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AA: Alergia a alimentos.

AID: del inglés activation induced deaminase.
AIT: del inglés allergen-specific immunotherapy.
APC: del inglés antigen presenting cell.

BCR: del inglés B cell receptor.

Breg: células B reguladoras.

CD4: cluster de diferenciacion 4.

CD23: cluster de diferenciacién 23.

CD25: cluster de diferenciacién 25.

CD28: cluster de diferenciacién 28.

CD40: cluster de diferenciacién 40.

CD80: cluster de diferenciacién 80.

CD81: cluster de diferenciacién 81.

CD86: cluster de diferenciacién 86.

CD152: cluster de diferenciacién 152.

CLR: del inglés C-lectin receptor.

CTLA4: del inglés cytotoxic T lymphocyte antigen 4.
DAMPs: del inglés damage-associated molecular patterns.

DC-SIGN: inglés Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-

integrin.

DEGs: del inglés differentially expressed genes.

DMPRs: del inglés differentially methylated promoter regions.

EAACI: del inglés European Academy of Allergy and Clinical Inmunology.
EPIT: del inglés epicutaneous immunotherapy.

FceRI: receptor de alta afinidad de la IgE.

FceRII: receptor de baja afinidad de la IgE.

GALT: del inglés Gut-associated lymphoid tissue.
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GDP: glicodendropéptido.

GM-CSEF: factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos.
ICOS: co-estimulador inducible de células T.

IgE: Inmunoglobulina de tipo E.

IgEe: Inmunoglobulina de tipo E especifica.

IgG: Inmunoglobulina de tipo G.

IgM: Inmunoglobulina de tipo M.

IL: interleuquina.

IL-2R: receptor de la IL-2.

IL-10R: receptor de la IL-10

[L4ra: receptor alfa de la IL-4.

ILC2: Del inglés innate lymphoid cell type 2.

ILC3: Del inglés innate lymphoid cell type 3.

LTP: del inglés lipid transfer protein.

MCT: del inglés microcrystalline tyrosine.

MHC-II: complejo mayor de histocompatibilidad de tipo II.
NGS: del inglés next generation sequencing.

NLM: nédulo linfatico mesentérico.

OIT: del inglés oral immunotherapy.

PAMPs: Del inglés pathogen-associated molecular patterns.
PD-1: Del inglés programmed death 1.

PD-L1: Del inglés programmed death ligand 1.

RNA-seq: del inglés RNA sequencing.

SCIT: Del inglés subcutaneous immunotherapy.

TCR: del inglés T cell receptor.

TGF-p: Del inglés transforming growth factor beta.

Thl: T helper 1.



Th2: T helper 2.
TLR: del inglés toll-like receptor.

TNFa: Del inglés tumor necrosis factor alpha.

Treg: T regulador.
WGBS-seq: del inglés whole genome bisulphite sequencing.
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En la actualidad la alergia a alimentos es una patologia en auge, un 3,28% de la poblacién
adulta espafiola es alérgica a algun alimento, la mayor parte a alimentos de origen
vegetal. De entre los alérgenos de origen vegetal destacan las proteinas de transferencia
de lipidos (LTPs) como los agentes causantes mds frecuentes en el drea mediterrdnea;
siendo Pru p 3, el alérgeno mayor del melocotdn, la LTP con mayor prevalencia. Reducir
el manejo de la alergia a LTPs inicamente a la evitacion puede ser problemadtico, porque
es frecuente encontrar pacientes que padecen sindrome LTP, el cual afecta a la calidad
de vida de los pacientes al incrementar el numero de exposiciones accidentales debido a
las caracteristicas panalergénicas de estas proteinas. Por esto, la induccidn de tolerancia
mediante inmunoterapia alérgeno-especifica es la unica alternativa de tratamiento
seguray efectiva; estudios previos han probado que la inmunoterapia alérgeno-especifica
puede incrementar la tolerancia tanto en pacientes como en un modelo murino de
anafilaxia a melocotdn. Sin embargo, existen limitaciones en la efectividad a largo plazo.
Por tanto, es necesario estudiar los mecanismos inmunitarios, celulares y moleculares
que subyacen a la tolerancia inducida, para establecer nuevos biomarcadores
progndsticos de respuesta al tratamiento. Esta tesis doctoral se ha desarrollado entorno
a un modelo animal de inmunoterapia sublingual para melocotdn, que consigue producir
tanto fenotipos tolerantes a largo plazo como desensibilizados transitoriamente, lo que
ha permitido conducir nuevas investigaciones exploratorias que arrojan luz sobre
algunas cuestiones que rodean a la diversidad de respuestas a un mismo tratamiento

inmunomodulador.

En esta tesis doctoral se han conducido tres experimentos de secuenciacién
masiva. El primero estudid los cambios de expresién génica manifestados por las células
dendriticas de ganglios linfdticos tras la inmunoterapia, hallindose un panorama
transcripcional especifico del tratamiento y por tanto de la proteccion frente a Prup 3 a
largo plazo. Las células dendriticas de los animales tolerantes mostraron expresion

diferencial en genes que inducen la actividad tolerogénica y promueven la respuesta
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reguladora de las células T. Mientras que en los animales desensibilizados se encontré
expresion diferencial en genes relacionados con los procesos proinflamatorios que
menoscaban la proteccion a melocotdn. Los otros dos experimentos de secuenciacion
estudiaron los cambios epigenéticos surgidos tras la inmunoterapia en las células
dendriticas y en las células T reguladoras, estos cambios se originaron también de un
modo tratamiento-dependiente, y por lo tanto se asociaron también a los fenotipos
tolerante o desensibilizado. En las células dendriticas se observaron diferencias
significativas de metilacion en los promotores de multiples genes expresados
diferencialmente, y que se relacionan con los mecanismos tolerogénicos o
desensibilizantes. Por ultimo, se hallaron diferencias significativas de metilacion en
diversos factores de transcripcién, p.e. GATA-3y FoxP3, esenciales para la estabilidad y
funcién de las células T reguladoras. Estos resultados permiten proponer diversos
biomarcadores progndsticos de respuesta a la inmunoterapia, que pueden aplicarse a

nivel de expresion, tanto en ARN como en proteina, como a nivel epigenético.
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La alergia se define como una condicion no esporddica en la que el individuo
experimenta una reaccion inmunoldgica anormal tras la exposicién a una sustancia
inocua denominada alérgeno, por consiguiente, la etiologia de esta enfermedad se
considera condicionada por la naturaleza del individuo y su contexto ambiental’. El
término alergia no se acuid ni delimitd fisiopatoldgicamente hasta inicios del siglo XX,
pese a esto, no era un fendmeno de aparicion reciente. Existen multiples testimonios
historiograficos que discurren desde el antiguo Egipto de los faraones hasta la Edad
contemporanea, pasando por la Roma imperial, la Grecia cldsica o Al-Andalus, y que
atestiguan la presencia de esta patologia en todos los periodos de la historia. No obstante,
no existian las condiciones materiales o intelectuales adecuadas que permitieran el
reconocimiento de la etiologia y la definicion terminoldgica de la alergia. Fue finalmente
gracias a los descubrimientos cientificos alcanzados durante el siglo XIX por cientificos
como Paul Ehrlich o Charles H. Blackley, cuando en 1906 Clemens Vons Pirquet
presentd en Viena un concepto innovador, alergia, conformado por los vocablos griegos
“allos” (otro) y “ergon” (respuesta), que se extendié rdapidamente por todo el mundo y se
ha conservado hasta la actualidad como nombre preferente para esta entidad patoldgica®.
La alergia, por lo tanto, no es un fendmeno nuevo, y tampoco es exclusivo de las
poblaciones residentes en el primer mundo, sino una enfermedad de prevalencia
ascendente que se ha convertido ya en una de las principales epidemias en sociedades
avanzadas, este crecimiento se estima que alcanza hasta el 30% de la poblacién europea®
y a alrededor de 500 millones de personas en el conjunto total de la poblacién mundial®.
En consecuencia, la alergia es un problema ineludible para los sistemas sanitarios y la
industria farmacéutica asociada, por lo que es de vital interés el estudio de los procesos
celulares y moleculares que subyacen a esta patologia tanto para su diagndstico como

tratamiento.

Tal y como se han definido, las reacciones alérgicas pueden desencadenarse tras

la exposicidn a un alérgeno, que puede tener origenes muy diversos como pdlenes,
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esporas, pelaje y caspa, venenos de insectos, farmacos o incluso alimentos. El objeto de
esta tesis doctoral es el estudio de aquellas reacciones alérgicas producidas por los

alérgenos de origen alimentario.



1. Tipos de reacciones adversas a alimentos

La alergia a alimentos (AA) es aquella reaccién inmune adversa reproducible que se
desencadena tras la exposicion, generalmente por ingesta, a un determinado alimento,
entendiendo como tal toda aquella sustancia destinada al consumo humano, sin incluir
farmacos, cosméticos y derivados del tabaco®. Estas reacciones adversas no deben
confundirse con las reacciones no mediadas por el sistema inmune, las cuales se
denominan intolerancias alimentarias, siendo un ejemplo cldsico la intolerancia al
disacdrido lactosa. Ademds, se debe puntualizar que existen reacciones adversas no
alérgicas derivadas de la toxicidad propia o adquirida de un alimento, denominadas
reacciones toxicas. En definitiva, en la AA las reacciones son provocadas por alérgenos
que pueden proceder de cualquier tipo de alimento incluido en la dieta. No obstante,
determinados alimentos se consideran mds alergénicos que otros, puesto que se
encuentran sobrerrepresentados epidemiolégicamente frente a otros alimentos y alguna
de sus caracteristicas fisicoquimicas facilita el desarrollo de la enfermedad. En secciones
posteriores se tratard la alergenicidad de determinados alimentos, especificamente de
alguno de sus componentes proteicos. Finalmente, en el esquema representado en la
Figura 1 se muestra la clasificacion de las distintas reacciones adversas a los alimentos
segun fueron definidas por la Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica

(EAACI, por sus siglas en inglés)®’.

Reaccion adversa alimentaria

Toxica No toxica
Intolerancia Hipersensibilidad
(No inmunoldgica) (Inmunoldgica)
No adaptativa o innata Adaptativa
No mediada por IgE Mediada por IgE

Figura 1. Clasificacidn de las reacciones adversas a los alimentos.
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1.1 Tipos de reacciones inmunes adversas a los alimentos

Anteriormente, se ha establecido como condicidon necesaria que la reaccion adversa a los
alérgenos alimentarios sea mediada por el sistema inmune para ser considerada una
reaccion de hipersensibilidad o alérgica. Y son los mecanismos humorales y celulares de
esta reaccion inmune los que causan en ultimo lugar el conjunto diverso de
manifestaciones clinicas que se asocian a esta patologia. Es mds, los cuadros clinicos
especificos que se observan en la practica clinica estdn mediados por mecanismos
inmunitarios concretos, por lo que las reacciones alérgicas a alimentos, o a cualquier otro
alérgeno, pueden clasificarse en funcién de los agentes inmunes implicados en el
desarrollo de la enfermedad y en su sintomatologia. En la década de 1960 se formulé por
Gells y Coombs una clasificacién que dividia las reacciones de hipersensibilidad
perniciosas, en funcién del mecanismo efector involucrado, en cuatro categorias que se

exponen a continuacion®,

Las reacciones tipo I (Figura 2A) son aquellas en las que se crean
inmunoglobulinas de tipo E (IgE) especificas para el alérgeno, que inducen la
degranulacion de mastocitos y baséfilos provocando una reaccion que se desencadena en
menos de 1 hora, por lo que también se conocen como reacciones inmediatas. Este tipo
de reacciones requieren de un proceso de sensibilizacién que capacite a los linfocitos B
para producir IgE especifica. Dos ejemplos paradigmadticos de este tipo de reacciones
son la anafilaxia y la hiperreactividad bronquial en el asma. Las reacciones de
hipersensibilidad de tipo I son predominantes en las alergias a alimentos por lo que es
en estos mecanismos donde se va a profundizar en la investigacion de este estudio. En la
siguiente seccién se describe con mayor detalle la cronologia, los mecanismos y la

resolucidn de estas reacciones.

Las reacciones de tipo II (Figura 2B) son reacciones mediadas por

inmunoglobulinas de tipo G (IgG) e inmunoglobulinas de tipo M (IgM). Estas IgG e IgM



se unen al antigeno que se encuentra adherido a su vez a la superficie de una célula, que
tipicamente suele ser un eritrocito, un neutréfilo, una plaqueta o una célula epitelial.
Induciendo citotoxicidad celular, fagocitosis y activacion del sistema del complemento.
La activacién de estos mecanismos resulta en la destruccién de las células que tienen
adherido el antigeno. Este tipo de reacciones se observa en enfermedades como la

trombocitopenia o la anemia hemolitica autoinmune.

Las reacciones de tipo III (Figura 2C) son aquellas mediadas por complejos
inmunes conformados por la unién de alérgenos e inmunoglobulinas (IgG), que circulan
libremente por el torrente sanguineo hasta que se acumulan en determinados tejidos
como por ejemplo los vasos sanguineos, desembocando finalmente en procesos
inflamatorios locales producidos por células como los neutréfilos. Las reacciones de tipo

I1I son caracteristicas de la artritis reumatoide o el lupus eritematoso.

Finalmente, las reacciones del tipo IV (Figura 2D) son las que se producen por
mecanismos mediados por células efectoras, sin la produccidn de anticuerpos de ningun
tipo. En estas reacciones las células T se activan por la interaccién con una célula
presentadora de antigenos (APC del inglés antigen presenting cell) y desencadenan una
respuesta inflamatoria que puede ser muy diversa en funcidn del tipo o tipos de células
T involucradas, como pueden ser las células T helper 1, células T helper 17 o células T
citotdéxicas. Ademds, estas reacciones requieren entre 24-48 horas para desarrollar sus
sintomas tras la exposicion, y por eso se conocen como retardadas. Un ejemplo tipico de
las reacciones de tipo IV es la dermatitis por contacto, en la cual se produce una
respuesta de tipo T helper 1 que resulta en la activacion de los macréfagos. Finalmente
son los macréfagos los encargados de la produccién de diversas citoquinas
proinflamatorias como la interleuquina 1 (IL-1) y la IL-6, y otras sustancias inflamatorias

como componentes del sistema del complemento, especies reactivas de oxigeno o

45



enzimas lisosdmicas, que desencadenan los sintomas propios de la dermatitis por

contacto.

A) Tipo I - Reacciones mediadas por IgE

1 - Sensibilizaciéon 2 - Degranulacion
S— bod
—
‘ Mastocito .
Célula

plasmadtica —

i Histamina, Triptasa,
Basdfilo Leucotrienos,

= Receptor IgE # Antigeno Heparina ...

IgE especifica

B) Tipo II - Reacciones citotoxicas mediadas por IgG/M

A - Citotoxicidad celular B - Activacion del complemento

.E | Complejo inmune

C) Tipo III - Reacciones mediadas por complejos inmunes

CélulaT
citotoxica

= Receptor IgG IgG especifica @ Antigeno

, [=—=—=] ¥
® Antlgeno & qomPIEJO Activacién del
Ig especifica I ‘ & mm%lne complemento
depositado

@ Complemento

N

D) Tipo IV - Reacciones mediadas por células T

CélulaT
& k. citotdxica
[ | —
Q J — Dano tisular
\.,\\ - 4 S
o [ ]
Célula T helper 1 Macréfago
sensibilizada
L Antigeno

® Citoquinas

Figura 2 - Clasificacidn de las reacciones de hipersensibilidad.



En la actualidad, esta clasificacion se puede considerar superada pues existen
multitud de subtipos dentro de cada una de las cuatro clasificaciones iniciales, y pueden
encontrarse simultdneamente varios mecanismos implicados en una reaccién alérgica
determinada®. No obstante, aunque suponga un enfoque reduccionista, su uso sigue
siendo oportuno para entender la naturaleza de las reacciones de hipersensibilidad, ya
que por ejemplo determinados alérgenos, por sus caracteristicas propias como el peso

molecular, inducen mds un tipo u otro®.
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2. Epidemiologia y factores de riesgo de la alergia a alimentos

La AA no es una excepcion dentro de las enfermedades alérgicas, y por lo tanto multiples
estudios atestiguan el crecimiento de su prevalencia a nivel global®', acentudndose atin
mas en las sociedades desarrolladas donde afectan hasta a un 10% de la poblacién ™.
Esta prevalencia se verd incrementada en los préximos afos al no existir aun un
tratamiento definitivo y universal para esta enfermedad. Una prueba de este crecimiento
podemos encontrarla en el aumento de hasta tres veces de la prevalencia de la alergia a

cacahuete en Estados Unidos en los ultimos 20 afios™.

Al igual que la prevalencia difiere entre sociedades desarrolladas y en vias de
desarrollo, esta también presenta diferencias marcadas en funcién de la edad, la
prevalencia es mayor en la nifiez que en la edad adulta; a pesar de que los pacientes
adultos pueden padecer una alergia persistente desde la infancia o a partir de una de
nueva aparicién. Por ejemplo, en Estados Unidos dos estudios realizados entre los afios
2015 y 2017 estimaron que la prevalencia de la alergia a alimentos en la infancia se
encuentra entre un 5,7% en uno de ellos y un 7,6% en el otro, no obstante, estos estudios
estdn limitados metodoldgicamente al estar basados unicamente en encuestas'®®. Sin
embargo, otros estudios que se apoyan en metodologias mads fiables y especificas como
son las provocaciones orales o la IgE especifica (IgEe) obtuvieron cifras similares de
prevalencia infantil. Concretamente, un estudio basado en provocaciones orales
conducido en Australia estimé que la AA se manifestaba entre un 5% y un 10% de los
ninos de etapa preescolar. Otro estudio realizado sobre poblaciones asidticas, China y
Corea, basado en la historia clinica y el estudio de la IgEe, obtuvo una prevalencia

aproximadamente del 7% en ese mismo rango de edad”"®.

Mientras tanto, estudios en la poblacion adulta como EuroPrevall encontraron
una prevalencia de 0,1-4,1% considerando unicamente a los pacientes adultos

confirmados por provocacién oral, y de 0,3-5,6% teniendo en cuenta ademads los casos con



IgEe detectada a algun alimento y los reportados por la historia clinica. Este proyecto
ademds desglosa la informacidn entre distintos paises europeos, alcanzando el maximo
en Suiza (5,6%) y el minimo en Grecia (0,3%)'. En Espana (Figura 3A) se obtuvo una
prevalencia de alergia a cualquier alimento de 3,28%'. Sin embargo, se debe ser cauto
con las prevalencias reportadas en la literatura, ya que generalmente las metodologias
aplicadas en los estudios son muy dependientes de la percepcion de los propios pacientes
y de las definiciones de AA utilizada en cada estudio™. Ya se ha observado, en revisiones
sistematicas, una baja correlacion entre el reporte de los pacientes y la confirmacién por
provocacion oral®. Esto evidencia ademds el reto técnico que supone el diagndstico de la
AA, ya que solo la provocacion oral ofrece total garantias. Y esta prdctica no estd exenta
de riesgo y tiene un coste humano relativamente alto, por lo que la indagacidn en la
historia clinica deberia ser cumplimentada con la informacidn aportada por técnicas in
vivo, como los test cutdneos o la medicidn de la IgEe del alérgeno alimentario | y de
técnicas in vitro como el test de activacion de baséfilos (BAT del inglés basophil activation
test); una prometedora técnica emergente que permite discriminar individuos tolerantes
de alérgicos de un modo mds preciso, ademds de incorporar pardmetros que permiten
predecir la gravedad de la reaccidon presentada por los sujetos en el test de provocacion

oral‘l8—20

Otro fendmeno epidemioldgico que es necesario abordar son los patrones en las
frecuencias relativas que presentan los distintos alérgenos alimentarios en funcién del
pais, regidn o cultura gastrondmica en la que se estudian®. Por ejemplo, en Estados
Unidos un grupo de alimentos compuesto por la leche, el huevo, el cacahuete, los frutos
secos, la soja, el trigo, el pescado, el marisco y el sésamo causan el 90% de las alergias a
alimentos'®®?. Entre estos, el cacahuete es especialmente importante, y no solo en
Estados Unidos, sino también en otros paises de la esfera de influencia anglosajona como
el Reino Unido o Australia, mientras que, en paises del drea mediterrdnea como Espaiia

o Italia, la alergia al cacahuete presenta una prevalencia significativamente menor. Y a
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su vez, en estas regiones se encuentra una prevalencia mayor de otro alérgeno de origen
vegetal como es el melocotén™'*. Continuando en el contexto geogréafico del sur de

Europa, los alérgenos alimentarios mds frecuentes tienen origen vegetal (Figura 3).
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Figura 3 - Frecuencias de los distintos alérgenos alimentarios en la poblacidn espanola. A) Datos

extraidos del estudio Europrevall®. B) Datos extraidos del estudio Alergolégica 2015%.



En el caso concreto de Espafa, un estudio conducido en 2015 confirmd esta
predominancia de los alérgenos vegetales (Figura 3B), con una subida del 4% con respecto
a datos registrados una década antes*. Dentro de la categoria vegetal, las frutas frescas
componen aproximadamente el 45% de los causantes de alergia a alimentos, y de entre
éstas destacan la familia de las rosdceas, a la que pertenece el melocotén ademds de otras
frutas como la manzana, la pera, la ciruela o la cereza. Concretamente, del melocoton
procede el principal alérgeno vegetal implicado en las alergias alimentarias en paises
como Espaia, Italia y Portugal, la proteina de trasferencia lipidica LTP (del inglés lipid
transfer protein) Pru p 3. Esta LTP se define como alérgeno mayoritario, ya que el 75,6%

de los pacientes alérgicos estdn sensibilizados a esta proteina®.

