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Abreviaturas

AA: abuela alérgica.

AC: abuela control.

ADP: adenosin difosfato.

AIT: inmunoterapia con alérgenos especificos.
APLV: alergia a la proteina de leche de vaca.
ASVs: amplicon sequence variants.

ATP: adenosin trifosfato.

CCA: andlisis de correspondencia candnica.

CD: células dendriticas.

cDNA: DNA complementario.

CMSP: células mononucleares de sangre periférica.
COPD: enfermedad pulmonar obstructiva cronica.
CPA: células presentadoras de antigeno.

EPG: estacion polinica de gramineas.

F: leche de formula.

FC: fold change.

Fcel: receptor de alta afinidad para IgE.

FDR: false discovery rate.

FEV1: volumen espiratorio forzado.



GDEs: genes diferencialmente expresados.

GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos.

GSEA: gene set enrichment analysis.

H: hidrolizado de leche de féormula.

IFNy: interferon gamma.

Ig: inmunoglobulina.

IL: interleucina.

ILC2: células linfoides innatas tipo 2.

iNKT: células T natural killer invariantes.

IPA: ingenuity pathway analysis.

IT: inmunoterapia.

ITO: inmunoterapia oral.

ITSC: inmunoterapia subcutanea.

ITSL: inmunoterapia sublingual.

LA: lactante alérgico a la proteina de leche de vaca.

LC: lactante control.

LM: leche materna.

LTPs: proteinas de transferencia de lipidos.

MA: madre alérgica.

MC: madre control.



miRNAS: micro RNASs.

Mono: pacientes monosensibilizados a Phleum pratense.

MRNA: RNA mensajero.

NETs: neutrophil extracellular traps.

NKT: células T natural killer.

OTU: operational taxonomic units.

PCoA: analisis de coordenadas principales.

PCR: polymerase chain reaction.

PERMANOVA: andlisis multivariante permutacional.

Poli: pacientes polisensibilizados.

PPP: plasma pobre en plaquetas.

PRP: plasma rico en plaquetas.

gPCR: PCR cuantitativa.

RMA: robust-multiarray-average.

RQI: RNA quality indicator.

rRNA: RNA ribosémico.

RT-PCR: reverse transcription PCR.

S1P: esfingosina 1-fosfato.

SAO: sindrome de alergia oral.

SPT: skin prick test.



TG: tracto gastrointestinal.

TLR: toll like receptor.

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

TReg: células T reguladoras.

TSLP: linfopoyetina del estroma timico.

TXA2: tromboxano A2.

UHNT: unidad de hemoterapia no transfusional.



Resumen

Durante los ultimos afios tanto la prevalencia como la gravedad de las enfermedades
alérgicas se ha visto aumentada. Ademas, las caracteristicas subyacentes al
desarrollo de un fenotipo alérgico grave no estan bien definidas actualmente y existe
una falta de biomarcadores utiles tanto para la clasificacion de estos pacientes como
de prediccién y monitorizacion de eficacia de tratamientos como la inmunoterapia
sublingual. Por otro lado, en los ultimos afios ha cobrado mucha relevancia el papel
de las plaguetas como células clave en la inflamacion alérgica, asi como la relacion
entre microbiota y el desarrollo de la alergia, sin embargo, ain no hay estudios

suficientes que profundicen en estas cuestiones.

Con el fin de indagar en estos aspectos, en este trabajo nos propusimos la evaluacion
del papel de las plaquetas en el desarrollo y progresion de la alergia en distintos
modelos de gravedad respiratoria, con y sin alergia alimentaria asociada mediante un
analisis transcriptémico, por otro lado, la caracterizacién del perfil transcriptomico
asociado al tratamiento con inmunoterapia sublingual a Phleum pratense (GRAZAX)
y por ultimo, la identificacion de cambios en la composicién de la microbiota intestinal

en un modelo de alergia a la proteina de leche de vaca en lactantes.

En cuanto al papel de las plaquetas en la alergia, durante la Fase | del estudio,
encontramos una disminucion de transcritos asociados a funciones plaquetarias en
las CMSP obtenidas de pacientes con alergia respiratoria a gramineas, sensibilizados
a profilinay que llegaban a desarrollar reacciones alimentarias graves en comparacion
con los sujetos no alérgicos y los pacientes con una alergia respiratoria ligada a alergia
alimentaria leve y moderada. Posteriormente, en la Fase Il del estudio, nos
propusimos validar estos resultados en otro modelo de gravedad alérgica, en este
caso de alergia respiratoria a gramineas en ausencia de alergia alimentaria,
centrandonos en la poblacion plaguetaria obtenida mediante un procedimiento de
aféresis. Los resultados obtenidos fueron similares a los de la Fase I, los pacientes
con una alergia grave mostraban una disminucion de transcritos asociados con
funciones plaquetarias tales como la agregacion y la activacion, asi como una
respuesta inflamatoria disminuida en comparaciéon con los sujetos no alérgicos,
sugiriendo un posible agotamiento plaquetario y una alteracion en el sistema de

reparacion.



