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La alergia al polen tiene un notable impacto clinico en toda Europa, y hay evidencias
que sugieren el aumento de la prevalencia de las enfermedades alérgicas respiratorias
siendo los polenes en gran parte los responsables, particularmente en las zonas urbanas
de los paises industrializados. En Castilla-La Mancha la polinosis representa el 69% de
las consultas de rinitis y el 63% de las de asma bronquial. La inmunoterapia especifica
(ITE) es el tratamiento especifico de la alergia respiratoria, modificando el curso natural
de la enfermedad alérgica. Sin embargo, el seguimiento clinico de la rinitis y asma por
polenes resulta complicado. Las concentraciones de gramineas pueden llegar a
multiplicarse por cuatro de un afio para otro, por lo que esta elevada variabilidad
interanual, impide la correcta interpretaciéon del registro de sintomas y medicacién,
como marcadores evolutivos de los pacientes. Por este motivo, estd justificada la
necesidad de desarrollar métodos de laboratorio que permitan evaluar la eficacia clinica

de la ITE.

El objetivo de este estudio es analizar los cambios clinicos e inmunologicos de la ITE
en pacientes alérgicos a pdlenes de gramineas y/o olivo. Con una metodologia adecuada
al problema a analizar, se obtienen unos resultados relevantes. La ITE incrementa la
expresion de células Treg productoras de citocinas reguladoras IL-10 y TGFp.
Asimismo, e igualmente en los primeros meses de tratamiento, se comprucban niveles
menores de CD40L, cuya interaccién con CD40 es imprescindible para la sintesis de

IgE por las células B. En la misma linea, se compara el test de activacion de basofilos



con polenes, en muestras de pacientes tratados y no tratados con ITE. El grupo tratado
con IT presentd niveles significativamente mas bajos de expresion de CD63 en la
superficie celular. Los resultados clinicos mostraron también un nolable descenso en
numero de sintomas, medicacién y puntuacién del cuestionario de calidad de vida Mini-

AQLQ de los pacientes tratados con ITE, con respecto al grupo control.

En cuanto a criterios de calidad, los resultados del estudio se han publicado en dos
articulos del Journal of Investigational Allergology and Clinical Immunology (revista

oficial de la Sociedad Espafiola de Alergologia e Inmunologia Clinica).

Por todo ello, se autoriza la presentacion de la Tesis Doctoral.

Cérdoba, 25 de agosto de 201 4.

Firma de los directores
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RESUMEN

La alergia se define por una respuesta exagerada del sistema inmune a sustancias
ambientales inocuas llamadas alérgenos. La base de estas enfermedades alérgicas parece
estar en una repuesta inapropiada de los linfocitos T helper tipo 2 (Th2) a los alérgenos.
La inmunoterapia alérgeno-especifica (ITE) a través de la administraciéon de dosis
crecientes de extractos alergénicos, induce tolerancia prolongada a los alérgenos
responsables de las manifestaciones alérgicas y representa en la actualidad, el unico
tratmiento curativo. Sin embargo, los cambios inmunoldgicos implicados no se conocen

a cilencia cierta.

Esta Tesis Doctoral pretende por un lado, esclarecer los mecanismos
responsables de la sensibilizaciéon alérgica y por otro, estudiar los cambios
inmunolégicos que se producen en los pacientes alérgicos tras el tratamiento con ITE
con el objetivo principal de encontrar parametros de seguimiento que sean de utilidad

clinica para predecir la eficacia de dicho tratamiento.

Para ello, hemos estudiado en primer lugar la respuesta de células Th2, T helper
tipo 1 (Thl) y células T reguladoras (Treg) después de la estimulacién in vitro con
extractos polinicos, en muestras de pacientes alérgicos a polen de gramineas y/o olivo y
en muestras de controles sanos a través de la expresion de IL-4 (citoquina Th2), de
INF-y (citoquina Thl) y de IL-10, TGF-f y Foxp3 (marcadores de Treg).
Posteriormente, y tras dividir a los pacientes alérgicos en dos grupos (un grupo activo
que recibi tratamiento con ITE y un grupo control, que sélo recibi6 tratamiento
farmacolégico para controlar los sintomas alérgicos) analizamos los cambios
inmunoldgicos inducidos por este tratamiento. Se estudid, ademds de 1L-4, INF-y, IL-
10, TGF-B y Foxp3, la expresion de CTLA-4 (una molécula coestimuladora que inhibe
la respuesta de células T y regula la tolerancia periférica), de CD40L (otra molécula
coestimuladora que contribuye al cambio de isotipo hacia IgE y aumenta la produccién
de citoquinas Th2) y de CD63 sobre los baséfilos (como indicador de degranulacién).
Los cambios inmunolégicos fueron evaluados conjuntamente con el consumo de
farmacos y con los cambios clinicos recogidos por los pacientes en diarios de sintomas

y en cuestionarios de calidad de vida.



Antes de iniciar el tratamiento con ITE, se detect6 en los pacientes alérgicos con
respecto a poblacion sana una respuesta predominante de las células Th2. Ademads, se
observé una mayor produccion de TGF-B y Foxp3 por parte de las células T CD4+, lo
que indica que las células T de los pacientes alérgicos pueden presentar propiedades
reguladoras después de la estimulacion in vitro con alérgenos especificos. Sin embargo,
al contrario de lo que ocurre in vitro, la liberacién de citoquinas no se produce

satisfactoriamente in vivo, aunque las razones para estas observaciones no estdn claras.

Tras iniciar el tratamiento, se observo en los pacientes alérgicos tratados un cambio en
la respuesta inmune de Th2 a Th1 y una mejoria en los sintomas clinicos, junto con una
reduccion en el consumo de medicaciéon. Ademds, la producciéon de IL-10 y TGF-$
disminuy6 significativamente, mientras que los valores de CTLA-4 y la expresion del
factor de transcripcion Foxp3 no se modificaron. Estos datos sugieren que la ITE
origina inmunorregulacion a través de la secrecion de citoquinas fundamentalmente.

Si que hubo en el grupo activo una reduccién significativa en el numero de células
TCD4+ que expresaban en superficie el ligando de CD40. La reduccién en la expresion
de este ligando puede ser un mecanismo a través del cual dicho tratamiento modula la
respuesta a alérgenos. De todos los parametros estudiados, el CD40L parece ser el mas
util para valorar la eficacia del tratamiento con ITE por su coste y baja complejidad

analitica.
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INTRODUCCION




Introduccion

Las reacciones alérgicas se producen como consecuencia de reacciones
inmunitarias excesivas o incontroladas frente a antigenos inocuos, que provocan, en el
caso de hipersensibilidad tipo I, la formacién de moléculas de inmunoglobulinas del

isotipo E (IgE) especificas del antigen, que desencadenan dafio tisular.

Desde un punto de vista clinico, abarcan un conjunto amplio de procesos: rinitis,
asma alérgico, alergia alimentaria, eczema atdpico, dematitis, anafilaxia. Estos procesos
ocasionan desde simples molestias hasta cuadros graves, que pueden poner en peligro la

vida del paciente.

Ademads del factor de la gravedad clinica, hay que tener en cuenta que las
enfermedades alérgicas afectan de manera importante a la calidad de vida de los
individuos afectados, tanto en su faceta profesional como social, y que originan

elevados costes sanitarios indirectos.

Actualmente, las reacciones alérgicas afectan a mas del 30% de la poblacién en
los paises industrializados ! Han pasado de ser enfermedades raras que s6lo afectaban a
la clase aristocrdtica, a constituir un problema de salud importante en muchas
sociedades modernas. Este aumento en la prevalencia de las enfermedades alérgicas es

un hecho evidente y contrastado en numerosos estudios epidemiolédgicos.

Los pdélenes son responsables en gran parte de este aumento. En Espaia, el 58%
de los pacientes diagnosticados de rinitis alérgica y el 43% de los asmadticos estdn
sensibilizados a polénes *~. En la zona centro de nuestro pais esta proporcién es ain

mayor *.

El conocimiento de los mecanismos inmunolégicos implicados en las
enfermedades alérgicas, asi como los que operan en las respuestas de los individuos no
alérgicos y en las de los pacientes alérgicos tratados con inmunoterapia especifica de
alérgeno, contribuird a un mejor control de los pacientes y al desarrollo de tratamientos

mads eficientes y mds seguros.
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L. ALERGIA AL POLEN O POLINOSIS

I.1. INTRODUCCION

La primera definicion cientifica de alergia al polen o polinosis fue realizada por
el Dr. Bostock en 1819, cuando en el transcurso de una reunién en la Sociedad Médico-
Quirdrgica de Londres comunicé sus propios sintomas, bajo el titulo “Un caso de
afeccién periédica de ojos y pecho” °. A diferencia del resfriado comin, los sintomas
sOlo aparecian durante la estacion del heno en Inglaterra (junio-julio), por lo que la

denomino fiebre del heno.

Tendrian que pasar mas de cuatro décadas para que el Dr. Blackley descubriera
de forma casual que la polinosis o fiebre del heno era provocada por la exposicion

ambiental a granos de polen de gramineas J

Aunque posteriormente se ha podido comprobar que otros pdlenes pueden
producir fiebre del heno, las gramineas siguen siendo las que, globalmente, originan
mas casos de polinosis, debido a su amplia distribucién (20% de la superficie vegetal de

La Tierra) y a su gran alergenicidad 0,

Actualmente, se entiende por polinosis, la inflamacién de la mucosa nasal y/o
conjuntival y/o bronquial causada por alérgenos contenidos en los granos de polen a

través de un mecanismo mediado por IgE.

1.2. MANIFESTACIONES CLINICAS

La rinitis alérgica es el sintoma clinico que mas frecuentemente se presenta en
los pacientes polinicos. También puede aparecer asma en un porcentaje no despreciable
de pacientes, dependiendo de la predisposicion genética, pdlenes implicados y grado de

exposicion.

Los sintomas originados por la alergia a polenes son de cardcter estacional.
Aparecen durante la época de polinizacion de las especies vegetales productoras de

polenes alergénicos. En Europa, el periodo principal de polinizaciéon abarca

3
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practicamente medio afio, desde la primavera hasta el otofio. Sin embargo, se ha visto
que puede aparecer sintomatologia caracteristica de la polinosis fuera de la época de

polinizacién, incluso cuando no se detectan granos de polen en los recuentos polinicos.

Diversos estudios han puesto de manifiesto que ademads de los granos de polen,
existen particulas alergénicas, que proceden de otras partes de las plantas (anteras) o del
interior de los granos de polen, que se vehiculizan absorbidas en microparticulas, como

11-13
1

las que proceden de la combustién de los motores diese . La presencia atmosférica

de estas particulas alergénicas durante de todo el ano podria explicar la discordancia

. 2 14,1
observada entre sintomas y recuentos de pdlenes 3

1.2.1 RINITIS

El término rinitis engloba un grupo heterogéneo de trastornos nasales que se
caracterizan por la presencia de uno o mds de los siguientes sintomas: estornudos,

prurito nasal, rinorrea y obstruccion.

La clasificacion etioldgica de la rinitis se muestra en la Tabla I. De las causas no
infecciosas, la rinitis alérgica es la mds frecuente, y se considera una enfermedad
multifactorial en cuyo desarrollo influyen tanto factores genéticos como ambientales.

(Tabla II).

Frecuentemente, la rinitis alérgica se asocia a otras patologias como son la
sinusitis, otitis, conjuntivitis o asma, debido, por una parte, a la relacion anatémica y
estructural que tiene con los respectivos 6rganos o estructuras afectadas, y por otra, a

que la rinitis alérgica puede ser la expresion local de una enfermedad sistémica.
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TABLA 1. Clasificacion de rinitis TABLA II. Rinitis alérgica.
. Factores de riesgo
Infecciosa
- Virica Factores en la infancia
- Bacteriana Etnia
- Otros agentes infecciosos o
Alérgica Exposicién a alérgenos
- Intermitente Contaminantes
- Persistente .
Ocupacional Clase social
- Intermitente
- Persistente

Traducidas de guia ARIA
(Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma) 2008 '°.

[.2.2. ASMA

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica de las vias respiratorias
inferiores, que cursa con episodios recurrentes de obstruccién debidos a broncoespasmo,

hipersecrecion de moco y edema de la mucosa bronquial.

La obstrucciéon bronquial, que en la mayoria de casos es reversible de forma
espontanea o con tratamiento, es responsable de los sintomas caracteristicos del asma:
tos, disnea, sibilancias, y opresion tordcica. Ninguno de éstos es patognomonico. El
diagndstico se basa en la existencia de signos y sintomas junto con la demostracioén de
la obstruccion reversible de las vias respiratorias inferiores y la existencia de

inflamacién bronquial.

La tendencia de las vias respiratorias a obstruirse o estrecharse demasiado y con
facilidad, en respuesta a varios estimulos, ya sean fisicos, quimicos o inmunolégicos se
conoce con el término de hiperreactividad bronquial (HPB). Es una caracteristica
universal del asma, pero puede presentarse en otras entidades clinicas como en la

enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC).

Existen una serie de factores de riesgo que influyen en el desarrollo del asma '’
Unos son factores que predisponen o protegen a los individuos a desarrollar asma, y

otros son factores que actian sobre individuos predispuestos, desencadenando la
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aparicion de asma. Los primeros inclt  TABLA III. Asma. Factores de riesgo.

fundamentalmente genéticos) y los ultimos Factores del Huésped

(Tabla III). Factores genéticos
Obesidad

Sexo

Factores ambientales

Alérgenos

Infecciones (viricas fundamentalmente)
Tabaco

Contaminacién

Dieta
Traducid

o de GINA (Global Initiave for Asthma) 2011 7

1.2.3. VIA AEREA UNICA

Numerosos estudios epidemioldgicos, fisiopatolégicos y clinicos han constatado
la interrelacion existente entre la rinitis y el asma 1819 Ambas enfermedades coexisten
frecuentemente: el 70-90% de los pacientes con asma tienen rinitis, y el 19-38% de los
pacientes con rinitis tienen asma. Ambas poseen una base inflamatoria que se
caracteriza por infiltracion celular y por la participacion de diferentes mediadores
proinflamatorios. Ademads, se ha visto que los tratamientos empleados en la rinitis
pueden modular diferentes aspectos clinicos del asma, como los sintomas, la funcién
pulmonar, el asma inducido por ejercicio y la hiperreactividad bronquial, y que cuando
se exacerba la rinitis puede repercutir sobre la evolucién y la gravedad del asma

bronquial.

Todos estos hechos han originado la hip6tesis de la via aérea tnica, que sostiene
que el asma y la rinitis son manifestaciones clinicas en diferentes érganos de un mismo
proceso. Por tanto, cuando se considere el diagndstico de rinitis o asma debe realizarse

una evaluacion tanto de las vias respiratorias superiores como inferiores.
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I.3. EPIDEMIOLOGIA

La alergia respiratoria tiene gran importancia por su elevada prevalencia (la
rinitis afecta a un 25.8% de la poblacién mundial y el asma a un 18% 2*, asi como por
su repercusion en la calidad de vida de los pacientes y por el impacto que tiene sobre la
economia. Aunque el drea geogréfica influye sobre la etiologia de la rinitis y el asma, el
polen es siempre el agente causal mds importante. En Europa, se estima que la

prevalencia de la alergia al polen es superior al 40% .

Ademas es un hecho contrastado en numerosos estudios epidemioldgicos que la
prevalencia de las reacciones alérgicas ha sufrido un importante aumento en las dltimas
décadas. Esto también se observa en el caso de alergia al polen. En los paises nérdicos,
con una alta prevalencia de sensibilizacién a polen de abedul, la tasa de polinosis pasé
del 44 % en 1971 al 8,4 % en 198121; en Francia, la incidencia de rinitis alérgica
aumento del 3,8 % en 1968 al 10 % en 1982 22; y en Zurich, la progresion es también

importante: 1,40 % en 1926, 4,28 % en 1958 y 10,2 % en 1986 >*.

En Espafia, en los afos 1992 y 2005, se llevaron a cabo dos estudios de
caracteristicas similares impulsados por la Sociedad Espafiola de Alergia e Inmunologia
Clinica (SEAIC), en el que participaron alergélogos de todas las comunidades
auténomas ~**. Estos estudios, denominados respectivamente Alergoldgica 1992 y
Alergolégica 2005, tenian el objetivo de obtener informacion epidemiolégica, clinica y
socio-econdmica de los pacientes tratados en las consultas de Alergologia de nuestro
pais. En Alergolégica 2005 fueron evaluados 4991 pacientes. Un 55% padecian rinitis
alérgica y un 28% asma. Los podlenes fueron los alérgenos mads frecuentemente

implicados, tanto en la rinitis (51%) como en el asma (43,8%).

En la zona centro de nuestro pais, la prevalencia de polinosis es ain mayor,
probablemente por la escasa humedad media del aire, que condiciona una mayor
incidencia atmosférica de pdlenes. En un estudio realizado en el afio 1989 en Ciudad
Real, de los 1.018 pacientes atendidos en la Seccién de Alergia, el 28 % eran alérgicos
a poélenes 26 En un estudio posterior, en el afio 1997, también en Ciudad Real, se vio
que el 87 % de los enfermos con rinitis y/o asma alérgico estaban sensibilizados a

. 27
polenes “'.
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L.4. FISIOPATOLOGIA DE LA INFLAMACION ALERGICA

L.4.1. INTRODUCCION

En las reacciones alérgicas, también conocidas como reacciones de
hipersensibilidad, el sistema inmune responde de manera anémala ante sustancias

aparentemente inocuas, resultando en un perjuicio para el organismo.

Segtin los mecanismos inmunolégicos implicados, las manifestaciones alérgicas
se clasifican en 4 tipos (Tabla IV). La mayoria pertenecen al tipo I, incluidas las

enfermedades respiratorias alérgicas como la rinitis o el asma **.

TABLA IV. Tipos de reacciones de hipersensibilidad

Tipo Nombre Mecanismo Mediadores

I Inmediata IgE Mastocitos y sus mediadores
II Citotdxica IgG o IgM Opsonizacién y fagocitosis
ITa Citotdxica I1gG o IgM Cit6lisis

IIb Citotdxica IgG o IgM Estimulacién indirecta

III Inmunocomplejos IeG Complemento y leucocitos
IVa Retardada Linfocitos Th Citocinas

IVb Retardada Linfocitos Tc Citotoxicidad

Las reacciones de hipersensibilidad tipo I se caracterizan por la presencia de
moléculas IgE especifica a alérgenos comunes. Se acepta que la base inmunoldgica de
estas enfermedades alérgicas estd en un predominio en la respuesta de los linfocitos T
helper 2 (Th2), porque estas células ademds de mediar la sintesis de IgE via interleucina
4 (IL-4), juegan un papel importante, via IL-5, en la inflamacion eosinofilica que

caracteriza a las enfermedades alérgicas y pueden producir ademds HPB via IL-9 y IL-
13 2932

Sin embargo, aunque la gran mayoria de estudios sugiere un papel central a los
linfocitos Th2 en la patogénesis de las enfermedades alérgicas respiratorias, algunos
estudios apuntan a que otras poblaciones celulares, como los linfocitos T helper 1 (Thl)
3 las células natural killer (NK) 54,35 y las células T helper 17 (Th17), pueden estar

implicadas *°®.
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Ademas de estas células Th con funcién efectora, parece demostrado que en la
sensibilizacion  alérgica  intervienen otras células T con  propiedades
inmunorreguladoras, que se conocen como células T reguladoras (Treg). Estas células se
encargan de mantener la integridad del organismo aboliendo las respuestas inmunes
excesivas que pudieran resultar en enfermedades autoinmunes, asi como manteniendo
un estado de tolerancia frente a sustancias inocuas, como los alérgenos 9 Parece que su

actividad supresora puede no ser totalmente efectiva en los pacientes alérgicos ***'.

[.4.2. LINFOCITOS T HELPER

Los linfocitos T helper expresan como correceptor la molécula CD4, la cudl es
necesaria para interactuar con las moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) de clase II, por eso se les conoce como linfocitos T CD4.
Estos linfocitos s6lo reconocen a sus antigenos especificos cuando le son presentados
unidos a las moléculas MHC (glucoproteinas especializadas en la presentacion de

antigenos).

El término helper se les acuiié porque su funcién general consiste en secretar
citocinas que activan a otras células del sistema inmunitario, o lo que es lo mismo,

ayudan a otras células a cumplir sus funciones efectoras.

Los linfocitos Thl, por su parte, liberan principalmente interferén gamma (IFN-
v) e IL-2, y a través de estos mediadores principalmente protegen contra infecciones de
patégenos intracelulares, debido a la habilidad de las citocinas Thl para activar a
fagocitos y aumentar la respuesta celular. En contraste, las células Th2 liberan
principalmente 1L-4, IL-5, 1L-9 e 1L-13, citocinas implicadas en la superviviencia de
eosindfilos (IL-5), en la produccién por parte de linfocitos B de grandes cantidades de
anticuerpos, incluyendo la IgE (IL-4 e IL-13), asi como en el crecimiento y en la

degranulacion de mastocitos y baséfilos (IL-4 e 1L-9) 2,

Aunque la mayor parte de las respuestas inmunitarias adaptativas involucran la
contribucién de las células Thl y Th2, hay circunstancias en las que predomina la
respuesta Thl o la respuesta Th2, como en el caso de las enfermedades alérgicas, en las

que predomina la respuesta Th2.
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Por otro lado, mientras que la IL-4 inhibe el desarrollo de los linfocitos Thl, el
IFN-y inhibe el desarrollo de linfocitos Th2. Es decir, las células Th1 y Th2 muestran un
efecto antagonista mutuo en el desarrollo del otro subtipo **. Asi, una vez que la
respuesta de las células T CD4 desarrolla una tendencia, dicha tendencia puede

reforzarse.

= ) o
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FIGURAI Diferenciacién de linfocitos Thl y Th2 a partir de células ThO.

1.4.3. COOPERACION T-B

La sintesis y secrecion de moléculas de anticuerpos por parte de los linfocitos B
requiere la cooperacion de los linfocitos TCD4 helper *_Estos linfocitos CD4 expresan
el ligando del CD40 (CD40L) que se une a CD40, una molécula de membrana presente
en células B. La supervivencia de las células B que reconocen el antigeno depende de
que sus moléculas de CD40 se unan a su ligando expresado por los linfocitos T
cooperadores. Los linfocitos B estimulados por el antigeno y rescatados de la apoptosis
por la sefial transmitida a través de CD40, proliferan activamente y sufren mutaciones
somadticas que posibilitan la seleccién de los linfocitos B con mayor afinidad por el

antigeno.

Ademas bajo la influencia de las citocinas liberadas por los linfocitos TCD4, los
linfocitos B pueden sufrir la recombinacién de cambio de clase 45 , es decir, las células B

en desarrollo pueden experimentar reordenamientos génicos que les permitan secretar

10
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distintos anticuerpos con la misma especificidad para el antigeno pero de diferentes
isotipos y por tanto, con funciones efectoras distintas. Por ejemplo, bajo la influencia de
la IL-4 e IL-13, los clones expandidos pueden diferenciarse y madurar como células que

secretan IgE.

1.4.4. CELULAS TREG

Las células Treg forman una familia heterogénea. En términos generales, se han

clasificado en Treg naturales (nTreg) y en Treg inducidas o adaptativas (iTreg).

Las nTreg se producen en el timo, y expresan constitutivamente la cadena o del
receptor de IL-2 (CD25) en altas concentraciones. Sin embargo no es un marcador
especifico, ya que este marcador lo expresan todas las células T activadas. Otros
marcadores de las nTreg son el receptor del factor de necrosis tumoral inducido por
glucocorticoides (GITR), el antigeno citotéxico de linfocitos T (CTLA-4), el ligando de
la molécula CD62 (CD62L), CD103 y neurofilina ***, pero estos marcadores tampoco
son especificos de las nTreg, se expresan en otras células T activadas. El dnico
marcador que parece ser especifico de las Tregs en general, es el factor de transcripcion
Foxp3. Ademas se ha visto que el fenotipo supresor de las Tregs se debe en gran medida
a la expresién de este factor de transcripcién “*>% Los pacientes con mutaciones en el
gen que codifica Foxp3 desarrollan un sindrome conocido como sindrome IPEX
(inmunodisregulacion, poliendocrinopatia, enteropatia, sindrome ligado al cromosoma
X). Esta asociado con un aumento en la incidencia no sélo de enfermedades endocrinas
autoinmunes sino también de manifestaciones alérgicas, como eczema severo, aumento

en los niveles séricos de IgE, eosinofilia y alergia alimentaria.