Desde un punto de vista epidemioldgico, una de las razones por las que las
alergias alimentarias tienen especial relevancia clinica e incrementan la carga asistencial
a los sistemas de salud, es que esta patologia estd detrds del 81% de los casos de anafilaxia
en ninos y de entre el 30 y el 50% de los casos en la poblacidon general en Norte América,
Australia, Europay Asia®. Y eso es especialmente relevante, porque en los pacientes con
reacciones graves, la exposicion incluso a cantidades pequenas del alimento puede
producir una reaccion fatal. Ademads, se pueden producir por contaminaciones cruzadas,
por contacto con fluidos corporales de otras personas que hayan consumido el alimento
e incluso por derivados del cocinado de los alimentos como los humos*. Como resultado
se producen al ano entre 0,03 y 0,3 muertes por millon de personas en la poblacién
general” de entre las 4-5 reacciones de anafilaxia grave cada 100.000 personas que se

desencadenan cada ano'.

En esta seccidn se han descrito una serie de generalidades epidemioldgicas sobre
la AA que ponen de manifiesto no sdlo el cardcter epidémico de esta patologia, sino que
también expone las diferencias que existen en la prevalencia cuando se estratifica la
poblacién por edad, lugar de residencia o habitos alimenticios. Existen por lo tanto

cuantiosos factores de riesgo, ademds de los ya comentados, que influyen en la
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probabilidad de padecer AA*, por ejemplo, el género, la deficiencia de vitamina D, la
obesidad, o la presencia de determinadas variantes en el genotipo®®. Otros factores
tienen cardcter progndstico, pues permiten estimar la gravedad de las reacciones que se
producirdn tras la exposicién, como por ejemplo el consumo de alcohol, las infecciones
virales o el ejercicio fisico?. El estudio de estos condicionantes permite abordar la AA
desde la medicina preventiva y priorizar la evaluacién y tratamiento de aquellos

pacientes con alto riesgo de desarrollar reacciones graves como la anafilaxia.



3. Fisiopatologia de las reacciones inmediatas o mediadas por IgE

Las reacciones de hipersensibilidad de tipo I constituyen la inmensa mayoria de las
reacciones alérgicas a los alimentos y se caracterizan esencialmente por la produccién
de IgE especifica para el alérgeno, que sensibilizan a las células efectoras, mastocitos y
baséfilos y que tras una interaccidén o puenteo con el alérgeno especifico se activardn.
Estas células degranulan inmediatamente, secretando una serie de mediadores
inflamatorios que desencadenan los procesos fisiopatolégicos que producen la
sintomatologia caracteristica de estas reacciones, como son la urticaria, el angioedema
o la anafilaxia. En los siguientes apartados se pormenorizan los procesos o fases

implicados en el desarrollo de estas reacciones en la alergia a alimentos.
3.1 Rol de la mucosa

En primer lugar, para que puedan actuar los mecanismos efectores inducidos por la IgEe,
es necesario que se adquiera la competencia para producir estas inmunoglobulinas, o lo
que es lo mismo, se debe producir la pérdida de tolerancia a un alérgeno alimentario.

Este proceso se conoce como sensibilizacion.

La sensibilizacidn en las alergias alimentarias habitualmente da comienzo en el
intestino delgado, donde los alimentos ingeridos, y posteriormente digeridos en éste y
en los organos que le preceden en el sistema gastrointestinal, circulan mientras se
absorben los nutrientes contenidos en los mismos. Esto ultimo estd regulado por la
barrera mucosa del tracto gastrointestinal que filtra selectivamente qué elementos
pueden pasar eventualmente al torrente sanguineo, evitando asi el paso de sustancias
nocivas para el organismo®. Por lo tanto, los alérgenos alimentarios deben atravesar el
epitelio intestinal y su capa mucosa para que las APC encargadas de iniciar la respuesta
inmune los capturen. Sin embargo, hay que sefialar que el encuentro entre el alérgeno y

las APC puede producirse en otras superficies mucosas del organismo expuestas al
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exterior, como son la piel o el tracto respiratorio. No obstante, la sensibilizacién por las
vias epicutdnea y nasal se produce por mecanismos andlogos, si no idénticos, a los

descritos a continuacion.

En la barrera mucosa intestinal existen dos vias que posibilitan el contacto entre
los alimentos y las APC, y principalmente son la via del transporte paracelular, es decir
por los espacios disponibles entre las células, y la via del transporte transcelular, que se
compone del muestreo y posterior transferencia por las células M (células de

micropliegue) y del paso asociado las células cdliz o caliciformes®*.

El epitelio intestinal esta conformado por un mosaico de distintos tipos de células
epiteliales, entre los que destacan por importancia los enterocitos absortivos, las células
caliciformes, las células M y las células enteroendocrinas, que cooperan para mantener
estructural y funcionalmente la barrera mucosa intestinal®. Esto es posible gracias a la
unidn estrecha entre las células, que define un espacio paracelular dindmico compuesto
por tres tipos de complejos de unidn: uniones estrechas, uniones adherentes y

desmosomas®%.

Los antigenos de origen alimentario pueden alcanzar las APC
residentes en la ldmina propia mediante la ruta paracelular, pero al contrario que las
moléculas hidrosolubles de poco tamano, los alérgenos requieren de un aumento de la
permeabilidad, que puede ocasionarse tras un dafno en los complejos de unién. Por
ejemplo, las cisteina proteasas provenientes de los alimentos danan a las ocludinas que
forman parte de las uniones estrechas y por tanto debilitan estas uniones permitiendo el
paso de macromoléculas e incluso microorganismos, fomentando el desarrollo de la
alergia a alimentos®. Este incremento de la permeabilidad también puede observarse
después una reduccion de la expresion de las proteinas que conforman las uniones

estrechas o las uniones adherentes, como la claudina o la E-cadherina, lo cual es

caracteristico de los pacientes que padecen enfermedades inflamatorias intestinales®.



La otra via por la que los antigenos pueden abandonar el lumen intestinal es la
via transcelular, que puede reducirse al paso por las células caliciformes y el paso por las
células M, ya que estos dos tipos celulares se asocian intimamente con el tejido linfoide
asociado al intestino (GALT del inglés gut-associated lymphoid tissue)®. Las células
caliciformes poseen una estructura celular que facilita el paso de los antigenos desde el
lumen hacia la lamina propia y que se conoce como pasaje para antigenos asociado a las
células caliciformes***, Este tipo de transporte se ha observado en otros tipos de células
epiteliales secretoras, como por ejemplo las células de Paneth®. Interesantemente, la
formacion de estos pasos puede estimularse por la interleuquina 13 (IL-13), una citoquina
caracteristica de las reacciones alérgicas del tipo que nos ocupa®. Ademds, el bloqueo de
este pasaje a través de la interrupcion de la ruta de senalizacién PI3K/CD38/cADPR
reduce los sintomas alérgicos®. Al mismo tiempo, los antigenos pueden abandonar el
lumen por una segunda via de paso transcelular, ruta que protagonizan las células M
asociadas a las placas de Peyer*}; el transporte de antigenos alimentarios por parte de las
células M es muy efectivo*’, porque estas células estin morfoldgicamente especializadas
para facilitar la endocitosis de los antigenos*. Adicionalmente, las células M expresan
en su membrana el MHC de clase II y presentan granulos acidicos, lo que indica que

participan también en la presentacion de antigenos®.

Cabe mencionar, que la captura de los antigenos puede producirse también
gracias al muestreo del lumen intestinal que realizan los macréfagos CX3CR1". Estos
macréfagos emiten prolongaciones de su citoplasma que discurren entre las células
epiteliales hasta alcanzar el lumen, y gracias a estas dendritas transepiteliales capturan

los antigenos que posteriormente proporcionardn a las células dendriticas*.

Otro elemento que forma parte estructural de la barrera epitelial y que tiene un
papel inmunorregulador, es la capa de moco que tapiza el epitelio, esta capa tiene la
densidad lo suficientemente laxa como para permitir el paso de los nutrientes y lo

necesariamente restrictiva como para impedir el acceso a los patdgenos®, esto
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l6gicamente puede influir en la capacidad de determinados alérgenos para contactar con
las APC. Ademds de esto, las mucinas que componen el moco, como por ejemplo la
glicoproteina MUCZ2, tienen un efecto inmunorregulador de especial relevancia, esta
glicoproteina estimula la produccién de mediadores tolerogénicos por parte de las
células dendriticas, como la interleuquina 10 (IL-10), el factor de crecimiento

transformante beta (TGF-f del inglés transforming growth factor beta) o el acido retinoico*.

Finalmente, el ultimo elemento que es necesario mencionar y que forma parte de
la barrera mucosa es la poblacidn de bacterias comensales residentes en esa region, estas
bacterias ejercen un efecto inmunoregulador beneficioso principalmente por dos vias.
La primera via es mediante la estimulacién del GALT proporcionando antigenos propios
de estas bacterias comensales, este proceso es necesario para el desarrollo y la
maduracion del GALT* . En ratones sin colonizar por bacterias se ha observado tanto
una disminucién de la poblacidon de células T reguladoras y de la secrecién de IL-10,

152 El otro modo en que la

como un incremento de la sensibilizacién a alérgenos
microbiota ejerce su influencia inmunorreguladora es mediante la produccidon de
diversos metabolitos, principalmente inosina y dcidos grasos de cadena corta (SCFA del
inglés short chain fatty acids), que promueven un perfil tolerogénico en el GALT
incrementando la produccidn de IL-10 y favoreciendo la diferenciacidn de los linfocitos

en células T reguladoras>~>.

Todo lo anterior pone de manifiesto la importancia de la integridad del epitelio
intestinal, y es que la presencia de filtraciones o alteraciones en el epitelio es critica para
que se desarrolle la reaccién inmune pro Th2 que estimula la producciéon de IgE
especifica. Estas filtraciones, o menoscabos, pueden aparecer tras un ataque que puede
iniciarse a partir de multiples fuentes ambientales como patdgenos, particulas de polen,
actividad proteasa de los propios alérgenos alimentarios o cambios desfavorables en la
microbiota (disbiosis)®®**”. Por lo tanto, en el inicio de la sensibilizacién tienden a

converger dos fenédmenos relacionados con el deterioro de la mucosa, la captacion de los



alérgenos por parte de las células presentadoras de antigenos, ya sea por la activacién de
las rutas de paso transcelulares o la pérdida de integridad en la ruta paracelular, y la
produccidon de mediadores inflamatorios por parte del epitelio que favorecen el sesgo
hacia una activacion Th2. Tras el menoscabo de la mucosa se liberan sustancias, de
origen proteico o no, que presentan patrones moleculares asociadas al dafno (DAMPs del

inglés damage-associated molecular patterns)®®

, estas sustancias son reconocidas por
diversas células del sistema inmunitario mediante alguno de los distintos tipos de
receptores de reconocimiento de patrones (PRR del inglés pattern recognition receptor)®
que expresan e inducen su activacion. Los DAMPs mds asociados a los dafos en la
mucosa epitelial intestinal son las citoquinas alarminas, como por ejemplo pueden ser la
IL-25, TSLP o la IL-33"°. Estas alarminas inducen las respuestas inmunes de tipo 2
mediante la activacidn de las células dendriticas residentes en la ldmina propiay también

la activacion de otros linajes como las células linfoides innatas de tipo 2 (ILC2)*®**".

3.2 Sensibilizacidn

En la seccidon que precede a esta, se ha descrito cdmo se origina un contexto
proinflamatorio que promueve la activacidon de las células dendriticas y otras células del
sistema inmune innato como las células ILC2. A continuacién, se van a detallar los
procesos celulares que finalizan con la produccidn de IgEe del alérgeno y la consecuente

sensibilizacidn.

En primer lugar, se puede considerar que la sensibilizacién comienza con la
activacion de las células dendriticas, esta activacién es necesaria para estimular la
produccion de IgE y se caracteriza por la captacidn, procesamiento y presentacion del
antigeno en los complejos MHC-II de su membrana®. Esto se realiza con una
modificacion celular paralela hacia un estado de maduracién que se define con un
incremento de la expresidon de las proteinas clister de diferenciacién 80 (CD80) y 86

(CD86), de activacion 40 (CD40), de migracién CCR7, TIM-4y OX40L en su membrana®.
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Este proceso culmina con la migracién dependiente de CCR7 de las células dendriticas
a los nddulos linfaticos mesentéricos (NLM)/GALT, donde se produce la presentacion en
el complejo mayor de histocompatibilidad de tipo II (MHC-II) de los fragmentos del
alérgeno procesado®a los linfocitos T®. Simultdneamente, las células ILC2 activadas por
las alarminas, especialmente IL-25, secretan interleuquinas como la IL-4, la IL-5, la IL-
9 y la IL-13 que sesgan la respuesta de estas c€lulas al alérgeno hacia una respuesta
proinflamatoria de tipo 2% siendo esenciales la IL-4 y la IL-13 para inducir el cambio
de isotipo en las células B®. Es entonces cuando la reaccién de hipersensibilidad se
traslada a los nddulos linfdticos mesentéricos que circundan el intestino, aunque

también se puede producir en otras regiones del GALT.

Durante la respuesta inmune, los linfocitos inmaduros o virgenes (ThO) han de
recibir tres sefnales para que se diferencien hacia células T helper 2, efectoras o
foliculares. La primera senal es la especifica que se origina por la interaccion entre el
receptor de las células T (TCR del inglés T cell receptor) y el antigeno procesado en el
entorno del complejo de histocompatibilidad en la membrana de las células dendriticas®.
La segunda senal la constituyen los coestimulos de CD80(B7.1) y CD86(B7.2)
recepcionados por el receptor de las proteinas de la familia B7 presente en la membrana
de los linfocitos CD28%. Por ultimo, la tercera sefial la forman todos los elementos que
promueven el fenotipo Th2 en los linfocitos que incluyen libracion de citoquinas y
quimioquinas. Para esta diferenciacion son clave dos proteinas presentes en las
membranas de las células dendriticas activadas, OX40L y TIM-4, que se unen a las
proteinas de los linfocitos T OX40 y TIM-1 respectivamente, estas interacciones han
demostrado ser criticas para el desarrollo de la respuesta de tipo Th2%. Otro elemento
esencial para adquirir el fenotipo Th2 son las senalizaciones de las citoquinas IL-2 e IL-
4, a través de los factores de transcripcion STATS y STAT6 respectivamente®.
Paraddjicamente, la IL-4 es probablemente el producto mds importante secretado por las

células Th2, pero se necesita una fuente alternativa previa de IL-4 que posibilite la



diferenciacién de los linfocitos en este fenotipo Th2, como por ejemplo pueden ser los
baséfilos®. Ademads, la IL-2 aumenta en los linfocitos la expresion del receptor alfa de

-4%%70 alimentando el bucle de

IL-4 (IL-4ra)®*° y facilita la transcripcion de la propia IL
retroalimentacion positivo pro-fenotipo Th2, la IL-2 en los NLM es producida por los
linfocitos T tras las sefales 1y 2 de su activacion®’”’. Esta sefalizacién por IL-2 es mds
potente en las zonas fronterizas entre células Ty B del nédulo linfatico, debido a la menor
presencia de células T reguladoras®, favoreciendo el estimulo de las células B que se
describird posteriormente. Finalmente, tras producirse todos los eventos que
promocionan la adquisicidn del fenotipo Th2 por parte de las células T se obtienen tres
subpoblaciones de células T, Th2 efectoras, Th2 foliculares (Thf2) y en menor medida
Th13 foliculares (Thf13) siendo las Th2 las mejores estudiadas®. Las células Th2
efectoras se caracterizan por abandonar los nédulos linfaticos para ejercer su funcién
localmente mediante la secrecion de grandes cantidades de citoquinas Th2, estds células
tienen un rol secundario durante la sensibilizacién”'. Por otro lado, las células Thf2 y
Thf13 son responsables de la activacion alérgeno-especifica de los linfocitos B que
induce el cambio de isotipo de la cadena pesada de las inmunoglobulinas de tipo M/G a

tipo E en los centros germinales de los nédulos linfaticos”"%

A continuacidn, acontece la induccién del cambio de isotipo y la produccién
masiva de IgE en los linfocitos B. El proceso de cambio de isotipo a tipo E, que tiende a
producirse secuencialmente desde IgM hasta IgE pasando por IgG, se conoce como
recombinacion de cambio de clase; porque se debe producir un reordenamiento del gen,
IGH en humanos o Igh en ratones, que codifica la cadena pesada de las
inmunoglobulinas™. En este gen se puede encontrar una region que contiene en tdindem
las multiples versiones de la region C o constante de la cadena pesada, estas regiones C
definen el isotipo de la cadena pesada, y son y, y3, v1, a1, y2, v4, € y 02 en humanos y p, §,
v3, v1, y2b, y2a, € y o en ratones; y por lo tanto es esencial la configuracién del transcrito

que se genera, y finalmente se traduce, para definir el isotipo de la inmunoglobulina.
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Esta recombinacién de cambio de clase depende necesariamente de dos eventos: de la
promocidn de la transcripcidn del gen que codifica la cadena pesada, y de la actividad de
una deaminasa inducida por activacion de los linfocitos B (AID del inglés activation
induced deaminase), que facilita el corte del ADN por la conversidn de citoquinas en
uracilos”; estos dos eventos se encuentran regulados por la accién de los linfocitos Thf

por dos vias diferentes.

La primera ruta es la que induce la transcripcion del gen de la cadena pesada, y
estd compuesta por las vias de senializacion de las citoquinas secretadas por las Thf2 y
Thf13, principalmente las interleuquinas IL-4 e IL-13. Los linfocitos B presentan dos
tipos de receptores para la IL-4, el tipo I que se compone de la cadena IL4-Ra y la cadena
comun yC, y el tipo II en el que la yC se sustituye por la cadena IL13-Ra; el receptor de
tipo I es exclusivo para la IL-4 mientras que al receptor de tipo II pueden unirse tanto
IL-4 como IL-13". La unidn de estas interleuquinas a los receptores de tipo I o II, siendo
la unidén entre la IL-13 y el receptor tipo II la interaccion mds estable y potente’™,
promueve la transcripcién del gen IGH en una cascada de senalizacidon intracelular
gobernada por el factor de transcripcion STAT6 "*7°. Ademsds, recientemente, se ha
descubierto que la produccién de IL-13 por parte de la poblaciéon Thf13 es vital para
producir la IgE especifica de alta afinidad que es esencial para la degranulacidn de los

mastocitos’®.

La segunda via de sefnalizacion es aquella en la que interviene el contacto directo
célula-célula entre las células Thf2 y los linfocitos B, y que provoca la activacion de la
enzima AID. Esta sefal es recibida por el linfocito B a través de CD40, situado en su
membrana, que se une al cldster de diferenciacién 154 (CD154), también conocido como
CD40L, y que se expresa en la membrana B de los linfocitos Thf2 tras la interaccidén
especifica del complejo formado por el receptor TCR y el complejo de diferenciacion 4
(CD4) con el MHC II cargado con el péptido del alérgeno, que se sitia en la membrana

del linfocito B*™. Esto ultimo, la carga del péptido en el MHC II, es el proceso que



confiere la especificidad a los linfocitos B y a su vez a la IgE. El receptor de células B
(BCR del inglés B Cell Receptor), que es muy similar a las IgM, se une al antigeno y da
comienzo a su internalizacion y procesamiento que finaliza en la presentacidn en el
MHC II"*%. La sefalizacion de CD40 en los linfocitos B activa una cascada de
sefializacién interna donde intervienen factores de transcripcién de la familia NF«xf que
incrementan la expresion de la deaminasa AID, promoviendo por lo tanto el proceso de
recombinacion’. Ademds, la interaccion entre la faceta APC de los linfocitos B y las
células Thf exacerba la produccidn de las citoquinas Th2 que favorecen el cambio de
isotipo, esto se produce por el aumento en la membrana de las células B de las proteinas

coestimuladoras de la familia B7, CD80 y CD86, que se unen a CD28 en las células T”".

Todos los procesos anteriormente descritos desembocan en la diferenciacion de
los linfocitos B en células plasmdticas que producen grandes cantidades de IgE
especifica para el alérgeno. No obstante, la sensibilizacidn finaliza con la unidn de la IgE
a los receptores de alta afinidad de la IgE (FceRI) presente de forma constitutiva en la
membrana de las células efectoras, basdfilos y mastocitos, ademds de en otros tipos
celulares como por ejemplo las células dendriticas. La unién de la IgE al receptor FceRI
estabiliza el receptor e incrementa su expresidén en las membranas de mastocitos y
baséfilos, aumentando la supervivencia de los mastocitos, pero no de los baséfilos””. En
la figura 4, se resumen graficamente todos los procesos expuestos hasta ahora en esta

seccion.
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3.3 Fase efectora de la respuesta alérgica

Tras la sensibilizacién, multiples células del sistema inmune quedan armadas por la
unién de la IgEe para el antigeno a los receptores de su membrana, y ante un segundo
encuentro con el alérgeno la unién de éste con varias moléculas de IgE desencadenard
una respuesta rapida y amplificada. En la Figura 5 se representa graficamente el proceso

que se describe a continuacion.