En cuanto al tratamiento con ITSL, se analizo el perfil transcriptomico de los pacientes
con alergia a gramineas incluidos en un estudio aleatorizado doble ciego controlado
con placebo a dos afios. Los principales resultados obtenidos mostraron que los
pacientes tenian un perfil transcriptdmico diferente segun su sensibilizacion
(monosensibilizados o polisensibilizados) previamente a comenzar al tratamiento.
Ademas, los pacientes monosensibilizados y polisensibilizados que recibian
tratamiento activo también mostraban un perfil transcriptomico diferente tras dos afios
de tratamiento, sugiriendo que su respuesta al tratamiento con ITSL era diferente. Por
altimo, se analiz6 el perfil transcriptomico de los pacientes monosensibilizados
previamente al tratamiento (TO) y tras dos afios de ITSL (T2), observandose una
desensibilizacion de las células efectoras a T2, que parece ser clave para la respuesta
reguladora que se establece segun la mayoria de los estudios a partir del tercer afio

de tratamiento.

Como ultimo objetivo nos propusimos investigar el papel de la microbiota en el
desarrollo de la alergia alimentaria, para lo cual utilizamos un modelo de APLV en el
gue analizamos la composicion bacteriana de muestras de heces de lactantes
alérgicos, sus madres y sus abuelas y de lactantes control, sus madres y sus abuelas.
Por un lado, encontramos que existia una mayor diversidad de la microbiota intestinal
en adultos que en lactantes. En cuanto a composicion, se encontr6é una alteracién de
la familia Prevotellaceae al comparar la microbiota de lactantes alérgicos y lactantes
control. Esta diferencia también aparecia al analizar la composicion microbiana
intestinal de lactantes que se alimentaban con leche de formula (todos lactantes
control) con aquellos que tomaban hidrolizado (la mayoria de los lactantes alérgicos),
por lo que no podemos saber si es debida a la alergia o a la alimentacion ya que existe
un sesgo. Por ultimo, quisimos analizar si existia un patron disbiético transferido de
madres a hijos a lo largo de estas tres generaciones, para lo cual se calculo la
distancia de Bray-Curtis en los miembros de la misma familia (madre-lactante, madre-
abuela, abuela-lactante) y se compararon las familias alérgicas frente a no alérgicas.
Las distancias fueron similares por lo que no pudimos concluir que existiese una

disbiosis transmitida de madres a hijos en este modelo de APLV.
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Introduccioén

1. La Enfermedad Alérgica

1.1 Origen y definicién

Actualmente la Alergia se define como una hipersensibilidad inmunoldgica ante
sustancias inocuas (polenes, acaros del polvo, alimentos, farmacos...) que puede
llevar a la aparicion de varias enfermedades a través de distintos mecanismos
patolégicos!?. Estas sustancias inocuas son los denominados alérgenos que se
definen como sustancias antigénicas, es decir, capaces de desencadenar formacion
de anticuerpos (habitualmente Inmunoglobulina E, IgE), y que causan una respuesta
inmunitaria (Alergia)®. En cuanto a sus propiedades bioquimicas, algunos de los
alérgenos mas conocidos son proteinas que en ocasiones fijan lipidos o participan en
la transferencia de lipidos (LTPS) y otros son glicoproteinas. Existen distintos tipos de

alergenos cuya clasificacion se representa en la Figura 13.
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Figura 1. Clasificaciéon de alérgenos.