Las células Tregs que secretan grandes cantidades de IL-10 y TGF-B (iTreg)
proceden de células T virgenes y se originan en los tejidos periféricos. Se ha visto
también que estas células Treg pueden proceder de linfocitos Th totalmente
diferenciados (Thl y Th2) en condiciones de estimulacién crénica, pero las células

iTreg secretan s6lo IL-10 y TGF-p, sin otras citoquinas caracteristicas de Th1 o Th2.

Las iTregs producen niveles altos de IL-10 y TGF-f, bajos niveles de IFN-y e

IL-2, e indetectables niveles de IL-4 **. Estas células no expresan constitutivamente

11
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Foxp3, pero tras su activacion, pueden expresar niveles de Foxp3 similares a las nTreg
55

1.4.5. MECANISMOS DE LA INFLAMACION ALERGICA.

Las reacciones mediadas por anticuerpos IgE pueden dividirse en dos fases
principales: (i) fase de sensibilizacion y memoria, y (ii) fase efectora, que a su vez

puede subdividirse en respuesta inmediata y respuesta tardia.
1.4.5.1. FASE DE SENSIBILIZACION

La fase de sensibilizacion en las enfermedades alérgicas comienza cuando los
alérgenos superan las barreras anatomofisiolégicas, como son piel, mucosas,
movimiento ciliar, moco y moléculas microbicidas, y entran en contacto con las células
de la inmunidad innata: neutréfilos, eosindfilos, macréfagos, células NK, células
dendriticas (CDs), mastocitos y células endoteliales. Algunas de estas células pueden
actuar como células presentadoras de antigenos (APC): pueden internalizar al alérgeno,
degradarlo enzimdaticamente y colocar partes del mismo en la superficie celular unidos a

moléculas de MHC.

En las personas alérgicas, el encuentro de estas células con linfocitos T CD4 en
los 6rganos linfoides secundarios, origina la diferenciacién y expansion clonal de

linfocitos Th2 CD4+ especificos del alérgeno.

Las citoquinas liberadas por estas células son responsables de las
manifestaciones alérgicas. Como ya se ha comentado, las interleuinas IL-4 e 1L-13 son
esenciales para inducir a los linfocitos B a producir anticuerpos del isotipo IgE
especificos de alérgeno, la IL-5 contribuye a la inflamacién eosinofilica y la IL-9 y IL-

13 son importantes en la HPB %2,

Los anticuerpos IgE formados penetran en la circulacién e infiltran los tejidos,
incluyendo las vias respiratorias. Aqui pueden unirse a sus receptores de alta afinidad
(FceRI) sobre la superficie de células, como mastocitos y basdéfilos, conduciendo asi a

la sensibilizacién del paciente **°’. Ademds, se genera durante esta fase un pool de

12
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células de memoria T y B especificas de alérgeno.

1.4.5.2. FASE EFECTORA

La fase efectora se inicia tras un nuevo encuentro con el alérgeno, el cual se une
a los complejos IgE-FceRI sobre los baséfilos y mastocitos sensibilizados, provocando
su degranulacion. Ademds de la liberacion de los mediadores inflamatorios
preformados, como histamina y triptasa, esta union también resulta en la sintesis y en la
liberacién de nuevos mediadores lipidicos, como el leucotrieno C4 y prostaglandina D2,
y en la transcripcion de numerosas citoquinas, como el factor de necrosis tumoral (TNF)
%3 Los sintomas caracteristicos de las reacciones alérgicas se atribuyen a la liberacién
de estos mediadores: edema respiratorio, broncoconstriccién, aumento de la secrecion

de moco, rinorrea, etc 60

Algunas de las sustancias liberadas por los mastocitos son quimioatrayantes, y
estimulan el influjo, unas horas después del encuentro con el alérgeno, de otras células

inflamatorias, como eosindfilos, neutréfilos, basoéfilos y linfocitos o1,

Los linfocitos Th2 producen IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, manteniendo asi los
niveles de IgE especificas al antigeno. Los eosinéfilos, como los mastocitos, contienen
una gran variedad de mediadores preformados, y sintetizan también mediadores
lipidicos como el leucotrieno C4 y el factor activador de plaquetas (PAF), y citoquinas
como el TNF, TGFp e IL-5. Todos estos mediadores, son responsables de la fase tardia
de la fase efectora, que se inicia unas horas después del contacto con el alérgeno, y que
provocan los manifestaciones clinicas més severas de las reacciones alérgicas, como el
asma crénico, rinitis alérgica, dermatitis atOpica, y en casos extremos, las reacciones

1, . 2
anafildcticas %%,
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Expansion clonal
de células B IgE+
de memoria

FIGURA 1. Fases de la enfermedad alérgica (Modificada de Larché et al *). En individuos predispuestos,
la exposicion inicial al antigeno lleva a la activacién de células Th2 especificas del alérgeno y a la sintesis
de IgE por parte de los linfocitos B, lo que se conoce como sensibilizacién alérgica. Estas moléculas de
IgE se unen a sus receptores sobre baséfilos y mastocitos. En posteriores encuentros con el alérgeno, la
unidén de éste a las moléculas de IgE sobre la superficie de células inflamatorias, provoca la liberacién de

mediadores, que son los responsables de los sintomas caracteristicos de la alergia.

1.4.6. PAPEL DE LAS CDs EN LA INDUCCION DE LA RESPUESTA TH1 O
TH2

Las CDs han sido ampliamente estudiadas porque pueden influir en el fenotipo

Th que se desarrolle en las repuestas inmunoldgicas.

Se ha propuesto que la expresion diferencial de las moléculas de superficie de
las CDs influye en el balance Th1/Th2 ®*%. Por ejemplo, CD86 parece ser mds
importante que CD80 para la induccién de una respuesta Th2 °. De forma similar, la
expresién del ligando OX40 ¢’ y el ligando inducible coestimulador (ICOS) en las CDs

favorece la diferenciacién Th2 %%

Entre los factores solubles que influyen en el balance Th1/Th2, la IL-12 parace
ser la responsable del inicio y el mantenimiento de una respuesta Th1 . La sintesis de
esta interleucina por parte de macréfagos y CDs puede ser inducida por varios estimulos

microbianos, asi como por células T activadas que expresan el ligando CD40L "',
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Las CDs también producen otros factores que inducen la respuesta Th1, como la
IL-18 y la IL-23 = aunque la importancia de estas moléculas comparada con la 1L-12,

tiene que ser determinada.

Ademads de las citoquinas liberadas, también es importante la calidad de la
interaccion CDs-célula T. Interacciones cortas del péptido unido a la molécula de MHC
con el receptor de las células T favorece la respuesta Thl mientras que interacciones

mds largas programan a la célula para que se diferencie en Th2 7.

1.4.7. CELULAS TREG Y ALERGIA

Las células Treg pueden controlar y modificar el desarrollo de las enfermedades
alérgicas actuando tanto sobre la fase de sensibilizacién como sobre la fase efectora de

las reacciones alérgicas.

Por un lado, pueden modificar la capacidad de las CDs para activar a las células
T ™. Ademds, las Treg inhiben directamente la activacién de las células Th2 especificas
de alérgeno, minimizando la produccioén de IL-4, IL-5, IL-13 e IL-9 °. Las Treg pueden
suprimir también la inflamacién alérgica actuando directamente sobre mastocitos,
baséfilos y eosinéfilos ', asi como sobre las células B, suprimiendo la produccién de
IgE especifica del alérgeno e induciendo la produccion de moléculas de

inmunoglobulina IgG4 7.

Para llevar a cabo todas estas funciones, las Treg emplean una amplia gama de

factores solubles y de moléculas de superficie, como la IL-10, TGF-B, CTLA-4 o el

. . 78.7
receptor de histamina 2 "7,
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FIGURA 1III. Papel de las células Treg en las enfermedades alérgicas. Las células Treg pueden suprimir
las respuestas alérgicas Th2 y contribuir al control de las enfermedades alérgicas de varias formas. Las
flechas rojas indican los efectos que, directamente o indirectamente, ejercen las células Treg sobre células

efectoras (basofilos, eosinéfilos, mastocitos), CDs, células B, y células Thl, Th2 y Th17.

Teniendo en cuenta el importante papel que juegan las células Treg en control de
las enfermedades alérgicas, se ha propuesto que una posible explicacion para el
desarrollo de las reacciones alérgicas es que la actividad de las células Treg sea

defectuosa.
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1.5. METODOS DIAGNOSTICOS EN LA ALERGIA AL POLEN

1.5.1. DIAGNOSTICO CLINICO

Como en cualquier otra enfermedad, para hacer el diagndstico clinico de

polinosis es fundamental realizar una buena historia clinica. La anamnesis constituye un

pilar fundamental en el diagndstico alergolégico. Deber ser minuciosa y, en general,

debe seguir los principios especificados en la tabla V.

Tabla V Principios generales de la anamnesis alergologica.

Historia familiar
Antecedentes familiares de alergia

Enfermedad actual

Sintomas

Edad de comienzo

Frecuencia y duracién de los sintomas
Evolucion de la enfermedad

Impacto vital

Caracteristicas de los sintomas
Variacion circadiana

Perennes, estacionales
Continuos, episddicos

Factores ambientales

Vivienda: tipo, antigiiedad, localizacidn,
ventilacion, calefaccion.

Fumadores en domicilio

Factores agravantes de los sintomas
Infecciones respiratorias

Exposicién a neumoalérgeneos
Exposicion a irritantes

Ejercicio

Farmacos

Factores emocionales.

Habitat del paciente

Lugar habitual de residencia (urbano o rural)
Convivencia con animales domésticos
Ambiente laboral

Aficiones

Si la anamnesis sugiere la presencia de procesos caracteristicos de la alergia al

polen, como la rinitis o el asma, se deben realizar pruebas funcionales para confirmar el

diagnodstico. Ademads, para comprobar la implicacion de alérgenos polinicos en estos

procesos, es necesario realizar un diagndstico alergolégico mediante pruebas in vivo e

in vitro.

1.5.2. PRUEBAS FUNCIONALES

En todo paciente en el que se sospeche asma, debe realizarse una prueba de

funcién respiratoria para confirmar el diagndstico. Se debe comprobar que existe

obstruccidn al flujo aéreo: para ello, la técnica mas utilizada por su sencillez y coste es
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la espirometria. Existen otras técnicas, como la dilucién de gases, la pletismografia o
chaleco insuflable de mayor complejidad, que se reservan para casos especiales (por

ejemplo, en nifios que no cooperan en este tipo de pruebas).

En el asma, ademds de demostrar la limitacion al flujo aéreo, hay que demostrar
también que la obstruccién bronquial es reversible y/o que existe cierto grado de HPB.
Para ello, se utilizan pruebas broncodindmicas, como el test de broncodilatacién y los

tests de HPB inespecifica.

Para confirmar el diagndstico de rinitis también existen varias pruebas
funcionales (rinomanometria anterior activa, medicion de los flujos inspiratorios nasales
y la rinometria acustica) que permiten estudiar la inflamacién nasal caracteristica. Sin
embargo, el diagndstico de rinitis alérgica se realiza habitualmente mediante la historia
clinica, la exploracién fisica y un numero limitado de pruebas cutdneas para
confirmar/excluir una etiologia alérgica; las pruebas de provocacion sélo se realizan

cuando hay discordancia entre la historia clinica y las pruebas cutdneas.

1.5.3. PRUEBAS DIAGNOSTICAS IN VIVO

Las técnicas in vivo se pueden definir como aquellas que se realizan en el propio
paciente, bien sea con el fin de determinar el alérgeno implicado en el desarrollo de la
enfermedad, o de confirmar la sospecha del alérgeno desencadenante, puesta de

manifiesto en la historia clinica. Entre las pruebas in vivo destacan las pruebas cutdneas.

1.5.3.1. PRUEBAS CUTANEAS

Las pruebas cutdneas consisten en la reproduccion de una reaccién de
hipersensibilidad de tipo inmediato, mediante la introduccién en la piel de una pequefia

cantidad de un extracto del alérgeno sospechoso de producir los sintomas alérgicos.

La reaccion producida es el resultado de la interaccion de anticuerpos de la clase
IgE con el alérgeno inoculado. Estos anticuerpos, formados previamente tras la
exposicion al alérgeno, estdn unidos a sus receptores especificos (FceeRI), situados en

la superficie de los mastocitos cutdneos. La interaccion conduce a una rapida liberacion
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no citolitica, en 15 a 20 minutos, de histamina, leucotrienos y otros mediadores, los
cuales muestran en la piel su accion caracteristica, desarrollando una papula, es decir,
un drea edematosa de bordes bien definidos, rodeada de una zona eritematosa peor

definida.

Genéricamente, se acepta que existen dos métodos validos para la realizacion de
pruebas cutdneas de lectura inmediata que son dutiles para el diagndstico de
enfermedades mediadas por IgE. La metodologia més difundida es la conocida como
prick test, en la que el alérgeno es colocado sobre la superficie de la piel (los mejores
resultados se obtienen sobre la cara anterior del antebrazo) y posteriormente se
introduce, con la ayuda de una lanceta, en la epidermis. En el segundo método, el
alérgeno es inyectado en la dermis con una jeringa y se le conoce como

intradermorreaccion.

La metodologia de prick test tiene limitaciones porque la baja potencia de los
extractos puede inducir falsos negativos °°. Sin embargo, si se utilizan alérgenos

estandarizados y potentes, esta técnica tiene ventajas respecto a la intradermorreaccion

(Tabla VI).

TABLA VI. Comparacion entre pruebas cutaneas

Prick test Intradermorreaccion
Facilidad de ejecucion ++
Rapidez de ejecucion -+ ++
Posibilidad de probar alérgenos +++ -

simultdineamente

Falsos positivos Raros Posibles

Falsos negativos Posibles Raras

Reproducibilidad +++ b

Seguridad -+ ++

Tolerabilidad en nifios Si Muy molesto

Modificado de Demoly et al *!
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L.5.4. PRUEBAS DIAGNOSTICAS IN VITRO

Desde el punto de vista del laboratorio, existen dos tipos de tests ttiles en el
diagndstico de las enfermedades alérgicas: inmunoldgicos y de inflamacién. De ellos,
los que presentan mayor fiabilidad y precision en el cribado y diagnéstico de los
procesos alérgicos son los inmunolégicos. Dentro de éstos, los mas utilizados son los

basados en la determinacion de IgE.

1.5.4.1. IgE TOTAL

La determinacion de IgE total consiste en la cuantificacién en sangre de la
concentracion de IgE. Se lleva a cabo por diversos métodos de inmunoandlisis, que han
conseguido desplazar a las técnicas isotdpicas de radioinmunoandlisis (RIA), ya que en

la practica son igual de eficaces con la ventaja de no precisar is6topos radioactivos.

Sin embargo, la cuantificacion de IgE total tiene un valor limitado como método
de cribado para las enfermedades alérgicas. Las principales limitaciones que presentan
siguen siendo su concentracion dependiente de la edad y la superposicion de las
concentraciones séricas entre poblaciones atdpicas y no atdpicas, de tal manera que un

paciente atopico puede tener niveles normales de IgE sérica total y viceversa.
1.5.4.2. IgE ESPECIFICA

La determinacién de IgE frente a alérgenos especificos consiste en cuantificar en
sangre los niveles de IgE que reconocen especificamente a un alérgeno determinado. Es
la prueba de laboratorio que presenta los mejores valores predictivos y los valores de

sensibilidad y especificidad mds adecuados para el diagndstico de procesos alérgicos.

En un estudio multicéntico que incluy6 a poblacién adulta y pedidtrica de varios
paises europeos, se encontraron valores de sensibilidad y especificidad por encima del
95% 2. Los valores predictivos fueron elevados, especialmente los negativos, en torno

al 95% en la poblacién pediatrica. Otros estudios han arrojado resultados similares **™*,

El primer método empleado para su determinacion fue el Radio-Alergo-Sorbent
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Test (RAST), y aunque en estos momentos existen otros muchos, sigue siendo el
método de referencia. Los actuales métodos son variantes del enzimoinmunoensayo; el

mads utilizado en nuestro medio es el UniCAP, que es un fluoroenzimoinmunoensayo.

1.5.4.3. TEST DE ACTIVACION DE BASOFILOS

Los basofilos de sangre periférica, junto con los mastocitos tisulares, constituyen

las células efectoras primarias de las reacciones inmediatas mediadas por IgE.

El test de activacion de basofilos se basa en la capacidad que presentan estas
células para liberar el contenido de sus granulos tras la incubacién con el
correspondiente alérgeno especifico. La degranulacién provoca la fusiéon de la
membrana de los grdnulos con la membrana plasmética, con lo que las moléculas
presentes en la membrana de los granulos, como el CD63, se expresan en la membrana
del basdfilo activado ®. La expresion de estos marcadores de superficie permite utilizar
la citometria de flujo para cuantificar el tanto por ciento de basofilos que se activan tras

la estimulacion con el antigeno.

La correlacién de los resultados del test de activacién de basoéfilos con los
niveles de IgE sérica especifica y las pruebas cutdneas es muy buena para dcaros >,
polenes 86 y otros alérgenos. Sin embargo, hay pocos datos sobre el rendimiento de la

técnica en la monitorizacion de la inmunoterapia especifica con alérgenos (ITE).
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I.6. TRATAMIENTO

El tratamiento de las enfermedades alérgicas se basa en primer lugar en la
evitacion del alérgeno. Sin embargo, en la alergia a pdlenes, las medidas de evitacion
suelen ser insuficientes, al no poder evitar la inhalacion de estas particulas atmosféricas
con el aire que respiramos. Por este motivo, la mayoria de los pacientes precisan
tratamiento farmacol6gico. Sin embargo, estos tratamientos no tienen efecto a largo
plazo, por lo que el paciente se ve obligado a mantener esta medicaciéon durante toda la
época de polinizacion. Las limitaciones del tratamiento farmacolégico llevan a la

biisqueda de tratamientos mas eficaces y definitivos, como la ITE.

1.6.1. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

El objetivo principal del tratamiento farmacoldgico es lograr y mantener el
control de la enfermedad lo antes posible, controlando los sintomas diarios y
previniendo las exacerbaciones. Para conseguirlo, el tratamiento farmacolégico debe ser

individualizado y ajustarse a cada paciente, asi como evaluarse periddicamente.

Para alcanzar el control terapéutico del asma, se establecen varios escalones
terapéuticos (figura 1V) % Es decir, si el asma no se encontrara bien controlado, el
tratamiento debe aumentarse en los escalones terapéuticos que sean necesarios para
lograr el control. Si el asma ha estado controlado durante al menos tres meses, el
tratamiento de mantenimiento puede reducirse paulatinamente con el fin alcanzar las

necesidades terapéuticas minimas que son necesarias para mantener el control.

De eleccicn Glucocorticoide Glucocorticoide inhaladoa  Glucooorticoide inhaladoa  Glucocorticoide Glucooorticoide
% E inhalado 3 dosis dozis bajas+ agonista f2 dozis bajas+ agonista f2 inhalado 3 dozis inhalado 3 dosis altas+
o5 bajas de accion larza g2 accion larsa medias+agonista B2 azonista fil d2 accion
= £ deaocion larga larza+glucocorticoidas
L= inhalades
E - -
m £l Otras Antileucotrieno Glucocorticoide inhalado 3 Afiadir Afiadir
o | dozis bajgs Antileucotrieno y/o Antileucotrienn yio
F E opciones tecfiling y/o tecfiling y/o
Glucocorticoide inhaladoa  Glucocorticoide inhaladoa  omalizumab omalizumab
dosiz bajas + dosis medias +
antilewcotrieno antilewootrieno
Ademanda Agonista fi2 Agonista 2 Agonista f adrenargico Agonista fi2 adrenérgico Agonista f2 Agonista fi2 adranergico
adrenérgico da adrenérpicn da deaccion corta deaccitn corta adrmarpico deacciom @2 accitn corta
accion corta accion corta corta.

FIGURA V. Escalones terapéuticos del tratamiento de mantenimiento del asma del adulto.
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Los farmacos para tratar el asma se clasifican como de control o mantenimiento
y de alivio, también Illamados “de rescate”. Los medicamentos de control o
mantenimiento, que deben administrarse a diario durante periodos prolongados,
incluyen glucocorticoides inhalados o sistémicos, antagonistas de los leucotrienos,
agonistas P2 adrenérgicos de accion larga, teofilina de liberacion retardada y
anticuerpos monoclonales anti-IgE (omalizumab). Las cromonas han caido en desuso
por su menor eficacia. Los medicamentos de alivio se utilizan a demanda para tratar o
prevenir la broncoconstriccion de forma répida, y entre ellos se encuentran los agonistas
B2 adrenérgicos de accidén corta inhalados (de eleccion) y los anticolinérgicos inhalados

(bromuro de ipratropio).

El tratamiento farmacoldgico de la rinitis alérgica se establece de manera

escalonada segun la gravedad (figura V).

Antihistaminico oral o Antihistaminico oral o Glucocorticoide intranasal o
intranasaly/o intranasaly/o Antihistaminico oral o
descongestionante o descongestionante antileucotrienos
antileucotrienos o glucocorticoide
intranasal o

antileucotrienos

FIGURA V. Abordaje terapéutico de la rinitis alérgica.

1.6.2. ITE

La ITE o vacunacién con alérgenos se basa en la administracién de dosis
progresivamente crecientes de un alérgeno, con el objetivo de modificar la respuesta
inmunolégica y clinica al mismo, y por lo tanto, de reducir o eliminar los sintomas

asociados con la exposicion posterior al alérgeno causante.

La ITE, junto con las medidas de control ambiental, son las Unicas formas de
tratamiento etioldgico de la alergia respiratoria, pero sélo la ITE es capaz de modificar
la historia natural de la enfermedad alérgica, impidiendo la progresiéon de la misma

hacia asma en los pacientes con rinitis.
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1.6.2.1. MECANISMOS INMUNOLOGICOS DE LA ITE

Los mecanismos por los cuales la ITE media sus efectos antiinflamatorios siguen
sin estar completamente definidos. Esto se debe en parte a las diferencias en los
protocolos de tratamiento y a la distinta composicion de los extractos alergénicos que se
han utilizado en los distintos estudios que se han realizado. Sin embargo, en todos ellos
se ha observado que la ITE modifica la respuesta de las células T y de las células B, asi
como el numero y la funcion de las células efectoras que intervienen en las reacciones
alérgicas **. Basicamente, la ITE reeduca al sistema inmunitario de manera que lo hace

tolerante frente al alérgeno implicado.

1.6.2.1.1. EFECTO SOBRE CELULAS T

En los pacientes tratados con ITE, se observa una disminucién en la respuesta
proliferativa de los linfocitos T, lo que es consistente con la anergia y/o deleccion de
células T especificas de alérgeno *°. Se ha sugerido que las altas dosis empleadas en la
vacunacién, en comparacion con las que se encuentran en la naturaleza, podrian ser las

responsables de esta falta de respuesta por parte de los linfocitos T 2.

Ademads, se ha visto que las altas dosis empleadas en la ITE pueden disparar la
apoptosis de los linfocitos Th2 ' y promover la expansién de células T productoras de
IFN-y, provocando la desviacion inmune del fenotipo Th2, predominante en los
pacientes alérgicos y responsables de la produccion de IgE, hacia el fenotipo Thl
(inmunodesviacién) 2. Se ha comprobado que estos procesos ocurren tanto a nivel local

como a nivel sistémico.

Por otro lado, la ITE aumenta la proporcién de células Treg no especificas del
alérgeno *°, por lo que estas células y las citoquinas que secretan deben tener algin
papel en el éxito de la terapia. De hecho, algunos autores consideran que el aumento de
actividad de las Treg es el principal o incluso el Unico mecanismo que explica la

eficacia clinica de la ITE.

Las células Treg se caracterizan por la produccion de IL-10 y TGF-f. La IL-10

liberada por las Treg inhibe la expresion de MHC de clase II en las APC, asi como la
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fosforilacion de la molécula co-estimuladora CD28 en las células T, previniendo
ulteriores cascadas de sefializacién ** . También actia sobre las citoquinas liberadas por
los linfocitos Thl y Th2, e induce anergia de células T efectoras 95,9 Ademas, el
aumento de IgG4, anticuerpo que compite con la IgE en su unién a células efectoras,

est4 directamente relacionado con el aumento de IL-10 7.

