una reduccién
de IgE e 1gG1 especificas a Pru p 3, disminucidn en la respuesta proliferativa de células T CD4"
especificas y en la produccién de IL-4 y un aumento simultdneo de células Treg y produccién

de IFN-y e IL-10.

La ITSL especifica basada en glicodendropéptidos de Pru p 3 (D,ManPrup3) es una
aproximacién innovadora y prometedora ya que induce tolerancia contra el alérgeno Pru p 3.
Esta tolerancia se asocia con una disminucion de la respuesta Th2 (IgE, 1gG1 e IL-4) y un patrén
Th1/Treg incrementado (IFN-y e IL-10). La ventaja de estos glicodendropéptidos sobre los
dendropéptidos reside en que el adyuvante estd incorporado a la estructura y va a actuar

sobre las dianas inmunoldgicas de forma simultanea al alérgeno.

La valencia y tamano de las estructuras influyen significativamente en la inmunoproteccién
inducida contra la anafilaxia ya que las estructuras monovalentes protegen en el 80-90% de los
ratones tratados mientras que las tetravalentes solo inducen proteccion en el 30% de los
ratones tratados tanto a la semana como un periodo de tiempo tras finalizar el tratamiento.
Dicho efecto diferencial podria deberse a la capacidad de penetracion a nivel de mucosa, a la
captacién por las células presentadoras de antigenos como las células dendriticas y a la
capacidad de puenteo de IgE especificas unidas a la superficie de células efectoras, mastocitos

y basdfilos.
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D;ManPrup3 administrado a 2 nM induce el mantenimiento de la tolerancia hasta cinco
semanas después de suspender el tratamiento, con un 90% de los ratones sin sintomas
anafilacticos tras la provocacidn y sin necesidad de una exposicién continua al alérgeno. Por
otra parte, D;ManPrup3 administrado a 5 nM genera un efecto de desensibilizacidon con una

respuesta de proteccién transitoria.
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ARTICULO 1

LPS promotes Th2 dependent sensitisation leading
to anaphylaxis in a Pru p 3 mouse model
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Rodriguez MJ, Aranda A, Fernandez TD, Cubells-Baeza N, Torres MJ, Gémez F, Palomares F,
Perkins JR, Rojo J, Diaz-Perales A, Mayorga C. LPS promotes Th2 dependent sensitization leading to
anaphylaxis in a Pru p 3 mouse model. Scientific Reports, 2017 Jan 13, 7:40449. DOI:
10.1038/srep40449.

Pru p 3 is the major peach allergen in the Mediterranean area. It frequently elicits severe
reactions, limiting its study in humans, raising the need for animal models to investigate the
immunological mechanisms involved. However, no anaphylaxis model exists for Pru p 3. We
aimed to develop a model of peach anaphylaxis by sensitising mice with Pru p 3 in combination
with lipopolysaccharide (LPS) as an adjuvant. Four groups of mice were sensitised intranasally:
untreated; treated with Pru p 3; treated with LPS; treated with Pru p 3 + LPS. After sensitisation
mice were intraperitoneally challenged with Pru p 3 and in vivo and in vitro parameters were
evaluated. Only mice in the Pru p 3 + LPS group showed anaphylaxis symptoms, including a
decrease in temperature. Determination of in vitro parameters showed a Th2 response with an
increase of Pru p 3-specific IgE and IgG1. Moreover, at the cellular level, we found increased
levels of IgE and 1gG1 secreting Pru p 3-specific cells and a proliferative CD4" T-cell response.
These results demonstrate that Pru p 3-specific anaphylaxis can be generated after nasal
sensitisation to Pru p 3 in combination with LPS. This is a promising model for evaluating food

allergy immunotherapies.
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Pru p 3-Epitope-based sublingual Immunotherapy in
a murine model for the treatment of peach allergy
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Rodriguez MJ, Mascaraque A, Ramos-Soriano FJ, Torres MJ, Perkins JR, Gédmez F, Garrido M,
Cubells N, Andreu D, Diaz-Perales A, Rojo J, Mayorga C. Pru p 3-Epitope-based sublingual
immunotherapy in a murine model for the treatment of peach allergy. Molecular Nutrition & Food

Research. 2017 Jun 6. 61 (10). DOI: 10.1002/mnfr.201700110.

Scope: Food-specific immunotherapy (SIT) is a promising treatment for lipid transfer protein
(LTP)-syndrome. We propose a novel sublingual-SIT (SLIT) that combines a Pru p 3 T-cell peptide
and an oligodeoxyribonucleotide (ODN) with CpG motifs (ODN-CpG) as adjuvants to induce a
specific Th1/Treg response.

Methods and results: LTP-peach allergic mice were treated sublingually with a combination of a
CpG sequence and mono- or tetravalent systems including a Pru p 3 peptide, D,(Prup3) or
D,(Prup3). Mice were challenged intraperitoneally with Pru p 3 one or three weeks after SLIT
and tolerance was assessed.

Mice treated with D,(Prup3)+CpG were protected from anaphylaxis after Pru p 3 challenge. They
showed no change in body temperature, lower levels of Pru p 3-specific IgE and 1gG1 antibodies
and higher levels of slgG2a compared to the untreated group. They had fewer IgE and IgG1
secreting cells and more slgG2a secreting cells. Moreover, a significantly lower number of Pru p
3-specific CD4+T cells and a higher number of Treg cells were found, alongside a Thl cytokine
pattern. These changes were maintained for three weeks after stopping treatment.

Conclusion: D;Prup3+CpG represents a promising SIT for food allergy. It is easily synthesized and
induces protection from anaphylaxis to Pru p 3 that is maintained for at least three weeks.
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ARTICULO 3

Glycosylated nanostructures in sublingual
immunotherapy induce long-lasting tolerance in LTP
allergy mouse model




Rodriguez MJ, Ramos-Soriano J, Perkins JR, Mascaraque A, Torres MJ, Gémez F, Diaz-Perales A,
Rojo J, Mayorga C. Glycosylated nanostructures in sublingual immunotherapy induce longlasting
tolerance in LTP allergy mouse model. Scientific Reports, 2019 Mar 11, 9:4043. DOI:
10.1038/s41598-019-40114-7.

An effective specific immunotherapy should contain elements to generate specific recognition
(T-cell peptides) and to modulate the immunological response towards a Th1/Treg pattern by
enhancing dendritic cells (DCs). We propose a novel sublingual immunotherapy for peach
allergy, using systems, that combine Prup3-T-cell peptides with mannose dendrons
(D;ManPrup3 and D;ManPrup3). Peach anaphylactic mice were treated 1, 2 and 5 nM
concentrations. Tolerance was assessed one/five weeks after finishing treatment by
determining in vivo/in vitro parameters after challenge with Pru p 3. Only mice receiving
D;ManPrup3 at 2 nM were protected from anaphylaxis (no temperature changes, decrease in
Pru p 3-sig and -slgG1l antibody levels, and secreting cells) compared to PBS-treated mice.
Moreover, an increase of Treg-cells and regulatory cytokines (IL-10+/IFN-y+) in CD4*-T-cells and
DCs were found. These changes were maintained at least five weeks after stopping treatment.
D;ManPrup3 is an effective new approach of immunotherapy inducing protection from

anaphylaxis which persists after finishing treatment.
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