La respuesta efectora se caracteriza primordialmente por la unidn del alérgeno
de forma entrecruzada o crosslinking a mds de una IgE anclada a receptores de alta
afinidad adyacentes en la membrana de mastocitos y basdfilos; este tipo de unidn es
esencial para que los receptores FceRI se agreguen en la membrana celular, desatando la
cascada de senalizacion interna que culmina con la activacidén y secrecion de los

7881 este proceso es conocido como degranulacidn. Recibe este

mediadores inflamatorios
nombre porque mastocitos y basdfilos liberan masivamente los granulos citoplasmadticos
preformados en su citoplasma, y que contienen un conjunto heterogéneo de compuestos
bioactivos que van a mediar y provocar los sintomas caracteristicos de la alergia a
alimentos en este caso mediada por IgE. Entre las sustancias liberadas en la primera
oleada secretora destacan la histamina, proteasas como la triptasa o la carbopeptidasa
A3, y proteoglicanos como la heparina o el condroitin sulfato®. Tiene especial
importancia la histamina, pues es responsable de los efectos que afectan a los vasos
sanguineos y que en los peores prondsticos conducen hasta la anafilaxia e incluso la

8182 Posteriormente, entorno a los 15 minutos que siguen a la degranulacidn,

muerte
mastocitos y baséfilos comienzan a producir y a secretar nuevos mediadores
proinflamatorios lipidicos como leucotrienos y prostaglandinas (LTB4 o LTC4), que
tienen diversos efectos quimiotdcticos e inflamatorios, como la induccién de la

broncoconstriccidon®,

Ademads de los anteriores, basdfilos y mastocitos, secretan
diversas citoquinas y quimioquinas, como por ejemplo el TNF-q, que se encuentra entre

los gréanulos preformados y promueven la captacidon de otras células inmunes como
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neutrdfilos o eosindfilos®#%, Otras citoquinas secretadas son: la IL-3 que estimula la
proliferacion de mastocitos, y la produccidén de la IL-4, la IL-13, la IL-5 o el factor
estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF), estos dos ultimos junto
con la IL-13 estimulan el aumento y activacién de los eosindfilos®. Esta respuesta, que

se prolonga hasta pasadas horas desde la exposicidn, se la conoce como fase tardia®.
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Figura 5. Resumen de los mecanismos inmunoldgicos involucrados en la fase efectora.

A pesar de que esta fase efectora se caracteriza por la actividad de mastocitos y
baséfilos, también se produce una amplificacion de la respuesta por la sefializacién de la
IgE en otras poblaciones celulares. En las APC, como las células dendriticas, se produce

una internalizacion de los alérgenos unidos dependiente de IgE que es entre 100-1000



mads efectiva que la endocitosis o pinocitosis’® esto se observa también en el transporte
transepitelial de los alérgenos’®. Por otro lado, la presencia del receptor de baja
afinidad de la IgE, conocido como FceRII o clister de diferenciacién 23 (CD23), en los
linfocitos B puede incrementar la respuesta de las células T y por lo tanto la eventual
produccion de IgE gracias a su actividad como APC”®®¥ | aunque puede tener también un

papel inhibidor dependiendo del contexto molecular de la célula B*.
3.4 Manifestaciones clinicas de la alergia a alimentos mediada por IgE

Tras el fracaso de la tolerancia y el desencadenado de la respuesta efectora se manifiestan
una serie de signos y sintomas que caracterizan a las reacciones alérgicas a los alimentos
mediadas por IgE. A continuacidn, se exponen las manifestaciones mads relevantes que
aparecen frecuentemente en esta enfermedad. Es necesario anadir, que diferentes
estudios han observado que la frecuencia con la que aparecen diversas de estas
manifestaciones estd condicionada a la edad de los pacientes. Por ejemplo, en casos de
anafilaxis, los bebés presentan habitualmente vémitos y urticaria, los nifios preescolares
sibilancia y estridor, y desde la adolescencia en adelante es mds frecuente encontrar
manifestaciones subjetivas como dificultad al respirar o tragar®*.Las manifestaciones
clinicas pueden afectar a practicamente todas las regiones del organismo, incluyendo el

tracto respiratorio, el sistema gastrointestinal o la piel®.

En la Figura 6 se esquematiza la distribucion por el organismo de los principales
sintomas. En el tracto respiratorio podemos localizar los sintomas por la porcidn de este
a la que afectan, de afectacidon general encontramos la sibilancia, que puede producirse
por la inflamacidén y estrechamiento de cualquier porcidn del aparato respiratorio. Este
sintoma puede presentar distintos grados de gravedad, que van desde la leve sibilancia
espiratoria, hasta el asma exacerbado, el cual puede llegar a producirse incluso por la
inhalacidn de los alérgenos alimentarios®. De entre las porciones particulares del tracto

respiratorio destaca la laringe, que se ve afectada por carraspeos, tos, estrechez o dolor
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de garganta; los sintomas mds moderados pueden ser la ronquera o la sequedad de
garganta, mientras que los mds severos serian el estridor y la obstruccién completa, en
ese orden®®'. En la porcidn superior del tracto respiratorio también podemos encontrar
sintomas de aparicion frecuente, como picor de nariz, rinorrea o congestién nasal.
Ademds, asociados a estos ultimos pueden encontrarse sintomas oculares como

lagrimeo, enrojecimiento, picor e incluso inflamacién periorbital®#°!,

En el sistema gastrointestinal aparecen diversos sintomas, entre los que tienen
un cardcter objetivo podemos encontrar los vomitos y la diarrea, y entre los subjetivos el
dolor abdominal, la ndusea y el picor de boca o garganta. Existen otros sintomas
gastrointestinales que pueden aparecer de forma no inmediata y que se asocian con la
accion de mecanismos inmunes innatos o adaptativos no mediados por IgE, por ejemplo,

58 Dentro de las manifestaciones

estreflimiento o malabsorcidn prolongada en el tiempo
gastrointestinales se encuentra el sindrome de alergia oral, que también se conoce como
sindrome de alergia a alimentos asociado a polen, ya que puede desencadenarse por
reactividad cruzada tras la exposicidon a un antigeno alimentario homdlogo a un antigeno
polinico®, a pesar de que también se manifiesta en pacientes con alergia a LTPs en
ausencia de polinosis asociada®™. Este sindrome se presenta en mds del 50% de los
pacientes alérgicos a frutas frescas o vegetales™, y se caracteriza por presentar prurito u
hormigueo orofaringeo que puede acompanarse de angioedema labial, urticaria

peribucal y otros sintomas cutdneos en la region®*®; también se caracteriza por una

resolucién espontdnea de las manifestaciones un plazo corto de tiempo.

A nivel cardiovascular y neuroldgico se originan los sintomas mds graves, como
la pérdida de consciencia, el colapso vascular severo e incluso la muerte; otros sintomas
que afectan a estos sistemas son la hipotensidn, la taquicardia, mareos, debilidad o
cambios en el estado mental®*®®'. Ademds, es importante afiadir que a estas dos familias

de sintomas las suele acompanar la aparicion de manifestaciones en otros sistemas.



Por ultimo, es indispensable destacar las manifestaciones cutdneas que aparecen
por mediacion de la IgE, ya que son las mads frecuentes, y principalmente se componen
de erupciones eritematosas, prurito, urticaria y/o angioedema. Las manifestaciones
cutdneas leves suelen incluir prurito, persistente o no, y cony sin presencia de urticaria.
En la urticaria aparecen ronchas, que no son mds que edemas circundados por eritemay
que suelen producir picor. Esta sintomatologia tiene una apariciéon inmediata tras la
ingestion y suele resolverse de forma espontdnea con el transcurso de unas horas. Por
otro lado, el angioedema afecta a capas mds profundas de la piel y suele presentarse de
forma caracteristica como una inflamacion de parpados, cara o labios. La gravedad de

estas reacciones estd fuertemente marcada por el porcentaje de piel involucrada®*.
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Figura 6. Distribucién por el organismo de las manifestaciones clinicas caracteristicas de las

reacciones alérgicas a los alimentos mediadas por IgE.
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Por udltimo, existe un tipo de reaccidon grave en las hipersensibilidades mediadas
por IgE, que involucra a multiples drganos y se denomina anafilaxia. Puede por lo tanto
incluir en sus manifestaciones sintomas cutdneos juntamente con manifestaciones
respiratorias, gastrointestinales, cardiovasculares y/o neuroldgicas. Este tipo de reaccidon
se desencadena de forma inmediata y tiene efectos potencialmente fatales, por lo que la
Organizacion Mundial de la Salud clasifica la anafilaxia en 5 grados en funcidn de su
gravedad. En la tabla 1 se detallan las caracteristicas que determinan la severidad de una

reaccion anafildctica®®.

Un porcentaje importante de las anafilaxis (20%) pueden
desarrollar una reaccidn bifdsica, en la que aparece una reaccién tardia que inicia hasta

8 horas después de la exposicion®.

Tabla 1 - Grados de gravedad de la anafilaxia seguin la organizacién mundial de la alergia.

Grado Definicién
r Un unico sistema involucrado, incluyendo cutdneo, ocular y respiratorio.
I Involucra dos de los sistemas anteriores y/o sintomas gastrointestinales,
I11 Agravado de los sintomas en el tracto respiratorio inferior, o

gastrointestinales, y/o aparicién de manifestaciones clinicas uterinas

(calambres o sangrado).

v Se manifiestan sintomas respiratorios severos.

\Y Fallo respiratorio, colapso cardiovascular, perdida de consciencia.




3.5 Caracteristicas alergénicas de las proteinas de origen vegetal

Anteriormente, se ha mencionado como los antigenos de origen alimentario pueden
tener unas propiedades bioldgicas o unas caracteristicas fisicoquimicas que faciliten su
entrada en la ldmina propia, por ejemplo, determinados alérgenos alimentarios tienen
actividad cisteina proteasa, lo cual debilita las uniones estrechas entre las células del
epitelio. Asimismo, las proteinas de los alimentos también presentan otras

caracteristicas que le proporcionan alergenicidad.

Con el paso de los afios y el estudio pormenorizado de los alérgenos alimentarios
en pro de encontrar el origen de la sensibilizacién, se han encontrado diversas
caracteristicas fisicoquimicas que condicionan el desarrollo de la alergia a los alimentos,
siendo las mds relevantes: la solubilidad, la estabilidad, el tamafo y la conformacién
tridimensional de la proteina, y de esta ultima emergen al menos parcialmente las

97-100

anteriores En cuanto al tamafo, se considera que no es viable producir una

respuesta con tamaifo inferior a 4-6 KDa'®

, sin embargo, existen los haptenos que son
moléculas de pequefio tamafio que en unién covalente con una proteina de mayor tamafo

puede desencadenar la respuesta alérgica'®.

Conformacionalmente, la alergenicidad de una proteina puede verse afectada por
la estructura secundaria, terciaria e incluso cuaternaria, pues son estas conformaciones
las que pueden aproximar regiones no consecutivas de la secuencia de aminodcidos que

B77’101. Las

potencialmente puedan ser reconocidas por los receptores de las células
regiones inmunodominantes, es decir que las regiones que interaccionan
preferentemente con el sistema inmunitario se conocen como epitopos. Un mismo
antigeno alimentario puede presentar diversos epitopos que pueden configurarse en la
proteina de dos formas: una lineal en la que toda la informacidn estd contenida en la

estructura primaria de la proteina y que puede ser reconocida por los receptores de

células T, los receptores de células By las inmunoglobulinas; y una conformacional en la
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que es necesaria una determinada estructura tridimensional, y que preferentemente es

reconocida por los linfocitos B y otras células presentadoras de antigenos’"'?".

Ademas, al plegamiento de una o varias cadenas de aminoacidos hay que sumar
el efecto de las modificaciones postraduccionales, que pueden generar nuevos epitopos
ylo proporcionar mayor estabilidad y resistencia a la degradacidn; resulta sencillo
entender la importancia de esta ultima cualidad, puesto que permite mantener intactos
los epitopos y sus otras cualidades alergénicas”. De entre todas las modificaciones
postraduccionales, o co-traduccionales, destaca la glicosilacién. La glicosilacién de las
proteinas consiste en la adicidén de uno o varios glicidos a las cadenas laterales de sus
aminodcidos, principalmente a grupos aminos (N-glicosilacién) o grupos hidroxilo (O-
glicosilacion), y biolégicamente tiene un papel activo en procesos celulares como la
adhesion o la comunicacidn intercelular. La glicosilacién en s misma, o por los distintos
patrones de distribucidn o de ramificacion que puede adoptar, confiere a las proteinas
mayor resistencia a la degradacién, mayor polaridad, que a su vez puede aumentar la
solubilidad y la capacidad de unir cationes de calcio, y también favorece conformaciones
estructurales que permiten exponer al sistema inmunitario los epitopos de los que
forman parte®'°% Las proteinas glicosiladas interaccionan con receptores especificos
como el receptor DC-SIGN (del inglés Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion
molecule-3-Grabbing Non-integrin). Este receptor de tipo lectina estd presente en las
células presentadoras de antigenos y participa en la actividad proinflamatoria de estas

células'®,

Por dltimo, algunos motivos proteicos que incrementan la capacidad alergénica,
y por tanto también los epitopos asociados, pueden encontrarse ubicuamente en la
naturaleza, porque tienen una funcionalidad igualmente extendida. Estas familias de
proteinas emparentadas por su alergenicidad se conocen como panalérgenos'®, por lo
tanto, estos grupos de proteinas presentan regiones en su secuencia primaria que

guardan una fuerte homologia, a pesar de no tener una relacion taxondmica estrecha'®.



En la actualidad se conocen unas pocas familias de panalérgenos, incluyendo las
tropomiosinas, profilinas, polcalcinas y LTPs. Las LTPs son responsables de las
reacciones cruzadas mediadas por IgEe entre distintos alérgenos alimentarios de origen

104105 Este fendmeno tiene especial

vegetal y el polen de otras especies vegetales
importancia porque puede desarrollarse una sensibilizaciéon multiple que dificulte la

evitacion de los alérgenos, especialmente en determinadas regiones geograficas'®.

3.5.1. Alérgenos de origen vegetal

Se han identificado alérgenos de mds de 80 especies vegetales diferentes, una cantidad
insignificante si se tiene en cuenta el numero total de especies vegetales existentes'™. Y
solo una porcidn de éstas producen alergias de tipo alimentario, y son principalmente,
legumbres como la soja o el cacahuete, frutas, frutos secos o el trigo™®'**. Ademds, mas
del 60% de los antigenos alimentarios pueden agruparse en cuatro familias/superfamilias
de proteinas: prolaminas, cupinas, Bet v 1/PR-10s y profilinas®®'*. A su vez, estas familias
pueden clasificarse en tres grandes grupos funcionales: proteinas de defensa y
reguladoras, proteinas estructurales y cataliticas, y proteinas de reserva®. En la Tabla 2
se clasifican, en superfamilias y grupos funcionales, las familias de alérgenos vegetales

mas importantes.

El conjunto de las proteinas estructurales se ve representado principalmente por
las profilinas, estas proteinas que pueden encontrarse en mds de 50 plantas como el apio,
el pimiento, la zanahoria, la manzana o la cereza; las profilinas son especialmente
abundantes en el polen de estas plantas, y constituyen la segunda superfamilia en nimero
de proteinas alergénicas descritas®. El grupo de las proteinas de defensa y regulacion la
forman proteinas que participan en las respuestas a estrés bidtico y abidtico en las
plantas, estas proteinas se caracterizan por contener multiples puentes disulfuro que
estabilizan su estructura y les confiere resistencia ante ataques térmicos, enzimaticos y

quimicos”. Miembros importantes son las proteinas de la familia de homdlogos de PR-
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10, siendo Bet v 1 el miembro mds destacado, que pueden encontrarse en frutos como el

melocotdn, el kiwi, la manzana o la avellana®.

Tabla 2 - Clasificacién de los alérgenos vegetales mds importantes

Funcién Superfamilia Familia Ejemplos
Estructurales Profilinas Betv2, Cucm?2 Cora2 Arah5
Vicilinas Anao1,Arah1,Jugr2, Corall

Cupinas
Leguminas Glym 6, Arah 3, Bere 2, Fag e 1
Reservas Albuminas 2S Arah?2 Anao3,Jugr1,Coral4
Prolaminas Cereales Gliadina, Glutenina

LTPs Prup3,Jugr3, Apig2,Mald3
Reguladoras PR-10 Betv1,Dauc1,Pyrc1,Pruarl

Las proteinas de reserva se encuentran en frutos maduros y son la principal fuente
de carbono y nitrégeno en las primeras etapas del desarrollo de las plantas. Siendo sus
principales representantes las superfamilias de las prolaminas y de las cupinas. Las
cupinas son una superfamilia diversa de proteinas, que se caracterizan por contener en
su estructura un dominio compuesto por un barril beta, sus miembros mds importantes
son las globulinas que a su vez se clasifican en vicilinas y leguminas®. Las cupinas se

pueden encontrar especialmente en legumbres como la soja, el cacahuete o el guisante,



pero también podemos encontrarlas en otras plantas y frutas como la mandarina. Las
prolaminas son la familia de alérgenos vegetales mds importante en cuanto nimero y se
forma de diversas familias como las albuminas 2S, las prolaminas de cereales, o las LTP.
Se caracterizan por contener un gran niumero de residuos de prolaminay glutaminay por
conservar un motivo de 8 cisteinas que estabilizan su estructura 3D de superhélice;
ademads, se encuentran en multitud de plantas, concretamente en las semillas, como:

kiwi, cacahuete, melocotdn, trigo, cebada, etc™.

Las LTP son prolaminas ya que tienen como funcién el transporte de lipidos,
aunque también se podrian clasificar dentro del grupo funcional de defensa y regulacion
como la familia PR-14, ya que tienen un papel importante en el tréafico vesicular y la
transduccidn de senales®™. Las LTP relacionadas con la alergia a alimentos tienen un
tamafio de unos 9 KDa y se componen de diversas hélices alfa unidas por bucles cortos
que se estabilizan por 4 puentes disulfuro, que estabilizan la estructura glomerular que
contiene los bolsillos hidrofébicos donde se unen los lipidos®”'%. Esta estructura también
le confiere una alta resistencia a la degradacién térmica y enzimadtica'”, lo que habilita a
esta familia de proteinas a sensibilizar por via gastrointestinal, inhalatoria y cutdnea'®
10 Esta familia de alérgenos estd presente en muchos alimentos, como en los miembros
de la familia Rosaceae, que son por ejemplo el melocotdn, la cereza, la ciruela, el
albaricoque y la manzana. Las reacciones alérgicas a LTP generan principalmente dos
cuadros clinicos: uno sistémico, que bien puede ser urticaria y anafilaxia, y otro mads
localizado que es el sindrome alérgico oral. Y como ya se apunté en la seccién dedicada
a la epidemiologia en la alergia a alimentos, las causadas por estas proteinas tienen
especial relevancia debido a un aumento de la prevalencia y gravedad de las reacciones,

107,111.

fundamentalmente en el sur de Europa ; aunque también se viene observando un

crecimiento en otras dreas geograficas de Europa, Asia y América'”.

Desde la perspectiva clinica también es necesario mencionar el sindrome LTP,

en el que los pacientes sensibilizados a LTP presentan reactividad a multiples fuentes,
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tanto frutas como pdlenes no necesariamente relacionados taxondmicamente'".

Teniendo presente la presencia ubicua de estos panalérgenos, este sindrome incrementa
el riesgo de desencadenar una reaccion fatal en los pacientes graves. Ademads, aun en el
caso de pacientes con sintomas mas leves, el elevado nimero de alimentos implicados
que seria necesario evitar empeora significativamente de la calidad de vida de los

pacientes'?!3,



4. Tolerancia a los alimentos

En las secciones inmediatamente anteriores se han descrito los mecanismos celulares y
humorales que inducen, y suceden, a una pérdida de la tolerancia a los alimentos, lo que
implica la existencia de otros procesos inmunitarios que gobiernan las interacciones
inocuas e incluso beneficiosas entre los antigenos alimentarios y el sistema inmunitario
del huésped. La mayoria de la poblacidn desarrolla una respuesta inmune de tolerancia
natural mediante diversas estrategias que controlan y anulan las respuestas alérgicas a
los antigenos alimentarios. Sin embargo, ocasionalmente esta tolerancia natural se
interrumpe y se desarrolla una respuesta alérgica, es entonces cuando se necesita la

aplicacidn de alternativas terapéuticas que generen una respuesta de tolerancia inducida.

4.1 Tolerancia natural

Este procedimiento fisioldgico requiere la participacién del sistema inmunoldgico, y al
igual que la respuesta alérgica, se inicia tras la captacion del antigeno por parte de las
células presentadoras de antigenos y su procesamiento y presentacidn a los linfocitos,
principalmente por las células dendriticas residentes en la ldmina propia. Sin embargo,
el contexto celular y molecular en el que se desarrolla esta respuesta es opuesto al

descrito en la fase de sensibilizacidn.

4.1.1 Contexto inmunoldgico de la tolerancia natural

En condiciones favorables la barrera mucosa epitelial promueve la tolerancia, la
mucina MUC2 provee de senales a las células dendriticas para que induzcan el fenotipo
T regulador en los linfocitos'* del mismo modo las células epiteliales también favorecen
la generacidn de células T reguladoras (Treg) mediante la activacion tolerogénica de las

> Ademads, las bacterias comensales residentes en la barrera mucosa

células dendriticas
intestinal proporcionan distintas sefales que permiten generar un ambiente

tolerogénico. Una de esas sefiales la componen los antigenos propios de estas bacterias
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que son tolerados e inducen una activacién esencial para el mantenimiento, desarrolloy
maduracion del sistema inmunitario® ", La importancia de este proceso se pone de
manifiesto en los modelos animales libres de gérmenes, donde se observa una reduccién
de la presencia de células Treg y de la produccidn de IL-10"*'%, En este mismo sentido,
las interacciones entre la microbiota y el huésped deben fomentar las respuestas
adecuadas de tipo T helper 1 que permitan mantener un adecuado equilibrio
Th1/Th2'™ %, El segundo tipo de sefial tolerogénica emitida por la microbiota son los
metabolitos como los SFCAs o la inosina, que promueven la diferenciacion hacia un
fenotipo Treg y la secrecidn de citoquinas inmunomoduladoras como IL-10"%1%124 1,05
SFCAs, como el butirato o el acetato favorecen, la tolerancia oral a los alimentos

estimulando la actividad de la enzima retinaldehido deshidrogenasa-2 (RALDH?2)"&1241%,

Otro agente clave en la adquisicién de la tolerancia, que se asocia intimamente a
la barrera mucosa, son las células linfoides innatas de tipo 3 (ILC3 del inglés innate
lymphoid cells type 3), este linaje linfoide se caracteriza por la expresidn del factor de
transcripcion RORyt y pueden tener un rol proinflamatorio o inmunosupresor. Estas
ILC3, pueden detectar metabolitos derivados del triptéfano producidos por bacterias
beneficiosas del género Lactobacillus con el receptor de hidrocarburos arilicos, lo que las
induce a producir IL-22. A su vez, la IL-22 promueve el mantenimiento de la integridad
de la barrera mucosa'"'?, Ademds, las células ILC3 pueden activarse por la recepcién de
la IL-1B producida por los macréfagos, los macrdfagos detectan los antigenos
microbianos y secretan esta interleuquina, la activacion de las ILC3 por la IL-1 induce
la produccion de GM-CSF por estas células. Y el GM-CSF estimula la produccién de IL-
10 y dcido retinoico por parte de las células dendriticas y macrdéfagos'® . Se ha
observado también que en respuesta a la IL-1p, estas células ILC3 producen IL-2, la cual

apoya la respuesta Treg''®.