Por su parte, el TGF-p puede, al igual que la IL-10, regular la presentacién del
antigeno, la expresion de moléculas coestimuladores y la proliferacion de las células T.

Ademais, estd implicada en el aumento de IgA que se observa tras el tratamiento con ITE
98

En resumen, las respuestas Th2 alérgeno especifica estan bajo el control de las
citoquinas Thl y de citoquinas inmunosupresoras (IL-10, TGF-B), las cuales son
producidas en respuesta a las estimulacién repetida del sistema inmune. Por eso, y
aunque en la ultima década, los mecanismos de inmunodesviacion de la respuesta hacia
Thl y la inmunoregulaciéon inducidos por la ITE se habian presentados como
mecanismos alternativos y excluyentes, en los dltimos afios, se ha comprobado que el

éxito de la ITE es consecuencia de ambos mecanismos.

1.6.2.1.2. EFECTO SOBRE CELULAS B

Al contrario de lo que ocurre con las células T, no hay evidencia de que la ITE

induzca tolerancia por parte de las células B *°.

La ITE parece tener poco efecto sobre los niveles séricos de IgE, los cuales se
elevan inicialmente tras el comienzo de la ITE, aunque decrecen a niveles de
pretratamiento durante la fase de mantenimiento '°°. Mds clara es la aparicién después
de la ITE de anticuerpos de la subclase IgG, y en concreto de los subtipos IgG4 e IgGl,

. ‘o o . 101-10
cuyos niveles séricos aumentan de 10 a 100 veces tras el inicio del tratamiento 5,

El subtipo IgG4 presenta marcadas caracteristicas antiinflamatorias: no induce la
cascada del complemento y es capaz de inhibir la formacion de complejos inmunes con
otras IgG. Ademads parece que actiia como un anticuerpo con actividad bloqueadora,

compitiendo con la IgE en la uni6én a mastocitos, basoéfilos y otras células, con la
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consiguiente inhibicién de la liberacién de histamina 104105 " También interviene en la
presentacion del antigeno a los linfocitos T, impidiendo la unién del complejo IgE-

antigeno a la CPA.

El isotipo de Ig que secretan los linfocitos B viene determinado por las
citoquinas producidas por los linfocitos Th y por las CDs. De la misma forma que la
IL-4 y la IL-13 secretadas por los linfocitos Th2 aumentan la sintesis de IgE por parte
de los linfocitos B, se ha visto que la citoquina reguladora IL-10 secretada por células
reguladoras, estd implicada en el aumento de 1gG4 que se observa tras ITE 106107 De
esta manera, la disminucion del ratio IgE/IgG4 durante el tratamiento, puede reflejar el

cambio del predominio de los linfocitos Th2 al de las células reguladoras.

Ademas de la IgG, diversos estudios han puesto de manifiesto el aumento en la
produccion de IgA después de la vacunacion, indicando que otros anticuerpos pueden
contribuir a la eficacia clinica de la misma '”®. El aumento de la IgA se atribuye a efecto

de TGF-B.

1.6.2.1.3. EFECTO SOBRE CELULAS EFECTORAS

Se ha comprobado que la ITE modula también la activaciéon de mastocitos y
baséfilos y disminuye la liberacién de histamina mediada por IgE '”. La disminucién
en la degranulacion in vitro de los basdéfilos ocurre mucho antes que el descenso

significativo de los niveles de IgE y de la reactividad de los test cutdneos.
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FIGURA V1. Efectos de las ITE sobre pardmetros clinicos e inmunolégicos (Modificada de Larché et al %)

También en estos mecanismos parecen estar implicadas las células con
propiedades reguladoras ''°. La IL-10 inhibe la activacién dependiente de IgE de los
mastocitos y suprime la producciéon de IL-5 por los linfocitos Th. Ademds, inhibe la

., i . 111
expresion de CD40 en los eosinofilos activados, aumentando la muerte celular .

1.6.2.2. VIAS DE ADMINISTRACION

La via de administracion habitual de la ITE es la via subcutdnea, aunque en los

ultimos anos se ha demostrado la utilidad de otras vias, como la via sublingual.

La eficacia de la ITE sublingual se ha comprobado en algunos metandlisis de

ensayos randomizados en adultos con alergia respiratoria >

, y apesar de que la ITE
subcutdnea sigue siendo la mas efectiva, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
autoriza a la ITE sublingual como una alternativa valida a la via subcutdnea. Su uso esta

justificado en adultos ''*'7;

sin embargo, su eficacia en nifios es menos evidente,
debido a que los estudios realizados en esta poblacién han mostrado resultados

controvertidos 3.

Los mecanismos inmunoldgicos que intervienen en la ITE sublingual son
parecidos a los que operan en la subcutdnea, aunque la magnitud del cambio en muchos

parametros es mds moderada.
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1.6.2.3. INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES

La inmunoterapia debe indicarse como complemento a las medidas de evitacion

del alérgeno y al tratamiento farmacoldgico.

Indicaciones

» Enfermedades en las que se demuestre, mediante pruebas in vivo y/o in vitro,
que su patogenia es consecuencia de un mecanismo inmunolégico mediado
por IgE.

» Cuadros clinicos: rinitis que no se controla con el tratamiento farmacolégico
habitual, asma alérgica y alergia a veneno de himendpteros. Muchos autores
defienden que toda rinitis alérgica debe recibir inmunoterapia porque se ha
demostrado que previene la aparicion del asma y de nuevas
sensibilizaciones.

» S6lo en el caso de alérgenos para los que se disponga de vacunas

estandarizadas de conocida eficacia y seguridad.

Contraindicaciones

» Enfermedades de origen neopldsico o inmunoldgico, enfermedades
cardiovasculares graves.

» Patologias que contraindiquen el uso de adrenalina, ya que este firmaco
resulta indispensable en el tratamiento de posibles reacciones adversas
anafilacticas durante el tratamiento, por ejemplo la cardiopatia isquémica, el
hipertiroidismo o la hipertension arterial.

» Tratamientos concomitantes con betabloqueantes porque en caso de
anafilaxia, dificultarian la recuperacion.

» No deben utilizarse en el asma severa o mal controlada. El mayor nimero de
muertes por vacunas antialérgicas se ha dado en este grupo.

» Otras causas que originen mal cumplimiento como trastornos psiquidtricos,
problemas laborales o escolares, etc.

> El embarazo puede ser considerado una contraindicacién relativa. No hay

riesgo documentado de teratogenia, pero si ocurriera una reaccién adversa
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podria resultar peligroso para el feto. Por este motivo, en las mujeres
embarazadas no se inicia la inmunoterapia, pero si estdn en fase de

mantenimiento se continda su administracion.
1.6.2.4. EFICACIA CLINICA

La eficacia de la ITE subcutdnea se ha valorado en diferentes estudios utilizando
parametros de intensidad de sintomas, de uso de la medicacién y comparando la
respuesta en las pruebas de exposicion controlada nasal, bronquial u ocular antes y

después del tratamiento.

La eficacia de la ITE subcutdnea en el tratamiento de la rinitis polinica se ha
puesto de manifiesto en estudios a doble ciego y controlados con placebo con polen de
gramineas ”9'121, de ambrosia 122'124, de parietaria 125’126, de abedul 127, o de olivo %,
Aunque no existe ningiin metandlisis publicado que englobe a todos estos estudios, si
existe algin estudio recopilatorio, como el que realizaron Ross y cols. '», quiénes
valoraron 16 estudios publicados entre 1966 y 1996. En 15 de ellos, la ITE demostré ser

eficaz en la mejoria de sintomas y en el consumo de medicacion de pacientes con rinitis

alérgica.

En cuanto al asma, se dispone de cuatro metandlisis sobre la eficacia de la
inmunoterapia en el asma bronquial **'**. En uno de ellos, el publicado por Abramson
en el afio 2003, se incluyeron 75 estudios que abarcaron a 3.188 pacientes con asma. De
los 75 estudios, 20 correspondian a ensayos con inmunoterapia con podlenes. La
principal conclusion de los revisores fue que la inmunoterapia reducia los sintomas del

asma y el uso de medicacion y mejoraba la HPB.

La eficacia de la ITE a largo plazo también ha sido demostrada. Durham y cols.
B4 en un estudio a doble ciego y controlado con placebo, demostraron que la
administracion durante 3-4 afios de inmunoterapia con pdlenes de gramineas producia
una mejoria importante en la sintomatologia estacional que se mantenia al menos 3 afios
después de la suspension del tratamiento. En otro estudio mds reciente de Eng y cols. '*°
realizado en nifios, también empleando ITE con pdlenes de gramineas, el beneficio

clinico fue significativo seis anos después de suspendida la vacunacion.
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Ademas, se ha demostrado que en los pacientes que reciben ITE se reduce de

. . e . . P . 2 136,137

manera significativa el riesgo de desarrollar sensibilizaciones a otros alérgenos 36137,
Es decir, la ITE serviria, ademds de cémo tratamiento etiolégico, como tratamiento

preventivo evitando la aparicion de nuevas sensibilizaciones.

Otros estudios han evaluado la capacidad de la ITE en la prevencion del
desarrollo de asma en pacientes con rinitis. Se sabe que entre un 25% y un 50% de los
pacientes con rinitis alérgica desarrollardn asma en algiin momento de su evolucion y en
pacientes con rinitis polinica el riesgo de presentar asma es hasta 4 veces superior. Son

varios los estudios que han demostrado que la ITE reduce el riesgo de desarrollar asma
138,139

Por tdltimo, hay que considerar que la eficacia de la inmunoterapia depende de la
dosis administrada. Asi, dosis bajas no son eficaces y las dosis elevadas pueden ser
causa de reacciones adversas sistémicas graves. La dosis 6ptima se define como la dosis
que induce un efecto clinico relevante sin producir efectos adversos inaceptables. Esta
dosis 6ptima debe ser el objetivo como dosis de mantenimiento para todos los pacientes.
Las dosis entre 5 y 20 pg del alérgeno principal o mayoritario se consideran optimas

. c 14
para la mayoria de los alérgenos '*.

1.6.2.5. SEGURIDAD

El principal inconveniente de la ITE es la posibilidad de que se produzcan
reacciones alérgicas sistémicas; las mds graves incluyen el asma grave y la anafilaxia.
La frecuencia y gravedad de las reacciones sistémicas varia considerablemente entre los
estudios publicados, debido en parte a diferencias en la metodologia utilizada. En el
caso de la ITE sublingual, el perfil de seguridad de la ITE es mejor; las reacciones

adversas son escasas y generalmente locales ''*'"°.

La incidencia de reacciones sistémicas depende de varios factores: la presencia
de asma, que se considera un factor de riesgo de enfermedades sistémicas; el extracto de
polen utilizado (los extractos de pdlenes producen en general mds reacciones que la de

los &caros) y la pauta de administracion.
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17. UTILIZACION DE EXTRACTOS ALERGENICOS EN EL
DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE PACIENTES ALERGICOS.

Los extractos alergénicos utilizados para el diagnodstico y tratamiento de los
pacientes alérgicos son mezclas de proteinas que se obtienen incubando la materia
prima natural (por ejemplo podlenes, cultivo de acaros etc.) en tampones acuosos,
intentando reproducir las condiciones en que dicha materia prima interacciona con las
mucosas del organismo. Mediante filtraciéon y didlisis se purifica esta mezcla y se
analiza para comprobar la presencia de todos aquellos alergenos que se consideran

relevantes.

La utilizacién de estos extractos alergénicos en el diagndstico y tratamiento de

. s . - 141
los pacientes alérgicos presenta algunos inconvenientes .

En primer lugar, se
caracterizan por una falta de estandarizacién, ya que a veces provienen de materiales
procedentes de diversos origenes y han sido recogidos en condiciones diferentes. Esto
condiciona que exista una notable variabilidad en el contenido de los diferentes

alérgenos, el cual puede cambiar considerablemente de unas preparaciones a otras.

Ademds los extractos naturales son mezclas heterogéneas que contienen
concentraciones muy diversas de alérgenos. Algunos de ellos pueden constituir un
elevado porcentaje de la proteina total del extracto, sin embargo, otros se encuentran en
una porciéon minima. Esto puede llevar a diagndsticos erréneos en aquellos pacientes
sensibles s6lo a alérgenos minoritarios, asi como a inmunizaciones defectuosas, sélo

eficaces frente a aquellos alérgenos mas representados en los extractos.

Otro aspecto a tener en cuenta es que los extractos naturales presentan una
cantidad significativa de productos no deseables, como lipidos, que pueden enmascarar
ciertos alérgenos del extracto, en su capacidad de unir IgE, o como agentes oxidantes y
proteoliticos que pueden provocar la pérdida o inutilizacién de los alérgenos proteicos,

lo que haria ineficaz su empleo.

Estos problemas han obligado a disefiar nuevas estrategias que permitan obtener
productos mejorados para su utilizacién en el diagndstico y en el tratamiento con ITE.

Se han desarrollado dos alternativas en los dltimos afios: la extraccién de alérgenos
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puros mediante técnicas convencionales, o la produccién de alérgenos recombinantes

mediante ingenieria genética.

1.7.1. OBTENCION DE ALERGENOS NATURALES MEDIANTE TECNICAS
CONVENCIONALES

La separacion de proteinas alergénicas para la obtencion de alérgenos puros se
lleva a cabo mediante técnicas convencionales: cromatografias de penetrabilidad,
intercambio i6nico, afinidad, e hidrofobicidad, empleando bien la alta presién (HPLC) o
a presion moderada. Estas técnicas hacen uso de diferencias en el peso molecular, la
carga idnica, la actividad funcional o la solubilidad en disolventes organicos de las

diferentes proteinas.

Con estos alérgenos puros se pueden preparar mezclas tunicas, que contengan
una cantidad definida de ciertos alérgenos y cuya utilizaciéon sea de caricter general,
independientemente de la sensibilidad particular de cada paciente, o bien mezclas de
alérgenos disefiadas a la medida de cada paciente, atendiendo a la hipersensibilidad

caracteristica de cada uno de ellos.

La utilizacién de estos alérgenos purificados también presenta inconvenientes: se
dispone de cantidades limitadas del material de partida -pdélenes, excrementos de dcaros,
venenos de insectos, etc; el proceso de purificacion tiene un rendimiento bajo ya que
frecuentemente los alérgenos constituyen un componente minoritario del material
bioldgico, y su reducida cantidad dificulta la aplicacién eficaz de los sistemas de
separacion proteica. Siempre se obtiene la forma natural del alérgeno, nunca formas

modificadas, que pudieran permitir usar formas hipoalergénicas en la ITE.

1.7.2. OBTENCION DE ALERGENOS RECOMBINANTES

La producciéon de alérgenos proteicos puros mediante técnicas de biologia
molecular presenta varias ventajas frente a la utilizacion de alérgenos naturales. Por un
lado, permite disponer de cantidades ilimitadas de producto, en ausencia de materiales
indeseables que puedan perjudicar la estabilidad del alérgeno o la eficacia del

procedimiento clinico en el que se aplica la molécula. Ademads, la utilizacién de
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alérgenos purificados y recombinantes permite diagnosticar el perfil individual de
sensibilizacion, es decir, a qué componentes del alérgeno estd sensibilizado cada
paciente, lo que ayuda a la elecciéon de una inmunoterapia especifica mucho mas

selectiva.

Por otro lado, la alta purificacion de los alérgenos recombinantes, permite una
estandarizacion que con los alérgenos naturales no se tenia; permite disponer de
productos muy bien definidos, de estructura y propiedades conocidas, y facilmente

cuantificables y ademds en grandes cantidades.
1.7.2.1. PROCESO DE PRODUCCION DE ALERGENOS RECOMBINANTES.

La técnica més utilizada para obtener alérgenos proteicos puros consiste en su
produccion recombinante en un organismo huésped, gracias a la capacidad de éste para
incorporar genes ajenos en su propio genoma, y utilizar su propia maquinaria celular

para traducir ese gen a proteina funcional.

Independientemente de la naturaleza del alérgeno que se quiera obtener, y del
huésped que se vaya a emplear, la estrategia a seguir en el proceso de obtencién de un

alérgeno recombinante es siempre el mismo '**:

a) Insercion del gen que codifica el alérgeno en el vehiculo de transferencia

b) Incorporacion de este vehiculo al genoma del huésped

¢) Crecimiento o cultivo del organismo huésped, con la consecuente produccion de
la proteina recombinante

d) Purificacion y validacién del alérgeno recombinante producido.

Para la purificacién de la proteina se emplean técnicas generales (precipitaciones,
cromatografias, electroforesis). La validacion consiste en la comparacién de las
propiedades de la proteina recombinante con las de la proteina natural. Se comparan

propiedades moleculares, inmunolédgicas y funcionales.
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IL. EL GRANO DE POLEN

I1.1. INTRODUCCION

El grano de polen constituye la espora masculina de las plantas con flores. Es el

vehiculo de los gametos masculinos o de sus células progenitoras.

Su funcién bioldgica es alcanzar la parte femenina de una flor de su misma
especie y fecundar a la ovocélula. En algunas especies (plantas autégamas) el polen
puede realizar su funcién en la misma flor o en la misma planta que lo ha formado, pero
en la gran mayoria de las especies (plantas aldgamas) el polen sé6lo resulta viable si
alcanza una ovocélula de otra planta de su misma especie. El traslado del polen desde el
organo donde se ha formado hasta la parte femenina de la flor se conoce con el nombre
de polinizacién y puede efectuarse de maneras diversas, que son caracteristicas para
cada especie. En nuestras latitudes, los casos mas frecuentes de polinizacién son por
anemofilia, con el viento como medio de arrastre y diseminacién de los granos de polen,
y por entomofilia, cuando la polinizacion corre a cargo de insectos (abejas, mariposas,

escarabajos, etc).

I1.2. EL GRANO DE POLEN COMO TRANSPORTADOR DE ALERGENOS

Ademas de transportar los gametos masculinos, los granos de polen vehiculizan
los alérgenos responsables de inducir polinosis. Estos alérgenos polinicos son proteinas,
glicoproteinas o lipoproteinas de bajo peso molecular, que se encuentran normalmente
en zonas intracelulares, aunque también se han localizado alérgenos en zonas

extracelulares, como la cubierta externa que rodea al grano de polen (exina).

Los granos de polen, tras ser secretados, sufren una deshidratacion rapida que
reduce su volumen en un 35%. Cuando llegan a un estigma receptor o a un medio
hiimedo, como puede ser la mucosa de los humanos, experimentan una hidratacion
considerable. Esta hidratacién provoca la liberacion de las proteinas que transportan,
que son las que intervendran en el proceso germinativo o en la respuesta alérgica de las

. 143-144
personas sensibles '3,
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FIGURA VII. Fotografias al
microcospio elecetrénico de
pélenes de la familia Poaceae
deshidratados (a, c, e) e
hidratados ( b, d f). GP: poro
germinal; ST: granulo de
almidoén. (Tomada de Grote et
al. 7'

Sin embargo, el grano de polen intacto no es el unico vehiculo de alérgenos;
existen otras particulas de pequefio tamaiio (< 10 um) que pueden transportar alérgenos
polinicos de forma eficaz. Estas particulas proceden de restos de las plantas (anteras) o
del interior de los granos de polen cuando éstos se rompen por la accién de la Iluvia, o
bien porque sus antigenos son eluidos a través de los poros y microporos de la exina y
se vehiculizan absorbidos en microparticulas, como las que proceden de la combustion

. 11-1
de los motores diesel !>

La existencia de particulas pequefias con capacidad alergénica podria explicar
por qué los pdlenes pueden producir asma bronquial, ya que la relacién entre las
concentraciones de pdlenes y la presencia de sintomas de asma es evidente, a pesar de
que el tamafio de los granos de polen es aparentemente muy grande como para poder

alcanzar con facilidad las vias respiratorias intrapulmonares '**'*’.

Se ha especulado con la posibilidad de que estas particulas pudieran encontrarse
en el ambiente fuera de la época de polinizacién, lo que también explicaria la

discordancia temporal que a veces existe entre sintomas y recuentos polinicos.
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I1.3. REACTIVIDAD CRUZADA

Se entiende por reactividad cruzada a la reactividad provocada contra una
proteina a través de moléculas de IgE ya sintetizadas por una exposicién previa a un
alérgeno distinto. Este fendmeno se basa en la similitud en la estructura molecular de
alérgenos procedentes de especies homdlogas. Un grado de identidad en la secuencia de
aminodcidos no superior al 25% puede ser suficiente para que dos proteinas se plieguen

de modo equivalente y compartan una estructura terciara comun.

La reactividad cruzada entre distintos alérgenos puede demostrarse mediante
pruebas in vivo e in vitro. Clinicamente, la reactividad cruzada, se traduce en reacciones
causadas por antigenos homoélogos de distintas especies. La reactividad cruzada es
especialmente significativa en los pdlenes debido al gran nimero de familias asociadas
bajo un mismo orden, que dan lugar a la producciéon de moléculas con alto grado de

identidad.

También es posible la sensibilizaciéon subclinica, dandose el caso de pacientes
sensibilizados a distintos alérgenos que no presentan sintomas al entrar en contacto con

ellos.

IL.4. CLASIFICACION DE LOS ALERGENOS DEL POLEN

Los alérgenos del polen se pueden clasificar en funcién de su distribucién
taxondémica y en funcién de la frecuencia de reconocimiento por parte de los pacientes

alérgicos.
I1.4.1. SEGUN LA DISTRIBUCION TAXONOMICA.

Segun la distribucion taxondmica, los alérgenos del polen se pueden dividir en

tres grandes grupos 148,

a) Alérgenos ubicuos. Estdn presentes en casi todas las plantas examinadas. Son
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b)

moléculas con una funcionalidad esencial cuya estructura, bien parcial o
totalmente, se ha mantenido pricticamente inalterada en el proceso
evolutivo. Esto hace que se mantengan epitopos comunes en distintas
especies y que exista un reconocimiento inmunolégico por parte de
moléculas IgE dirigidas inicialmente frente a una molécula distinta. Reciben
también el nombre de panalérgenos. Se conocen dos panalergenos

principales: las proteinas ligantes de calcio o polcalcinas y las profilinas.

Alérgenos que aparecen en un grupo limitado de plantas. Ejemplos de este
tipo de alérgenos son las proteinas de transferencia de lipidos (LTP), que

tiene una importante reactividad cruzada con las LTP de las frutas rosiceas.

Alérgenos altamente selectivos. Son proteinas que identifican
inequivocamente a una planta determinada. Es el caso de las expansinas. Se
encuentran en el polen de las gramineas y se incluyen dentro del grupo 1 de
alérgenos. Las ribonucleasas también son alérgenos selectivos de
determinadas plantas. Los alérgenos del grupo 5 de las gramineas son

ribonucleasas.

I1.4.2. CLASIFICACION SEGUN FRECUENCIA DE RECONOCIMIENTO.

Segtn la frecuencia de reconocimiento por parte de los pacientes alérgicos, los

alérgenos se clasifican en:

a) Alérgenos mayores. Se denominan alérgenos mayores aquellos frente a los

cuales presentan IgE especifica més del 50% de los pacientes alérgicos. En
general son los mds abundantes o los que tienen mayor capacidad

sensibilizante.

b) Alérgenos menores. Los alérgenos menores son reconocidos por menos del

50% de los enfermos alérgicos.

En general los alérgenos mayores suelen ser especificos de cada planta, mientras

que los alergenos minoritarios incluyen diversos panalergenos.
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IL.5. POLINIZACION Y CLIMA

El clima influye en la cantidad de podlenes emitidos a la atmdsfera. La
pluviosidad durante el otofio e invierno condiciona la mayor o menor germinacion y
crecimiento de las plantas, y por tanto la cantidad de pdlenes que se liberan. En Madrid,
se ha visto que existe una relacion entre la pluviosidad pre-estacional (octubre-marzo) y
los recuentos de gramineas durante abril-julio; la asociacion es tan fuerte que se ha
podido desarrollar un modelo predictivo a partir de la pluviosidad de octubre-marzo que

9 Esta

permite conocer las gramineas atmosféricas que habrd en mayo-junio
pluviosidad pre-estacional también se ha podido comprobar que es determinante en
otras ciudades de Espaiia; asi, por ejemplo, en 1995-96, no sélo se pudo predecir en
Madrid, sino también en Badajoz, Toledo y Ciudad Real, que comparten con Madrid el

) ) e . 150
mismo clima mediterraneo continental extremo seco .

I1.6. NOMENCLATURA DE LOS ALERGENOS.