1.2 Epidemiologia y coste de las enfermedades alérgicas

La prevalencia de las enfermedades alérgicas y su gravedad se ha visto incrementada
en los udltimos 30 afos, especialmente en los paises mas industrializados y en
desarrollo debido a distintos factores, como pueden ser la excesiva higiene, el
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aumento de los niveles de contaminacion, el cambio climatico, llevar un estilo de vida
mas sedentario con la consecuente exposicion a alérgenos interiores y el incremento
en el uso de antibidticos y farmacos*®. La Organizaciéon Mundial de la Alergia (The
World Allergy Organization (WAO)) apunta a que aproximadamente una de cada cinco
personas sufre de algun tipo de enfermedad alérgica (rinitis alérgica, asma,
conjuntivitis, eczema, alergia alimentaria, alergia a medicamentos...). Centrandonos
en Europa, segun los datos proporcionados por la European Academy of Allergy and
Clinical Immunology (EAACI) actualmente 100 millones de europeos padecen rinitis
alérgica, 70 millones sufren de asma y hasta 7 millones presentan una alergia
alimentaria, llegandose a producir episodios de anafilaxia en el 8% de esta poblacion
alérgica. Ademas, el 45% de la poblacién europea alérgica sufre el riesgo de ser mal
diagnosticado®. Este incremento de las enfermedades alérgicas se ha convertido en
un problema grave de salud actual, llegando a denominarse “la enfermedad del siglo
XXI” 'y por tanto se ha convertido en un asunto de preocupacion tanto para gobiernos
como para los propios individuos que la sufren, ya que su coste econdémico esta
aumentando de forma exponencial, estimandose que los costes indirectos evitables
de no tratar adecuadamente la alergia en la UE oscilan entre 55 y 151 mil millones de

euros al afio. Estos costes incluyen:

- Costes directos que derivan de la asistencia médica incluyendo visitas al
médico, diagnostico, medicacion, hospitalizaciones, etc. y costes personales de
transporte, asistencia social, etc.

- Costes indirectos como la pérdida de productividad laboral.

- Costes intangibles como el sufrimiento, miedo o tristeza de los individuos y

familiares que las sufren3.

1.3 Aspectos inmunoldgicos de la enfermedad alérgica

La alergia se manifiesta cuando el sistema inmune no es capaz de reconocer una
sustancia como inocua (alérgeno), generandose una respuesta inmunoldgica
especifica, produciéndose anticuerpos y la aparicion de sintomas que se pueden

extender a lo largo de todo el organismo?.
A rasgos generales, las reacciones alérgicas se dividen en tres fases:

- Fase de Sensibilizacion: tiene una duracién indeterminada. El paciente se hace

sensible a ese alérgeno, pero no manifiesta ningun tipo de sintoma. En esta
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fase se produce un primer contacto con un alérgeno, el cual es capturado por
las células presentadoras de antigeno (CPA), que lo procesan en su interior y
lo presentan a los linfocitos T, que interaccionan con los linfocitos B,
produciendo IgE especifica frente a ese alérgeno. La IgE a su vez se unira a
sus receptores en células efectoras (mastocitos y basofilos).

- Reaccion alérgica aguda: ante una segunda exposicion, el alérgeno es dirigido
directamente hacia los anticuerpos IgE especificos que se habian generado
previamente y que estaban unidos a mastocitos y basofilos. Al producirse la
unién alérgeno-anticuerpo se produce la liberacién de histamina e interleucinas
(IL), que inducen un estado inflamatorio. Es en este momento en el que el
individuo comienza a manifestar sintomatologia alérgica (conjuntivitis alérgica,
rinitis alérgica, estornudos, dificultad respiratoria, etc.).

- Reaccion alérgica tardia: de cuatro a seis horas después de la “reaccion
alérgica aguda” se produce una segunda reaccién inflamatoria gracias al efecto
de las IL, cuya mision es atraer a los eosindfilos al lugar de inflamacion, donde
liberan sus granulos, que generan dafio en inflamacion de una manera mas

permanente, perpetuandose los sintomas? (Figura 2).

Alérgenos

v v

1. Sensibilizacion 2. Reaccion inmediata 3. Reaccion tardia

.

i

a.
|
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L] ° [ ]
® O ® o0,
IL4 e ® ° o
9 o © °®
- Histamina ® e IL5 Proteina catiénica del eosinéfilo
/ /» IgE Leucotrienos ‘_, Factor activador de plaquetas
/' / o Prostaglandinas Leucotrienos
( / Factor actividad de plaquetas
{ / plaq
\\ // ) Factor atrayente de eosinéfilos

Linfocito B

Figura 2. Mecanismo de la alergia. APC: célula presentadora de antigeno. Th2: linfocito Th2.
IL4: interleucina 4. IL5: interleucina 5. Figura adaptada de El libro de las enfermedades
alérgicas de la Fundacion BBVA 2012.
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Aunque hay una gran variedad de mecanismos inmunoldgicos implicados en la
patogénesis de la alergia, la mayoria de las respuestas alérgicas se consideran

reacciones de hipersensibilidad tipo |, caracterizadas por la produccion de IgE.