4.1.2 Diferenciacion de las células Treg periféricas

En este contexto, las células dendriticas adquieren un fenotipo tolerogénico y
fomentan la diferenciacion y activacion de las células Treg. Esto se produce por
mecanismos andlogos a los descritos durante la sensibilizacién, donde se produce la
presentacidon del antigeno a los linfocitos en los ganglios linfdticos; pero las células
dendriticas tolerogénicas inducen el fenotipo regulatorio con la sefializacion del acido
retinoico, del TGF-B, y con la metabolizacidn del triptdfano por la enzima indolamina
2,3-dioxigenasa (IDO)™. El dcido retinoico se produce a partir de la vitamina A por la
actividad de la enzima RALDH2 en células dendriticas, y también en macrdfagos, y el
dcido retinoico se une al receptor nuclear de dcido retinoico (RAR del inglés retinoic acid
receptor) y al receptor de retinoides X (RXR del inglés retinoid X receptor) para promover
la expresion de FoxP3%%"3!. Ademds, se ha observado que las deficiencias de vitamina A
en la dieta se asocian a una disminucién de las poblaciones de células T reguladoras
FoxP3' y LAP" en el intestino®'*. El TGF-f también induce la expresién de FoxP3,
aunque precisa de una inhibicién del receptor de la IL-6, entre otros, para que amplifique
su senal®®, Concretamente, la actividad de IDO reduce las concentraciones de
triptéfano y genera derivados inmunomoduladores de este, lo cual promueve de nuevo
las células T reguladoras FoxP3'**"3*, La expresion de FoxP3 es esencial para la funcién
inmunorreguladora de las células Treg, ya que las células donde se expresa también se
observa la expresion del receptor co-inhibidor antigeno 4 de los linfocitos citotéxicos
(CTLA4 del inglés cytotoxic T lymphocyte antigen 4), del co-estimulador inducible de

células T (ICOS) o las citoquinas antinflamatorias IL-10, TGF-f o IL-35"%%,

En la diferenciacion y activacién de estas células T reguladoras periféricas
también intervienen sefiales de contacto célula-célula entre las APC y los linfocitos. Esta
senalizacion puede dividirse en distintos ejes DC-Treg, por un lado, estd el eje PD-
L1/PD-1, donde el ligando de muerte programada 1 (PD-L1 del inglés programmed death

ligand 1) compite con CD28 por la unidn a la proteina co-estimuladora CD80; y su
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sefnalizacidn tras el contacto con PD-1 (del inglés programmed death 1) recluta a distintas
fosfatasas de esfingosina inhibidoras, que reducen la sefializacion del receptor de células
T™01% El otro eje DC-Treg es el que componen las proteinas CD80-CD86y CTLA-4. Este
ultimo es también conocido como cluster de diferenciaciéon 152 (CD152) y su
contribucidn al desarrollo de las células T reguladoras es la competicién con CD28 por
la unidn de las proteinas coestimuladoras CD80 y CD86, pero también disminuye la
sefnalizacién del TCR y la produccidn de IL-2, dificultando por lo tanto la diferenciacién
proinflamatoria de linfocitos T CD4" y CD8™'¥ Y el ultimo eje DC-Treg es el que
forman ICOS-L/ICOS, esta interaccion es posible una vez los linfocitos T se activan y
aunque tiene un cardcter ambivalente es importante para el desarrollo de los linfocitos T

reguladores en la periferia™.

A todo lo anterior, hay que anadir otro elemento que resulta critico en la
diferenciacion y activacién de las células Treg periféricas (pTreg), y que paraddjicamente
es ejercido por otras células Treg. Esto ha podido observarse en diversos experimentos,

de modo que la inhibicidn dirigida de la actividad T reguladora disminuye la generacidn

130,138
)

de nuevas células Treg y por el contrario la presencia de células Treg FoxP3* puede

1801 este ultimo

modular el fenotipo de células T efectoras hacia uno regulador
fenémeno se denomina tolerancia contagiosa. Esta presenta una adaptacién muy
ventajosa para los individuos, el contacto temprano con los antigenos derivados de los
alimentos induce la generacion de una poblacidon células Treg periféricas que van a

130,140

residir en la ldmina propia y que crecerd progresivamente a la vez que se van

introduciendo en la dieta nuevos alimentos'%'4

,y estas pTreg a su vez van a promover la
tolerancia a nuevos antigenos alimentarios, lo que genera un bucle tolerogénico

retroalimentado. Este proceso se resume en la Figura 7.

Con todo lo anterior, puede vislumbrarse como en un ambiente homeostdtico se
induce la diferenciacidon de las células pTreg. A continuacidn, se van a exponer los

mecanismos que ejercen este conjunto diverso de células para inducir la tolerancia a los



alimentos y suprimir la respuesta alérgica que pueda iniciarse en un momento dado. Para

ello se sirven de una bateria de citoquinas inhibidoras y de proteinas de membrana que

atendan o anulan las sefiales inflamatorias'®
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Figura 7. Esquema del establecimiento de la tolerancia a un alérgeno alimentario en el intestino

delgado.
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4.1.3 Mecanismos efectores de las células Treg en la respuesta de tolerancia a los

alimentos

Las citoquinas inhibidoras mds importantes producidas por las células Treg son
la IL-10, la IL-35 y el TGF-f. La IL-10 es probablemente la interleuquina inhibidora de
la respuesta inmune mds estudiada, y suprime las respuestas T efectoras sobre todo
actuando sobre las APC, en las que reduce la secrecidon de citoquinas inflamatorias y la
presentacion de antigenos en el complejo de histocompatibilidad'*; tras la unidn de la
IL-10 en el receptor de la IL-10 (IL-10R) se dispara una cascada interna de tirosin y JAK
quinasas que activa principalmente a STAT3. Esta ruta de sefializacién promueve la
expresion de proteinas supresoras como SOCS3, un miembro de la familia de proteinas
supresoras de la senalizacion de citoquinas (SOCS del inglés supressor of cytokine
signaling), que van a limitar la respuesta de las APC inhibiendo internamente otras vias

142

de sefalizacidon disparadas por otras interleuquinas'*?. Defectos en el IL-10R se asocian

13014 v un empeoramiento del

con un incremento de la inflamacidn en la lamina propia
prondstico de patologias como la colitis mediada por células T de fenotipo T helper
17%1* No obstante, la IL-10 producida por las Treg también actua directamente en las
células Th2, inhibiendo la produccidn de sus citoquinas caracteristicas IL-4 e IL-13"%;
sobre los mastocitos, induciendo la apoptosis y reduciendo la produccidn de citoquinas

en la resolucidn de la respuesta de tipo 2'*. Y también actia inhibiendo las ILC2, a través

de ICOSL¥ entre otras células.

Al igual que la IL-10, el TGF-B actia sobre multiples células del sistema
inmunitario mediante los receptores del TGF-f3 1y 2, los cuales dimerizan y se fosforilan
para, a su vez, fosforilar a la proteina SMAD2 que forma entonces un complejo con
SMAD3 y SMAD4, este complejo finalmente actia como factor de transcripcion
antiinflamatorio™®!. Concretamente, el TGF-p es una de las citoquinas mds
importantes en la induccién de la diferenciacion de diversos tipos de células T

reguladoras, por lo que buena parte de su efecto inmunomodulador se concentra en este



fenédmeno™152

. La ultima citoquina inhibidora mayor producida por las células T
reguladoras es la IL-35, esta citoquina secretada por las Treg FoxP3" suprime las
respuestas T efectoras' produce agotamiento de las células T mediante la induccién de
PD-1, TIM3 y LAG3™. También, se ha observado que esta citoquina puede actuar
anclada a vesiculas que son secretadas por las células Treg, lo cual proporciona un
segundo mecanismo de expansidn o de contagio de la respuesta tolerante, ya que parte
de esta IL-35 unida a vesiculas que contienen el clister de diferenciacién 81 (CD81), se
transfiere a las membranas de otras células, pudiendo amplificar la sefial de IL-35 unirse
a los receptores IL-35R de células vecinas y produciendo finalmente los efectos de

154

agotamiento y supresion®™*. Este mecanismo de comunicacién mediante vesiculas CD81*

entre las Tregs y otras células T también se ha observado que puede suprimir la respuesta

154,155

inmune transportando otras sustancias como microARNs supresores o las

ectoenzimas CD39/CD73"41%,

Otro mecanismo importante para la tolerancia es la producciéon de
inmunoglobulinas de tipo G4, esto se logra tras un cambio de isotipo que puede suceder
desde IgE y por lo tanto puede reducir la produccidon de IgE. Este mecanismo estd
controlado por la IL-10, se ha observado que la IL-10 incrementa hasta veinte veces la
produccion de IgG4 en cultivos de células B™| y ademads el bloqueo de la senalizacidn de
la IL-10 disminuye la influencia de las células T reguladoras en la promocidn del isotipo
G4"%. El efecto mds relevante observado es la inhibicién de la degranulacién de
mastocitos y baséfilos, mediante la competicion contra la IgE unida a los receptores de

alta afinidad de estas células, ya que la IgG4 tiene mayor afinidad por el alérgeno™.
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4.1.4 Subpoblaciones de células Treg en la respuesta tolerante

Légicamente, la diversidad de mecanismos efectores de la regulacion y/o
supresion conlleva aparejada la presencia de multiples subpoblaciones de células T

reguladoras, que pueden definirse por su funcionalidad, su localizacién y temporalidad.

En primer lugar, tenemos las células Treg naturales, estas c€lulas tienen su origen
en el timo y su cometido es suprimir las células T autorreactivas mediante interacciones
célula-célula, fenotipicamente se caracterizan cldsicamente por la presencia constante
del CD25 en su membrana, una proteina también conocida como cadena alfa del receptor
de la IL-2 (IL-2R)"¢% Y sin embargo, cada vez es mds evidente que las Tregs naturales
estan gobernadas y se caracterizan por la expresién de un factor de transcripcion de la
familia forkhead, la proteina FOXP3. Este factor de transcripcion regula la expresion de
multitud de genes implicados en la funcidn efectora de esta célula, como puede ser la IL-
10, ademads de genes dedicados a la proliferacidn, crecimiento y supervivencia de este
tipo celular, lo que lo convierte en un agente esencial para la funcién inductora de la
tolerancia de las células Treg'®'®% Por lo tanto, tenemos una poblacion de células T
CD4'CD25'FoxP3" que se encargan de suprimir las células T autorreactivas que escapan

del timo, garantizando la tolerancia en la periferia’ ¢

En segundo lugar, cabe hablar de las Tregs que se originan en la periferia y se
conocen como células Tregs adaptativas, inducidas o periféricas. Son células CD4* (Th0)
que también tienen su origen en el timo pero que desarrollan sus caracteristicas
reguladoras o supresoras en los tejidos periféricos, por lo que regulan la respuesta a
antigenos extranos y son las responsables de la tolerancia a los alimentos, que es el caso
que nos ocupa en las reacciones alérgicas a alimentos™*'®. Las células Treg inducidas se
pueden clasificar en funcidn a su fenotipo, y por lo tanto por su mecanismo supresor; un
elemento clave que las diferencia es la presencia de FoxP3, sin embargo, las células

FoxP3 pueden presentar expresion temporal de FoxP3 durante su activacion™ y a su vez



las células FoxP3' pueden cesar su expresidon y perder su funcién™, evidenciando la
plasticidad de las células T. Un primer tipo de célula Treg adaptativa son las células T
colaboradoras o helper 3 (CD4'CD25'FoxP3), que secretan TGF-B1%%, Un segundo tipo
serian las células Treg Tr1 (CD4'CD25'FoxP3), que se caracterizan a su vez por la

0210 Por ultimo, tendriamos las células iTreg o pTreg

produccién de IL-1

(CD4'CD25'FoxP3")131%0 estas células constituyen entre 5-10% de las células T CD4* en

los tejidos periféricos tanto en ratones como en humanos™®'® incrementdndose hasta
J p )

un 20-30% en la ldmina propia del intestino™*'%*; su ausencia en los nddulos linféticos

mesentéricos resulta en una pérdida de la tolerancia oral®®¢,

En la Figura 8 se esquematizan las subpoblaciones de células Treg, y las
moléculas efectoras con sus respectivas células diana, involucradas en la respuesta de
tolerancia periférica. Tanto en el establecimiento de la tolerancia como en su
mantenimiento, colaboran con las células Treg otro nimero importante de células
inmunitarias que presentan un fenotipo regulador, a continuacion, se destacan dos de
ellas por su relevancia y frecuencia. Existe un conjunto de células B con caracteristicas
inmunosupresoras que contribuyen a la tolerancia en el intestino, por lo que se
denominan células B reguladoras (Breg) o células B10, haciendo alusidn a la secrecién de
IL-10™°. Se ha observado que las células Breg promueven el cambio de isotipo a [gG4'%,
y la expansidn y activacion de las células T reguladoras FoxP3* via IL-10'"®. Otra
poblacion celular de interés con las ILC3, de las que anteriormente hemos descrito su
influencia en la tolerancia, ya que su ablacion reduce de forma significativa la poblacidén
de células T reguladoras'® poniendo de manifiesto la importancia que tiene la

comunicacion entre el sistema inmune innato y el adaptativo.
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Figura 8. Esquema de los mecanismos efectores y las subpoblaciones de Tregs encargadas de

mantener la tolerancia periférica.

En esta seccidn se han expuesto los principios que rigen la tolerancia natural a
los antigenos alimentarios, sin embargo, existen multitud de particularidades, vacios e
interrogantes tanto en los agentes como en los mecanismos involucrados, y en la

temporalidad en los que actdan estos.




4.2 Tolerancia inducida

Tradicionalmente, el manejo terapéutico de la alergia a alimentos se ha reducido a la
evitacion estricta de los alimentos que pudieran ser fuente de alérgenos previamente
diagnosticados. Recayendo todo el esfuerzo en la educacion y formacidén de los pacientes,
lo que es especialmente sensible en las alergias infantiles, y en la facilitacién de los

170,171

tratamientos farmacoldgicos de emergencia que puedan remediar una potencial

ingestion accidental, que puede llegar a tener consecuencias fatales si no se trata

adecuadamente'’2

En la actualidad, el foco terapéutico estd desplazdndose paulatinamente hacia la
prevencidn de la alergia a alimentos mediante la adquisicion de tolerancia natural en las
primeras etapas de la infancia. Se ha observado en estudios preliminares que la
introduccién temprana, tan pronto como a los 3 meses de vida, de alimentos
potencialmente alergénicos como el cacahuete, la leche de vaca o el huevo, reduce la
prevalencia de la alergia a alimentos"'*"7¢. Sin embargo, este abordaje de la cuestion
no ofrece una solucidn para aquellos pacientes donde ya se ha manifestado la alergia a
alimentos, para esta poblacién se trabaja en diferentes lineas de investigacién y
desarrollo que tratan de mejorar la calidad de vida de los pacientes, bien por el
diagndstico anticipado y preciso o por induccidon de la tolerancia a partir de dicho
diagndstico. El diagndstico anticipado consiste en el testeo sistematico del alérgeno
responsable de la reaccidn, asi como de los co-alérgenos'’, combinando las pruebas
diagndsticas habituales (pruebas cutdneas o de deteccion de IgE especifica) con la
historia clinica. La inclusidn de la historia clinica, o de provocaciones orales, es esencial

para discernir las sensibilizaciones con verdadera relevancia clinica'’®.

En relacidn con los tratamientos inmunomoduladores, éstos pueden dividirse en
dos tipos, los que actian en el sistema inmunoldgico de manera inespecifica y los que

son especificos del alérgeno. Los tratamientos no especificos se caracterizan por inhibir
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o suprimir alguna via de senalizacién proinflamatoria, por lo que habitualmente forman
parte de otros tratamientos inmunomoduladores a modo de salvaguarda de la
homeostasis inmunitaria, algunos ejemplos son los anticuerpos monoclonales
Dupilumab, Omalizumab y el Etokimab. Dupilumab es un anticuerpo monoclonal de
IgG4 contra la cadena alfa del receptor de la IL-4, se ha observado su eficacia en un caso
clinico donde se confirmd la desensibilizacién a dos alimentos distintos'”’. Etokimab, es
un anticuerpo monoclonal de IgG1 disefiado para suprimir los efectos de la IL-33,
actualmente esta en proceso de validar sus efectos desensibilizadores y/o protectores en
un ensayo clinico de alergia a cacahuete (NCT02920021)"®. Por dltimo, Omalizumab, un
anticuerpo IgG1 anti-IgE monoclonal humanizado que se estudiado extensamente como
tratamiento en las alergias mediadas por IgE™"' produce una disminucién de la

8¢ Adicionalmente, se

actividad de los basdéfilos, pero sin promocionar el fenotipo Treg
puede ejercer un efecto inmunomodulador inespecifico mediante la promocién de una
microbiota con caracteristicas antiinflamatorias, la cual se puede lograr mediante el
tratamiento con probidticos, prebidticos y simbidticos, o mediante el trasplante de
microbiota fecal. Diversos estudios clinicos han probado que la administracién de
probidticos de Lactobacillus y Bifidobacterium logra inducir tolerancia en pacientes
alérgicos a la leche de vaca'®. Ademds, también se ha estudiado su efecto protector y/o
adyuvante en combinacidn con diversas terapias inmunomoduladoras especificas, como

la caseina o la inmunoterapia oral a cacahuete'*¢,

4.2.1 Inmunoterapia especifica de alérgeno en alergia a alimentos vegetales

Los resultados mds prometedores en cuanto a la restauracion de la tolerancia se han
alcanzado mediante tratamientos inmunomoduladores especificos del alérgeno (AIT del
inglés allergen-specific immunotherapy). A continuacidon, van a describirse distintas

modalidades de este tratamiento y las innovaciones que buscan optimizar sus resultados.



Primero, la forma mds primitiva de esta modalidad de inmunoterapia es aquella
basada en la aplicacién de extractos alergénicos, este tipo de tratamiento expone a los
pacientes a cantidades controladas de alérgeno para inducir de forma segura diversos
mecanismos de promocidn de la tolerancia. Existen diferentes vias de aplicacion de AIT:
oral, subcutdnea, sublingual y epicutdnea; la via de aplicacién puede proporcionar

efectos sinérgicos a la AIT.

La AIT subcutdnea (SCIT del inglés subcutaneous immunotherapy) es el método
mads antiguo de aplicacion'’| por esta via se logran inducir mecanismos tolerogénicos
como: un incremento controlado por las APC de las poblaciones de Tregs que
incrementan la produccién de IL-10 y TGF-B%. Este método de aplicacidn estd cayendo
en desuso pues presenta ciertas desventajas frente a otras vias, como la aversion a las
agujas y la capacidad de inducir respuestas sistémicas'’. Para la alergia a alimentos, la
efectividad de la SCIT se ha estudiado en dos ensayos clinicos (NCT02382718 y

NCT02017626) para la alergia a pescado™".

La AIT epicutdnea (EPIT del inglés epicutaneous immunotherapy), en la cual se

aplican los alérgenos directamente sobre la piel

, asociados o no a parches™, la EPIT
se ha introducido recientemente y ha obtenido resultados prometedores en modelos
animales, al evitar los efectos sistémicos por tener baja vascularizacion y al producir
efectos inmunomoduladores gobernados por células Treg"* ™. Estudios recientes en
EPIT para alergia a cacahuete han probado su seguridad y efectividad, observandose
cambios significativos en la respuesta inmunoldgica de los pacientes, con un incremento

de la IgG4 especifica y una reduccién de la activacién de los baséfilos y de la secrecion

de citoquinas Th2'” adem4ds de una cierta efectividad clinica’®.
bl

La AIT oral (OIT del inglés oral immunotherapy) es probablemente la mds
estudiada, la pauta de la OIT suele consistir en la toma oral diaria de cantidades pequeiias

del alérgeno que van incrementdndose hasta alcanzar una fase de mantenimiento, donde
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ya se ha alcanzado una cierta desensibilizacién aunque sin garantizar la induccién de
tolerancia'’; la OIT en la alergia a alimentos puede generar una proteccién parcial en el
80% de los sujetos tratados, induciendo tolerancia completa en un 40% de ellos?*®. De
nuevo, existen estudios para cacahuete, donde ensayos clinicos de OIT han observado
mejoras en la respuesta inmunoldgica, concretamente una reduccion de la sensibilidad
al alérgeno en las pruebas cutdneas y la cantidad detectada de IgE especifica, a la vez que

%9 Actualmente, la

aumentaron el nivel de IgG4 y del numero de células T reguladoras
administracion para los alimentos y los firmacos de Estados Unidos ha aprobado en 2020
la primera OIT para la alergia al cacahuete (Palforzia) basada en extractos del alérgeno®".
El principal inconveniente que presenta la OIT es que puede llegar a desencadenar

reacciones alérgicas al ir incrementando la dosis de alérgeno®®.