Para designar a los alérgenos del polen se siguen las recomendaciones
publicadas por la OMS en 1994 151152 g6 nombran con las tres primeras letras del
género y la primera letra de la especie. Van seguidos de un nimero ardbigo que indica el
grupo de alérgenos al que pertenecen. Por ejemplo, los alérgenos del grupo 1 de Lolium
perenne se nombran como Lol p 1, y los alérgenos del grupo 5 de Phleum protense se

conocen como Phl p 5.
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I1I. POLENES DE INTERES EN ALERGOLOGIA.

No todos los pdlenes son alergénicos. Los alérgenos de los pdlenes que
desencadenan rinoconjuntivitis y asma corresponden a los procedentes de los arboles y
plantas que polinizan a través del aire (polinizacién anemofila), y no a través de los
insectos (polinizacion entomofila). Las especies vegetales anemofilas son las gramineas,

los arboles y las malezas.

De todas las especies que las componen, se ha comprobado que sélo el polen de
178 especies de plantas puede producir reacciones alérgicas. Estas plantas pertenecen a
44 familias y 29 6rdenes. S6lo 6 de estas familias contienen mds de la mitad de las

especies.

En Espana, los pdlenes mds importantes productores de polinosis son los
procedentes de las Cupresdceas o arizénicas en enero-marzo, el abedul en abril,
Platanus hispanica (marzo-abril), las gramineas y olivo en abril-junio, la Parietaria de

abril a julio y el Chenopodium album de julio a septiembre.

En un estudio coordinado por el Comité de Aerobiologia de la SEAIC en el afio
1995, en el que participaron 12 grupos de trabajo, las gramineas fueron consideradas
como causa nimero uno de polinosis en 9 de las 12 ciudades y nimero 2 en las 3
restantes (tras Olea europaea en Sevilla y Madlaga, y tras Chenopodium album en

Elche). El olivo fue considerado la segunda causa mas frecuente de polinosis 153,

III.1. POACEAE (GRAMINEAS)

Las gramineas son globalmente la causa mds importante de polinosis en Europa,
debido a la gran alergenicidad de sus pdlenes (alrededor del 50% del polen ambiental es
de gramineas) y a su extensa distribucion vegetal (20% de la superficie vegetal del

mundo) 710

Se cultivan para mantener la vegetacién en todo tipo de terrenos rurales, en
jardines, con fines ornamentales, y para prevenir la erosion. Muchas de ellas son la base

de la alimentacién animal, ya que abundan en los prados, y del hombre, puesto que a
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esta familia pertenecen los trigos (Triticum sp.), la cebada (Hordeum vulgare L.), el
arroz (Oryza sativa L.), el maiz (Zea mays L.), el centeno (Secale cereale L.), las avenas
(Avena sp.) y el resto de los cereales y Saccharum officinarum L., de donde se obtiene el

azucar de caifia.

GRAMINEAS:
Lolium sp.

GRAMINEAS: GRAMINEAS: GRAMINEAS :|
Trisetum paniceum Poa pratensis Phleum sp.

FIGURA VIII. Gramineas.

Aunque incluye varios miles de especies, su importancia alergoldgica se centra
en un reducido nimero capaces de producir polen abundante y aerovagante (granos de
20-45 pm de didmetro) '**'*°. Su subfamilia Pooideae contiene la mayoria de los
géneros importantes en producir polinosis: Phleum (fleo), Dactylis (dactilo), Lolium
(ballico), Trisetum (triseto), Festuca (cafuelas), Poa (poa), Anthoxanthum (grama de

olor), Holcus (holco), Agrostis (agréstide) y Alopecurus L. (alopecuro).
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Familia Subfamilia Tribu Género Especie Nombre comin
[ Lolium perenne Centeno silvestre
( Poeae Dactylis glomerata  Caracolillo
(Festuceae) Festuca pratensis Caiiuela
Poa pratensis Espiguilla
Agrostidae { Phleum pratense Hierba timotea
Alopecurus pratense Cola de zorro
(" Agrostis alba Rastrero
Avena sativa Avena
Pooideae Holcus lanatus Heno-lanota
(Festucoideae) Aveneae < Antnoxanthum odolatun Gramade color
Phalariss acuatica Hierba canaria
Gramineae Arrenatherum elatius Avenilla
\_ Trisetum flavescens  Falsa avena
Triticum sativum Trigo
Triticeae Secale cercale Centeno
Hordeum vulgare cebada
Arundinae Agrospyrom cristatm Grama de boticas
Phalarideae Phragmites communis  carrizo
\Bromeae Anthoxantum odoratum  Grama de olor
Chloridoideae Chlorideae Bromus inermis Espiguillas
Andropogoneae  Cynodon dactylon Grama comuin
\ Panicoideae Maydeae { Sorghum helepnse Sorgo
Zea mays maiz

TABLA VII. Familia Pooideae

La reactividad cruzada entre ellas es tan importante que en general es suficiente

con obtener resultados para una o dos para diagnosticar y tratar a los pacientes.

I11.1.1. POLINIZACION DE GRAMINEAS

El “periodo de polinizaciéon” de las gramineas es muy amplio debido a la
diversidad de sus especies (cada una con su particular periodo de floracién) y a las
condiciones climadticas, oscilando entre 2-10 meses. No obstante, es probable que el
“periodo de polinosis” sea mucho mas corto (5-6 semanas), pues éste sélo abarcaria los

dias en que los recuentos superaran las cifras umbral de reactivacion.

I11.1.2. ALERGENOS DE GRAMINEAS

Las proteinas alergénicas de las gramineas se distribuyen en 12 grupos de
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alérgenos segun las similitudes fisicoquimicas que presentan, de tal manera que los

componentes de un mismo grupo tienen en comun secuencias moleculares,

independientemente de la especie de procedencia.

Entre el 80% y el 90% de los pacientes alérgicos a gramineas presentan IgE

especifica a los alérgenos del grupo 1 y grupo 5, que son alérgenos mayoritarios.

Graminea Nombre de Funcién biolégica Prevalencia
alérgeno IgE (%)
Cynodon dactylon Cynd 1 87
Cynd7 Unién calcio 10
Cynd 12 Profilina 20
Dactylis glomerata Daggl 75
Dagg?2 45
Dagg3 60
Daggs5 -
Lolium perenne Lolp1l 87
Lolp2 63
Lolp3 63
Lolp5 85
Lolp 10 Citocromo C -
Lolp 11 Inhibidor tripsina 65
Phleum pratense Phlp1 96
Phlp 2 60
Phlp 4 56
Phlp 5 Ribonucleasa 80
Phlp 6 Particula P asociada 75
Phlp 7 Unién de calcio 10
Phlp 12 Profilina 20
Phlp 13 Poligalacturonasa 50
Poa pratensis Poap 1 -
Poap5 90
Poap 10 Citocromo C -

TABLA VIIL Alérgenos
descritos en gramineas. Los
datos de prevalencia no estin
claramente establecidos, siendo a
veces contradictorios.

Se conoce la funcién de la mayoria de los alérgenos de gramineas . El grupo

1, uno de los mds relevantes, posee una alta identidad de secuencia con las expansinas

(60-70%). El grupo 2/3 comprende proteinas no glicosiladas de peso molecular entre 10

y 12 Kda. Los alérgenos del grupo 4 constituyen los de mayor tamaiio aislados hasta la

fecha, con masas moleculares comprendidas entre 55 y 67 Kda. El grupo 5 de alérgenos
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es exclusivo de Pooideae, no habiéndose detectados miembros de este grupo en otras
subfamilias. Presentan actividad RNAsa y se sugiere su implicacién en mecanismos de
defensa. Los alérgenos del grupo 6 son citocromos y estdn restringidos a las especies del
género Poa. Los grupos 7 y 12 estan formados por panalérgenos que presentan elevada
reactividad cruzada con alérgenos de otras especies vegetales 3¢ Los grupos 8,9, 10 y

11 tienen menor relevancia.
III.2. OLEACEAE

La familia de las Oleéceas engloba a unas 600 especies agrupadas en 30 géneros,
pero soOlo tres contribuyen en la carga atmosférica de podlenes: los "aligustres"
(Ligustrum lucidum y L. vulgare, un arbusto a menudo utilizado para la formacién de
setos), los "fresnos" (Fraxinus excelsior, F. angustifolia, F. ornus) y el olivo (Olea

Europaea), siendo con mucho el més abundante y alergénico éste ultimo.

Figura IX. Oleaceae. De izquierda a derecha: Ligustrum Lucidum, Fraxinus angustifolia, Olea

Europaea.

El olivo se cultiva fundamentalmente en el drea Mediterranea (Espafia, Portugal,
Italia, Israel, Gracias y Turquia), y algunas zonas de Norte-América (California,

Arizona).
II1.2.1. POLINIZACION DEL OLIVO
En Espafia, la polinizacién de olivo se prolonga durante los meses de abril a

julio, con niveles méximos entre la segunda quincena de mayo y la primera de junio,

debido al incremento de las temperaturas al final de la primavera.
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Al igual que sucede con otras plantas, la presencia atmosférica del polen de
olivo muestra una gran variabilidad interanual; se alternan afios con emisiones elevadas
de polen con otros en los que se observa una escasa concentracién polinica °* A este
fenémeno se le conoce como “fenémeno de alternancia de cultivos”, y es debido a la
competencia por las sustancias nutritivas de la planta entre las frutas de una temporada y
las flores de la temporada siguiente, que lleva a una alternancia en la produccién: un

rendimiento alto de flores y frutas se alterna con otro bajo en pdlenes y produccion.

I11.2.2. ALERGENOS DE OLIVO

Se han purificado y caracterizado 10 alérgenos del extracto de polen de O.
europaea. La presencia de IgE frente a estos alérgenos depende de la poblacion
estudiada. Ole e 1 es el alérgeno mds abundante en el polen (hasta el 20% del total del
contenido proteico) y el mds prevalente, en algunas zonas estd presente en mas del 70%
de los pacientes sensibilizados a polen de olivo. En zonas con bajos recuentos de
polenes, se comporta como el unico alérgeno mayor, mientras que en zonas con
recuentos polinicos elevados los alérgenos Ole e 6, Ole e 7 y Ole e 9 también pueden

afectar a mas del 50% de la poblacién.

Excepto para Ole e 1, Ole e 4 y Ole e 6, se conoce la funcion de los alérgenos
del olivo: profilina (Ole e 2), superéxido dimutasa (Ole e 5), polcalcinas (Ole e 3 y Ole
e 8), LTPs (Ole e 7), proteinas que unen B-glucanos (CBM43) y 1,3-B-glucanasa (Ole e
9) %, Este dltimo podria estar implicado en la reactividad cruzada con otros alérgenos
vegetales (por ejemplo, latex, platano). Ole e 7, a pesar de pertenecer a la familia de las
LTPs, no muestra una reactividad cruzada significativa porque su secuencia

polipeptidica muestra una limitada similitud con las de otras LTPs.

44



Introduccion

Prevalencia IgE  Familia
Olee 1 55-90% Desconocida
Olee?2 24% Profilina
Olee 3 20-30% Polcalcina
Olee 4 80% Desconocida
Olee 5 35% Superéxido dismutasa Cu/Zn
Olee 6 10-55% Desconocida
Olee7 47% LTP
Olee 8 5% Proteina ligante de Ca®*
Olee 9 65% 1,3-B-glucanasa
Olee 10 55-69% CBM43

TABLA IX. Alérgenos del olivo
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Justificacion y objetivos

. JUSTIFICACION

Dada la elevada prevalencia de las reaccions alérgicas a pdlenes, resultaria
importante esclarecer los mecanismos implicados en la sensibilizacién alérgica, asi
como los cambios inmunolégicos que se producen en los pacientes alérgicos tras el
tratamiento con ITE, unica terapia capaz de modificar el curso natural de la enfermedad,
mejorando o incluso provocando la remisiéon completa de los sintomas alérgicos.
Aunque la eficacia clinica de la ITE estd bien establecida, los cambios inmunolégicos

que se producen siguen sin estar completamente definidos.

En este estudio, se pretende analizar la expresion de pardmetros inmunol6gicos poco
utilizados para valorar la evolucién de pacientes alérgicos a pdlenes tratados con ITE,
como las moléculas coestimuladoras CTLA-4 y CD40L, el factor de transcripcion
Foxp3, como marcador de las células nTreg, y el test de activacion de basoéfilos. Alguno

de estos marcadores podria ser ttil para valorar la eficacia de la ITE.
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II. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

o Encontrar pardmetros de seguimiento que sean de utilidad clinica para
predecir la eficacia de la ITE. Para ello se evaluard los cambios clinicos e
y los cambios inmunolégicos que se producen en pacientes alérgicos a

p6lenes de olivo y/o gramineas tratados y no tratados con ITE.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

o Evaluar el balance entre linfocitos Th2 y células Treg en pacientes con
alergia a pdlenes de gramineas y olivo con respecto a individuos no

atopicos tras estimulacion in vitro con alérgenos especificos.

o Relacionar la eficacia de la ITE con los mecanismos inmunoldgicos

implicados en la sensibilizacion/tolerancia a alérgenos.

o Establecer el mapa de sensibilizacion a alérgenos mayores y menores de

gramineas y olivo en Ciudad Real

48



MATERIAL Y METODOS




Material y métodos

I.DISENO

Se presenta un estudio prospectivo de cohortes en el que se ha valorado la
evolucién de pacientes alérgicos a polenes de gramineas y/o olivo tratados y no tratados
con ITE. Antes de iniciar el tratamiento, se analizaron las diferencias en la produccion
de citoquinas por linfocitos T CD4 y en el porcentaje de células Treg entre los pacientes
alérgicos y controles no atépicos de edad y sexo similares a los pacientes alérgicos. Al
grupo de controles no atépicos lo referiremos a partir de ahora como grupo CNA, y al

conjunto de pacientes alérgicos como grupo P.

Este dltimo grupo, grupo P, se dividié posteriormente en:
- Grupo A, grupo de pacientes alérgicos, al que se le administr6 ITE mas
tratamiento sintomdtico para el control de los sintomas alérgicos y

- Grupo C, grupo control que sélo recibi6 tratamiento sintomaético.

II. SUJETOS DE ESTUDIO

Se seleccionaron de forma prospectiva, los pacientes con asma bronquial
alérgica a pélenes de olivo y/o gramineas, que acudieron al Servicio de Alergia del
Hospital General de Ciudad Real y que cumplian con los siguientes criterios de

inclusion/exclusion:

II.1. CRITERIOS DE INCLUSION:

1.- Edad: 12-50 afos.

2.- Residencia superior a cinco afios en Ciudad Real

3.- Pacientes que durante los dos ultimos afios refieran sintomas de asma
estacional controlada segtin criterios de la GINA 2008.

4.- Test cutdneos con aeroalérgenos positivos para olivo (Olea europaea) ylo

gramineas (Lolium perenne).

I1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION:

1.- Pacientes que hayan recibido tratamiento con ITE durante los dos ultimos
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afnos.

2- Pacientes con clinica de asma estacional no controlado.

3- Pacientes con clinica de asma bronquial perenne.

4- Pacientes en tratamiento con B-bloqueantes.

5- Pacientes que tengan alguna patologia en la que este contraindicada la
adrenalina (hipertiroidismo, hipertension arterial, cardiopatia, etc.).

6- Enfermedad autoinmune (tiroiditis, lupus, etc.).

7- Embarazo.

8- Pacientes en los que se pueda sospechar un mal cumplimiento del estudio o
del tratamiento (enfermedades psiquiétricas, alcohdlicos, toxicdmanos).

9- Pacientes con enfermedad orgénica grave.

I1.3. MUESTREO Y TAMANO DE LAS MUESTRAS

Se estudiaron un total de 49 pacientes, distribuidos en tres grupos, aceptando un

riesgo alfa de 0,05 para una proporcién estimada de acuerdo a datos bibliograficos de

90% pacientes con respuesta a la ITE:

1y

2)

3)

Grupo con inmunoterapia (grupo A): 20 pacientes alérgicos a pdlenes de olivo
y/o gramineas, a los que tras su aceptacion se les administré tratamiento con

ITE.

Grupo sin inmunoterapia (grupo C): 11 pacientes alérgicos a pdlenes de olivo

y/o gramineas, que tras recibir informacién, rechazaron el tratamiento con ITE.

Grupo control (grupo CNA): 18 pacientes no alérgicos similares en cuanto a

edad y sexo al grupo de pacientes alérgicos.

III. TRATAMIENTO

II1.1. ITE

Las vacunas administradas (Pangramin Plus ®, ALK Abell6 SA) estin

estandarizadas biologicamente y en unidades de masa. La estandarizacién bioldgica
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implica una constancia en la potencia y en la composicion alergénica, y la
estandarizacion en unidades de masa una homogeneidad en el contenido (ug/ml) del

alérgeno(s) mayoritario(s).

A los pacientes monosensiblizados a gramineas y a los polisensibilizados a
gramineas y olivo, se les administré una vacuna que contiene una mezcla del polen de
seis gramineas (Dactylis, Festuca, Lolium, Phleum, Poa, Secale), siendo los alérgenos
mayoritarios los del grupo 5. Para los pacientes monosensiblizados a olivo, se empled
un extracto del polen de Olea europaea, con los alérgenos mayoritarios Ole e 1 y Ole e

9 cuantificados en pg/ml.

La administracién de la vacuna en el grupo A se realizd por via subcutdnea

mediante una pauta convencional.

II1.2. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Para el tratamiento de los sintomas alérgicos se utilizaron antihistaminicos

orales, B2 agonistas y glucocorticoides nasales, segin las pautas recomendadas.

IV. VARIABLES A ESTUDIO

Dado que el proyecto pretende relacionar el efecto clinico de la ITE con los
fendmenos inmunoldgicos implicados en la desensibilizacion a alérgenos, las variables

a estudio fueron tanto clinicas como inmunoldgicas.

IV.1. VARIABLES CLINICAS

Se valoraron en los dos grupos de pacientes alérgicos:

1. Test cutdneos con olivo y/o gramineas, mediante estudio de lineas paralelas,
antes de iniciar la inmunoterapia y a los 6 meses.
2. Cuadernos de recogida de datos (CRD) a los 6 meses de iniciar la vacunacion

en el grupo A.
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3. Cuestionarios sobre calidad de vida: 'mini AQLQ' a los 6 meses de comenzar

el tratamiento con ITE en el grupo activo.

IV.1.1. PRUEBAS CUTANEAS

La realizacién de las pruebas cutdneas se llevd a cabo en el Servicio de Alergia
del Hospital General de Ciudad Real. Se realizaron en el antebrazo y por duplicado,

entre la fosa antecubital y la mufieca, mediante la técnica de prick test. Se utilizaron:

- Extractos alérgenicos de gramineas y de olivo de laboratorios ALK-Abellé de
distintas concentraciones.
- Control positivo (histamina) a una concentraciéon de 10 mg/ml.

- Control negativo (solucidn salina).

Se prepararon tres concentraciones (1/1, 1/10 y 1/100) de cada extracto,
utilizando PBS como diluyente. Para marcar la zona de aplicacion de los alérgenos, se
utilizé un rotulador, respetando una distancia minima entre cada marca de 2 o 3 cm. Se
colocé una gota de los extractos y de las diluciones a testar en cada una de las marcas, y
se punciond con una lanceta, verticalmente en relacién a la superficie cutdnea. Se utilizé
una lanceta distinta para cada extracto. La lectura se efectué a los 15-20 minutos,
perfilando las pdpulas con rotulador. Se consideraron positivas aquellas de un didmetro
igual o mayor a 3 mm en presencia de un control negativo de 0 mm y de un didmetro

mayor de 3 mm en el control positivo.

IV. 1.2. CARTILLAS DE SINTOMAS Y MEDICACION

La sintomatologia de cada paciente se valor6 mediante la cumplimentacién de
CRD. La cumplimentacién de estas cartillas por los pacientes se llevé a cabo durante los
meses de Abril, Mayo y Junio de 2011, correspondientes a los periodos de mayor

exposicion alergénica en Ciudad Real.

Los sintomas que se valoraron fueron:
Oculo-nasales: picor ocular, irritacién ocular, prurito nasal, rinorrea, estornudos,
obstruccion

Pulmonares: disnea, sibilancias, tos
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Los resultados obtenidos se valoraron siguiendo una escala que puntia los

sintomas de acuerdo a una escala numérica:

0 = Sin sintomas. No hay sintomas, incluso con actividad fisica normal

1 = Sintomas leves. Sintomas durante la actividad fisica, pero no en reposo.

2 = Sintomas moderados. Sintomas en estado de reposo; los sintomas pueden
interferir con la actividad diaria.

3 = Sintomas intensos. Sintomas intensos en reposo (puede no haber sibilancias);
los sintomas provocan dificultad para andar y hablar; retraccién de los musculos

del cuello y/o intercostales al respirar.

De igual forma, se utiliz6 una escala numérica para valorar y poder comparar la

medicacion utilizada para controlar los sintomas alérgicos:

0 = Ningun farmaco
1 = Antihistaminicos orales o agonistas
2 = corticoesteroides nasales o bronquiales

3 = corticoesteroides sistémicos

IV.1.3. CUESTIONARIO DE VIDA Mini-AQLQ.

El mini-AQLQ es una version reducida del cuestionario de calidad de vida en
asma (Asthma Quality of Life Questionnaire, AQLQ) que fue desarrollado por Juniper y
cols en la Universidad de McMaster de Hamilton (Ontario), Canadd. Surgié ante la
necesidad de producir una version mas corta que la original para uso en ensayos clinicos
con un nimero amplio de pacientes, para la monitorizacién de grupos de pacientes y

para encuestas de salud a gran escala.

El mini-AQLQ contiene 15 items en 4 dimensiones: limitaciéon de actividades
habituales (4 items), sintomas (5 items), funcién emocional (3 items) y estimulos

ambientales (3 items).

Las opciones de respuesta para cada item se sitdan en una escala equidistante de

7 puntos, donde 1 = médxima limitacién y 7 = ausencia de limitacién. El cuestionario
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proporciona una puntuacién global, que es la media para todos los items, y una

puntuacién para cada dimensidn, que es la media de los items correspondientes.

IV.2. VARIABLES INMUNOLOGICAS.

Las variables inmunoldgicas recogidas

1. Niveles de IgE especifica frente a antigenos recombinantes:

- Olivo (Ole el, Ole e7, Ole €9)

- Gramineas (Phl p1, Phl p5)
- Panalergenos (Pho d 2, Pru p3, Che a 3)

2. Identificacién de células T reguladoras (Treg): marcaje de moléculas CD4+ Foxp3+

por citometria de flujo.

3. Produccién de citoquinas reguladoras: células productoras de IL10 y TGF-B

determinadas como marcaje intracelular por citometria de flujo tras estimulacién
con el alérgeno especifico.

4. Funcién de células Th2: linfocitos CD4 productores de 1L4 determinados como

marcaje intracelular por citometria de flujo tras estimulacién con el alérgeno
especifico.

5. Funcién de células Thl: linfocitos CD4 productores de INF-y determinados como

marcaje intracelular por citometria de flujo tras estimulacién con el alérgeno
especifico.

6. Expresion de las moléculas co-estimuladoras CTLA-4 (CD152) y CD40L (CD154)

en pacientes alérgicos.

7. Ensayo de activacién de baséfilos por pdlenes en el grupo P.

IV.2.1. NIVELES DE IGE ESPECIFICA A ALERGENOS RECOMBINANTES

La cuantificacién de IgE especifica se llevd a cabo en el autoanalizador
Immunocap 250, mediante el sistema CAP de fluoroenzimunoinmunoanalisis (FEIA) de
Phadia. Este sistema consta de una fase sélida, el InmunoCAP, un polimero

tridimensional de celulosa al que se une covalentemente el alérgeno de interés.
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Al poner en contacto la fase sélida con el suero del paciente, la IgE especifica
reacciona con el alérgeno unido. Posteriormente, tras detener la reaccidn, es posible con
un contador de fluorescencia determinar el grado de fluorescencia de la muestra y
compararlo con los estdndares de referencia que se han utilizado. Las pruebas
ImmunoCap usan un calibrador directamente trazado por la OMS (2% referencia

Internacional de Preparacion de Suero Humano de IgE 75/502).
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FIGURA X. Método de deteccidn de IgE especifica con InmunoCAP

IV.2.2. ESTUDIO DE MARCADORES DE CELULAS TREG Y CELULAS TH

IV.2.2.1. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es una técnica de andlisis celular multiparamétrico cuyo
fundamento se basa en hacer pasar una suspension de células alineadas y de una en una
por delante de un haz de laser focalizado. El impacto de cada célula con el rayo de luz
produce sefiales que corresponden a diferentes parametros de la célula (el tamaio,
complejidad de nticleo y citoplasma, caracteristicas antigénicas) y que son recogidos por
distintos detectores. Estos convierten dichas sefiales en sefiales electronicas que
posteriormente serdn digitalizadas para permitir la medida simultinea de varios

parametros en una misma célula.

Las senales producidas por la interaccién de las células con el haz de luz son de

dos tipos:

a) Senales de dispersion. La dispersion resulta de la interaccion de la luz con las

células, lo que produce un cambio de direccién (no de la longitud de onda) en todas las
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direcciones del espacio. Las caracteristicas morfoldgicas que determinan la dispersion
de la luz son fundamentalmente el tamafio celular, la membrana, el ndcleo y el material
granular del interior de la célula, llamado complejidad. En los citometros de flujo se

miden dos fracciones de dispersion:

- La luz dispersada en dangulo cénico pequeio que casi coincide con la direccion
de la luz incidente, llamada FSC (Forward Scatter). Es una medida proporcional

al tamafio de la particula que produce la dispersion.

- La luz dispersada en dngulo recto llamada SSC (Side Scatter). Es proporcional

a la complejidad de la estructura interna de la particula.

Side Scatter
(complejidad
celular)
b
Pl .
Vi Forward
( o
- celular)

FIGURA XI. Sefiales de dispersion detectadas en un citémetro.

b) Senales de Fluorescencia: Los citometros de flujo permiten detectar sefiales
de fluorescencia procedentes de complejos antigeno/anticuerpo marcados con un
fluorocromo y situados en una célula. Un fluorocromo es una molécula quimica que
absorbe luz a una determinada longitud de onda (energia) y emite a una longitud
superior (menor energia). Cuando un fluorocromo interacciona con la luz de excitacion
procedente del laser emite energia radiante, siendo la cantidad de sefal de fluorescencia

emitida igual a la proporcién de la cantidad de componentes fluorescentes de la célula.

La representacion grifica de las poblaciones celulares, conocidas como
citogramas, se presentan sobre un eje de coordenadas X/Y. Las poblaciones celulares,
representadas por agrupaciones homogéneas de puntos, se situardn en los citogramas

dependiendo de sus caracteristicas fisicas de dispersion (SSC/FSC) y sus caracteristicas
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antigénicas. Una de las aplicaciones mds importantes de la citometria de flujo es que

permite la cuantificacion de poblaciones celulares especificas.

Existen varios tipos de citogramas, en funcién de las caracteristicas que se
representen para la identificacion de las células. En este estudio, se han utilizado dos
tipos de citogramas: (1) los citogramas mixtos, que utilizan una caracteristica de
dispersion (SSC/FSC) enfrentada a una caracteristica antigénica (anticuerpo marcado
con un fluorocromo) para seleccionar las células que expresan un antigeno dependiendo
de una caracteristica de dispersion, y (2) los citogramas de fluorescencia, que detectan
células marcadas con dos anticuerpos monoclonales conjugados con dos fluorocromos

distintos.
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FIGURA XII. Citograma mixto (izquierda) y citograma de fluorescencia (derecha).

El estudio se ha realizado en el citometro FACScan, citometro de sobremesa que
consta de un laser de argén de 488 nm y una serie de detectores o fotomultiplicadores
que pueden medir simultdneamente Forward Scatter (dispersion frontal), Side Scatter
(dispersion lateral) y 3 fluorescencias, recogidas como FL1 (verde), FL2 (naranja) y

FL3 (roja). El software utilizado es el BD CellQuest Pro™.
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FIGURA XIII. Citométro FACScan.

IV.2.2.2. MARCAJE CITOPLASMATICO Y DE MEMBRANA.

La técnica de marcaje citoplasmético y de membrana se utiliza para detectar
antigenos presentes en el interior de la célula (citoplasma y nicleo) y en la superficie
celular al mismo tiempo. Las células son marcadas primeramente con los anticuerpos
monoclonales destinados a los antigenos de superficie. Posteriormente son fijadas y
permeabilizadas para marcar los antigenos intracitopldsmicos con los anticuerpos

monoclonales destinados a ello.

Los antigenos citoplasmadticos estudiados han sido: IL-10, IL-4, IFN-y, TGF-B y
Foxp3. Los antigenos de membrana: CD40L y CTLA-4. Los extractos de polen de
olivo y gramineas usados para la estimulacién in vitro de linfocitos pertenecen a ALK-
Abelld, conteniendo ambos una concentracion de 10 ug/ml de los alérgenos mayores

Ole e 1 y Phl p 5, respectivamente.

Excepto para marcar las moléculas Fopx3, se utiliz6 para fijar y permeabilizar
las células el kit BD Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization with BD Golgi
Plug ™ (Becton, Dickinson and Company). Este kit contiene una solucién de
fijacion/permeabilizacion, una solucion de permeabilizacion/lavado y brefeldina A. La
befreldina A es un inhibidor del transporte de proteinas, que impide que las citoquinas
producidas durante la estimulacién linfocitaria salgan al exterior celular. Para la

estimulacion linfocitaria se utilizaron dos mitégenos: miristato-acetato de forbol (PMA)
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e ionomicina (Sigma-Aldrich). Después de fijar y permeabilizar las células, se marcaron
los antigenos con sus anticuerpos monoclonales especificos (Becton, Dickinson and

Company)

Para detectar las células Foxp3+, se usé el kit Human Foxp3 Buffer Set (Becton,
Dickinson and Company), que contiene una solucién de fijacion (Buffer A) y una

solucion de Permeabilizacion (Buffer C).

Los citogramas utilizados para el anélisis en el citometro de flujo han sido tanto

mixtos como de fluorescencia.

PROCEDIMIENTO

El procedimiento se realiza en tres dias consecutivos.

Dial
- Afadir a dos tubos estériles de 10 ml, 1 ml de sangre de cada paciente
anticoagulada con heparina. Rotular un tubo como’ Tubo A ‘y otro como ‘Tubo
B’
- Afadir acada tubo los estimulos de polen (5 uLde Olee 1 y 5 uL de Phl p 5)
(en campana de flujo laminar)
- Mezclar en vortex
- Dejar en estufa a 37° C y 5% de CO2 durante 24 horas
Dia 2
- Anadir 5 uL de PMA, 5 pL de Ionomicina y 5 pL de Brefeldina A al tubo A (en
campana de flujo laminar)
- Mezclar en vortex
- Dejar en estufa 16 horas
Dia 3

- Agitar en Vortex

1) Marcaje de CTLA-4 y CD40L. A partir de la muestra del tubo B:
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2)

Anadir a 50 puL de sangre de cada paciente, 5 uL del anticuerpo monoclonal
anti-CD4  conjugado con el fluorocromo FITC (isotiocianato de
fluoresceina)

Separar 25 pL de cada paciente en 2 tubos de citdmetro (uno para marcar
CTLA-4 y otro para CD40L)

En el tubo para CTLA-4 afiadir 5 pL del anticuerpo monoclonal anti-
CTLA-4 marcado con PE (ficoeritrina)

En el tubo para CD40L afiadir 5 uL del anticuerpo monoclonal anti-CD40L
marcado con FE.

Incubar 20 minutos en oscuridad

Aifadir 1,5 mL de solucién comercial de lisis de hematies (dietilenglicol y
formaldehido)

Centrifugar a 2000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos
Decantar

Lavar con 2 ml de solucién PBS

Volver a centrifugar

Decantar

Analizar en el citometro.

Marcaje de INFy, IL-4, IL-10, TGFp y Foxp3

Anadir 250 pL del tubo A y 50 uL del tubo B a dos tubos de citémetro

previamente rotulados como A y B, respectivamente.

Tincion de membrana

Anadir 25 pL del anticuerpo monoclonal anti-CD4 conjugado con el
fluorocromo FITC (isotiocianato de fluoresceina) al tubo Ay 5 uL al tubo B
Incubar 20 minutos en oscuridad

Afadir 1,5 mL de solucién comercial de lisis de hematies (dietilenglicol y
formaldehido)

Centrifugar a 2000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos

Decantar
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Lavar con 2 ml de solucién PBS
Volver a centrifugar

Decantar

Tincién intracelular (Foxp3)

Por cada muestra, preparar en un tubo:
225 pLL de Agua destilada
25 pL de Buffer A
5 uLde Buffer B

Incubar en oscuridad durante 20 minutos

Anadir 250 pL al tubo B

Centrifugar 2000 rpm durante 5 minutos

Anadir 1,5 mL de PBS

Incubar en oscuridad 10 minutos

Centrifugar 2000 rpm durante 5 minutos
Resuspender en 250 pLL de PBS y agitar en vortex
Anadir 10 pL del anticuerpo monoclonal anti- Foxp3 marcado con PE
Incubar 30 minutos en oscuridad

Anadir 1,5 mL de PBS

Centrifugar 2000 rpm durante 5 minutos

Afadir 500 pL de PBS

Analizar en el citometro

Tincién intracelular (INFy, IL-4, IL-10, TGFp)

Anadir 500 pL de la solucién de Fixation/Permeabilization al tubo A
Mezclar en vortex

Incubar en oscuridad durante 30 minutos

Centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos

Decantar y afiadir 2 ml de solucién BD Permeabilization/Wash

Incubar 10 minutos en oscuridad
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Centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos
Decantar y resuspender en 250 pL de soluciéon BD Permeabilization/Wash
Agitar en vortex

Distribuir los 250 pL. del tubo A en 4 tubos diferentes cada uno con 50 pL.

identificados como: INFy, IL-4, IL-10, TGFf

e Anadir 10 uL de su correspondiente monoclonal (marcados con PE)

e Incubar 30 minutos en oscuridad

e Afadir 2 ml de solucién BD Permeabilization/Wash

e  (Centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos

e Decantar y anadir 500 uL de PBS

e  Analizar en el citOmetro.

IV.2.3. ENSAYO DE ACTIVACION DE BASOFILOS

El test de activacion de baséfilos se ha realizado con el kit BASOTEST TM, de

Glycotope Biotechnology, que permite la determinacion cuantitativa de la degranulacion

de basdfilos en sangre heparinizada.

En el ensayo de activacion de BASOTEST TM, en primer lugar, las muestras se

incuban con un tampoén de estimulacion suministrado con el kit que contiene IL-3

(Reactivo B) y posteriormente con un extracto alergénico que contiene una mezcla de 7

gramineas (reactivo D). Como control positivo se utiliza el péptido N-formil-Metionina-

Leucina-Phenilalanina (fMLP), péptido derivado de bacterias que activa los neutréfilos

para desgranularse, y que también viene incluido en el kit (reactivo E). Como control

negativo se utiliza el reactivo A del kit, que tiene una composicion similar al PBS.

%de granulocitos basofilos

Estimulo
activados
Reactivo A
_ 1,8-9,5
(control negativo)
Reactivo E
25,2-59.5

(control positivo)

TABLA X. Intervalo
normal de Dbaséfilos
activados en control
negativo y  control
positivo
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La activacion de basofilos provoca la fusién de granulos citoplasmaticos con la

membrana plasmdtica y la consecuente liberacion de mediadores inflamatorios. El

proceso de degranulacion se detiene mediante la incubacién de las muestras en hielo. A

continuacion las células se marcan con dos anticuerpos monoclonales, un anticuerpo

anti-IgE marcado con PE y un anticuerpo anti-CD63 marcado con FITC, ambos

suministrados en el kit (reactivo F). Por ultimo, se lisan los hematies con la solucién de

lisis (reactivo G) y se realizan varios lavados con la solucién A.

La lectura en el citometro de flujo se realiz6 mediante la utilizacién de citogramas

de fluorescencia.

Procedimiento

Anadir 100 pL de sangre total heparinizada de cada paciente en un tubo de
citometro. De uno de los pacientes, anadir 200 uL mas (100 uL y 100 uL) en dos
tubos marcados con (+) y (-) (se utilizan como control positivo y negativo,
respectivamente.)
Ainadir 20 uL de Reactivo B a cada uno de los tubos
Mezclar en vortex
Incubar 10 minutos en oscuridad
Anadir:
o 100 pL del extracto alergénico de gramineas (reactivo D) a cada uno de
los tubos de muestras
o 100 pL de fMLP (reactivo E) al control positivo
o 100 uL de reactivo A al control negativo
Detener la degranulacién colocando los tubos en un bafio con hielo durante 5
minutos
Anadir 20 pL del reactivo F a cada uno de los tubos
Agitar en Vortex e incubar 20 minutos en oscuridad
Anadir 2 mL de reactivo G
Dejar en oscuridad 10 minutos
Centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos
Decantar
Lavar con 3 ml de solucién A

Volver a centrifugar y decantar
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- Afadir 2 ml de solucidon A a cada una de las muestras.

- Leer en citOmetro.

V. PLAN DE TRABAJO

ETAPATO
Enero-Junio 2010

Se realiz6:
- La inclusién de pacientes, comprobando que cumplian todos los criterios de
inclusién/exclusion.
- Estudio inmunolégico:
e Andlisis de células Treg y porcentaje de células Th1/Th2 en pacientes no
alérgicos (grupo CNA, donantes de sangre)
e Andlisis del perfil de reactividad de los pacientes alérgicos frente a
alérgenos recombinantes.
- Estudio alergoldgico: test cutdneos en prick-test mediante ensayo de lineas

paralelas, con pdlenes de gramineas y olivo en el grupo P.

ETAPAT1

Septiembre-Diciembre 2010

- Estudio inmunolégico en pacientes alérgicos: andlisis previo a la terapia
analizando células Treg, porcentaje de células Th1/Th2, activacién de baséfilos y
moléculas coestimuladoras (CTLA-4 y CD40L).

- Tratamiento alergolégico: comienzo de la ITE en el grupo P.

ETAPA T2

Abril-Mavyo 2011 (previo a la polinizacion)

En los dos grupos de pacientes alérgicos (grupo Py A), se realiz6:
- Estudio inmunoldgico: repeticion del andlisis tras 6 meses de tratamiento con
ITE.
- Estudio alergoldgico: test cutdneos en prick test mediante ensayo de lineas

paralelas tras 6 meses de ITE.
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ETAPA T3

25 mayo-5 junio 2011 (pico polinico)

En los dos grupos de pacientes alérgicos (grupo A 'y C), se valoroé:
- La cumplimentacion en el CRD de los sintomas y farmacos

- Cuestionario de calidad de vida con asma 'mini-AQLQ

ETAPA T4
Octubre-Diciembre 2011

En el grupo A, se realizé:

- Estudio inmunolégico: repeticion del andlisis tras 1 afio de ITE.

V1. ANALISIS DE LOS DATOS

El andlisis de los datos del estudio se ha realizado con el paquete estadistico SPSS

version 19.0.

Las variables cualitativas se han descrito mediante frecuencias absolutas vy
porcentajes, y las cuantitativas mediante la media, la desviacion tipica, el intervalo de
confianza del 95% para la media, la mediana, el rango intercuartil y los valores

maximos y minimos de la distribucion.

Para analizar las diferencias en las variables cualitativas entre los grupos se ha

utilizado la prueba Ji-Cuadrado.

En el caso de las variables cuantitativas, debido al pequefio tamafio de las muestras,
se han usado test no paramétricos de comparacion de medias. Para comparar las
variables cuantitativas entre grupos se ha utilizado la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney y para analizar el cambio en la respuesta de cada sujeto en las distintas etapas
del estudio, la prueba no paramétrica de Wilcoxon, que permite el tratamiento de datos

relacionados.
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I.DESCRIPCION DE LA POBLACION A ESTUDIO

El estudio incluyé inicialmente 49 pacientes, 31 pacientes alérgicos y 18

controles no alérgicos (donantes de sangre similares en edad y sexo a los pacientes

alérgicos) (tabla XI).

TABLA XI. Variables demograficas de la poblacién a estudio.

Controles no Pacientes
Total
alérgicos alérgicos
N 49 18 31

Femenino 24 9 (50%) 16 (51,6%)

Sexo
Masculino 25 9 (50%) 15 (48,4%)
Edad Minimo - Maximo 12,6 - 48,3 16,5 - 48,1 12,6 —47,1

a

Media + SD 29,8 £10,2 34,3+£8,7 27,3+10,3

*SD: desviacion estandar

Los pacientes alérgicos se distribuyeron en dos grupos de 21 (grupo activo) y de

10 pacientes (grupo control). La edad media fue similar en ambos grupos (26,1 afios en

el primer grupo y 29,5 en el segundo), por lo que al compararlas mediante la T de

Student no se detectaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,414).

Igualmente el andlisis de la frecuencia de sexos femenino y masculino en los dos grupos

mediante la prueba Chi Cuadrado no mostré diferencias significativas estadisticamente

(p=0,518).
TABLA XII. Variables demogréficas de los pacientes alérgicos
Total Control Activo
N 31 10 21
Sexo Femenino 15 4 (40%) 11 (52,4%)
Masculino 16 6 (60%) 10 (47,6%)
Minimo - Méximo 12,6 - 47,1 13,5-47,1 12,6 - 45,6
Fdad Media = SD 27,3+10,3 29,5+ 11,1 26,1 +10,0
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IL PERFIL DE SENSIBILIZACION A ALERGENOS DE GRAMINEAS Y
OLIVO EN LA PROVINCIA DE CIUDAD REAL

El andlisis de la reactividad a alérgenos de olivo (Ole e 1, Olee 7y Ole € 9), a
alérgenos de gramineas (Phl p 5 y Phl p1) y a panalergenos (Pho d 2, Che a 3 y Pru p 3)

se muestra en la tabla XIII.

TABLA XIII. Niveles de IgE especifica (Ul/ml). Se consideran positivos los valores > 0,35 Ul/ml.
Sensibilizacion: O (olivo), G (gramineas), OG (olivo+gramineas), OGP (olivo+gramineas+panalergenos),
GP (gramineras+panalergenos), O Menor (sensibilizacién s6lo a alérgeno menor de olivo), - (sin

sensibilizacion a ninguno de los alérgenos testados).

Paciente Sensibilizacion Olee3 Oleel Olee? Phlpl Philp5 Phod2 Cheal Prup3i
1 0G 0.0 13.00 0.01 1.m 44,99 0.03 0.00 0.00
2 oGP 012 11.14 0.06 122,97  381.98 0.03 0.00 44,65
3 0GP 1.52 8.48 - 0.00 6.91 21.80 0.00 6.37
4 0G 0.01 11.48 0.03 38.25 54,24 0.03 0.00 0.00
5 0G 0.00 22.57 0.72 14.31 0.44 1.96 0.00 0.00
B 0G 0.09 60.30 0.06 153,73 250.88 0.02 0.00 0.00
7 0G 0.00 11.44 0.0z 2.25 0.00 0.01 0.00 0.00
8 0G 0.00 1.61 0.00 0.55 0.00 0.00 0.00 0.00
9 G 0.01 0.07? 0.00 30.47 015 0.00 0.00 0.00
10 0G 0.10 220.00 013 30.72 0.00 0.01 0.00 0.00
11 0GP 0.01 0.76 0,00 47,12 4419 2.30 0,00 0.00
12 0GP 23.34 38.13 0.04 0.04 66.81 0,03 24,84 0.00
13 0G 0,00 0.38 0,00 0.76 0,00 0,02 0,00 0.00
14 GP 0.01 0.03 0,00 7.46 7.49 8.13 0,00 0.00
15 0G 0.04 23.34 0.0z 68,42 138.00 0,03 0,00 0.00
16 G 0,03 0,13 - 8.73 3.76 0,06 0.05 0.03
17 G 0.0 1.41 0.00 26.99 0.03 0.06 0.00 0.00
18 G 0.0 0.00 0.00 13.32 0.0 0.02 0.00 0.00
19 G 0.00 0.47 0.0z 0.96 0.00 0.01 0.00 0.00
20 G 0.00 139 0.0z 10.67 0.00 0.09 0.00 0.00
21 - 0.01 0.00 0.00 0.06 0.21 0.04 0.00 0.00
22 oGP 0.03 1.98 - 0.06 45,64 31.52 0.m 1.26
23 0G 0.00 3.05 0.00 30.44 0.00 0.00 0.00 0.00
24 0G 0.04 28.41 0.11 5,14 0.00 0.00 0.00 0.00
25 oGP 0.02 4.46 0.00 25.27 41.67 22.69 0.00 0.00
2B 0 Menor 0.00 0.00 20,27 0.02 0.00 0.01 0.00 0.00
27 G 0.00 0.00 0.00 22.34 16.60 0.01 0.00 0.00
28 oGP 0.03 3.38 0.00 35.80 0.2 0.03 0.00 0.89
29 0G 0.10 85.56 - 168.32 0.03 0.01 0.03 0.01
30 GP 0.00 013 0.00 29.57 16.10 0.77 0.00 0.00
k]l 0 0.00 25.02 0.02 0.03 0.00 0.01 0.00 oo

De los 31 pacientes alérgicos estudiados, 23 estaban sensibilizados a Ole e 1
(74,2%) y 25 a Phl p 5 (80,6%), comportdndose estos dos alérgenos como alérgenos
mayores en la poblacion estudiada. Le sigue en frecuencia de reconocimiento por parte
de nuestra poblaciéon alérgica Phl p 1, frente al que 15 de los pacientes (48,4%)
presentaban niveles de IgE espcifica mayores de 0,35 UI/L. Sin embargo, s6lo un

pequeio numero de pacientes estaban sensibilizados a Ole e 7 y a Ole e 9. Igualmente,
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la frecuencia global de reconocimiento a panalergenos fue baja.

En conjunto, 24 de los pacientes (77%) estaban sensibilizados a olivo y 28 a

gramineas (90%). La mayoria estaban polisensibilizados a olivo y gramineas (71%), y

s6lo 8 pacientes (26%) estaban monosensibilizados, 6 a gramineas (20%) y 2 a olivo

(6%). Uno de los pacientes incluido en el estudio presentd niveles de IgE especifica

inferiores a 0,35 UI/L frente a todos los alérgenos estudiados (paciente 21).

Perfil sensibilizacién a alérgenos
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HPhlp 1
W Phlp 5
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FIGURA XIV. Panel de
sensibilizacién a panalergenos y a
alérgenos mayores y menores de olivo

y gramineas.

FIGURA XV. Mapa

sensibilizacion Ciudad Real

Por otro lado, de los 24 pacientes sensibilizados a olivo, 20 estaban

sensibilizados a un so6lo alérgeno de los 3 estudiados (en todos los casos Ole e 1,

excepto uno de los pacientes, que estaba sensibilizado sélo a Ole e 7), 4 estaban

sensibilizados a 2 alérgenos y ninguno a los 3 alérgenos. En el caso de los pacientes

alérgicos a gramineas, 16 estaban sensibilizados a 1 s6lo alérgeno de los 2 estudiados y

12 alos dos.
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TABLA XIV. Patrén reactividad IgE alérgeno-especifica.

Perfil de reactividad IgE

N° Pacientes sensibilizados

N° Pacientes sensibilizados a

especifica a Olivo (%) Gramineas (%)
Un alérgeno 20 (83,3) 16 (51,6)
Dos alérgenos 4 (16,6) 12 (38,7)
Tres alérgenos 0@ -

II1. BALANCE ENTRE CELULAS TREG Y LINFOCITOS TH EN
PACIENTES ALERGICOS CON RESPECTO A INDIVIDUOS NO

ATOPICOS

IIL.I. FUNCION DE LINFOCITOS TH

Como sugieren los diagramas de caja de la figura XVI, tras la estimulacion in
vitro con alérgenos polinicos, el grupo P presentaba un porcentaje superior de linfocitos
T CD4 productores de IL-4 (perfil Th2) con respecto al grupo de pacientes no alérgicos
(grupo CNA), ya que tanto el valor de la mediana (24,2% en el primer grupo frente a

8,45% en el segundo) como la caja estdn mas desplazadas hacia arriba en los pacientes

alérgicos.
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FIGURA XVI. Linfocitos TCD4 productores de IL-4 (izquierda) e IFNy (derecha).

La comparacién del porcentaje de estos linfocitos en los dos grupos mediante la

prueba no paramétrica U de Mann-Whitney, mostré que existe una diferencia muy

significativa entre los valores de ambos grupos (p < 0,001).
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La mediana del porcentaje de linfocitos T CD4 productores de IFN-y (perfil
Thl) también fue mayor en el grupo de pacientes alérgicos (6,40%) con respecto a la
del grupo control (2,45%), sin embargo esta diferencia no alcanz6 la significacion

estadistica (p=0,07).