La alternativa sublingual (SLIT sublingual immunotherapy) despierta especial
interés, ya que requiere hasta 1000 veces menos alérgeno y por lo tanto presenta menos
riesgos. Ademds, permite a los antigenos alimentarios interaccionar con la mucosa oral,
y por lo tanto con el sistema inmunitario asociado; estas estructuras inmunitarias forman
parte del anillo de amigdalino y drenan en mds de 300 de los 800 nddulos linfdticos del
organismo. En condiciones no inflamatorias, estos contactos inducen la tolerancia tal y
como se ha descrito en la seccidn anterior®®. La inmunoterapia sublingual consiste en
un tratamiento diario y continuado, durante al menos un ano, en el que se coloca unas
gotas del extracto alergénico bajo la lengua durante unos minutos para su absorcidn, y
debido a su seguridad, tiene la ventaja de poder ser administrada por el propio paciente
en su domicilio®. Se han realizado diversos estudios comparativos entre la SLIT y las
otras vias de administracion, evaluando la eficacia y la seguridad®>** donde se
comprobd se produce una reduccién de los efectos adversos con la SLIT sin embargo el

207

porcentaje de induccion de tolerancia es menor®”. En la actualidad, la SLIT con extractos

alergénicos se ha aprobado para diversos alimentos de origen vegetal, por ejemplo,
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kiwi?®, cacahuete® o melocoton®’. En estas SLIT, al igual que con la OIT, se observaron



mejoras en la sensibilidad cutdnea y en la proporcién de IgG4e/IgEe. Estudios en SLIT
con pacientes alérgicos a melocotén®**"! han demostrado que aumenta la tolerancia al
alimento, promocionando los mecanismos moleculares y celulares tolerogénicos de las
células T reguladoras, que a su vez incrementan la expresion de IL-10 y PD-L1 para
aumentar la proporcion IgG4e/IgEe. Ademds, se observa una disminucion de la
reactividad de los basdfilos, el estado de maduracidon de las células dendriticas y la

proliferacidn de las células efectoras de fenotipo Th2, tanto células T como ILC2.

COMPOSICION
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» Extracto vegetal. = Ligando de los = Nanoparticulas de
* Proteina receptores de tipo Toll PLGA.
recombinante. = Ligando de los = Dendrimeros.
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depdsito: aluminio,
MCT, etc.
VIA
Subcutdnea Epicutdnea Sublingual Oral
—— S | N ]
— | D, /
L - - I’“ /},\' ;: /I
,&‘Q k,_ _| I/ L. __ _: ‘./
= ! I‘.,‘ I." - \\.
1- * AN ‘ Y
MECANISMOS
Th1
E> 1 Respuesta efectora
Th1
Tre
Pee IL-35 * | Th2 efectoras.
RA TGF-B @ TGF-B » + | Citoquinas Th2.
) IL-10 * LIgE.
:i_;g” 12 . 1 IgG4/IgA

Figura 9. Composicion, vias de aplicacién y mecanismos moleculares de la AIT.
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A pesar de los efectos beneficiosos, las diferentes modalidades de AIT presentan
una serie de inconvenientes derivados de su propia esencia, en la utilizacidn de extractos
como fuente alergénica: utilizacion de proteinas alergénicas, dificultad para obtener
determinados extractos purificados y la falta de estandarizacién debida a la variabilidad
intrinseca en la composicién y contenido alergénico, limita la prevencion de efectos
adversos o la reproducibilidad de los estudios*?. Por todo ello se hace patente la
necesidad de la generacién de nuevas aproximaciones terapéuticas que soslayen estas
limitaciones. En la Figura 9 se resumen graficamente las generalidades y los desarrollos

innovadores de la AIT.

4.2.2 Innovaciones terapéuticas

En la actualidad existen distintas lineas de desarrollo e investigaciéon para mejorar la
eficacia y seguridad de las AIT. A continuaciodn, se van a desarrollar distintas Iineas de

trabajo que han conseguido hitos en la mejora terapéutica.

[. Hipoalérgenos o péptidos

El primer elemento que puede optimizarse son los propios alérgenos especificos, ya sea
mediante la modificaciéon de su estructura por recombinacién o la seleccion de los
epitopos mds alergénicos. En base a esto, se sintetizan péptidos especificos que producen
una mayor respuesta, incrementando la induccidn de la tolerancia, pero conservando e

71, Varios ensayos clinicos y estudios

incluso mejorando la seguridad de la inmunoterapia
han medido la eficacia y la seguridad de distintos alérgenos recombinantes de cacahuete
(Arah 1, Arah 2y Ara h 3)*® y de manzana (Mal d 1)**. Para los alérgenos recombinantes
de Arah 1, Arah 2y Ara h 3 se observd una mejora clinica, al sustituirse el fenotipo Th2
por Th1 en las células T efectoras®?. Por otro lado, el estudio con Mal d 1 recombinante
obtuvo resultados equivalentes al anterior, al anularse la respuesta mediada por la IgE

214

tras la inmunoterapia®. Ademds, un estudio realizado con una AIT basada en una

versidon recombinante del alérgeno de melocotén Pru p 3, probd que este es incapaz de



producir una activacién completa de los basdfilos, en comparacion con el alérgeno
natural®”. Sin embargo, en un estudio reciente se ha evidenciado que la versidon nativa
produce mayores efectos beneficiosos, mediados por IL-10 y IFN-y, que la versidn

recombinante?'®.

La inmunoterapia basada en péptidos tiene especial interés, ya que los péptidos
conservan suficiente informacién bioldgica y estructural en su secuencia de aminodcidos
para desarrollar propiedades inmunogénicas propicias para generar una respuesta de
tolerancia completa con el contexto inmunoldgico adecuado desencadenar una respuesta
de tolerancia especifica de alérgeno, pudiendo ser presentados por las APC y reconocidas
tanto por el TCR como el BCR, pero no pueden estimular la degranulacidn de mastocitos
y/o baséfilos ya que carecen de los aminodcidos suficientes para el puenteo de uno mds
IgEe ancladas en los receptores de alta afinidad®’*". Ademds, permite evitar epitopos
poco eficientes o con efectos secundarios no deseados?”. Por ejemplo, en un estudio con
pacientes alérgicos a cacahuete se realiz6 una intervencidn con un cdctel de 7 péptidos
para el alérgeno Ara h 1, gracias a esta mezcla de epitopos se logrd alcanzar un maximo
de estimulacidn de las células T sin provocar degranulacidn en los basdfilos de pacientes
alérgicos, ya que los péptidos carecen de capacidad para puentear varias moléculas de
[gE?!. Sin embargo, con el uso de péptidos podemos perder la inmunogenicidad derivada
de la configuracidn terciaria y cuaternaria de una proteina por lo que se necesitarian

moléculas que activen el sistema inmunoldgico.

[I. Adyuvantes

Con el fin de optimizar la AIT, el tratamiento puede complementarse con sustancias
adyuvantes que permitan superar las limitaciones de seguridad e inmunogenicidad, y que
al mismo tiempo tengan capacidad de modular la respuesta hacia una tolerancia

222

inmunoldgica®®. Para ello, se han descrito diferentes moléculas adyuvantes.
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Primero, existen un tipo de adyuvantes que podemos catalogar de adyuvantes de
efecto depdsito, es decir ejercen su efecto potenciador de la respuesta inmune
principalmente por la formacién de depdsitos del alérgeno, facilitando su captacion por
las células presentadoras de antigenos®?. Estas sustancias son el hidréxido de aluminio,
el fosfato de calcio y la tirosina microcristalina (MCT del inglés microcrystalline tyrosine).
Los compuestos de aluminio tienen una larga trayectoria como adyuvantes en

2227224—’ Sin

tratamientos inmunomoduladores, tanto en vacunas como en inmunoterapia
embargo, presenta una limitacion muy importante y es que también pueden favorecer los
efectos adversos y el fenotipo Th2 en la respuesta inmunitaria®>?**>_ A pesar de tener
un uso menos extendido, el fosfato de calcio presenta ventajas interesantes sobre los
compuestos de aluminio, como por ejemplo una mayor biocompatibilidad y la
incapacidad de inducir la produccidn de IgE**, por lo que deberia sustituir al hidréxido
de aluminio en las formulaciones de vacunas e inmunoterapias. La MCT es una
formulacidn especial del aminodcido L-tirosina producida para que puedan depositarse

222,227

los inmundgenos, y tiene ademds un efecto adyuvante probado , es completamente

biodegradable y también presenta ventajas sobre el estdndar del hidréxido de

222,227

aluminio , como una reduccion de la induccion de IgE, y un incremento de la

respuesta Th1y de la produccién de IL-10%%2

El segundo conjunto de moléculas adyuvantes es el que agrupa todas aquellas
sustancias que pueden unirse o interaccionar con los receptores del sistema inmune
innato que se expresan en las membranas de las células presentadoras de antigeno. Estos
ligandos forman parte de los DAMPs y PAMPs, entre los que destacan los ligandos para
los receptores de tipo Toll (TLR del inglés toll-like receptors) expresados en las APCs, que
ante la sefalizacion PAMP-TLR activan multiples rutas de sefalizacion e inician la
respuesta inmune®*?*®, Otra cualidad de los PAMP, que permite optimizar su funcidn
como adyuvante en inmunoterapia, es su selectividad por un tipo de respuesta

inmunitaria concreta, los TLR-4y TLR-9 inducen la respuesta de tipo Th1,y el TLR-2 la



respuesta de tipo Th22?%2° 1,05 adyuvantes mds importantes de este conjunto son los
derivados sintéticos de PAMPs que interaccionan con estos TLRs?®. En la alergia a
alimentos, se han realizado experimentos en un modelo murino de alergia a cacahuete,
donde se utiliz6 una cadena corta de ADN no metilado (CpG-oligodesoxinucleétidos)
capaz de unirse a TLR9 para inducir una respuesta reguladora, esta respuesta se
caracteriz6 por un aumento de IgG2a y una reduccion de las citoquinas de tipo Th2, y de
la IgE e IgG1 especificas® 2. Actualmente, los ligandos de otro tipo de receptores
presentes en las células presentadoras de antigenos estdn alcanzando especial relevancia,
y son los ligandos de los receptores de tipo lectina de tipo C (CLR del inglés C-lectin
receptor), especialmente la manosa, que interacciona con el receptor DC-SIGN vy

promociona las respuestas de tipo Th1y Treg***®.

II1. Nanoestructuras y sistemas combinados

El desarrollo y la aplicacién de la nanotecnologia viene a resolver muchos de los retos
que tienen actualmente las ciencias biomédicas, en este sentido la ciencia de los
nanomateriales aporta varias mejoras a la inmunoterapia para la alergia a alimentos. Una
primera aportacién es que las nanoparticulas por su naturaleza pueden en ser
consideradas adyuvantes ya que pueden interaccionar con las APCs y por tanto modular

222,236,237

la respuesta inmunitaria . Esta interaccidn con las APCs se produce gracias a las

propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas, por ejemplo, un tamano de

nanoparticula menor a 200 nm favorece la captura por parte de las APCs**®

. Ademds, se
ha observado que los nanomateriales con capacidad oxidante favorecen respuestas de
tipo Th1, mientras que los antioxidantes favorecen las respuestas Th2**. En segundo
lugar, las nanoparticulas también pueden producir efecto depdsito, permitiendo
controlar la exposicion al alérgeno, tanto en tiempo como en localizacion??
incrementando la efectividad y seguridad del tratamiento respectivamente. Ademads, las

nanoparticulas permiten proteger a los alérgenos frente a la degradacion?*%.
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Por otro lado, las nanoparticulas se pueden funcionalizar con otras moléculas que
proporcionen las caracteristicas fisicoquimicas deseadas, o con otros ligandos que
puedan ejercer efectos inmunomoduladores especificos, por ejemplo, sobre CLRs 0 TLRs

26241 Estas interacciones entre los grupos funcionales y las APCs

expresados en APCs
facilitan la internalizacidn de las nanoparticulas y su procesamiento en los endosomas y
lisosomas®*?*2, La funcionalizacidn de las nanoparticulas con ligandos de los TLRs, como
por ejemplo con CpG-oligodesoxinucledtidos que favorece una respuesta de tipo Th1
tras su uniéon a TLRY en modelos alérgicos*® muestra mayor internalizacién y
estimulacidn de las APCs que el adyuvante aislado®¢. Esta funcionalizacién con CpG-
oligodesoxinucledtidos ha sido aplicada en un tratamiento de inmunoterapia con
nanoparticulas unidas a un epitopo alérgeno de gamba, la arginina quinasa, donde se
observé un incremento de la poblacion de células T reguladoras FoxP3" y de la
produccion de IL-10; que se acompand de una reduccidon de la IgEe para la arginina
quinasa y de las reacciones anafildcticas***. De igual modo, en un modelo animal, se
ensay0 un tratamiento de inmunoterapia que combinaba nanoparticulas de dcido
poli(lactico-co-glicdlico), conjugadas con CpG-oligodesoxinucledtidos y extracto de
cacahuete, que produjo un descenso de las citoquinas de tipo Th2 y una subida del IFN-
y#1. También, a las nanoparticulas se les pueden afiadir ligandos de los CLRs, como por
ejemplo la manosa, una inmunoterapia oral especifica de cacahuete basada en

nanoparticulas recubiertas con manosa, redujo la gravedad de los sintomas de las

reacciones anafildcticas en un modelo animal para esa alergia®*.

De entre todas las nanoestructuras estudiadas hasta la fecha, destaca un tipo
nanoparticulas de forma arborescente que posee unas caracteristicas optimas para su
aplicacion en las inmunoterapias especificas de alérgeno, estas nanoparticulas se
conocen como dendrimeros. Ademads de carecer de toxicidad®®?, su estructura ramificada
expone en la superficie numerosas terminaciones que pueden ser funcionalizadas con

péptidos alergénicos y/o adyuvantes de unién a TLR o CLR; esto permite acumular en



una misma particula un nimero igualmente elevado de ligandos, que pueden interactuar
con una cuantia equivalente de receptores expresados en la membrana de las células
presentadoras de antigenos. Un tipo destacado de dendrimero son los glicodendrimeros
de manosa, los cuales una vez funcionalizados con péptidos provenientes de epitopos de
un alérgeno, Pru p 3, han demostrado un gran potencial inmunomodulador y

favoreciendo su captacién por parte de las APCs gracias al receptor CLR DC-SIGN,

4.3 Modelos animales de tolerancia inducida

Para poder realizar estudios exhaustivos que permitan esclarecer los mecanismos que
controlan, y dan forma a la sensibilizacion o la tolerancia en la alergia a alimentos, es
necesario generar modelos animales para esta enfermedad. Los modelos animales
proporcionan un marco de investigacion que permite llevar a cabo estudios y
experimentos que no son factibles en humanos por motivos de seguridad, puesto que

8 Ademds, determinados

existe un riesgo alto de provocar reacciones alérgicas graves
experimentos requieren tener acceso a poblaciones celulares y/o tejidos que son solo
accesibles con cirugias invasivas o post mortem. En cuanto a la alergia a alimentos, los
modelos animales han permitido evaluar diversas estrategias terapéuticas y dilucidar los
mecanismos que subyacen a ésta, asi como la identificacién de biomarcadores que

ayuden a definir el tipo de respuesta®’.

En concreto, para ilustrar esto, se va a exponer el desarrollo y desempeno de un
modelo animal en la alergia a alimentos. Se trata de un modelo desarrollado en ratdn,
esta especie es predominante en la investigacion de muchas patologias debido a su
tamano, sus ciclos de cria, su manejo y la existencia de multiples herramientas
desarrolladas para manipularlos genéticamente y controlar, molecular y celularmente, su
fisiologia. En lo que atane a la alergia a alimentos, es posible inducir bajo condiciones

249

controladas la sensibilizacidn, y eventualmente la tolerancia*”’. Ademads, a lo anterior se

suma la comprensidén exhaustiva que se tiene de su sistema inmunitario, y de las
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semejanzas que guarda con los humanos, como por ejemplo la presencia de respuestas
Th1 productoras 1gG2, y Th2 productoras de IgE e IgG1*%*!. No obstante, también
existen discrepancias que afectan a la alergia, principalmente que la IgG1 de ratones
también produce la degranulacién de mastocitos y baséfilos®*2 También, para salvar el
obstdculo que supone establecer la sensibilizacidn oral, en los modelos murinos existen
dos cepas, C3H/He] y BALB/c, que presentan respuestas Th2 mds acentuadas®*y por lo

tanto facilitan la pérdida de tolerancia.

4.3.1 Inmunoterapia sublingual basada en glicodendropéptidos en un modelo

murino de anafilaxia a melocotén

La inmunoterapia especifica a Pru p 3 es actualmente la alternativa de tratamiento con
mejores perspectivas para los pacientes alérgicos al melocotdén, por lo que es esencial
incorporar las innovaciones descritas en anteriormente, para crear un nuevo tratamiento

m4ds seguro y eficiente.

Pru p 3 es el alérgeno mds importante del melocotén®*, y ademds es una LTP

#4235 que puede producir reacciones

panalergénica, tanto para alimentos como pdlenes
de extrema gravedad, por tanto, en los dltimos afios para estudiar la efectividad de los
tratamientos innovadores se ha desarrollado un modelo murino mediante sensibilizacién
nasal que emula esta sintomatologia grave®®; la capacidad de este modelo para
desarrollar anafilaxia se confirmé por marcadores in vivo e in vitro®. Para inducir
tolerancia en el modelo se administr6 una SLIT basada en glicodendrimeros
monoméricos funcionalizados con péptidos de Pru p 3, correspondientes a epitopos
lineales reconocibles por los TCR, y con 9 moléculas de manosas™?; este
glicodendropéptido se denominé D1ManPrup3. La SLIT a dos concentraciones distintas,
2 nM y 5 nM, protegi6 a los ratones contra exposiciones a Pru p 3. Sin embargo, a SnM

se alcanzd un estado de desensibilizacion temporal, mientras que a 2 nM se indujo una

respuesta tolerante completa, que proporciond proteccidn a largo plazo frente a Pru p 3



sin la necesidad de exposiciones continuas ni a la SLIT ni al alérgeno®’. Esta respuesta
tolerante se caracterizé ademds por una reduccidn de las células productoras de IgE e
IgG1 especificas a Pru p 3, y por un descenso de la producciéon de IL-4, a la vez que se
incrementaron las células T reguladoras FoxP3", la produccién de IL-10 y de IFN-y*’.
Este modelo experimental en el que dependiendo de la concentracion del
glicodendropéptido se genera una desensibilizacion o una respuesta de tolerancia es una
gran herramienta para analizar los biomarcadores diferenciales de respuesta a la AIT,

que son esenciales a la hora de la toma de decisiones por parte del personal clinico.
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5. Tecnologias de secuenciacion de nueva generacion en el estudio de las

alergias a alimentos

La irrupcion de las tecnologias de secuenciacidon de nueva generacion (NGS del inglés
next generation sequencing) ha revolucionado el modo en que se aborda la investigacion en
las ciencias biomédicas®®*°. Estas aproximaciones han permitido la identificacion de
multiples marcadores de diagndstico o de respuesta al tratamiento en diferentes

procesos patolégicos®®*°.

Esencialmente, este conjunto de técnicas permite registrar masivamente un
conjunto amplio de fragmentos de ADN purificados presentes en una muestra, para
estudiar desde las variantes genéticas del genoma de un individuo hasta los transcritos
expresados en un cultivo celular, pasando por el epigenoma de células tumorales; lo que
convierte a este conjunto de técnicas en un aliado invaluable para desentrafar los

20 En los

mecanismos celulares y moleculares que caracterizan al sistema inmunitario
ultimos afos, estos procedimientos han contribuido al estudio de la alergia a los
alimentos con aportes como: la asociacion de variantes genéticas del factor de
transcripcion STAT6 con el desarrollo de la alergia a alimentos®' mediante
secuenciacion de ADN nuclear, y la identificacién mediante secuenciacion de ARN, de
genes como NFKBIA, ARG1, PHACTR1 y ZNF121, cuyos cambios de expresidn se
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relacionan con la gravedad de las reacciones alérgicas al cacahuete®”. Incluso,

implementaciones mds innovadoras permiten estudiar simultineamente todas las

subpoblaciones de células T especificas para el alérgeno tras una OIT a cacahuete®®.
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JUSTIFICACION
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En la actualidad, la alergia a alimentos es una patologia en auge que afecta hasta un 3,28%
de la poblacion adulta espafniola’®, principalmente a alimentos de origen vegetal. De entre
estos destacan las rosdceas®, y concretamente LTPs como los agentes causantes mas
frecuentes en el drea mediterranea®*; siendo Pru p 3, el alérgeno mayor del melocotdn,

%% Reducir el tratamiento de la alergia a LTPs tinicamente

la LTP con mayor prevalencia
a la evitacion del o de los alimentos implicados puede ser problemadtico, porque es
frecuente encontrar pacientes con un patrén complejo de sensibilizacion a multiples
LTPs y algunos pdlenes, que estd causado por la alta reactividad cruzada de estos
panalérgenos y que se conoce como sindrome LTP'". Dicho sindrome LTP incrementa
el nimero de exposiciones accidentales, lo que puede tener consecuencias graves ya que
las LTP provocan reacciones sistémicas en un 30% de los pacientes®*, y por tanto afecta

112265 Debido a esto, la induccién de

enormemente a la calidad de vida de los pacientes
tolerancia mediante inmunoterapia alérgeno-especifica es la udnica alternativa de
tratamiento segura y efectiva, como se ha probado en estudios previos*'"*¢ donde estd
demostrado que una inmunoterapia sublingual con Pru p 3 incrementd la tolerancia de
pacientes alérgicos a melocotdén. No obstante, sigue habiendo limitaciones en cuanto a
su seguridad y existiendo interrogantes sobre su efectividad a largo plazo. Por esto y por
tratarse de un proceso costoso y largo en el tiempo, es necesario estudiar los mecanismos
inmunitarios, celulares y moleculares que subyacen a la tolerancia inducida. Es de
especial importancia conocer los biomarcadores progndsticos de cada tipo de respuesta

al tratamiento fundamentalmente en fases tempranas del mismo para evitar su

mantenimiento de forma innecesaria.

En esta busqueda de biomarcadores, la presente Tesis Doctoral se ha centrado en
un modelo de inmunoterapia sublingual alérgeno-especifica para Pru p 3 que contiene
una nanoestructura dendrimérica funcionalizada con manosas y un epitopo lineal de Pru
p 3 (D1ManPrup3)®’. El tratamiento con este glicodendropéptido (GDP) consiguid

prevenir la anafilaxia ante una exposicion a Pru p 3 en un modelo murido de anafilaxia a



26 A nivel inmunoldgico, celular y molecular, se observé que esta terapia

este alérgeno
induce una respuesta reguladora elevando el numero de células Treg (CD4'CD25'FoxP3")
e IL-10, en una respuesta tolerante orquestada por las células dendriticas, donde se

observo por citometria de flujo un descenso en la expresidon de diversos biomarcadores

de activacidon y un aumento de PD-L1%.

Un hecho interesante fue la observacion en este modelo de que utilizando dos
concentraciones de GDP, 2nM y 5nM de D1ManPrup3, se generaron dos respuestas
protectoras: una respuesta de desensibilizacidén temporal y una respuesta de tolerancia

sostenida en el tiempo*’

. Gracias a este hallazgo, se generd un marco experimental
propicio para investigar los procesos, celulares y moleculares, que determinan el
desenlace de la inmunoterapia a largo plazo. Previamente, se han descrito diferencias
inmunoldgicas entre ambos estados. La respuesta tolerante se caracteriza por presentar
niveles superiores de IL-10 y de células T reguladoras FoxP3* a la respuesta
desensibilizadora®’. No obstante, los estudios realizados hasta el momento se han
caracterizado por explorar un conjunto conocido de marcadores inmunoldgicos,
principalmente citoquinas y receptores de membrana; este tipo de experimentos limita

considerablemente la busqueda de nuevos biomarcadores y la dilucidacion de los

mecanismos implicados en la respuesta de tolerancia inducida por inmunoterapia.

Por lo tanto, es necesario conducir nuevas investigaciones aplicando técnicas mds
exploratorias, sensibles y masivas, que arrojen luz sobre las cuestiones que rodean a la
adquisicion de la tolerancia a los alimentos, sobre los mecanismos que la soportan y
sobre los agentes que la gobiernan. En ultima instancia, los frutos de estos esfuerzos
contribuirdn al descubrimiento de nuevas rutas de intervencién inmunomoduladora, al
disefno de nuevas terapias, al discernimiento entre buenas y malas respuestas durante el
proceso de la inmunoterapia, en definitiva, a la mejora de la calidad de vida de los

pacientes alérgicos a los alimentos.
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Objetivos generales

1. Estudiar los mecanismos inmunoldgicos inductores de la tolerancia promovidos por
la inmunoterapia alérgeno-especificas para identificar potenciales biomarcadores en

la modulacidn de la respuesta alérgica a alimentos de origen vegetal.
Objetivos especificos

1. Estudiar los mecanismos propios de las células dendriticas que estdn implicados en
la adquisicion de la tolerancia inducida por inmunoterapia sublingual con

D1ManPrup3 en un modelo experimental de anafilaxia a melocotdn.

a. Estudiar los cambios producidos en la expresion génica tras la inmunoterapia en
células dendriticas de ganglios linfiticos mediante secuenciacion de ARN (RNA-

seq).

i. Analizar las diferencias de expresion génica entre los estados de

desensibilizacidn temporal y tolerancia a largo plazo.

b. Estudiar la regulacién epigenética por metilacion del ADN tras la inmunoterapia
en células dendriticas de ganglios linfaticos mediante secuenciacion del genoma

completo modificado con bisulfito (WGBS-seq).

i. Analizar las diferencias de regulacion epigenética entre los estados de

desensibilizacidn transitoria y tolerancia a largo plazo

2. Estudiar los mecanismos propios de las células Treg implicados en la adquisicidon de
la tolerancia inducida por inmunoterapia sublingual con D1ManPrup3 en un modelo
experimental de anafilaxia a melocoton mediante un estudio de la metilaciéon del ADN

(WGBS-seq).

a. Analizar las diferencias de regulacion epigenética entre los estados de

desensibilizacidn transitoria y tolerancia a largo plazo.
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Para estudiar los mecanismos inmunoldgicos que participan en la tolerancia inducida
por inmunoterapia sublingual en un modelo animal de anafilaxia a Pru p 3, se han
realizado tres experimentos de secuenciacion masiva de dcidos nucleicos. Para poder
discernir las causas del efecto tolerogénico del tratamiento, los experimentos se han
realizado sobre cuatro grupos de ratones que representan distintos tipos de respuesta

inmunoldgica tras la exposicién a Pru p 3.

Los tres primeros grupos los constituyen ratones sensibilizados con Pru p 3y
LPS, que por tanto pueden desarrollar anafilaxia al exponerse a Pru p 3%¢; ademas, cada
uno de estos tres grupos recibe un tratamiento diferente para representar los tres tipos
de respuestas a la inmunoterapia, y son: no tratados o anafildcticos (grupo Anafilaxia),
desensibilizados temporalmente (grupo Desensibilizado) y tolerantes a largo plazo
(grupo Tolerante), habiendo recibido tampdn fosfato salino (PBS) 1X, D1ManPrup35nM,

257

y D1ManPrup3 2 nM respectivamente

El dltimo grupo lo forman ratones sensibilizados inicamente con Pru p 3 que no
desarrollan anafilaxia por exposicién a Pru p 3% Al igual que los ratones del grupo
Anafilaxia, este grupo sensibilizado solo con Pru p 3 son tratados con PBS durante la
inmunoterapia; este grupo de ratones representa a los individuos que de forma natural
estan sensibilizados a Pru p 3 pero no desarrollan sintomas alérgicos a este alérgeno
(grupo Alérgeno-solo). Este fenotipo sensibilizado no alérgico constituye hasta un 70%

1) y es esencial su inclusién para conocer los procesos

de la poblacién infanti
inmunoldgicos tolerogénicos inducidos especificamente por la inmunoterapia. El disefio

de estos experimentos se recoge en la Figura 10 y la Tabla 3.
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Tabla 3 - Grupos experimentales del estudio

Grupo Sensibilizacié Tratamiento Fenotipo
n
¢Anafilaxia? ¢Proteccion?
Anafilaxia LPS+Prup3 PBS
- Alérgico
SI NO
Desensibilizado | LPS+Prup3 | D1ManPrup3 5nM o o
- Desensibilizado transitoriamente
SI CORTO PLAZO
Tolerante LPS+Prup3 | D1IManPrup3 2nM
_ Tolerante
SI LARGO PLAZO
Antigeno-solo Prup3 PBS o o
- Sensibilizado no alérgico
NO SI

1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 B

S A Y I )

| J | ] Exposicion
' ' aPrup3
Sensibilizacion Nasal Inmunoterapia Sublingual
* Prup3+LPS « PBS '
* Prup3 *  2nM D1ManPrup3 ¢Anafilaxia?
. S5nM DlManPrupS Comportamiento 7
Temperatura I
Células Serum
Tregs

‘ — & —>  WGBS-seq Analisis bioinformatico
\Ug

Bazo . Expresion diferencial.
’ *  Metilacién diferencial.

@ @ N\ 4 . Enriquecimiento funcional.
R QY ' i WGBS-seq +  Comparaciény correlacidn.

@ —

& Rna-seq
Ganglios
linfditicos

Células
dendriticas

Figura 10. Disefio de la inmunoterapia en un modelo de anafilaxia y de los estudios de

secuenciacion masiva.

Ademas, los experimentos de secuenciacidn se han realizado con dcidos nucleicos
extraidos de células T reguladoras y células dendriticas. Estas dos poblaciones, como se

ha expuesto anteriormente en este trabajo, tienen un rol esencial en el establecimiento



de la tolerancia a los alimentos. Estas células, se aislaron de los ganglios linfdticos y del
bazo tras una exposicidn intraperitoneal a Pru p 3, la cual se realizé una semana después
de finalizar la inmunoterapia. En ese punto temporal, ambos grupos, Desensibilizado y
Tolerante, mantuvieron la proteccidon a Pru p 3*’. Gracias a esto, se pueden estudiar las
diferencias existentes en la proteccion frente a Pru p 3 entre los estados de
desensibilizacién transitoria y la tolerancia a largo plazo. Lo que, en ultimo lugar,

proporciona potenciales biomarcadores de respuesta o efectividad del tratamiento.
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1. Mecanismos propios de las células dendriticas regulados por la

SLIT con D1ManPrup3

a. Estudio de la expresion diferencial

El primer estudio consistid en un experimento de RNA-seq con el ARN aislado
de células dendriticas obtenidas de ganglios linfaticos, y en su correspondiente analisis
bioinformatico de la expresion génica diferencial®®. El andlisis de la expresion
diferencial compard el transcriptoma promedio de los animales anafildcticos (Anafilaxia)
con el de los grupos tratados: desensibilizados (Desensibilizado) y tolerantes (Tolerante);
asi como los sensibilizados unicamente con el alérgeno (Alérgeno-solo) y no
anafilacticos. Esta comparacion arrojo los siguientes resultados (Tabla 4 y Figura 11): se
hallaron 411 genes expresados diferencialmente (DEG del inglés differentially expressed
genes) para el grupo Alérgeno-solo, 186 para el grupo Tolerante y 119 para el grupo
Desensibilizado; los cuales eran mayoritariamente genes infraexpresados, es decir, que
presentaban mayor expresion en el grupo Anafilaxia; a excepcion del grupo
Desensibilizado donde encontraron un numero similar de genes sobreexpresados e

infraexpresados.

Tabla 4 - Tabla resumen de la expresion diferencial.

Genes expresados Antigeno-solo Tolerante Desensibilizado
diferencialmente \& vs vs
Anafilaxia Anafilaxia Anafilaxia
Todos 411 186 119
Sobreexpresados 49 63 62
Infraexpresados 362 123 57
Top 10 Stk17b, Gpr171, Vps37b, Mapk11, B3gnt7, Vps37b,
Bhlhe40, Dusp5, Tnfaip3,
(por p-valor FoxI2, Tnfaip3, P2ry10, Nfkbid, Fam107b, Ifngr1,
Nr4a2, Rgs1, Fosl2, Nr4a3,
ajustado) B3gnt7, Cd83, Dusp5, Tex2, Cytip, Mettl17,

Atf3, Trib1, Mapk11
Thbs1 Thbs1
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Expresion diferencial ) Expresion diferencial
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Figura 11. Gréficos de volcdn para los tres andlisis de expresion diferencial.

Estos patrones de expresion diferencial concuerdan con el fenotipo protector a
largo plazo, donde se detectaron un mayor nimero de DEGs en el grupo Tolerante que
en el grupo Desensibilizado (186 contra 119), esta diferencia cuantitativa emerge
especialmente del conjunto de los genes infraexpresados (123 contra 57); lo cual, podria
interpretarse como una consecuencia de una pérdida progresiva del efecto protector de
la inmunoterapia en el grupo Desensibilizado. Esta diferencia cuantitativa se ve
reforzada por el bajo nimero de DEGs comunes a ambos grupos (36), a pesar de haber
recibido ambos el mismo tipo de inmunoterapia y mostrar un fenotipo similar ante la
exposicion a Pru p 3 una semana después de haber concluido el tratamiento. Sin
embargo, 29 de estos DEGs (Figura 12) se detectaron en las tres comparaciones realizadas

contra el grupo de Anafilaxia, estos DEGs se podrian considerar un nucleo de genes



relacionados con la ausencia de respuesta, por ejemplo, algunos DEGs infraexpresados,
como I112b y Ifngrl, al reprimirse aumentan la actividad de la IL-12 y promocionan un
fenotipo Th1 en la respuesta a Pru p 3**”°. Otros DEGs infraexpresados de este nicleo,
Thsb1, Prdm1, Nr4a3, junto a Ifngrl, se relacionaron con una ausencia, en las células
dendriticas, de maduracién y de secrecion de diversas citoquinas proinflamatorias®' "%,
Ademads, dos factores de transcripcion proinflamatorios de la familia AP-1, Fosl2 y Cebpb,

se encontraron menos expresados que en el grupo de animales anafildcticos®>%°.

Antigeno-solo

Tolerante

Desensibilizado

Figura 12. Diagrama de Venn para las listas de genes expresados diferencialmente obtenidas en

el estudio.

Mads aun, los 102 DEGs detectados unicamente en la comparacién con el grupo
Tolerante tienen especial relevancia, ya que estos pueden tener una funcién importante
en la induccidén de la tolerancia al alérgeno. Este conjunto incluye un grupo de genes
infraexpresados que se asocian a la activacién de las células dendriticas, y por lo tanto

una menor expresiéon puede habilitar el comportamiento tolerogénico, como los
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marcadores cldsicos Ccr7%’ y Cd83%%) y también Cxcr4*®, Cytip*, Il6st®™', Rel*2®

Smad7%4+*> Pde4b®¢, Zbtb10* (ref282), Sik1**® y Tnfaip3%**°.

Otro conjunto de DEGs exclusivos del grupo Tolerante que tiene especial interés,
es el compuesto por una serie de genes sobreexpresados que tienen documentada su
participacidn en la respuesta tolerante, como por ejemplo, Alg3*", [12ra** y Uhfr1****. Es
importante destacar que este grupo de DEGs incluyd una serie de co-chaperonas,
Hsph1*> Hsp90aal*® y Stip1*®, que participan en el procesamiento y presentacion de
antigenos en las respuestas tolerantes. También, se detect6 una mayor expresion del gen
Dgcr8%’ que participa en la produccidén de micro ARNs, los cuales tienen un papel en la

regulacién del comportamiento de las células dendriticas®”.

La sefializacién de la proteina mTOR tiene un papel esencial en el cambio del
fenotipo inflamatorio a tolerante de la respuesta de las células dendriticas®®*”,
observando que su activacion en las células dendriticas, una vez presentes en los nddulos
linfaticos, induce la respuesta tolerante®®**”. En este sentido, multiples DEGs detectados
en la comparacion de los animales tolerantes contra los animales anafildcticos apuntan
también hacia esa activacion de la ruta de senalizacién de mTOR en los nddulos
linfaticos, por ejemplo, Nuak1, un DEG sobreexpresado en tolerantes que activaa mTOR
en respuesta a calcio®®. Este gen se encuentra regulado por otro DEG sobreexpresado,
Maf, el cual promociona, mediante la activacién de mTOR, la secrecidon de IL-10 tras la
sefializaciéon de TLR4*®'. Es mds, otro DEG sobreexpresado en los animales tolerantes,
Cebpg, activa la sefializacién mTOR y promueve el comportamiento tolerogénico de las

células dendriticas?®

. Adicionalmente, se encontraron infraexpresados los genes Ddit4*%,
Pik3ipI*® Mpc2** y Sesn1®, que codifican inhibidores de la sefnalizacién de mTOR. No

obstante, otros DEGs exclusivos del grupo Tolerante indican lo contrario, por ejemplo,

varios inhibidores de mTOR sobreexpresados: Neil3** Arl4d*” y Gpr68*®.

Por otro lado, la expresién diferencial exclusiva de la comparacién con el grupo

Desensibilizado puede ilustrar cémo se podria inducir la proteccidn a corto plazo. La



mayoria de ellos se detectaron como DEGs sobreexpresados, incluyendo Nfkbid y Tnf,
Nfkbid, que limitan la inflamacién mediante la inhibicidn de la sefializacion NF-k3309, y
el gen Tnf codifica una citoquina proinflamatoria que puede inducir a las células
dendriticas a activar de la produccién de IL-10 por parte de las células T*°. La expresiéon
de Tnf, junto a la de la IL-6 y la IL-1, se regula por la senalizacién de mTOR*”. En este
mismo sentido, aparecieron sobreexpresados dos DEGs cuya expresion se induce por la
actividad de mTOR, concretamente Malat1*", que favorece el fenotipo tolerogénico de
las células dendriticas®' y Egr2 que, por el contrario, puede estar relacionado con la
pérdida de la proteccién en semanas sucesivas y el desarrollo de una respuesta de tipo
Th23%3, Asimismo, otros tres DEGs sobreexpresados activan la ruta de sefializacién de
mTOR por diversas vias: Zfp692 activando la senalizacion PI3SK/AKT?*7?% Hesl
reprimiendo PTENT®*®| y Mapkll que actuando directamente sobre la ruta de
mTOR**! Ademds, la infraexpresidn exclusiva en el grupo Desensibilizado de otros
tres DEGS puede relacionarse con la desensibilizacién transitoria y la pérdida de la
proteccidn; el DEG Camp codifica un péptido antimicrobiano que reduce la activacién
del TLR, y que se ha asociado a la respuesta en la alergia por contacto®? Cd209a codifica
el receptor CLR DC-SIGN, este receptor participa en la induccién de la tolerancia, es
interesante encontrar una infraexpresion de este receptor, ya que participa en la
deteccion de las manosas del D1ManPrup3***/ y porque la encontramos
diferencialmente expresado unicamente a la dosis mds alta aplicada (5 nM). Por dltimo,
el gen Ahr, se ha observado que su deficiencia favorece las respuestas Th2** ya que
codifica el receptor de los hidrocarburos arilicos que detecta los dcidos grasos de cadena

corta producidos por la microbiota y que promueven la tolerancia.

El estudio de la expresién diferencial ha probado que la inmunoterapia a dos
concentraciones, que genera dos fenotipos diferentes a largo plazo, induce distintos
mecanismos inmunomoduladores en las células dendriticas, en los que parece tener

especial protagonismo la ruta de sefializacion mTOR. Ademsds, estas diferencias han
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permitido conocer potenciales biomarcadores que determinan el éxito de la
inmunoterapia especifica de alérgeno, como, Tnfaip3, I12ra, Smad7, Rel, Mad, Cebpg,
Malat1, Ccr7, Cd83, etc. Sin embargo, este tipo de experimentos ofrecen una un punto
temporal fjo del transcriptoma, y por lo tanto debe considerarse en experimentos futuros
explorar las diferencias de expresion a diversos tiempos, antes y después de la exposicion.
Una alternativa a esto es explorar los cambios epigenéticos que condicionan la expresion,
ya que perduran mds en el tiempo y permiten establecer marcadores mds estables,
ademads de ayudar a descubrir sobre los efectos de la inmunoterapia sobre las células del

sistema inmunitario.
b. Estudio de metilacidn diferencial en regiones promotoras

En el segundo experimento de secuenciacion, se establecid el objetivo de estudiar
la regulacién epigenética de las células dendriticas de ganglios linfdticos tras la
exposicion de los ratones a Pru p 3, complementando el experimento anterior de RNA-
seq. Concretamente, se estudid la metilacion del ADN, que forma parte de los
mecanismos de regulacidon epigenética y que se ha observado que puede tener un rol en
la patogénesis de la alergia a alimentos®* y también en la inmunomodulacién®*; la
metilacién del ADN se estudié mediante WGBS-seq. Esto permitié estudiar los cambios
de metilacion que aparecen tras la inmunoterapia en las regiones promotoras de genes
esenciales para la respuesta tolerante, y también en aquellos genes que se asocian a la
desensibilizacion transitoria, estableciendo la oportunidad de desarrollar nuevos

32 Mads especificamente,

biomarcadores predictivos de la respuesta a la inmunoterapia
se analizo el genoma completo de los ratones con un algoritmo de ventana deslizante
seleccionando después las ventanas solapantes con los promotores génicos que
presentaran diferencias significativas de metilacion entre el grupo Anafilaxia y los
grupos Tolerante, Desensibilizado y Alérgeno-solo. Estas ventanas constituyeron las

regiones promotoras diferencialmente metiladas (DMPR del inglés differentially

methylated promoter regions)*®. Primero, en el andlisis de metilacién diferencial, el menor



numero de DMPRs se detectd en el grupo Alérgeno-solo (3.391), seguido por el Tolerante

(4.091y finalmente por el grupo Desensibilizado (7.713) (Tabla 5).

Tabla 5 - Tabla resumen de la metilacion diferencial en regiones promotoras

Regiones promotoras Antigeno-solo Tolerante Desensibilizado
diferencialmente Vs Vs Vs
metiladas Anafilaxia Anafilaxia Anafilaxia
Todas 3.931 4.091 7.713
Hipermetiladas 2.068 2.726 6.181
Hipometiladas 1.863 1.365 1.532
Genes afectados 3.713 3.863 6.959

El nimero de DMPRs se correlaciond inversamente con la toleranciaa Prup 3a
largo plazo, y se intuye que cada uno de los grupos alcanzé la proteccion por distintos
mecanismos, pues mostraron un paisaje de metilacién propio, tan solo se encontraron
466 genes afectados por la metilacién diferencial en las tres comparaciones. En esta
misma linea, en los grupos que recibieron inmunoterapia con D1ManPrup3, se hallaron
1.512 genes afectados comunes a ambas comparaciones (Figura 13), estas iltimas DMPRs
podrian regular la expresidon de genes relacionados con mecanismos comunes inducidos

por la inmunoterapia, independientemente de la concentracion aplicada.

Genes con DMPRs hipometiladas Genes con DMPRs hipermetiladas

Tolerante Tolerante

Desensibilizado
Desensibilizado

Figura 13. Diagramas de Venn para las listas de DMPRs hipometiladas e hipermetiladas

detectadas en los grupos Tolerante y Desensibilizado.