I11.2. CELULAS TREG.

El porcentaje de linfocitos TCD4 con fenotipo supresor que expresan el factor de
transcripcion Foxp3 fue también superior en el grupo de pacientes alérgicos (Figura

XVII). La mediana en este grupo es de 27,3%, mientras que en el grupo de los controles

no alérgicos es de 11,9% (p=0,002).

FOXP3

p= 0,002

% células T
IS

FIGURA XVII.
Linfocitos TCD4 Foxp3+

En cuanto al porcentaje de linfocitos TCD4 que producen citoquinas supresoras,
hubo diferencias muy significativas en los niveles de linfocitos que producen TGF-B (p
< 0,001), siendo mayor el valor en el grupo P. Las medianas obtenidas fueron de 7,90%
en el caso de los pacientes del grupo P y de 2,80% en el caso del grupo CNA (Figura
XVIII).

Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
caso del porcentaje de linfocitos TCD4 que producen IL-10 (p=0,885). Las medianas en
ambos grupos eran similares (2,50% en el grupo Py 2,90% en el grupo CNA).
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FIGURA XVIII. Linfocitos TCD4 productores de citoquinas supresoras.

IV. CAMBIOS INMUNOLOGICOS INDUCIDOS POR  EL
TRATAMIENTO CON ITE EN EL GRUPO DE PACIENTES
ALERGICOS

IV.1. FUNCION DE LINFOCITOS TH2

Dos de los pacientes del grupo A abandonaron el estudio, por lo que finalmente

fueron 19 los sujetos alérgicos que recibieron tratamiento con ITE.

En este grupo, se observé un marcado descenso del porcentaje de linfocitos T
CD4 productores de IL-4 a los 6 meses del inicio del tratamiento, disminuyendo el valor
de la mediana del 25,30% de linfocitos TCD4 totales al 8,80% (Figura XIX). El andlisis
de los datos mediante el test no paramétrico T de Wilcoxon, mostré que, en este grupo,
el descenso de linfocitos T CD4 productores de IL.-4 a los 6 meses era estadisticamente

significativo (p=0,005).

Al aio del inicio del tratamiento, se produjo un aumento en los valores de esta
subpoblacién de linfocitos, alcanzando un valor de la mediana del 15,1%. Sin embargo,
este aumento no llegé a ser estadisticamente significativo con respecto a los valores de
T2 (p = 0,173), aunque seguia siendo significativamente menor que el valor inicial (T1)
(p=0,019).

En el grupo control, por el contrario, los valores de linfocitos T CD4

productores de 1L-4 al inicio del estudio y a los 6 meses del inicio de la ITE en el grupo
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activo, eran muy similares (valores de la mediana: 20,05% y 25,65% en T1 y en T2,
respectivamente), por lo que no se observaron diferencias estadisticamente

significativas tras aplicar el test de Wilcoxon para muestras apareadas (p=0,333).
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FIGURA XIX. Linfocitos TCD4 productores de IL-4. Valoracién intragrupo.

Al realizar el andlisis intergrupo mediante la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney, se observé que antes de administrar la vacuna, no habia diferencias
significativas entre ambos grupos (p=0,313), mientras que a los 6 meses del inicio del
tratamiento el porcentaje de linfocitos TCD4 productores de IL-4 era menor en el grupo

activo, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,012) (Figura XX).
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FIGURA XX. Linfocitos TCD4 productores de IL-4. Valoracién intergrupo.
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IV.2. FUNCION DE LINFOCITOS TH1

Antes de iniciar el tratamiento con ITE, la mediana del porcentaje de linfocitos
TCD4 productores de IFN-y en el grupo A era del 5,60% del total de linfocitos TCD4,
aumentando al 16,20% a los 6 meses del inicio del tratamiento (Figura XXI). El andlisis
de los datos mediante la prueba T de Wilcoxon mostré que esta diferencia era

estadisticamente significativa (p=0,001).

Seis meses después (al ano del inicio de la ITE), el porcentaje de esta
subpoblacién de linfocitos disminuyé levemente en el grupo A, a un valor de la mediana
del 13,50%, por lo que no se observaron diferencias estadisticamente significativas con

respecto a los valores de T2 (p=0,334), aunque si con los de T1 (p=0,001).

En el grupo C, la mediana del porcentaje de linfocitos TCD4 productores de
IFN-y a los 6 meses del inicio de la ITE en el grupo A disminuy6 levemente (7,45%)
con respecto al valor al inicio del estudio (10,30%), no siendo significativa la diferencia

(p=0,139).
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FIGURA XXI. Linfocitos TCD4 productores de IFN-y. Valoracién intragrupo.

Al comparar los niveles de estos linfocitos entre el grupo A y el grupo C al inicio
del estudio (T1) y a los 6 meses del inicio del tratamiento (T2) mediante la prueba U de
Mann-Whitney, se observd que en Tl no habia diferencias estadisticamente
significativas (p=0,183). Sin embargo, en T2, debido al aumento en los valores en el

grupo A, la diferencia fue muy significativa (p < 0,001) (Figura XXII).
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FIGURA XXII. Linfocitos TCD4 productores de IFN-y. Valoracién intergrupo.
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IV.3. CELULAS TCD4 FOXP3+

En el grupo A, el porcentaje de linfocitos TCD4 con funcién inmunomoduladora
que expresaban en superficie el factor de transcripcion Foxp3 se mantuvo en las
distintas etapas del estudio en torno al 30%-35% de los linfocitos TCD4 totales (Figura
XXIII). En T1, el valor de la mediana era del 31,80%, en T2 del 32,0% y en T4 del
36,75%. El andlisis mediante la prueba T de Wilcolxon estableci6 que no habia
diferencias estadisticamente significativa entre los valores de T1 y T2 (p = 0,952), de T2

y T4 (p=0,278) y de T1 y T4 (p=0,438).

En el grupo C, los niveles de estos linfocitos TCD4 eran también muy parecidos
en T1 y T2, aunque algo menores, alrededor del 25% del total de linfocitos TCD4
(valores de las medianas: 25,60% en T1 y 26,40% en T2). Tampoco se observaron

diferencias estadisticamente significativas en este caso (p=0,333).
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FIGURA XXIII. Linfocitos TCD4 Foxp3+. Valoracion intragrupo.
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La comparacion de los niveles de linfocitos TCD4 Foxp3+ en el grupo A y en el
grupo C, en T1 y en T2 no mostré diferencias estadisticamente significativas en ninguno

de los dos casos (p=0,058 y p=0,104, respectivamente) (Figura XXIV).
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FIGURA XXIV. Linfocitos TCD4 Foxp3+. Valoracién intergrupo.

IV.4. CELULAS TCD4 PRODUCTORAS CITOQUINAS SUPRESORAS

IV.4.1. CELULAS TCD4 PRODUCTORAS DE IL-10

En el grupo activo, se produjo a los 6 meses del inicio del tratamiento con ITE,
un notable aumento en el porcentaje de células TCD4 que expresaban en el citoplasma
IL-10: la mediana pas6 de un valor inicial en T1 del 2,50% de células TCD4 totales a un
13,50% en T2 (Figura XXV). Este aumento fue estadisticamente muy significativo (p <
0,001). Al afio de administrar la vacuna, los niveles de estos linfocitos aumentaron
ligeramente hasta un valor de la mediana del 18,0%. Sin embargo este aumento no fue
significativo con respecto a los valores de T2 (p= 0,158), pero si en comparacién con
los de T1 (p=0,001).

En el grupo control, los niveles de linfocitos TCD4 que contenian IL-10 en el
citoplasma fueron similares al inicio del estudio y a los 6 meses de administrar la
vacuna (2,35% y 3,60%, respectivamente). Al aplicar el test de Wilcoxon para muestras

apareadas, no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,959).

78



Resultados

507 IL-10 25,04
i EA 4 IL-10
Grupo Activo o
< 0,001 = 0,158 Grupo Control
a0 P p=0

20,01
p=0,959

8

5,0 10
133
o

% células T

n
9
% células T

0,07

| svo— i ﬁ
o
T T

T T2

FIGURA XXV. Linfocitos TCD4 productores de IL-10. Valoracién intragrupo.

Al comparar los valores de los dos grupos mediante la U de Mann-Whitney, no
se observaron diferencias en T1 (p=0,783), pero si en T2 (p < 0,001), debido
fundamentalmente al incremento en los niveles de estos linfocitos en el grupo activo a

los seis meses del inicio de la ITE (Figura XXVI).
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FIGURA XXVI. Linfocitos TCD4 productores de IL-10. Valoracién intergrupo.

IV.4.2. CELULAS TCD4 PRODUCTORAS DE TGF-

Los resultados obtenidos para los linfocitos TCD4 productores de TGF-3 son

similares a los obtenidos para los linfocitos TCD4 productores de IL-10.

En el grupo activo, se produjo a los 6 meses de iniciar el tratamiento, un
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aumento importante y muy significativo estadisticamente (p < 0,001) en el porcentaje
de linfocitos TCD4 que expresaban en su citoplasma TGF-f (mediana en T1 del 8% de
linfocitos TCD4 totales y en T2 del 28,20%). Al afio de administrar la vacuna, a
diferencia de los linfocitos TCD4 IL-10+, se observéo de nuevo un aumento en el
porcentaje de los linfocitos TCD4 TGF-B+, que si llegd a ser en este caso
estadisticamente significativo con respecto a T2 (p=0,008) (y por supuesto con respecto

a los valores de T1, p=0,002).

En el caso del grupo control, al igual que para los linfocitos TCD4 IL-10+, los
valores de linfocitos TGF-B+ en T1 y T2 fueron similares (medianas: 7,70% y 13,10%
respectivamente), por lo que no se observaron diferencias estadisticamente

significativas al aplicar el test de Wilcolxon (p=0,445) (Figura XXVII).
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FIGURA XXVII. Linfocitos TCD4 productores de TGF-f3. Valoracién intragrupo.

Loégicamente al comparar los valores entre el grupo A y el grupo C, y teniendo
en cuenta lo anteriormente expuesto, en T1 no se observaron diferencias significativas
estadisticamente entre ambos grupos (p=0,535), pero si a los 6 meses de iniciar el

tratamiento (p=0,001) (Figura XXVIII).
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IV.5. CELULAS TCD4 CD152+

Con respecto al porcentaje de células TCD4 que expresaban la molécula CD152

(CTLA4), no se observaron diferencias entre los niveles medidos en el grupo activo en

T1, T2 y T4. Lo mismo ocurrid para el grupo control.

Cuando se realizé la comparacion entre ambos grupos en T1 y en T2, no se

detectaron diferencias significativas en ninguno de los dos casos (p=0,836 y p=0,801,

respectivamente).
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FIGURA XXX. Linfocitos TCD4 CD152+. Valoracién intergrupo.

IV.6. CELULAS TCD4 CD154+

En el grupo activo, se detect a los 6 meses y al ano de iniciar el tratamiento,

una disminucién marcada en el nimero de células que expresaban CD40L. Sin

embargo, en el grupo utilizado como control los niveles medidos en T2 fueron similares

a los medidos en T1 (figura XXXI).

La comparacion de los niveles de CD40L en ambos grupos mostré que mientras

que en Tl eran similares, en T2 habia diferencias estadisticamente significativas

(p=0,001) entre los valores del grupo A (mediana: 1,50%) y del grupo C (mediana:
3,55%) (figura XXXII).
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FIGURA XXXII. Linfocitos TCD4 CD154+. Valoracién intergrupo.

IV.7. ACTIVACION DE BASOFILOS

Los resultados del test de activacion de basoéfilos fueron parecidos a los que se
obtuvieron para el CD40L: en T1 el porcentaje de baséfilos activados fue similar en
ambos grupos (figura XXXIV); en T2 se observé en el grupo activo, a diferencia del
grupo control, una disminucién pronunciada en el nimero de baséfilos activados (figura
XXXIII) y una diferencia muy significativa (p < 0,001) con respecto al numero de
baséfilos del grupo C. En este dltimo grupo, igual que con CD40L, no se observaron

diferencias en los niveles medidos en T1 y en T2.
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FIGURA XXXIII. Activacién de baséfilos (en tanto por uno). Valoracién intragrupo.
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V. PARAMETROS CLINICOS

V.1. PRUEBAS CUTANEAS

Los test cutdneos con olivo y gramineas se realizaron en los dos grupos de
pacientes alérgicos en TO. En TO todos los pacientes presentaban didmetros de papula
mayores de 3 para ambos extractos, excepto uno de ellos, que sélo present6 positividad

para gramineas.

Antes de iniciar el tratamiento, los didmetros de pédpulas fueron similares en
ambos grupos, tanto para los test cutdneos realizados con extractos de olivo, como con
los de gramineas, no observdndose diferencias estadisticamente significativas (figura

XXXV).
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FIGURA XXXV. Valores de las pruebas cutdneas en TO para olivo y gramineas
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Sin embargo, a los 6 meses, se observaron didmetros de pdpulas en los pricks
cutdneos de gramineas menores en el grupo de pacientes alérgicos en tratamiento con
ITE, respecto a los medidos en los pacientes del grupo control, aunque esta diferencia

no llegé a ser estadistica significativa (figura XXXVI).
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FIGURA XXXVI. Valores de las pruebas cutaneas en T2 para gramineas.

VI.2. CRD

Al valorar las puntuaciones de los CRD en T3, se encontré que aunque en el
grupo activo se obtuvo una puntuaciéon menor que en el grupo control (127,5 vs 164,9),

esta diferencia no llegoé a ser estadisticamente significativa (p=0,823)
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VI.3. CUESTIONARIO mini-AQLQ

Tras analizar, a los 6 meses de iniciar el tratamiento con ITE, las puntuaciones de
todos los items del cuestionario mini-AQLQ en los dos grupos de pacientes alérgicos, se
observé una puntuacién total mayor en el grupo de pacientes que recibié tratamiento
con ITE con respecto a la obtenida en el grupo control (valores de las medianas: 90 y

69, respectivamente). Sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

Igualmente, el andlisis individual de las puntuaciones de cada dimension del
cuestionario (sintomas, funcién emocional, estimulos ambientales, y limitacién de
actividades cotidianas) mostr6é en todos los casos una puntuaciéon mayor para el grupo
en tratamiento con ITE con respecto al grupo control, sin alcanzar en ninguno de los

casos la significacion estadistica.
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Discusion

I. MAPA DE SENSIBILIZACION DE PACIENTES ALERGICOS A
OLIVO Y/O GRAMINEAS EN CIUDAD REAL

Determinar el perfil de sensibilizacion individual de cada paciente es importante
para discriminar entre sensibilizacion y alergia verdadera y poder establecer un

diagnéstico adecuado.

Para identificar al alérgeno causante de la alergia y conocer si existe co-
sensibilizaciéon a varios alérgenos del extracto o a varios extractos debido a la
sensibilizacion a componentes que producen reactividad cruzada, como los
panalergenos, es fundamental determinar los niveles de IgE especifica a alérgenos
purificados o recombinantes, y no basar el diagndstico sélo en las pruebas cutdneas, que
utilizan extractos naturales '°>. Es frecuente encontrar en la préctica diaria sueros de
pacientes con test cutdneos positivos frente a varios extractos alergénicos, que
responden a s6lo un alérgeno mayor y a un panalergeno cuando se testan in vitro con
alérgenos purificados o recombinantes. La similitud entre las secuencias de estos
panalergenos es la responsable de la positividad a un amplio panel de extractos
naturales, en los cuales al menos uno de los alérgenos comparte epitopos en la IgE con
la molécula de panalergeno sensibilizante '®. Esto obliga a confirmar los resultados de
las pruebas cutdneas en pacientes sensibilizados a varios extractos mediante

determinaciones in vitro de IgE especifica.

Una vez conocido el perfil de sensibilizacién de cada paciente, se selecciona el
extracto de ITE mds conveniente para el paciente segin las guias farmacoterapéuticas
actuales. Lo ideal seria personalizar el tratamiento, y poder incluir en las vacunas sélo
los alérgenos a los que el paciente es alérgico. No obstante, la ITE personalizada es
todavia un proyecto distante: hoy en dia s6lo es posible comercializar productos
conteniendo un nimero predefinido de moléculas alérgicas relevantes a la mayoria de

los pacientes '®*.,

Adun asi, es fundamental realizar un diagndstico molecular correcto.
Ademads, establecer el perfil de sensibilizacién también podria ser importante para
comprobar si, como ya han propuesto algunos autores 195 los diferentes perfiles
moleculares de sensibilizacién influyen en la respuesta de los pacientes a las mismas

preparaciones de ITE.
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I.1. ALERGENOS MAYORES Y MENORES

En el diagndstico molecular de la alergia es importante incluir tres tipos de
alérgenos: 1) alérgenos mayores, que son reconocidos por una gran mayoria de la
poblacién alérgica, 2) panalergenos, como marcadores de polisensibilizaciéon y 3)
alérgenos menores, para identificar sensibilizacion especifica a estas moléculas, las

cuales son dificiles de detectar con los extractos alérgicos disponibles actualmente.

En nuestro estudio, se han analizado los niveles de IgE especifica frente a los
alérgenos mayores Ole e 1, Phl p 1 y Phl p 5, los alérgenos menores Olee 7y Olee 9 y
los panalérgenos Pho d 2 (profilina y alérgeno mayor de las palmeras), Che a 3
(polcalcina y alérgeno mayor de las chenopodidceas) y Pru p 3 (LTP presente en el

melocotén).

Segun las pruebas cutdneas todos los pacientes estudiados, a excepcién de uno,
estaban polisensibilizados a olivo y a gramineas. Sin embargo, mediante las
determinaciones de IgE especifica se pudo comprobar que ocho pacientes presentaban
niveles mayores de 0,35 Ul/ml s6lo frente a uno de los podlenes testados (seis a
gramineas-pacientes 9, 14, 16, 18, 27 y 30- y dos a olivo —pacientes 26 y 31). Esto
influy6é l6gicamente en las decisiones terapéuticas. Los dos pacientes, que tras la
determinacion de los niveles de IgE, fueron catalogados como monosensibilizados a
olivo, recibieron tratamiento con ITE especifica de olivo, mientras que los pacientes
polisensibilizados, asi como los monosensibilizados a gramineas, recibieron vacunacion
con una mezcla de gramineas. En los pacientes sensibilizados a varios pdlenes se suelen
utilizar vacunas con un solo componente en lugar de vacunas combinadas ya que hasta

ahora, no hay ensayos clinicos convincentes que utilicen extractos combinados.

En segundo lugar, los niveles de IgE especifica permitieron establecer la
frecuencia de reconocimiento de estos alérgenos en la poblacién alérgica estudiada.
Como era de esperar, los alérgenos Ole e 1, Phl p 5 y Phl p 1 se comportan como
alérgenos mayores, mientras que Ole e 7 y Ole e 9 como alérgenos menores. Estos datos
concuerdan con los reportados por otros estudios epidemiolégicos realizados en Espaiia
3, 24, 166

, aunque en dreas geograficas con altos recuentos polinicos, como Coérdoba o

Jaén, la frecuencia de reconocimiento a alérgenos menores es mayor (en torno al 35%).
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Esto se debe a que la sensibilizacion a estos alérgenos se correlaciona positivamente con
. 2. e 167 . . e, .

los niveles atmosféricos de pdlenes %7 Niveles de exposicion elevados contribuyen a

una mayor prevalencia de alérgenos menores, mientras que con niveles bajos, los

alérgenos mayores son los de mayor potencial sensibilizante.

Estudiar la sensibilizacion a alérgenos menores es importante porque entre los
alérgenos menores se incluyen diversos panalergenos, responsables de fendmenos de

reactividad cruzada a pdlenes y alimentos. Ademds, pacientes sensibilizados a algunos

168 9166

alérgenos menores como Ole e 7 (LTP) ™" y Ole e presentan una clinica més severa,
con un aumento en el riego de padecer asma, y un incremento en el riesgo de sufrir
reacciones adversas durante el tratamiento con ITE. Entre los objetivos de nuestro
estudio no se incluyé la evaluacion de la severidad de los sintomas en los pacientes
sensibilizados a alérgenos menores debido al pequefio nimero esperado de pacientes

sensibilizados a este tipo de alérgenos en Ciudad Real.

Por dltimo, se corrobororé que las gramineas siguen siendo los pdlenes mas
. . 4 .. . . .,
importantes en Ciudad Real °, por su gran alergenicidad, extensa distribucién vy
prolongada polinizacién. El olivo es el segundo en importancia desde el punto de vista

clinico.

1.2. PANELERGENOS.

Entre los panalergenos conocidos, destacan las profilinas, las polcalcinas y las
LTP. Las profilinas y polcalcinas se encuentran en el polen de varias especies,
produciendo fenémenos de reactividad cruzada entre pélenes '®°. Ademds, las profilinas
estdn presentes en diversas frutas y vegetales, siendo responsables del sindrome polen-
frutas '”°, en el que la sensibilizacién a un alérgeno de polen via inhalada es el origen de
alergia alimentaria a diversos vegetales por reactividad cruzada con alguno de sus

alérgenos.

Las LTPs son altamente resistentes a la digestioén y a la temperatura, lo que las
convierte en potentes alérgenos alimentarios, capaces de sensibilizar por via digestiva y

producir reacciones sistémicas, incluso anafilaxias, debido a que llegan al tracto

171,172

digestivo intactas Las LTPs estdan presentes en el polen de algunas especies
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(Olivo, Ole e 7; Platanus, Pla a 3), en el latex (Hev b 12), y en las frutas, especialmente
frutas de la familia Rosaceae. En el melocotén, una LTP, Pru p 3, se comporta como
alérgeno mayor, sensibilizando aproximadamente al 60% de los alérgicos a dicha fruta
en los paises mediterraneos ' . Los pacientes alérgicos al polen tienen mayor riesgo de

estar sensibilizados a melocotén que los que no lo son.

La relevancia clinica de los panalergenos en los pacientes polinicos estd todavia
en debate. Asero y colaboradores '™* sugieren que su importancia es limitada. Si los
panalergenos fueran clinicamente relevantes, los pacientes hipersensibles deberian sufrir
sintomas alérgicos durante toda la época de polinizacién. Sin embargo, la mayoria de
los pacientes presentan sintomas so6lo en el periodo central, sugiriendo una

sensibilizacién primaria a gramineas.

No obstante, el diagndstico mediante la determinacion de niveles de IgE frente a
panalergenos en alergias respiratorias estacionales puede resultar ttil porque ayuda a
redefinir los casos de sensibilizaciéon multiple. En nuestro estudio, sin embargo, no se ha
encontrado relacion entre la presencia de reactividad cruzada en los prick test y la
sensibilizacion a panalergenos, o al menos a los panalaergenos estudiados. Los
pacientes clasificados como polisensibilizados en funcién de los resultados de las
pruebas cutdneas, y que finalmente, tras la determinacién de IgE recombinante, fueron
tratados como monosensibilizados a uno u otro polen, mostraban niveles de IgE
especificas menores de 0.35 Ul/ml frente a los panalergenos estudiados. S6lo dos de
estos pacientes (paciente 14 y 30) estaban sensibilizados a gramineas y a panalergenos.

Sin embargo, del paciente 30 no pudieron obtenerse datos de pruebas cutaneas en TO.

Por tanto en este caso, el estudio de panalergenos no ha resultado util para aclarar
el mecanismo de produccion de las sensibilizaciones multiples observadas en los prick

test.

Con respecto al porcentaje de sensibilizacion a los panalérgenos estudiados, se
encontraton porcentajes similares a la literatura 166, 170 (22,6% para Pho d 2, 3,2% para

Che a3y 12,9 para Pru p 3).
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II. BALANCE ENTRE CELULAS TREG Y LINFOCITOS TH EN PACIENTES
ALERGICOS CON RESPECTO A INDIVIDUOS NO ATOPICOS

Aunque no se conocen con exactitud los mecanismos implicados en las respuestas
alérgicas, si ha quedado claro en numerosos estudios que las células Th2 alérgeno-
especificas y las citoquinas que producen (fundamentalmente IL4, ILS, IL9 e IL13)
juegan un papel fundamental ', aceptindose que la alergia se produce por una

respuesta Th2 inapropiada hacia los alérgenos implicados

Por el contrario, el fenotipo que presentan los individuos no alérgicos se ha
asociado histéricamente con un fallo en el reconocimiento del alérgeno (ignorancia
inmunoldgica) o con la expresiéon de citoquinas Thl protectoras 176 Podria esperarse
que las respuestas Thl a los alérgenos provocaran una respuesta inflamatoria, pero,
generalmente, no se produce. Por lo tanto, los individuos alérgicos responden a los
alérgenos con una respuesta Th2 inflamatoria, mientras que la respuesta inmune de los

no alérgicos no es inflamatoria y se asocia con citoquinas Thl.