121



Estas DMPRs comunes a los grupos tratados con SLIT, afectan a genes
involucrados en la respuesta Th1 como: 1112b, Ifng, v Ifngr2’*3% a diversas citoquinas
proinflamatorias y receptores de estas como: Il1a, Il1b, 112, 1117, 1124, [133, Litaf, y Tnf**3%*
3% a genes relacionados con la presentacién de antigenos en el MHC II como: H2-DMa,
H2-Ke6, H2-Eb2, y H2-Q5%, y a factores de transcripcidn que afectan a la funcién
inmunitaria como: Maf, Junb, Nr4a3,y Gata3%*%*¢ 3% Estos cambios estdn en sintonia con
los demostrados previamente en el estudio de RNA-seq, pues igualmente se observa la
promocidn de las respuestas Th1y Treg, que caracteriza a la proteccién a Pru p 3% Esta
correlacion entre ambos estudios se concretd en una serie de genes de especial interés,
por ejemplo, Il12b que se detecté como infraexpresado en los grupos Tolerante y
Desensibilizado, lo cual podria implicar un aumento de la actividad de la IL-12 y por
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tanto de la respuesta Th1%*°. En este estudio se encontraron 2 DMPRs hipermetiladas en

el promotor de este gen para el grupo Desensibilizado, y una DMPR hipermetilada para

el Tolerante?®

. Mds aun, se encontré una DMPR hipermetilada para el grupo Tolerante,
y otra DMPR hipermetilada para el Desensibilizado, en el promotor gen I118r1, pero solo
se detectd una expresion diferencial para este gen en el grupo Tolerante*® lo que puede
haberse producido debido a las diferencias de localizacién, tamano y magnitud entre
ambas DMPRs. El receptor codificado por el gen I118r1 se ha relacionado con un aumento
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de la respuesta de tipo Th1**° y puede tener propiedades tanto antiinflamatorias como

proinflamatorias®

. Aunque su papel mecanistico en este modelo de tolerancia inducida
no esta claro, puede ser considerado un potencial biomarcador junto a la I112b al haberse
encontrado diferencias a nivel de expresion y metilacion. Sin embargo, al igual que los

genes expresados diferencialmente, las regiones mds interesantes y con mayor potencial

son aquellas relacionadas unicamente con un fenotipo protector.

Se encontraron 5.596 DMPRs para la comparacion entre el grupo Desensibilizado
y el grupo Anafilaxia en promotores inalterados en las otras condiciones, de estas

DMPRs, un conjunto de regiones hipermetiladas pueden influenciar la activacidn de las



células dendriticas. Por ejemplo, se encontraron DMPRs en los genes de los receptores
de tipo Toll, Tlr4, Tlr3, Tlr8,y Tlr5, en genes involucrados en la produccion de IL-2, Cd247,
Irf4y Pde4b® |y otras citoquinas como la I127%% 1173 e [115%**3*. Si se asume una relacion
canodnica entre el aumento de la metilacidn en el contexto CpG de los promotores y la
expresion del gen, estas DMPRs reducirian la actividad proinflamatoria de las células
dendriticas. También se detectaron otras DPMRs hipermetiladas que podrian tener un
efecto bioldgico opuesto, como serian las DMPRs en los genes Il10ra y Pten, que

potencialmente pueden reducir la sefalizacién de la IL-10%*¢

y la senalizacion mTOR
tolerogénica®’, respectivamente. Aunque, las DMPRs hipermetiladas mas relevantes
detectadas son las que afectaron a los genes Cd209a, Cebpb,y Tnf, los cuales se detectaron
como DEGs en el estudio anterior®®. Los dos primeros se observaron como
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infraexpresados, Cd209 codifica el receptor de manosas DC-SIG , vy Cebpb produce
un factor de transcripcién proinflamatorio?®. El gen Tnf, que codifica al TNF-q, se hallé
como DEG sobreexpresado exclusivamente para el grupo Desensibilizado, y en su
promotor se detectaron para este grupo dos DMPRs, una hipermetilada y otra
hipometilada. Los cambios de metilacién, y de expresién, de los dos primeros genes
pueden estar vinculados con la proteccidon caracteristica de los desensibilizados,
mientras que el Tnf se puede vincular con la pérdida de proteccidén en el grupo de
Desensibilizado D1ManPrup3, ya que se relaciona con diversas rutas de sefalizacion

proinflamatorias, aunque también en funcion del contexto puede estimular la

produccion de IL-10%".

Del mismo modo que para el grupo Desensibilizado, para la comparacién del
grupo Tolerante se detectaron 2.417 DMPRs exclusivas, incluyendo multiples DMPRs
hipermetiladas que se situaron en los promotores de genes como la citoquina Th2 I113**]
como los componentes del MHC-II H2-Oa, H2-Q1, y H2-T23**) como el receptor
accesorio de la IL-18, Il18rap, que regula la unidn de alta afinidad de la IL-18**)y como

I123a, que codifica una subunidad de la interleuquina 23 (IL-23), una citoquina que
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participa en la promocidn de las respuestas Th17 (IL-23)*". Incluso, se detecté una DMPR
hipermetilada en el promotor del gen que codifica la subunidad alfa del receptor de alta
afinidad de la IgE (Fcerla), el cual es esencial en el desarrollo de la respuesta efectora
cuando se expresa en mastocitos y baséfilos. Aunque, se ha documentado que incrementa
la capacidad de las APC de presentar el antigeno a las células T*!; ademads, ya ha sido
propuesto como potencial biomarcador para la efectividad de las inmunoterapias

¥2 Ademds, las DMPRs hipermetiladas afectaron también a genes

alérgeno-especificas
vinculados a la maduracidn de las células dendriticas y a su actividad proinflamatoria,
por ejemplo, Jun un miembro de familia de factores de transcripcidn proinflamatorios
AP-1**¥®y Cd86 que codifica una proteina de la familia B7 que interacciona con CD28 o
CTLA4 en la membrana de los linfocitos T**. También se hallaron dos DMPRs
hipometiladas que merecen especial atencion porque afectaron a promotores de genes
expresados diferencialmente en el estudio de RNA-seq®®, el primero gen afectado es
Ahsa2,un DEG sobreexpresado que produce una co-chaperona activadora de Hsp90, cuya
activacion tiene un efecto promotor de la respuesta Th1, ya que favorece la secrecion de
[L-12%%%Y por dltimo, otra DMPR hipometilada se situd en el promotor del gen Maf,
un factor de transcripcion de la familia AP-1 controlado por la proteina mTOR, que
controla las acciones tolerogénicas de los linfocitos*>) y la respuesta reguladora de la
inflamacidn por parte de las células dendriticas tras la sefializacidon por el TLR4*'. Todo
lo anterior, permite vislumbrar algunas regulaciones epigenéticas especificas del grupo

Tolerante, que reducen la sefnalizacion pro Th2 por parte de las células dendriticas, y

aumentan la promocidn de las respuestas Th1y Treg.

El estudio de la metilacidn diferencial en células dendriticas ha demostrado que
la inmunoterapia a dos concentraciones, que induce dos fenotipos diferentes a largo
plazo, transforma los perfiles de metilacion, en el contexto CpG, de las células
dendriticas, afectando a la expresion de genes clave para la actividad tolerogénica o

inflamatoria de estas células. Incluso, algunas de estas marcas epigenéticas pueden



convertirse en biomarcadores de gran utilidad, con mayor potencial que los basados en
expresion (como se comentd vimos anteriormente) por la mayor estabilidad de estas
marcas en particular y del ADN en general. Algunas de las DMPRs que pueden predecir
el éxito de la inmunoterapia afectan a genes como: Fcerla, I113, Cd209a, Il10ra, Tnf, 1112b
o I118r1. No obstante, las células dendriticas tienen una supervivencia a largo plazo
limitada, y la gran mayoria de los procesos efectores de la tolerancia inducida estan
controlados por las células T reguladoras. Por lo tanto, es esencial estudiar con detalle
los efectos de la inmunoterapia sublingual con D1ManPrup3 sobre esta poblacién de

células.
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2. Mecanismos propios de las células T reguladoras regulados por la

SLIT con D1ManPrup3

a. Estudio de metilacion diferencial en regiones promotoras

A continuacidn, se condujo un ultimo estudio de WGBS-seq para analizar las
modificaciones epigenéticas provocadas por el tratamiento con el glicodendropéptido en
las células T reguladoras CD4'CD25'FoxP3'**. A continuacion, se exponen los resultados

obtenidos en este estudio.

En este caso, en las comparaciones contra el grupo Anafilaxia se obtuvieron 1.151
DMPRs para el grupo Alérgeno-solo, 1.576 para el grupo Tolerante y 1.580 para el grupo
Desensibilizado (Tabla 6); ambos grupos tratados con la SLIT obtuvieron un nimero
similar de DMPRs distribuidas de forma casi idéntica entre regiones hipermetiladas e
hipometiladas, lo que podria indicar erréneamente que la inmunoterapia ha inducido los

mismos mecanismos en ambos fenotipos protectores.

Tabla 6 - Tabla resumen de la metilacién diferencial en regiones promotoras

Regiones promotoras Antigeno-solo Tolerante Desensibilizado
diferencialmente vs vs vs
metiladas Anafilaxia Anafilaxia Anafilaxia
Todas 1.151 1.576 1.580
Hipermetiladas 469 951 953
Hipometiladas 682 625 627
Genes afectados 1.126 1.529 1.536
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Sin embargo, a pesar de las similitudes cuantitativas, se detectaron diferencias
notables a nivel de identidad de los genes afectados por ambos conjuntos de DMPRs
(Figura 14), en sintonifa con las discrepancias de las respuestas protectoras de ambos
grupos, maxime cuando las células Treg tienen un papel protagonista en ese proceso

inmunoldgico.

Antigeno-solo Tolerante

Desensibilizado

Figura 14. Diagramas de Venn para las listas de DMPRs detectas en el estudio.

En este sentido, los grupos Desensibilizado y Tolerante compartieron entre si 445
genes afectados por al menos una DMPR, y sélo 69 con el grupo Alérgeno-solo. De todas
las DMPRs detectadas en este estudio, las mds relevantes son aquellas que participan en
la promocién y mantenimiento de la tolerancia. Especialmente destacan las que se
hallaron en los promotores de diversos factores de transcripcion (Tabla 7) que controlan
el comportamiento y diferenciacion de las células Treg; es por esto por lo que el andlisis
y discusién expuesto a continuacion se centrard en estas regiones. Primero, en el
promotor del gen Stat4 se encontré una DMPR hipometilada para el grupo Tolerante y
dos para el grupo Desensibilizado. Asumiendo una relacion candnica, eso significaria un

aumento de la expresion del factor de transcripcién STAT4, lo cual suele producirse en



las células T presentes en un contexto inflamatorio®’, ademads existen evidencias de que
su expresion se regula por la metilacidn de su promotor®®. STAT4 regula la expresién de
citoquinas y otros genes involucrados en la respuesta inflamatoria, pudiendo
desestabilizar la identidad reguladora de las células T reguladoras efectoras, que se

caracterizan por poseer una ratio FoxP3 / STAT4 alta®’.

Tabla 7 - Tabla resumen de la metilacidon diferencial en regiones promotoras de factores de

transcripcion
DPMRs Antigeno-solo Tolerante Desensibilizado
vs vs vs
Anafilaxia Anafilaxia Anafilaxia
Todas 98 106 109
Hipermetiladas 33 75 70
Hipometiladas 65 31 39
TFs afectados 96 105 106

Cdks, Ciz1, Tfe3, Zfp599,
Snx6, Zscan22, Esx1, Pbx2,
Tcf20, Fhl1, Tcf7, Tsc22d3,
Mbtps2, Zfp874a, Hmgb3,
Mbd2, Arx, Pdcd4, Ash2l,
Spz1, Hic2, Foxo3, Zfp982,
Zfp998, Stat5b, Alyref,
Rorc, Zbtb3, Mycbp2, Rfx5,
Foxn3, Tfe3, Foxp3, St18,
Snwi, Rbpjl, Gata6, Cd3d

Elf4, Tsc22d1, Prdme,
Hdac2, Zfp36l1, Med27,
Zfp703, Rfx8, Zfp972, Relb,
Snxé, Trip4, Kank1, Fbp1,
Zfp111, Zfp982, Tead2,
Zfp958, Tshz1, Zfp951,
Pcbd1, Zfp568, Hdac7,
Esrrb, Eya2, Bend3,
Prdm12, Gtf2all, Zfp316,
Bhlhal5, Gataé6, Helz2,
Jdp2, Nr1h2, Zfp277,
Zfp512, Chx6

Top 50 2610008E11Rik, Six5, Esrl, Stat4, Rprdia, Zbtb24, Zfp2, Baz2a, Esr1,

(por o-valor Zfp703, Egr3, Bbx, Zbth24, Zfp998, Zfp768, Stat4, Kdm2b, Mzf1,
Carhsp1, Myrf, Bcl3, PIk3, Tonsl, Gm14295, Vsx1, Tcf711, Zbtb41, Zfp748,

ajustado) Zfp277, Zfp872, Prox2, Tcf4, Zbth33, Mzf1, Arx, Gataé, Snapc2, Arx, Ybx3,

Tonsl, Foxgl, Calcocol,
Zfp382, Bcl6, Chd3, Prmt2,
RS, Zfp972, Gm14295,
Zfp583, Pdlim1, Bcl9,
Zfp59, Sirt1, Grip1, Irfe,
Fbp1, Zfp473, Flna, Cdc73,
Mdm4, Actnl, Tead2,
Zfp316, Foxo3, Gm9049,
Irf4, Egln1, Nfatc1, Mzfl,
Sp7, Ncoa3, Zmynds,
Mbd2, Nfe2

Es posible, que la inmunoterapia genere un contexto inflamatorio no alérgico,
que favorezca el establecimiento de las DMPRs observadas en este estudio, y que ademads
lo haga de forma dependiente de la dosis, ya que se detectaron dos DMPRs en el grupo
Desensibilizado que recibi6 una dosis mayor de D1ManPrup3. No obstante, en el grupo

Tolerante se detecté también una DMPR hipometilada en el promotor de FoxP3, que
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potencialmente puede incluso aumentar la ratio FoxP3 / STAT4*°, pudiendo mantener e
incluso incrementar la estabilidad del programa de diferenciacién de las células T
reguladoras. Esto es coherente con estudios previos en el mismo modelo de
inmunoterapia, que observaron un incremento de la actividad Treg FoxP3+en los ratones
tolerantes que se traducia en un aumento de la produccién de IL-10, pero no los ratones
desensibilizados®"*’. Este hallazgo tiene especial importancia, porque en la literatura se
encuentran precedentes del control de la expresion de Foxp3 por la metilacién de sus
elementos reguladores®’, y también, de su influencia en la tolerancia a alérgenos de

origen alimentario®®

. Todo lo anterior convierte a la DMPR de Foxp3 en un prometedor
biomarcador de efectividad de la inmunoterapia, porque ademds ya se ha descrito
previamente que la hipometilacion de Foxp3 aumenta el mantenimiento de la proteccidon
a cacahuete en un modelo murino de EPIT*'. Como se observd previamente, el grupo
Desensibilizado no se caracteriza por presentar un incremento significativo de la
actividad T reguladora, lo cual podria explicarse potencialmente por la reduccién en esta
ratio FoxP3/STAT4*"%’. Ademads, en este mismo sentido, en el grupo Desensibilizado se
encontré una DMPR hipometilada afectando al gen Foxp1, lo que podria posiblemente
podria producir una ratio FoxP3/FoxP1 baja, siendo esto caracteristico de las células

%7 Por tanto, las marcas de metilacion inducidas aqui expuestas se

Tregs no efectoras
relacionan con la capacidad de las células T reguladoras para desarrollar su rol efector

bajo condiciones inflamatorias, y permiten separar los animales tolerantes de los

desensibilizados transitoriamente.

Adicionalmente, en el grupo Desensibilizado se encontr6 una DMPR
hipometilada en el promotor de Gata3, el factor de transcripcion principal de las células
T de tipo Th2*?2 que es esencial para el desarrollo y la proliferacidn de las células Th2%.
Esta hipometilacidn, puede estar relacionada con la pérdida de efectividad de la SLIT en

el grupo Desensibilizado. Por lo tanto, es importante considerar que el equilibrio entre

Gata3 y Foxp3 es esencial para mantener la estabilidad del fenotipo Treg en las células



T3233 Otro hallazgo relevante de este estudio han sido las DMPRs detectadas en los
promotores de los factores de transcripcion Stat5a y Stat5h, que solo se encontraron en el
grupo Desensibilizado. STATS es esencial para el desarrollo y mantenimiento de las
células T reguladoras®*, previniendo la produccion de la IL-17 y por lo tanto la
diferenciacion hacia el fenotipo Th17°*) y también, participa en la produccién de
citoquinas y la degranulacion mediadas por IgE*¢. Es necesario mencionar, que Stat5b
es clave para la correcta expresién de Foxp3, por lo que una alteracidon en su expresion
puede afectar a su vez a la expresion de Foxp3, y por lo tanto incremente la
susceptibilidad a las enfermedades alérgicas®’. Este descubrimiento refuerza los
hallazgos anteriormente mencionados, los cambios en la metilacion del promotor de
Stat5h pueden estar alterando la expresidon de FoxP3, y afectando en ultimo lugar a los
mecanismos tolerogénicos de las células Treg de los animales desensibilizados,

provocando la pérdida de la proteccidon con el paso del tiempo.

Los resultados de este estudio incluyen multiples cambios en la metilacion de los
promotores génicos de factores de transcripcién que gobiernan la diferenciaciéon y
funcidén de las células T reguladoras. Y ademds, prueba de nuevo que la inmunoterapia
genera cambios en la metilacion del ADN de un modo dependiente de la concentracion,
del mismo modo que genera los fenotipos tolerante y desensibilizados. Gracias a esto es
posible proponer varios biomarcadores progndsticos estables para la inmunoterapia
sublingual con glicodendropéptidos especificos de las células Treg, como por ejemplo,

Stat5b, Foxp3, Stat4, Gata3,y Foxp1.
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3. Discusidn final.

Estos estudios OJmicos han permitido evidenciar multiples cambios
inmunoldgicos inducidos por la inmunoterapia, tanto a nivel transcripcional como
epigenético. Los cambios encontrados han permitido identificar distintos mecanismos
implicados en la proteccidn ante la exposicién de Pru p 3 independiente de la dosis, como
por ejemplo, la reduccidn de expresion de la I112b provocada por la hipermetilacién de
regiones concretas de su promotor en las células dendriticas, que se encuentran en
ratones tolerantes y desensibilizados, lo cual favorece el desarrollo de la respuesta Th1.
También ha permitido vislumbrar los procesos moleculares y celulares que podrian estar
detrds de la reversidon hacia el fenotipo anafildctico de los ratones desensibilizados,
destacando la sobreexpresion del gen Tnf que se acompaia de dos regiones
diferencialmente metiladas en las células dendriticas de los ratones desensibilizados, y
también las DMPRs en el promotor de los factores de transcripcién Stat5h, Stat4 y Foxpl
de las células Treg de los mismos ratones. Igualmente, han habilitado la exploracién de
las rutas de senalizacién que promocionan la respuesta Treg tolerogénica en el grupo de
ratones tolerantes, por ejemplo, en las células dendriticas se detecté un cambio
significativo en la expresidn, y también en la metilacion del promotor, del gen Maf, que
controla mediante el eje mTOR la respuesta reguladora de las células dendriticas.
Ademds, en las células Treg del grupo de animales tolerantes se hallé una region
diferencialmente hipometilada en el promotor de Foxp3 que potencialmente promociona
la estabilidad y funcidn efectora de estas células reguladoras. Sin embargo, aunque los
resultados obtenidos son potencialmente transferibles a humanos, se debe ser cauteloso
con la extrapolacidén directa, por lo que los diferentes biomarcadores propuestos deberdn
estudiarse en una cohorte amplia de pacientes alérgicos. Ademds, los distintos
mecanismos que se han observado implicados en las distintas respuestas a Pru p 3,
deberan ser estudiados con mayor profundidad para poder dilucidar completamente las

rutas de sefalizacion que participan. Por ejemplo, nuevos estudios pueden tratar de

133



corroborar algunos de estos resultados a nivel de proteina con experimentos mads
dirigidos, o pueden estudiar los cambios observados a diferentes tiempos antes, durante
y después del tratamiento, ya sea por nuevos experimentos de secuenciaciéon masiva o
biologia molecular de cardcter mds cldsico. También se pueden estudiar
simultdneamente la composicidn celular y la expresion génica tras el tratamiento en los
ganglios linfdticos, aplicando técnicas de secuenciacidn de células aisladas (single cell
sequencing), incluyendo la caracterizacidn de las células T, reguladoras o no, especificas
para el péptido de la inmunoterapia, lo cual permitiria explorar la modificacion del
comportamiento de estas células por el tratamiento. En definitiva, estos estudios han
contribuido a conocer la implicacién de diversas rutas de sefalizacidn, como el eje
mTOR, en la tolerancia inducida por D1ManPrup3, y han aportado numerosos
candidatos a biomarcadores de éxito del tratamiento, como por ejemplo los genes Maf,
I112b, Stat5b, Fcerla, I110ra, y Foxp3 entre otros; que tienen el potencial suficiente para
diferenciar de forma segura los pacientes respondedores tolerantes de los respondedores

desensibilizados, y a su vez de los no respondedores a la inmunoterapia sublingual.
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La inmunoterapia sublingual con D1ManPrup3 induce cambios a nivel de
expresion génica en las células dendriticas, los cuales se generan en funcién de
la dosis aplicada, y por tanto, del fenotipo protector, que puede ser transitorio o

a largo plazo.

* La respuesta de tolerancia a largo plazo se caracteriza por la expresion
diferencial de genes que promueven la accion tolerogénica de las células
dendriticas mediante la activacidn de la ruta de sefializacion de mTOR en los
ganglios linfdticos; induciendo a su vez la diferenciacidn, activacién y

proliferacidn de las células T reguladoras.