Ahora bien, sigue sin conocerse por qué algunos individuos desarrollan
enfermedades alérgicas debido a una respuesta Th2 y otros, con la misma exposicién a
los alérgenos, no. La evidencia cientifica sugiere que la regulaciéon activa es un
mecanismo esencial para mantener respuestas periféricas no inflamatorias, y otorga un
papel central en el desarrollo de las enfermedades alérgicas a otras células con funcidén
inmunorreguladora, las células Treg. Segun estudios publicados, estas células tienen la
capacidad de suprimir las respuestas Th2 hacia los alérgenos comunes, pudiendo estar

. .. P 177
este proceso defectuoso en los individuos alérgicos *'.

Al estimular in vitro células sanguineas con aeroalérgenos o alérgenos
alimentarios, la produccién de IFN-y (marcador de Thl), de IL-4 (marcador de Th2) y
de IL-10 y TGF-B (citoquinas antiinflamatorias, caracteristicas de las células Treg)
difiere, como era de esperar, entre sujetos alérgicos y no alérgicos. Tanto en individuos
sanos como en pacientes alérgicos, se detectan niveles de estas tres subpoblaciones de
linfocitos T, siendo diferente la proporcion de cada una de ellas. Es decir, el balance
entre linfocitos Thl, linfocitos Th2 y células Treg es fundamental para desarrollar o no

alergia.
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Al inicio de nuestro estudio, se estimularon células nucleadas de pacientes sanos
(donantes) y de pacientes alérgicos a gramineas y/olivo con alérgenos recombinantes
(Ole e 1 y Phl p 5). La determinaciéon mediante citometria de flujo de IL-4, IFN-y,
Foxp3, TGF-B e IL-10 permiti6 comparar los niveles de linfocitos Thl, Th2 y

subpoblaciones de células Treg en estos dos grupos de pacientes.
I.1. CELULAS T HELPER

La estimulacion de las células TCD4+ mostré una mayor proporcién de I1L-4 en
los pacientes alérgicos que en los controles. Sin embargo, no hubo diferencias
significativas para la proporcion de linfocitos T que expresaban IFN-y. Estos resultados
son consistentes con el predominio ya descrito anteriormente de los linfocitos efectores

o . 178-17
Th2 en los procesos alérgicos 8179,

I1.2. CELULAS TREG

Se han descrito dos subpoblaciones principales de células Treg: las nTreg, que se
caracterizan por la expresion del factor de transcripcién Foxp3 y por niveles altos de
CD25, y las células iTreg, que mantienen su actividad supresora mediante la secrecion
de citoquinas (fundamentalmente IL10 y TGF-B) y pueden o no expresar Foxp3. El
papel que juega cada una de estas subpoblaciones en el desarrollo de las enfermedades

alérgicas ha sido un tema muy debatido en la ultima década.

La mayoria de estudios realizados hasta la fecha con células nTreg definen a este
tipo de células como células T CD4+CD25+. Sin embargo, CD25 no es el marcador
perfecto de las nTreg debido a que también se expresa en las células T activadas Bl 1a
poblacién de células T CD4+CD25+ puede contener un nimero significativo de células
efectoras, especialmente durante la época de polinizacién. Por el contrario, el fenotipo

182
3

supresor de las células Treg se asocia con el factor Foxp , que si es un marcador

especifico de las nTreg.

Los pocos estudios que han utilizado Foxp3 como marcador de células nTreg,
muestran datos discordantes. Xu y cols. '™ detectan que la frecuencia de células T

CD4+CD25+Foxp3+ es menor en los pacientes con rinitis alérgica, mientras que en el
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. 184 . C . L. . . ,
estudio de Han y cols. % Jos pacientes con rinitis alérgica tenian niveles mds elevados
de células nTreg. No obstante, en ninguno de los casos las diferencias fueron

estadisticamente significativas.

Para las citoquinas reguladoras IL-10 y TGF-p, los datos publicados tampoco son
coincidentes. Jutel y colaboradores 185 postulan, después de estimular células nucleadas
con Der p 1 (alérgeno mayor del dcaro del polvo doméstivo) y Bet v 1 (alérgeno del
polen de abedul), que los efectos supresores de estas citoquinas en las respuestas
alérgeno-especificas pueden ser importantes. Sin embargo, en otros casos 186188 1o se
han encontrado cambios significativos en la proliferacion de células productoras de IL-

10 y TGF-B tras estimulacion in vitro con alérgenos recombinantes.

En el presente estudio, se ha utilizado la expresion de Foxp3 en células CD4+
para identificar a las células nTreg. El porcentaje de este tipo de células fue mayor en
los pacientes alérgicos que en los controles sanos. La produccion de TGF-f3 fue también
significativamente mayor en el primer grupo, aunque los niveles de IL-10 no difirieron
entre individuos alérgicos y donantes. Estos resultados muestran que las células T CD4+
de pacientes alérgicos tienen la habilidad de mostrar aspectos reguladores después de la
estimulacién in vitro con alérgenos especificos. Sin embargo, y por razones aun
desconocidas, la liberacion de citoquinas reguladoras in vivo posiblemente no se
produce adecuadamente '8 El tratamiento con dosis progresivamente crecientes de
alérgenos podria restablecer la funcion reguladora de estas células in vivo y evitar

respuestas inmunes inapropiadas.

III. CAMBIOS INMUNOLOGICOS INDUCIDOS POR EL TRATAMIENTO
CON ITE EN EL GRUPO DE PACIENTES ALERGICOS

La ITE es el dnico tratamiento capaz de modular el curso natural de las
enfermedades alérgicas 190 Su efecto terapéutico ha sido demostrado en varios estudios
randomizados, a doble ciego y controlados con placebo 191-154, por un lado, consigue
mejorar o incluso provocar la remisién completa de los sintomas alérgicos '*, por otro ,
previene el desarrollo de nuevas sensibilizaciones alérgicas '*® y de asma bronquial en
pacientes con rinitis alérgicas 97198 por todo esto, constituye hoy en dia el tratamiento

de eleccion para pacientes con rinitis y/o asma inducidos por polen.
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Sin embargo, aunque la eficacia clinica de la ITE estd bien establecida, los
mecanismos inmunolégicos implicados no se conocen a ciencia cierta. Se sabe que es
fundamental conseguir un estado de tolerancia inmune en el que se produzca tolerancia
clinica prolongada a los alérgenos responsables de las manifestaciones alérgicas. Los
cambios inmunoldgicos observados en pacientes que alcanzan este estado de tolerancia
inmune afectan a las respuestas de linfocitos T y B, asi como a las de mastocitos y
baséfilos *’. En particular, la induccién de tolerancia por parte de los linfocitos T es
crucial para conseguir el éxito de la terapia. Inicialmente se pensd, debido a que las
alergias mediadas por IgE se caracterizan por una respuesta Th2, que la desviacion
inmune de células Th2 alérgeno-especificas a células Thl era responsable de la eficacia
de la ITE. Sin embargo, datos recientes sugieren que las células Treg, juegan un papel
principal en la induccién de tolerancia en los pacientes alérgicos y en la supresion de las

2 2 e 1
células T efectoras alérgeno-especificas .

III.1. BALANCE TH1/TH2

La induccién de tolerancia observada tras el tratamiento con inmunoterapia se ha
asociado clasicamente con el cambio en la respuesta de linfocitos Th. Wachholz y cols.
demuestran en varios estudios que la inmunoterapia inhibe la infiltraciéon de linfocitos
TCD4+ y eosindfilos en la mucosa nasal y aumenta significativamente el ratio de
células que expresan ARNm de IFN-y frente a las que expresan ARNm de IL-5
(citoquina Th2) 20 Egtos resultados sobre la desviacién immune a nivel del ARNm
concuerdan con los publicados anteriormente por este grupo ' y por Klimek y cols 22,
quiénes detectaron cambios similares en la expresion de citoquinas a nivel proteico.
Dichas observaciones corroboran que la inmunoterapia induce, tras el contacto con el

alérgeno y a nivel local, un cambio en la expresion de citoquinas desde una respuesta

Th2 a una respuesta Thl.

Para explicar este cambio se han propuesto varias hipétesis. Algunos autores
afirman que el aumento en la respuesta Thl observado tras el tratamiento con
inmunoterapia se debe al incremento de IL-12 que se observa en estos pacientes 2 Ta

IL-12 es secretada por macréfagos y linfocitos B, y tiene la capacidad de inducir la
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proliferacion de los linfocitos Thle inhibir la de los Th2, asi como inhibir el swtich
dependiente de IL4 de IgG a IgE 204205 Otros autores, por el contrario, proponen que el
aumento de IFNy observado en los pacientes tratados se debe a la anergia de células T
207

Sea como fuere, no estd tan claro que en las células T periféricas se produzca
también este cambio Th2->Th1; no todos los estudios publicados han podido confirmar
los resultados obtenidos en mucosa nasal ***?'* Otros, como el publicado por Ebner y
cols. muestra un cambio de Th2 a Thl en las células periférias tras 12 meses de
tratamiento con inmunoterapia con péleneszu. De manera similar, Benjaponpitak y cols,
reportan un descenso en la produccion del ratio IL4:IFN-y en pacientes tratados

exitosamente con inmunoterapia con pélenes o con dcaros 2.

Nuestros resultados apoyan la hipétesis que afirma que la inmunoterapia con
polenes produce también en sangre periférica un cambio en la produccién de citoquinas
de los linfocitos Th, disminuyendo la expresion de citoquinas Th2 y aumentando las de

las células Thl.

En nuestro estudio, antes de administrar la inmunoterapia en el grupo activo, los
linfocitos Th predominantes en ambos grupos de pacientes alérgicos eran los linfocitos
Th productores de IL-4 (linfocitos Th2). Sin embargo, a los 6 meses de iniciar el
tratamiento en el grupo A, los niveles de los linfocitos Th2 en este grupo disminuyeron
significativamente tanto respecto a los niveles del grupo utilizado como grupo control
(p=0,012), como a sus niveles antes de iniciar el tratamiento (p=0,005). Al afio de
iniciar el tratamiento, los valores de linfocitos TCD4 productores de IL-4 en el grupo A

seguian siendo significativamente menores que al inicio del tratamiento (p =0,019).

El porcentaje de linfocitos Thl en el grupo A aument6 significativamente a los 6
meses y al afio de iniciar el tratamiento con respecto a los valores basales (p=0,001 en
ambos casos). A los 6 meses de iniciar la ITE, la diferencia con respecto a los valores

del grupo control fue muy significativa estadisticamente (p <0,001).

En el grupo control, no se observaron ninguno de estos cambios, los niveles de

linfocitos Th1 y Th2 se mantuvieron con respecto a sus valores basales.
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No obstante, el hecho de que la bibliografia consultada muestre datos tan
dispares al estudiar las células T efectoras en sangre periférica, hace pensar que la
desviacion inmune Th2/Th1 no es necesariamente imprescindible en el éxito de la ITE.
Por el contrario, la presencia de células Treg después del tratamiento con ITE si que

podria explicar el éxito de la terapia en los pacientes tratados.

I11.2. CELULAS TREG

Las células Treg regulan la proliferacion/activacion de otras células del sistema
inmune mediante varios mecanismos. Pueden: 1) secretar citoquinas supresoras, como
la IL-10 y el TGF-B, que inhiben directamente la funcién de las células T y de las
células mieloides; 2) competir con las células T efectoras por la IL-2 (debido a que
expresan niveles altos de CD25, cadena alfa del receptor de IL-2), provocando la
apoptosis de estas células por privacion de IL-2; 3) las Treg Foxp3+ pueden funcionar
como células citotoxicas y destruir directamente a otras células, de manera similar a las
TCDB8+ citotoxicas y 4) expresar moléculas en su superficie que pueden interactuar con

receptores situados en las células T, dando lugar a un arresto del ciclo celular *'°.

Entre los distintos tipos de células Treg, las células iTreg, que secretan IL-10 y
TGF-p, parecen ser claves en el éxito de la ITE. La IL-10 tiene un nimero importante

de propiedades antialérgicas: modula la produccién inducida por IL-4 de IgE por los

linfocitos B en favor de IgG4 214

215

, inhibe la activaciéon dependiente de IgE de los

. . ., . . ] 21 2
, ¢ inhibe la produccién de citoquinas en los eosinéfilos *'°. Ademds, la
2

mastocitos
IL-10 suprime la produccién de la citoquinas proalergénicas *'’ y puede inducir un
estado de hiporrespuesta a los alérgenos o anergia >'°. Esto puede ocurrir debido a que la
IL-10 inhibe la fosforilacién del CD28 de las células T *'° tras la unién a las moléculas
B7 de las CPA. Esta sefial coestimuladora es necesaria, ademds de la unién del receptor

de las células T a las méleculas MHC de clase I, para la respuesta de los linfocitos T.

TGE-J3, por su parte, presenta también varias propiedades que le han otorgardo un
papel en la induccién de tolerancia: inhibe la produccion de IL-2, y la subsecuente
proliferacion de las células T, inhibe también la sefializacion que permite la

diferenciacion de Thl a Th2 e induce la expresion de Foxp3 y la generacién de células
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Treg **°. El mecanismo por el cual TGF-p inhibe la funcién de las células T parece estar

relacionado con la inhibicién de las sefales coestimuladoras TCR/CD3 y CD28/B7*.

En nuestro estudio, hemos encontrado en los pacientes en tratamiento con ITE
un aumento en la expresion de células Treg productoras de las citoquinas reguladoras
IL-10 y TGFp, pero no en la de células nTreg. Al contrario que las células iTreg, las
células nTreg suprimen a las células T efectoras mediante contacto celular. Los pocos
estudios realizados en pacientes en tratamiento con ITE que utilizan el factor de
transcripcion Foxp3 como marcador de las células nTreg muestran datos dispares.
Radulovic y cols. *** encontraron un aumento significativo en el aumento de células
TCD4+Foxp3+ durante la época de polinizacién de gramineas en la mucosa nasal de
pacientes alérgicos a polen de gramineas dos afios después de iniciar el tratamiento con
ITE. Por el contrario, Mobs y cols. 2 no detectaron cambios en el porcentaje de células
TCD4+ Foxp3+ en pacientes alérgicos a polen de abedul tratados con ITE, al igual que
el estudio de Lou y cols. *** realizado con nifios con rinitis alérgica y en tratamiento con
ITE para Dermatophagoides pteronyssinus. Estos resultados sugieren la posibilidad de
que la ITE pueda inducir preferencialmente las células Treg Foxp3+ en los tejidos

locales, pero no en sangre periférica.

I11.3. CELULAS TCD4+ CTLA4+

CTLA-4, también conocido como CD152, se expresa tanto en células Treg como
en células T CD4+ activadas. En las primeras, constituye uno de los mecanismos a
través de los cuales dichas células podrian mediar sus funciones supresoras. La
interaccion de CTLA-4 con antigenos de la familia B7 (CD80 o CD86) de la superficie
celular de las CDs bloquea la expresion de nuevas moléculas de CD80 y CD86 2 Esta
reduccidn en la expresion de CD80 y CD86 en las CDs limita la capacidad de éstas para

226
8

estimular a las células T naive a través de CD2 , resultando en supresion de la

respuesta inmune.

El CTLA-4 que se expresa en los linfocitos T activados se une a CD80 o CD86

de las CDs, como lo hace su homoélogo CD28, pero a diferencia de éste, el CTLA-4 se

227

comporta como regulador negativo de la activacién celular “*’. Es decir, mientras que la

unién de CD28 a las moléculas CD80 y CD86 conduce a activacion y proliferacion
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clonal, la unién de las mismas moléculas al CTLA-4 de la superficie celular de los

linfocitos T disminuye la activacién celular.

Por tanto, en ambos casos (en células Treg y células TCD4+ activadas), el
CTLA-4 tiene el mismo efecto: modula la respuesta inmune disminuyendo la activacién
de nuevas células efectoras. Uno de los objetivos del presente estudio fue evaluar si la
ITE inducia la expresiéon de CTLA-4 en los pacientes tratados. Hasta la fecha, son muy
pocos los estudios publicados que hayan evaluado el efecto de la ITE en la expresion de
este antigeno. Piconi y cols. 221 observan que el tratamiento con ITE estabiliza los
valores de moléculas coestimuladoras en pacientes alérgicos al polen de abedul, de
modo que se mantiene el balance entre CD28 y CTLA-4. Sin embargo no ofrecen los
datos de significacion estadistica entre los sujetos vacunados y los no vacunados. En
nuestro estudio no hemos observado diferencias en los niveles de expresion de CTLA-4
entre el grupo tratado con ITE y el que recibi6 tratamiento sintomdtico, lo que sugiere
que el efecto beneficioso observado en los pacientes vacunados no estd relacionado con
la induccién de CTLA-4 en las células T. Esto también apoya la hipdtesis de que la
inmunoterapia induce la expresion de células Treg que actian mediante liberacion de

citoquinas, y no mediante contacto celular.

I1.4. CELULAS TCD4+CD154+

El CD154+ o CD40L es una molécula de superficie que se encuentra en los
linfocitos T. Es el ligando de CD40, receptor localizado principalmente en linfocitos B y

en las CPAs.

La interaccion entre CD40 y CD40L es necesaria para la sintesis de moléculas de
IgE por parte de las células B. Ademds, la unién CD40-CD40L constituye una sefal

coestimuladora fundamental para la correcta activacion y proliferacién de los linfocitos

226

T naive . La activacion de estas células sin la coestimulacion adecuada puede inducir

. ) 22
un estado de hiporrespuesta a los alérgenos 5

Por ello, se cree que la reduccién en la expresion de CD40L en los linfocitos T

puede ser uno de los mecanismos a través de los cuales la inmunoterapia modula la
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respuesta a los alérgenos. En nuestro estudio, los pacientes que recibieron tratamiento
con ITE mostraron, a los seis meses de iniciar dicho tratamiento, niveles
significativamente menores de CD40L, respecto a sus valores basales y respecto a los

valores del grupo no tratado.

Parece que el bloqueo de la coestimulacion CD40-CD40L no afecta a la
activacion de células Treg, sino que por el contrario, las convierte en las células
funcionalmente dominantes, alterando el balance entre células T efectoras y células Treg
en favor de éstas dltimas >, por lo que es muy probable que las células Treg estén

implicadas en el descenso de la expresion del ligando del CD40 en los linfocitos T.

Estudios recientes apoyan esta hipétesis. Suzuki y cols. **°, han publicado que la
inhibicién de la expresion de CD40L resulta en una disminucién en la produccién de
citoquinas Th2 y en un aumento del nimero de células Treg en ratones sensibilizados a
ovoalbimina. Del mismo modo, Taylor y cols. *' proponen que las células Treg
intervienen activamente en la tolerancia a aloantigenos inducida in vitro por bloqueo de
moléculas coestimuladoras con anticuerpos especificos. Por tanto, podria ser que las
células Treg participen en la tolerancia a alérgenos mediante esta via, bien inhibiendo
directamente a las moléculas CD40L o bien proporcionando una ayuda indirecta pero
esencial para tolerar las respuestas de las células T tras la disminucién en la expresion

de CD40L.
I1L.5. TEST DE ACTIVACION DE BASOFILOS

Los basoéfilos juegan un papel importante en la fase efectora de las enfermedades
alérgicas mediante la liberacion de mediadores como la histamina o de citoquinas Th2,

como la IL-4 e IL-13.

Tras la unién del alérgeno al receptor FceRI de la superficie celular de los
basofilos, estos se activan, secretan mediadores y citoquinas y expresan rapidamente
moléculas en la superficie celular. La citometria de flujo permite identificar estas
moléculas in vitro mediante el uso de anticuerpos monoclonales. Hasta el momento, las

moléculas mds utilizadas son el CD63 y el CD203¢ **%.
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El test de activacion de baséfilos se ha utilizado en los ultimos afios en el
diagndstico de la alergia 233 pero no constituye una medida diagndstica primaria, sino
que es complementario a las determinaciones de IgE especifica y a las pruebas cutdneas,
particularmente cuando éstas no pueden llevarse a cabo o cuando la comparacién entre
sus resultados y la historia clinica arroja dudas. Estd particularmente indicado en el
diagndstico de la alergia por veneno de insectos, alergia alimentaria, alergia al latex y

alergias a medicamentos >**.

2 : o e

Nopp y cols. *** han sugerido que el test de activacién de baséfilos puede ser
también una herramienta importante para monitorizar las respuestas inmunes inducidas
por la inmunoterapia. Algunos estudios realizados en pacientes alérgicos a venenos de

236 muestran una

insectos y en pacientes alérgicos a polen de abedul y cedro
disminucién en la activacion de baséfilos en los pacientes en tratamiento, que se
acompana en la mayoria de los casos de una elevacién de los anticuerpos IgG4

bloqueantes sin aumento de los niveles de IgE especifica.

Nuestro estudio es el primero que evalia el porcentaje de baséfilos activados en
pacientes alérgicos a olivo y/o polen tras el tratamiento con ITE. Comparados con
sujetos sanos, los pacientes alérgicos presentan niveles significativamente menores de
basdfilos que expresan CD63 en la superficie celular. Por tanto, pensamos que la
medida de la activacién de basofilos también puede ser util para monitorizar la eficacia
de la ITE. Incluso, podria ser un buen marcador para tomar decisiones terapéuticas: en
aquellos pacientes alérgicos en los que no se observe disminucién en la activacion de
basdfilos ni mejoria clinica creemos que estaria recomendado suspender el tratamiento

con ITE.

IV.PARAMETROS CLINICOS

Para valorar la eficacia de la ITE se utilizan normalmente pardmetros clinicos
como la medicién de la funcién respiratoria, las pruebas cutdneas o los tests de
provocacion nasal y conjuntival. También se puede utilizar métodos menos invasivos,
como los CRD o los cuestionarios de calidad de vida. Los CRD recogen la
sintomatologia, asi como el tipo de medicaciéon utilizado por cada paciente para

contrarrestar los sintomas. Por su parte, los cuestionarios de calidad de vida, como el
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mini-AQLQ o el mini-RQLQ, valoran los problemas que el asma y la rinitis,
respectivamente, causan en la vida diaria de los pacientes. Sin embargo, estas
determinaciones dependen de las concentraciones de pdlenes y de la apreciacion
subjetiva que cada paciente tiene de sus sintomas y de la calidad de vida que lleva, lo

que repercute también en el consumo de medicacion.

En nuestro estudio, se valoré el efecto clinico de la inmunoterapia mediante las
pruebas cutdneas, la cumplimentacién de los CRD vy el cuestionario mini-AQLQ (en los
CRD se obtiene menor puntuacion cuanto menor es la presencia de sintomas y el
consumo de medicacién. En el cuestionario de vida mini-AQLQ, por el contrario, una
puntuacion menor se corresponde con una mayor limitaciéon debido a sintomatologia
alérgica). Al comparar los datos de los pacientes alérgicos tratados con ITE respecto a
los no tratados, se pudo observar una clara tendencia hacia una mejoria clinica en el
primer grupo (menor didmetro de papula en las pruebas cutdneas, menor puntuacion en
los CRD y mayor puntuacién en el mini-AQLQ). Sin embargo, esta tendencia no llegé a
ser estadisticamente significativa en ninguno de los casos, probablemente debido a que
los datos fueron recogidos durante la época de polinizacién del afio 2011, en la que el
recuento de pdlenes gramineas fue baja comparada con las concentraciones que
normalmente se detectan en Ciudad Real. En Espaia, y en concreto en Ciudad Real, el
tipo de polen que mas afecta a los pacientes alérgicos es el de gramineas, por lo que las
previsiones anuales de incidencia de reacciones alérgicas se basan en las
concentraciones de éstas, que, ademds de ser el tipo de polen que mayor nimero de
episodios causa a la poblacidn, es el mds alergénico. Para su polinizacién, la graminea
requiere otofios muy lluviosos y climatologia anticiclénica en el mes de mayo. En 2011,
la concentracion total alcanz6 los 4.100 granos/m3, un 24 % menos de lo previsto por

las lluvias del mes de mayo, convirtiéndose en una primavera moderada.
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Con respecto al mapa de sensibilizacién de Ciudad Real:

Los alérgenos Ole e 1, Phl p 5 y Phl p 1 se comportan como alérgenos
mayores, mientras que los alérgenos Ole e 7 y Ole e 9 como menores. El
nimero de pacientes en los que se detecta anticuerpos frente a los
panalergenos estudiados es similar al encontrado en la bibliografia.