» Larespuestade desensibilizacion se caracteriza por la expresion diferencial
de genes relacionados con procesos proinflamatorios que promueven la

pérdida de proteccién asociada al tratamiento.

A nivel epigenético, la inmunoterapia con D1ManPrup3 modifica de manera
dosis-dependiente el perfil de metilacion del ADN de células claves para la

respuesta inmunoldgica, las células dendriticas y las células T reguladoras.

» La metilacién diferencial detectada en las células dendriticas afecta a los
promotores de multiples genes expresados diferencialmente implicados en
los mecanismos de tolerancia inducida, y con la pérdida de ésta en la

desensibilizacidn.

* La inmunoterapia sublingual modifica la metilacion de los promotores de
factores de transcripciéon esenciales para la estabilidad de la funcién
reguladora en las células T, como por ejemplo GATA-3 en los animales

desensibilizados y FoxP3 en los animales tolerantes.

Estos resultados permiten proponer diversos biomarcadores progndsticos de
respuesta en la inmunoterapia sublingual, que pueden aplicarse a nivel de

expresion, tanto en ARN como en proteina, como a nivel epigenético.
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ARTICULO 1

Transcriptional changes in dendritic cells underlying allergen

specific induced tolerance in a mouse model
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Nuiiez R, Rodriguez M]J, Palomares F, Gomez F, Jabato FM, Cordoba-
Caballero J, Seoane P, Losada J, Rojo J, Torres MJ, Perkins JR,
Mayorga C. Transcriptional changes in dendritic cells underlying

allergen specific induced tolerance in a mouse model. Sci Rep 12, 2797

(2022). https://doi.org/10.1038/s41598-022-06186-8

Abstract

To investigate food allergy-tolerance mechanisms induced through allergen-specific
immunotherapy we used RNA-Sequencing to measure gene expression in lymph-node-
derived dendritic cells from Pru p 3-anaphylactic mice after immunotherapy with
glycodendropeptides at 2 nM and 5 nM, leading to permanent tolerance and short-term
desensitization, respectively. Gene expression was also measured in mice receiving no
immunotherapy (anaphylaxis); and in which anaphylaxis could never occur (antigen-
only). Compared to anaphylaxis, the antigen-only group showed the greatest number of
expression-changes (411), followed by tolerant (186) and desensitized (119). Only 29 genes
changed in all groups, including I1112b, Cebpb and Ifngrl. The desensitized group
showed enrichment for genes related to chronic inflammatory response, secretory
granule, and regulation of interleukin-12 production; the tolerant group showed genes
related to cytokine receptor activity and glucocorticoid receptor binding, suggesting
distinct pathways for similar outcomes. We identified genes and processes potentially
involved in the restoration of long-term tolerance via allergen-specific immunotherapy,

representing potential prognostic biomarkers.
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Methylation  changes induced by a glycodendropeptide

immunotherapy and associated to tolerance in mice
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Nufiez R, Rodriguez MJ, Lebron-Martin C, Martin-Astorga MDC,
Palomares F, Ramos-Soriano J, Rojo J, Torres MJ, Canas JA, Mayorga
C. Methylation changes induced by a glycodendropeptide
immunotherapy and associated to tolerance in mice. Frontiers in

Immunology 13, (2022). https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.1094172

Abstract

Introduction: Allergen-specific immunotherapy (AIT) is applied as treatment to rise
tolerance in patients with food allergies. Although AIT is thoroughly used, the
underlying epigenetic events related to tolerant induction are still unknown. Thus, we
aim to investigate epigenetic changes that could be related to tolerance in dendritic cells
(DCs) from anaphylactic mice to lipid transfer proteins, Pru p 3, in the context of a
sublingual immunotherapy (SLIT) with a glycodendropeptide (D1ManPrup3) that has

demonstrated tolerant or desensitization responses depending on the treatment dose.

Methods: Changes in DNA methylation in CpG context were determined comparing
Sensitized (Antigen-only) animals and two groups receiving SLIT with the D1ManPrup3
nanostructure (D1ManPrup3-SLIT): Tolerant (2nM D1ManPrup3) and Desensitized
(5nM D1ManPrup3), against anaphylactic animals. DNA from lymph nodes-DCs were
isolated and then, Whole Genome Bisulphite Sequencing was performed to analyze

methylation.

Results: Most differentially methylated regions were found on the area of influence of
gene promoters (DMPRs). Compared to the Anaphylactic group, the highest value was
found in Desensitized mice (n = 7,713 DMPRs), followed by Tolerant (n = 4,091 DMPRs)
and Sensitized (n = 3,931 DMPRs) mice. Moreover, many of these epigenetic changes
were found in genes involved in immune and tolerance responses (Il1b, 1112b, Il1a, Ifng,
and Tnf) as shown by functional enrichment (DCs regulation, B cell-mediated immunity,

and effector mechanisms).
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Discussion: In conclusion, different doses of D1ManPrup3-SLIT induce different DNA
methylation changes, which are reflected in the induction of distinct responses,

tolerance, or desensitization.
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regulatory T cells linked to tolerant responses in anaphylactic mice
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Nufiez R, Rodriguez M]J, Lebrén-Martin C, Martin-Astorga MDC,

Ramos-Soriano J, Rojo J, Torres M], Canas JA, Mayorga C. A

synthetic glycodendropeptide induces methylation changes on

regulatory T cells linked to tolerant responses in anaphylactic-mice.

Frontiers in Immunology 14, (2023).

https://doi.org/10.3389/fimmu.2023.1165852

Abstract

Introduction: Lipid transfer proteins (LTPs) are allergens found in a wide range of plant-
foods. Specifically, Pru p 3, the major allergen of peach, is commonly responsible for
severe allergic reactions. The need for new alternatives to conventional food allergy
treatments, like restrictive diets, suggests allergen immunotherapy as a promising
option. It has been demonstrated that sublingual immunotherapy (SLIT) with synthetic
glycodendropeptides, such as D1ManPrup3, containing mannose and Pru p 3 peptides
induced tolerance in mice and that the persistence of this effect depends on treatment
dose (2nM or 5nM). Moreover, it produces changes associated with differential gene
expression and methylation profile of dendritic cells, as well as phenotypical changes in
regulatory T cells (Treg). However, there are no works addressing the study of epigenetic
changes in terms of methylation in the cell subsets that sustain tolerant responses, Treg.
Therefore, in this work, DNA methylation changes in splenic-Treg from Pru p 3

anaphylactic mice were evaluated.

Methods: It was performed by whole genome bisulphite sequencing comparing SLIT-
D1ManPrup3 treated mice: tolerant (2nM D1ManPrup3), desensitized (5nM

D1ManPrup3), and sensitized but not treated (antigen-only), with anaphylactic mice.
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Results: Most of the methylation changes were found in the gene promoters from both
SLIT-treated groups, desensitized (1,580) and tolerant (1,576), followed by the antigen-
only (1,151) group. Although tolerant and desensitized mice showed a similar number of
methylation changes, only 445 genes were shared in both. Remarkably, interesting
methylation changes were observed on the promoter regions of critical transcription
factors for Treg function like Stat4, Stat5Sa, Stat5b, Foxp3, and Gata3. In fact, Foxp3 was
observed exclusively as hypomethylated in tolerant group, whereas Gata3 was only

hypomethylated in the desensitized mice.

Discussion: In conclusion, diverse D1ManPrup3 doses induce different responses
(tolerance or desensitization) in mice, which are reflected by differential methylation

changes in Tregs.



COMUNICACIONES

183



YOVIYIN 30
AvaISy3AIND




J ALLERGY CLIN IMMUMNOL
VOLLIME 145, NUMBER 2

74 Allergen Specific Immunotherapy Leads To o |
Multiple Transcriptional Changes In A Peach @
Allergy Mouse Model L=1

Maria Rodriguez-Sanchez'. Rafacl Nificz”, James Perkins”, Alba Rodri-
guer-Nogales®, Ana Molina Bueno®, Maria Francisca Palomares
Jerez. PhD", Francisco Rajo, PhDY', Maria Torres Jaen, MD PhD
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RATIONALE: Allergen-specific immunotherapy (IT) induces tolerance
in food allergy. Immunological changes during IT have been investigated,
however little work has looked at global gene-expression changes. We have
developed a tolerance-model of peach allergy using a novel system of
sublingual IT {SLIT) based on glycodendropeptides. We analysed changes
in dendritic cells (Is) from mice receiving SLIT.

METHODS: RMA-Seq was used to profile transcriptional changes in
lymiph node DCs for mice from two groups: anaphylactic mice treated with
2nM SLIT (tolerant), anaphylactic mice treated with SnM SLIT (desensi-
tized) and two controls: sensitized and anaphylactic mice. Mice were
challenged intraperitoncally with Pru p 3. then sacrificed. Poly(A) enriched
RMNA sequencing was performed using lllumina HiSeq (100bp, paired
end): sequences were aligned to the mouse genome using STAR.
Differential expression analysis was performed using DESeq? and
functional enrichment analysis using TopGO.

RESULTS: Gene expression for the sensitized, desensitized and tolerant
mice groups were compared with anaphylactic samples. Sensitized mice
showed the largest number of changes, followed by desensitized, then
tolerant mice. Mevertheless, there was a set of core genes that changed in all
comparisons. In terms of functional enrichment analysis, there was an
overrepresentation of genes involved in the innate immune response,
regulation of T-cell proliferation and TNF signaling. Interestingly, genes
belonging to the MHC-1I complex showed altered expression in different
rOups.

CONCLUSIONS: By exploring gene expression at the global level we are
able to obtain insights into the transcriptional changes and cellular
processes that occur during immunotherapy. Future work is needed to
further investigate these changes.
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Cardiovascular Changes during Oral Food e |
Challenge and Drug Provocation Test in @
Children  Detected by  Nominvasive =
Hemadynamic Monitoring

lharida Khongchareensombat, MDY, Pantipa Chatchatee', Aisawan
Peichlorlian®, Jarungchit Ngamphaiboon', Parichat Khaosut', Rapisa
MNantance, MD', NaJ'issara.Su.ratmnum]. Pannipa Kitu’pungpettmal; 'Cen-
er of Excellence for Allergy and Clinical Immunology, Faculty of Med-
jcine, Chulalongkom University, Thailand, *Division of Geriatric
Medicine, Faculty of Medicine, Chulalongkom University. Bangkok.
[Mhailand.

HATIONALE: The prompt recognition of allergic reactions during oral
food and dmg challenge (OFC/DPT) in children is crucial. Non-invasive
hemodynamic monitoring may help in carly detection of the reactions. We
ought to describe cardiovascular changes and test their performance in
predicting the reaction during OFC/DPT.

METHODS: Paticnts aged under 18 years who undergoing OFC/DPT
from MNovember 2021 o August 2022 and monitored by the non-invasive
monitoring device were recruited. Real-time changes in heart rate (HR),
troke volume (5V), systemic vascular resistance (SWR), and cardisc
putput (C0) were evaluated. All parameters were normalized by mean and
sandard deviation (S0 at baseline of each patient. The onset of positive
reaction (PR ) was defined as the time when allergic reactions fulfilled the
topping criteria.

RESULTS: We enrolled 18 patients with median age of 5.5 years (IQR
P8-7.1}. Seven patients had positive OFC/DPT. At OPR, increase in mean
bf HR. 5V, and CO; increase in 5D of HR and 5V decrease in mean of
BVR: and decrease in SD of SVR and OO0 were observed. The 5D of HR
ignificantly increased at 10) minutes prior to OPR by 0.47 times of 5D
93%CI 0,07-1.09, p=0.03). The predictive parameters for OPR. were as
Followed: increased SD of HR (AUC D67, 95%CTOLG0-0.75) at 10 minutes,
Hecreased mean of Y (AUC 0067, 95%CT 0060-0.73) at 20 minutes, and
ncreased mean of HR (AUC (.75, 95%C1 0.66-0.84) at 30 minutes.
CONCLUSIONS: Cardiovascular changes could be observed at least 10
minutes before the reaction. Hemodynamic monitoring might improve

patients” safety during OFC/DPT.
Sublingual Immunotherapy With A Synthetic @
= |

Dendrimeric Pru p 3 Nanosystem Induces
Changes In DNA Methylation In Allergic Mice

llosé Caiias, PhD)', Rafacl Mificz”, Mara Rodriguez”, Francisca Palo-
mares®, Mara del Carmen Martin-Astorga®, Clara Lebron-Manin®, Ana
Molina Bueno®, Juan Paris', Anyith me—.-ﬁ.ma}'al, Maria Tomres®, Cristo-
palina Ma_\'m’gas: 'Instituto de Investigacion Biomédica de Milaga
IBIMA), Malaga, Spain: Andalusian Centre for Nanomedicine and
Biotechnology-BIONAND, Milaga, Spain, YInstituto de Investigacion
Biomedica de Malaga (IBIMA), Malaga, Spain, nstimto de Inves-
igaciin Biomédica de Milaga (IBIMA), Milaga, Spain; Universidad de
Malaga (UMA), 4Hn:lrsq:lil:lul Regional Universitario de Milaga, Milaga,
Fpain; Instituto de Investigacidn Biomédica de Milaga (IBIMA), Malaga,
Fpain: Universidad de Malaga (UMA), Malaga, Spain, “Instituto de Inves-
igaciin Biomédica de Milaga (IBIMA), Milaga, Spain; Hospital
Regional Universitario de Milaga, Milaga, Spain.

RATIONALE: Allergen immunotherapy (AIT) in food allergy is used o
nduce tolerance. In peach allergy. dendrimeric nanosysiems including Pro
p 3 peptides and mannose adjuvants (DIManPrup3) trigger tolerant or
Hesensitization responses depending on the dose. as previously demon-
iirated. Although AIT outcome may influence epigenetic changes, no
previous studies have addressed this question. We aimed w investigate
DNA methylation and their long-term effect on gene expression during
JAIT in a model of peach anaphylaxis.

METHODS: Whole genome bisulphite sequencing was used to evaluate
methylation changes in DNA of dendritic cells from lymph nodes in
Hifferent BALB/c mice groups: anaphylactic non-treated with sublingual

immunotherapy (SLIT) (Group A), SLIT-treated using IV ManPrup3 2nM
{Group B-Tolerant) or 5 nM (Group C-Desensitized) and Pru p 3 sensitized
but non-anaphylactic mice {Group D).

RESULTS: Most methylation changes were found on differentially
methylated regions on the area of influence of gene promoters (DMPR=).
Compared to the anaphylactic group (Group A). the highest value was
found in Group C-Desensitized mice (n=7713 DMPRs), followed by
Group B-Tolerant (n=4091 DMPRs) and non-anaphylactic {Group D,
n=3931 DMPRs) mice. These values correlated negatively with long-term
development of Pru p 3-induced anaphylaxis. Most epigenctic changes
were found in genes involved in immune and tolerance responses (I h,
126, Mia, ffng. and Tuf)y as shown by functional enrichment {dendritic
cells regulation, B cell-mediated immunity, and effector mechanisms).
CONCLUSIONS: SLIT with different doses of DIManPrup3 produces
different responses, tolerance or desensitization, that are reflected in the

induction of different DNA methylation changes.

08 Efficacy and Safety of Epicutaneous
Amy Scorlock, MD, FAAAAL' Katharine Bee. PhD® Hugh

Immunatherapy (EPIT) for Peanut Allergy in

Subjects Aged 1-3 Years With and Without

Atopic Dermatitis in the EPITOPE Study
Sampson, MD FAAAAL, Jonas h'ltl.'ll!}':. Henry Bahnson®, A. Wesley
Burks, MD FAAAALY; "University of Arkansas for Medical Sciences
and Arkansas Children’s Hospital, Little Rock, AR, USA, *DBY Technol-
ogies, *lcahn School of Medicine at Mount Sinai, The Elliot and Roslyn
Jafte Food Allergy Institute, New York, NY, USA, *Division of Pediatric
Allergy and Immunclogy, Depariment of Pediatrics, University of North
Carolina School of Medicine, Chapel Hill, NC. USA.
RATIONALE: In a Phase 3 double-blind, placebo-controlled clinical trial
of 1-3-year-old peanut-allergic children (EPITOPE), EPIT with Wiaskin
Peanut 250 pg patch (VP230) reduced reactivity to peanut ingestion. We
explored whether treatment response or safety was influenced by baseline
atopic dermatitis (AD) in this population.
METHODS: 362 subjects were randomized to VP250 (n=244) or placebo
(n=118). The primary cutcome was defined according to eliciting dose at
Maonth 12 double-blind placebo-conirolled food challenge, with missing
primary endpoint data analyzed using multiple imputation. Efficacy and
safety outcomes were assessed in children with and without AD (including
“eczema” ).
RESULTS: AD at study eniry was common: 290 subjects (80.1%) with
AD and T2 (19.9%) without. In subjects with AD at siudy eniry, the
response rate was 66.7% (VP23() vs 32.2% (placebo). risk difference:
34.5% (95%CL: 22,11, 46.88). In subjects without AD, the response rate
was 68.8% (VP230) vs 40.9%5% (placebo); risk difference: 27.9% (95%C1:
2,90, 52.84).
Serious treatment-emergent adverse events {TEAEs) assessed as related to
VP25 did not occur in any subject with AD and in one (29%) subject
without AD. TEAEs leading o permanent swdy discontinuation (assessed
as VP25 treatment-related) occurred in & (3.1%) subjects with AD and 2
(4.0 ) subjects without AD. Rates of local VP250-induced TEAES (any
and severe) were similar between subjects with and without AD (99.5% vs
100¥%E; 23.2% vs 20% ), respectively.
CONCLUSIHONS: Efficacy assessments were consistently in faver of
VP23 vs placebo, irrespective of ongoing AD status at study entry. Safety
assessmenis were similar between subjects with and without AD at study
eniry.
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17:20-19:00 || oral Abstracts

Chair : Thomas Weichhart (Austria), Franziska Roth-Walter (Austria)

17:20 Birch pollen-derived low molecular weight compounds decrease cAMP signaling in the human
005 bronchial epithelial cell line 16HBE140-
Srinidhi Sudharson (Austria)

17:45 Microbial-Derived Tryptophan Metabolites Selectively Inhibit TH2 Cytokine Secretion by
006 Polarized Human Lymphocytes
Lu Yao (Ireland)

18:10 A synthetic dendrimeric Pru p 3 nanosystem induces methylation changes in mice suggesting
007 tolerance or desensitisation
José Antonio Cafias (Spain)

18:35 In vivo and in vitro therapeutic effects of resveratrol on food allergy
008 Hang Du (China)
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EAACH

4 Saturday 10 June

13:15-14:45 OAS 16 - Safety and prediction of allergen immunotherapy

Hall ¥ 05406
ORAL Session

Chair: Umit sahiner ( Tiirkiye)

Enrico Heffler (itafy)

IgE and IgG4 antibody responses to Der p 23 in patients with atopic dermatitis: do they have a
role in efficacy of sublingual immunotherapy?

Sarah Langer (Brazil), Edine Pimentel (Brazil), Maria Eduarda Trocoli Zanetti (Brazil), Marina Dias ( Brazil), Melo Janaina (Brazil),
Orlando Meto (Brazil), Mariana Ferriani (Brazil), Jorgete Silva (Brazif), Persio Roxo (Brazif), Davi Aragon (Brazil), Luisa Karla
Arruda (Brazil)

IL10 serum levels at second treatment year: a new potential biomarker for disease modification
in AIT

Maria Isabel Delgado-Dolset (Spain), Raphaélle Bazire (Spain), Paloma Ferndndez (Spain), Sonia Vazquez-Cortés (Spain), Tania
Ramos (Spain), Maria Del Pilar Rico (Spain), Maria Marta Escribese (Spain), Montserrat Fernandez-Rivas ( Spain), Carlos Blanco
(Spain), Domingo Barber (Spain)

Induced methylation changes by sublingual immunotherapy with a dendrimeric Prup 3
glycodendropeptide in anaphylactic mice

Rafael Nufiez (Spain), José Antonio Cafas (Spain), Maria José Rodriguez (Spain), Juan Luis Paris (Spain), Clara Lebron-Martin
(Spain), Maria Del Carmen Martin-Astorga (Spain), Carlos Jose Aranda (Spain), Ana Molina (Spain), Anyith Cruz-Amaya (Spain),
Maria Jose Torres (Spain), Cristobalina Mayorga (Spain)

The influence of oral immunotherapy for food allergy on the expression of CD300 receptors on
myeloid cells

MNaama Epstein-Rigbi (/srael), Michael Goldberg (/srael), Michael Levy (fsrael), Liat Machshon (/srael), Yael Koren (israef), Arnon
Elizur {/sraef), Michal Itan (Israel), Ariel Munitz (israel)

Consistent efficacy and safety of SQ grass, tree, ragweed and house dust mite sublingual
immunotherapy (SLIT)-tablets

Stephen R. Durham (United Kingdorm), David Bernstein (United States of America), Veronica Hulstrem (Denmark), Yuriko
Maekawa (Japan), Tomokazu Matsuoka (Japan), Josefine Nolte (Denmark), Hendrik Molte (United States of America), Peter
Sejer Andersen (Denrmark), Thomas Stranzl (Denmark)

Effectiveness and safety using a depigmented, polymerized extract of cat epithelium: A real-
world study

Jose Julio Laguna Martinez (Spain), Arancha Jimenez (Spain), Rosario Gonzalez-Mendiola (Spain), Cosmin Boteanu (Spain),
Javier Dionicio (5pain), Aida Gomez-cardenosa (Spain), Monica Ruiz-garcia (Spain)

PVX108 - A Peptide Immunotherapy for Peanut Allergy Safely Induces Durable Immune Changes
in Peanut-Allergic Adults

Astrid Voskamp (New Zealand), Sugandhika Khosa (United States of America), Hannah Deberg (United States of America),
Jennifer Rolland (Australia), Robyn O'hehir (Australia), Pascal Hickey (Australia), Erik Wambre (United States of America),
Sara Prickett (Australia)
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