En la poblacién estudiada, es mayor el nimero de pacientes sensibilizados a
los alérgenos del polen de gramineas que a los alérgenos de olivo

En nuestro caso, la determinacién de IgE especifica a varios panalergenos no
pudo explicar la sensibilizacién a olivo y gramineas observada en las
pruebas cutdneas de algunos pacientes. No obstante, en el diagndstico de
polinosis es recomendable siempre evaluar los niveles de IgE especifica
frente alérgenos recombinantes, y no basar el diagndstico sélo en el resultado

de las pruebas cutdneas.

Tras la estimulacion in vitro con alérgenos de olivo y gramineas (Ole el y Phl p5) en los

dos grupos de pacientes (grupo CNA: controles sanos y grupo P: pacientes alérgicos) se

pudo concluir que:

En los pacientes alérgicos se observa una mayor produccién de IL4
(citoquina Th2) con respecto a los controles sanos. En contraste, no hay
diferencias en la produccion de IFNy entre ambos grupos. Estos resultados
indican un predominio de la respuesta Th2 en los pacientes alérgicos.

Los porcentajes de células nTreg (utilizando como marcador la expresion de
Foxp3) y de células iTreg que expresaban TGF-B eran significativamente
mayores en el grupo de pacientes alérgicos. No hubo diferencias para la

expresion de IL-10 entre ambos grupos.

Estos datos indican que las células T CD4+ de pacientes alérgicos tienen la habilidad de

mostrar aspectos reguladores después de la estimulacién in vitro con alérgenos

especificos, pero in vivo la capacidad para suprimir la proliferaciéon de las células T

efectoras debe estar suprimida.
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A los seis meses de iniciar el tratamiento con ITE, se detect6 en los pacientes alérgicos
que recibieron dicho tratamiento con respecto a los pacientes alérgicos del grupo

control:

® Menor didmetro de pédpula en los test cutdneos para gramineas.
e  Menor puntuacién en los CRD.
e Mayor puntuacién en el miniAQLQ, tanto en la valoracién global como en la

de cada uno de los items del cuestionario.

Es decir, nuestro estudio muestra una clara tendencia hacia la mejoria clinica. Sin
embargo, esta tendencia no fue significativa, probablemente debido al periodo en el que
se recogieron los datos, en el cual la cantidad de polen, sobretodo de gramineas, fue
muy baja comparada con las concentraciones normales de pdlenes en el centro de

Espafia.

Después de recibir tratamiento con ITE, la estimulacién in vitro con Ole e 1 y Phl p 5

mostré que la ITE:

Induce en sangre periférica un cambio en la produccién de citoquinas tipo

Th2 hacia la produccién de citoquinas Thl.

* Aumenta el nimero de células TCD4+ que producen citoquinas reguladoras
TGF B e IL-10. Sin embargo, no aumenta la expresiéon de Foxp3 en estas
células, lo que sugiere que el mecanismo de accién por el que la ITE
inmunorregula las respuestas alérgicas es a través de la expresion de
citoquinas.

¢ No modifica la expresion de CTLA-4 en células Tefectoras y células Treg.
Esto dltimo concuerda con que las células Treg de pacientes vacunados
ejercen su funcién reguladora fundamentalmente mediante liberacion de
citoquinas y no mediante contacto celular.

¢ Disminuye significativamente el nimero de células T que expresan CD40L.

Esta disminucién implica un bloqueo en las sefales coestimuladoras
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necesarias para la activacion de linfocitos T y para la liberaciéon de moléculas
de IgE. Muy probablemente, las células Treg estén implicadas en el descenso
de la expresion del ligando del CD40 en los linfocitos T.

e Disminucidn en la activacion de basofilos.

Estos pardmetros inmunoldgicos que son modificados por el efecto beneficioso de la
ITE podrian utilizarse para valorar la eficacia de la ITE de una forma mds objetiva. De
todos ellos, posiblemente el més ttil por su baja complejidad analitica y por lo tanto por

su coste, sea la disminucién del ligando del CD40.
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ANEXO I. TABLAS RESULTADOS. VARIABLES INMUNOLOGICAS.

GRUPOS CNAYP

CNA 18 15,728 9,550 21,906 12,4239 11,900 17 40 423 138
Foxp3 0,002
A 31 28,045 23282 32,809 12,9863 27,300 35 58,1 54,6 15,1
CNA 18 9,772 7,255 12,290 5,0626 8,450 36 270 234 51
-4 <0,001
A 31 25229 20,554 29,904 12,7455 24200 71 73,0 65,9 149
CNA 18 4217 1412 7021 56391 2450 N 254 249 33
IFN-y 0,07
A 31 7923 5,943 9,902 53968 6,400 B 226 225 9.1
CNA 18 4,067 1455 6,678 52516 2,900 0 236 236 42
110 0,885
A 31 3,048 2,204 4293 28478 2,500 0 157 15,7

IL4-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO A)

IC del 95% para la media

. Limite
Media it friftor superior Desv. Tip. Mediana Rango Valor p

T1 19 27,03 20,02 34,04 25,30 14,55 7,1 73,0 65,9 15.6

T2 19 14,32 9,33 19,31 10,36 8,80 2,1 33,6 315
T2_T1 19 -12,71 -20,56 -4.87 16,28 -11,90 -49,70 8,30 58,00 25,60 0,005

T4 15 18,39 14,84 21,95 6,42 15,10 9.8 30,9 21,1 8,5 .
T4_T2 15 3,55 -2,34 9,43 10,62 6,50 -12,60 28,80 41,40 15,50 0,173
T4_T1 15 <155 -13,99 -1,10 11,64 -2,40 -27,90 14,80 42,70 16,70 0,019

IL4-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO C)
IC

a media del 95%

i 3] Limite
Limite inferior

Media superior Desv. Tip. Mediana Rango Valor p
T1 10 22,77 15,94 29,60 20,05 9,54 15,00 45,90 30,90 10,68
T2 10 26,00 19,22 32,77 9,47 25,65 10,00 43,90 33,90 13,58
T2_T1 10 3,23 -9,04 15,49 17,14 2,70 -35,90 27,50 63,40 19,36 0,333

IL4-ANALISIS INTERGRUPO

IC para la media del 95%

Limite superior

Limite inferior

Media Desv. Tip. Mediana Rango Valor p
. A 19 27,03 20,02 34,04 25,30 14,55 7,10 73,00 65,90 15,60 0313
(© 10 26,00 19,22 32,77 9,47 25,65 10,00 43,90 33,90 13,58 T
A 19 14,32 9,33 19.31 10,36 8,80 2,10 33,60 31,50
T2 0,012
C 10 26,00 19,22 32,77 9,47 25,65 10,00 43,90 33,90 13,58
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IFNy-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO A)

IC del 95% para la media

.. Limite
N Media Litnitie falizwtor superior Desv. Tip. Mediana Rango

T1 1900 | 6,71 4,29 9,12 5,60 5,01 0,10 22,60 22,50 5,10

T2 19,00 | 16,54 13,18 19,89 6,96 16,20 4,60 26,10 21,50 12,6
T2.T1 | 1900 | 983 575 13,91 8,46 10,40 7,10 23,10 30,20 15,10 0,001

T4 1500 | 19,49 12,49 26,49 12,64 13,50 6,40 39,30 32,90 27,10 .
T4 T2 | 15,00 4,13 2,63 10,88 12,19 2,10 -16,10 32,50 48,60 19,00 0,334
T4.T1 | 1500 | 12,95 5,40 20,50 13,63 9,50 -1,10 39,10 40,20 26,90 0,001

IFNy-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO C)

IC para la media del 95%

Ay A3 Limite
Media ittt lzitor superior Desv. Tip. Mediana Rango Valor p
T1 10 9,70 5,38 14,02 10,30 6,04 ,10 17,00 16,90 10,75
T2 10 6,99 5,39 8,59 2,23 745 3,20 10,40 7,20 3,23
T2_T1 10 -2,71 -6,87 1,45 5,81 -4,25 -10,20 5,80 16,00 10,48 ,139

IFNy-ANALISIS INTERGRUPO

IC para la media del 95%

Limite inferior Limite superior

Media il T Desv. Tip. Mediana Valor p
A 19 6,71 4,29 9,12 5,60 5,01 .10 22,60 22,50 5,10

Tl 0,183
« 10 9,70 538 14,02 10,30 6,04 .10 17,00 16,90 10,75
A 19 16,54 13,18 19,89 6,96 16,20 4,60 26,10 21,50 12,6

T2 < 0,001
© 10 6,99 5,39 8,59 223 7.45 3,20 10,40 7,20 323

Foxp3-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO A)

IC del 95% para la media

Limite inferior Limite 2 :
superior Desv. Tip. Mediana Rango

T1 19 33,09 27,19 38,40 11,00 31,80 16,10 58,10 42,00 16,70

T2 19 32,24 28,86 35,62 7,02 32,00 20,70 46,60 25,90 12,70 .
T2_T1 19 0,85 -6,84 513 12,42 3,20 -23,60 21,10 44,70 17.40 0952

T4 16 37,03 29,35 44,71 14,41 36,75 15,70 69,90 54,20 18,33 .
T4_T2 16 5,54 -3,08 14,16 16,18 4,45 -13,90 49,20 63,10 12,35 0,278
T4_T1 16 4,48 5,73 14,69 19,16 8,90 -30,90 53,80 84,70 24,25 0438

Foxp3-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO C)

IC para la media del 95%

. Limite inferior HwiI2 2 .
N Media superior Desv. Tip. Mediana Rango Valor p
T1 9 22,98 14,38 31,58 11,19 25,60 6,40 39,00 32,60 19,90
T2 9 27,08 22,15 32,00 6,41 26,40 16,50 36,50 20,00 10,35 .
T2_T1 9 4,10 -5,52 13,72 12,51 -0,60 -8,60 22,90 31,50 25,25 0,333

Foxp3-ANALISIS INTERGRUPO

IC para la media del 95%

Limite inferior

Limite superior

Desv. Tip. Mediana Rango Valor p
A 19 33,09 27,79 38,40 11,00 31,80 16,10 58,10 42,00 16,70
" © 9 22,98 14,38 31,58 11,19 25,60 6,40 39,00 32,60 19,90 0.0
. A 19 32,24 28,86 35,62 7,02 32,00 20,70 46,60 25,90 12,70 0.104
© 9 27,08 22,15 32,00 6.41 26,40 16,50 36,50 20,00 10,35

109




Anexos

IL10-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO A)

IC del 95% para la media

. Limite inferior Limite 2 5 p
Media superior Desv. Tip. Mediana Min. Rango

T1 19 3,01 2,11 391 2,50 1,87 ,00 7,00 7,00 2,70

T2 19 13,38 10,30 16,46 6,39 13,50 3,60 26,60 23,00 8,8
T2_T1 19 10,37 7,15 13,59 6,68 11,00 -3,00 22,40 25,40 8,70 < 0,001

T4 15 19,79 13,05 26,52 18,00 12,16 5,40 44,40 39,00 15,40
T4_T2 15 6,53 -97 14,03 13,54 6,50 -12,10 33,00 45,10 18,50 0,158
T4_T1 15 17,19 10,27 24,11 12,49 13,90 1,20 42,10 40,90 16,70 0,001

IL10-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO C)

IC para la media del 95%

P Limite
Media Limite inferior superior Desv. Tip. Mediana Rango
T1 10 3,88 0,75 7,01 2,35 437 1,20 15,70 14,50 2,73
T2 10 4,07 1,39 6,75 3,74 3,60 0,80 13,30 12,50 3,95 .
T2_T1 10 0,19 -3,96 434 5,80 -0,44 -11,10 12,10 23,20 4,88 0,959

IL10-ANALISIS INTERGRUPO

IC para la media del 959

Limite superior

Limite inferior

Media Desv. Tip. Mediana b Rango 0 Valor p
A 19 3,01 2,11 391 2,50 1,87 .00 7,00 7,00 2,70
T1 0,783
© 10 3.88 75 7,01 2,35 4,37 1,20 15,70 14,50 2,73
A 19 13,38 10,30 16,46 6,39 13,50 3,60 26,60 23,00 8.8
T2 < 0,001
© 10 4,07 1,39 6,75 3,74 3,60 .80 13,30 12,50 3.95

TGFpB-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO A)

IC del 95% para la media

T Limite
Media il i fsiter superior Desv. Tip. Mediana Min. Rango Valor p
T1 19 8,00 6,29 9,71 8,00 3,55 2,20 15,00 12,80
T2 19 29,78 23,54 36,02 12,95 28,20 5,80 54,30 48,50
T2_T1 19 21,78 1525 28,31 13,55 17,50 3,40 49,00 52,40 22,30 < 0,001
T4 15 45,60 32,27 59,12 24,24 45,20 8,40 80,40 72,00 46,90 .
T4 T2 15 18,15 525 31,05 23,30 10,60 -10,60 57,20 67,80 30,70 0,008
T4_T1 15 37,60 23,24 51,96 25,93 36,60 -,90 73,50 74,40 51,20 0,002

TGFB-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO C)

IC para la media del 95%

. Limite inferior LTS p 0
Media superior Desv. Tip. Mediana b Rango ) Valor p
T1 10 10,69 6,13 15,25 7,70 6,37 3,20 23,50 20,30 8,98
T2 10 13,74 9,24 18,24 6,29 13,10 3,40 27,70 24,30 5,98 .
T2_T1 10 3,05 -4,48 10,58 10,53 4,85 -12,70 20,00 32,70 17,60 0,445

TGFp-ANALISIS INTERGRUPO

IC para la media del 95%

Limite superior

Limite inferior

Media Desv. Tip. Mediana L Rango Valor p
A 19 8,00 6,29 9,71 8,00 3,55 2,20 15,00 12,80
T1 0,535
C 10 10,69 6,13 15,25 7,70 6,37 3,20 23,50 20,30 8,98
- A 19 29,78 23,54 36,02 12,95 28,20 5,80 54,30 48,50 0.001
© 10 13,74 9,24 18,24 6,29 13,10 3,40 27,70 24,30 5,98 ’
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CD152-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO A)

IC del 95% para la media

Media Limite inferior Limite superior Desv. Tip. Mediana Rango Valor p
T1 19 14,90 7,80 22,00 12,83 11,50 1,90 46,90 45,00 7,60
T2 19 16,05 827 23,82 14,04 12,00 1,40 50,10 48,70 9,10 .
T2_T1 19 -L11 -1,99 -22 1,78 -1,25 -4,30 2,10 6,40 2.80 0,112
T4 16 16,43 9.71 23,14 12,12 12,10 340 43,80 40,40 17,10 .
T4_T2 16 -53 -2,33 1,26 3,61 -,10 -9,20 4,10 13,30 485 0,717
T4_T1 16 -1,64 -3,70 42 4,15 -L15 -10,50 6,20 16,70 528 0,255

CD152-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO C)

IC para la media del 95%

Media Limite inferior Limite superior Desv. Tip. it Rango Valor p

T1 10 13,25 6,88 19,62 8,90 16,25 1,20 25,30 24,10 17,10
T2 10 13,57 6,75 20,39 9.54 15.35 1,60 27,20 25,60 18.45 .
T2_T1 10 -0,32 -1,56 0,92 1,73 0,00 -4.80 1,50 6,30 1,23 0,959

CD152-ANALISIS INTERGRUPO

IC para la media del 95%

, ... . Limite superior
Limite inferior

Media Desv. Tip. Mediana b Rango
A
0,836
C 10 13,25 6,88 19,62 8,90 16,25 1,20 25,30 24,10 17,10
A 19 16,05 8,27 23,82 14,04 12,00 1,40 50,10 48,70 9,10
T2 0,801
C 10 13,57 6,75 20,39 9,54 15,35 1,60 27.20 25,60 18,45

CD154-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO A)

IC del 95% para la media

Media Limite inferior Limite superior ~ Desv. Tip. Mediana b Rango 0 Valor p
T1 19 343 2,67 4,19 1,37 3,10 1,00 6.20 5,20 2,30
T2 19 1,87 .84 2,89 1.85 1,50 .00 6,40 6,40 2,50 .
T2_T1 19 1,51 ,67 234 167 1,20 -1,50 420 5,70 2,53 0.003
T4 16 1,04 59 1,50 .82 .90 14 2,50 2,36 1,58 .
T4_T2 16 -2,39 23,27 -1,51 1,78 2,15 -6,20 ,10 6,30 2,90 362
T4_T1 16 -,89 -1,90 13 2,04 -35 -6,26 2,00 8,26 2,07 ,001

CD154-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO C)
1c

la media del 95

Media Limite inferior Limite superior ~ Desv. Tip. Mediana ang g Valor p

T1 10 3,57 2,75 4,39 1,14 3,15 2,70 6,60 3,90 .83
T2 10 3,85 2,95 4,75 1,26 3,55 2,50 6,80 4,30 1,50 .
T2_T1 10 -.28 -,65 ,09 52 -25 -1,60 40 2,00 20 0,123

CD154-ANALISIS INTERGRUPO

IC para la media del 95%

Media Limite inferior Limite superior  Desv. Tip. Mediana

Rango

A 19 343 2,67 4,19 1,37 3,10 1,00 6,20 520 2,30

T1 0,646
C 10 357 2,75 4,39 1,14 3,15 2,70 6,60 3,90 .83
A 19 187 84 2,89 1,85 1,50 ,00 6,40 6,40 2,50

T2 <0,001
C 10 385 295 475 1,26 355 2,50 6,80 4,30 1,50
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ACTIVACION BASOFILOS-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO A)

IC del 95% p am

Media Limite inferior Limite superior  Desv. Tip. Mediana . Rango Valor p
T1 15 Sl 42 .60 16 53 23 83 ,60 18
T2 19 29 ,19 40 ,19 27 07 N 70 28
T2_T1 19 .18 .10 26 ,16 15 ,00 49 49 25 0,001
T4 16 37 23 Sl 25 29 ,03 93 90 25
T4_T2 16 -,10 -25 05 31 -,18 -,61 58 1,19 43 0,116
T4_T1 15 08 -07 24 31 ,03 -35 78 1,13 41 0,485

ACTIVACION BASOFILOS-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO C)

IC para la media del 95%

Media Limite inferior Limite superior Desv. Tip. Mediana . Rango 0 Valor p
T1 10 63 53 13 14 ,63 40 .88 A48 .16
T2 10 ,69 58 .81 ,16 .69 44 95 51 24 .
T2_T1 10 -,06 -13 ,00 09 -,05 -23 09 32 13 0,135

ACTIVACION BASOFILOS-ANALISIS INTERGRUPO
IC para la media del 95%

Limite superior

Limite inferior

Media Desv. Tip. Mediana b 3 Rango Valor p
A
T1 0,111
C 10 ,63 53 NK] 14 ,63 40 88 48 .16
A 19 29 .19 40 .19 27 07 1 70 28
T2 <0,001
C 10 .69 .58 81 ,16 ,69 44 95 Sl 24
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ANEXO II. TABLAS RESULTADOS. DEMOGRAFICOS Y VARIABLES
CLINICAS.

GRUPOS CNAYP

EDAD-ANALISIS INTERGRUPO

CNA 18 34,28 29,96 38,59 8,68 34,07 16,53 48,34 31,82 11,01
o P 31 27,27 23,49 31,05 10,31 25,00 12,61 47,15 34,54 19,25 0.19
EDAD-ANALISIS INTERGRUPO
IC para la media del 95%
Limite Limite
N Media inferior superior Desv. Tip. Mediana Min. Max. Rango IQR Valor p
A 19 26,11 21,28 30,95 10,03 23,78 12,61 45,61 33,00 19,25
T 0414
L C 10 29,48 21,53 3744 11,12 30,34 13,52 47,15 33,63 20,23

TEST CUTANEOS GRAMINEAS-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO A

IC para la media del 95%
Limite Limite
N Media inferior superior Desv. Tip. Mediana Min. Max. Rango IQR Valor p
TO 19 723 537 9,10 3,09 7,00 3 13 10 6
T2 19 6,64 537 7,92 2,21 6,00 5 13 8 2 .
T2_T0 19 138 2,99 2 2,66 ~1,00 6 4 10 3 0210

TEST CUTANEOS GRAMINEAS-ANALISIS INTRAGRUPO (GRUPO C

IC para la media del 95%
Limite Limite
N Media inferior superior Desv. Tip. Mediana Min. Max. Rango IQR Valor p
TO0 10 6,63 4,53 8,72 2,50 6,00 4 12 8 3
T2 10 8,25 5,81 10,69 2,92 8,50 4 13 9 5 .
T2_T0 10 1,63 -98 423 3,11 2,00 3 5 3 6 0,149

TEST CUTANEOS GRAMINEAS T0-ANALISIS INTERGRUPO

IC para la media del 95%
N Media Limite Limite Desv. Tip. Mediana Min. Mix. Rango IQR Valor p
A 19 723 537 9,10 3,09 7,00 3 13 10 6
TO 0,512
C 10 6,63 4,53 8,72 2,50 6,00 4 12 8 3

TEST CUTANEOS GRAMINEAS T2-ANALISIS INTERGRUPO

IC para la media del 95%
Limite Limite
N Media inferior superior Desv. Tip. Mediana Min. Mix. Rango IQR Valor p
A 19 6,64 537 792 221 6,00 5 13 8 2
T2 0,166
C 10 825 581 10,69 292 8,50 4 13 9 5

TEST CUTANEOS OLIVO TO-ANALISIS INTERGRUPO

IC para la media del 95%
Limite Limite
N Media inferior superior Desv. Tip. Mediana Min. Mix. Rango IQR Valor p
A 19 6,20 4,94 7.46 221 6,000 2 11 9 3
To 0.843
C 10 5,88 4,50 7,25 1,64 6,000 3 8 5 3
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CRD- ANALISIS INTERGRUPO

IC para la media del 95%
Limite Limite
N Media inferior superior Desv. Tip. Mediana Min. Mix. Rango IQR Valor p
19 73,53 56,45 90,62 30,85 86,00 15 105 90 52
T2 0,503
7 62,71 30,81 94,62 34,49 57,00 19 105 86 74
MiniAQLQ Puntuacién total- ANALISIS INTERGRUPO
IC para la media del 95%
Limite Limite
N Media inferior superior Desv. Tip. Mediana Min. Max. Rango IQR Valor p
A 19 33,09 27,19 3840 11,00 31,80 16,10 58,10 42,00 16,70
T2 0,058
C 9 22,98 14,38 31,58 11,19 25,60 6,40 39,00 32,60 19,90
MiniAQLQ Sintomas- ANALISIS INTERGRUPO
IC para la media del 95%
Limite Limite
N Media inferior superior Desv. Tip. Mediana Min. Max. Rango IQR Valor p
A 19 28,80 26,20 31,40 387 29,00 23,00 35,00 12,00 6,00
T2 0,614
C 9 22,33 9,16 35,50 12,55 24,00 7,00 35,00 28,00 25,00
MiniAQLQ Funcién emocional- ANALISIS INTERGRUPO
IC para la media del 95%
Limite Limite
N Media inferior superior Desv. Tip. Mediana Min. Max. Rango IQR Valor p
19 19,90 18,72 21,08 1,76 20,00 15,00 21,00 6,00 1,10
T2 0,117
C 9 12,67 4,36 20,97 7,92 12,50 4,00 21,00 17,00 16,25
MiniAQLQ Estimulos ambientales- ANALISIS INTERGRUPO
IC para la media del 95%
Limite Limite
N Media inferior superior Desv. Tip. Mediana Min. Max. Rango IQR Valor p
19 16,80 1524 18,36 2,32 16,00 14,00 21,00 7,00 1,00
T2 0,263
C 9 13,17 5,50 20,83 731 14,50 3,00 21,00 18,00 15,00
MiniAQLQ Limitacion actividades- ANALISIS INTERGRUPO
IC para la media del 95%
Limite Limite
N Media inferior superior Desv. Tip. Mediana Min. Mix. Rango IQR Valor p
19 25,10 2297 2723 3,18 27,00 19,00 28,00 9,00 6,00
T2 0,643
C 9 21,33 12,76 29,90 8,16 23,00 8,00 28,00 20,00 12,50
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