Existen varias células inmunitarias participantes en el desarrollo de la respuesta

inmune innata durante la inflamacién alérgica’:

- Mastocitos y basofilos: son responsables de fenomenos como el asma y la
anafilaxia. Ambos secretan mediadores inflamatorios (histamina, leucotrienos,
interleucinas o citoquinas Th2) y expresan receptores tipo Toll Like Receptor
(TLR). En pacientes alérgicos, el receptor de alta afinidad para IgE (Fcel) esta
casi saturado y listo para iniciar la respuesta mediada por IgE ante una cantidad
suficiente de alérgeno.

- Eosindfilos: generalmente durante la respuesta alérgica, se acumulan en tejido
mucoso. Su proliferacion y diferenciacibn se lleva a cabo gracias a la
interleucina 5 (IL5) producida principalmente por células Th2. Ademas, el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF por sus siglas
en inglés) producido por células epiteliales, también esta implicado en la
activacion y reclutamiento de los eosinofilos en tejido.

- Células epiteliales: son la interfaz entre el huésped y el exterior y suponen la
primera barrera de defensa frente a agentes externos patégenos como
microorganismos y alérgenos. La activacién de receptores de reconocimiento
de patrones presentes en las células epiteliales de las vias respiratorias o del
intestino produce la liberacién de IL25, IL33 y linfopoyetina del estroma timico
(TSLP) que atraen y activan células del sistema inmune innato y adaptativo y
son capaces de iniciar y mantener la respuesta inmunitaria tipo Th28. Este es
un proceso clave en el reconocimiento de alérgenos que activan a las células
dendriticas (CD), que coordinan el siguiente paso en la respuesta inmunitaria.

- Células dendriticas: son CPAs y hacen de nexo entre el sistema inmune innato
y adaptativo. Procesan los alérgenos y se los presentan a las células T en los
ganglios linfaticos, liberandose IL4, IL12 e interferon gamma (IFNy),
produciéndose la polarizacion de las células T.

- Células T Natural Killer (NKT): producen citoquinas proinflamatorias e
inmunosupresoras como IFNy, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e IL10.

Dentro de estas células hay un linaje especifico denominado células T NK
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invariantes (iNKT) que expresan receptores de células T y producen IFNy, IL-
4, IL-5 e IL-13.

- Células linfoides innatas tipo 2 (ILC2): producen citoquinas Th2. Se
identificaron por primera vez en el tracto gastrointestinal, el pulmén y sangre®”’
(Figura 3).
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Figura 3. Papel del sistema inmune innato durante la inflamacién alérgica. PG:
prostaglandina; LT: leucotrieno. Figura adaptada de Escribese MM, Gémez-Casado C, Barber
D, Diaz-Perales A. Immune Polarization in Allergic Patients: Role of the Innate Immune
System. J Investig Allergol Clin Immunol. 2015;25(4):251-258.

1.4 Las plaguetas como integrantes fundamentales en la respuesta alérgica

inflamatoria

Ademas de las células mencionadas anteriormente, durante los ultimos afos, se ha
identificado un nuevo tipo celular con un papel importante en la respuesta inmunitaria

y también en alergia: las plaguetas.
1.4.1 Biologia de las plaguetas y respuesta inmune

Las plaguetas son fragmentos celulares anucleados derivados del megacariocito y
han sido consideradas tradicionalmente como mediadores en los procesos de

hemostasis y coagulacion. Circulan por la sangre, examinando la vasculatura para el
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mantenimiento de la homeostasis (Figura 4A). Detectan brechas vasculares y
responden antes sefales de peligro como el contenido de los cuerpos de Weibel-
Palade, liberados por células endoteliales dafiadas. Una vez activadas, son capaces
de iniciar la trombosis, regulando la permeabilidad de los vasos sanguineos. Ademas,
previenen la pérdida de eritrocitos durante la transmigracion de los leucocitos y

también participan en la unién linfovenosa®.

En los ultimos afios, se ha comenzado a investigar otras funciones asociadas,
especialmente en el campo de la inmunologia y la inflamacion®. Las plaquetas
pueden reconocer amenazas inmunes directamente mediante receptores de patron
conservados o indirectamente a través de sefales leucocitarias, como las trampas
extracelulares de neutréfilos (Neutrophil Extracellular Traps, NETS) o citoquinas. Por
otro lado, son capaces de envolver patdogenos y eliminarlos mediante su
desgranulacion y el reclutamiento de leucocitos, con los que ademas son capaces de
interactuar fisicamente para intercambiar sefiales proinflamatorias como el &acido
araquidénico proveniente de los neutrofilos para sintetizar tromboxano A2 (TXA2)
(Figura 4B). Ademas, varios estudios han demostrado su capacidad para interactuar
con las células endoteliales, neutréfilos, macréfagos, mastocitos y linfocitos T, por lo
que podrian tener un papel importante en el desarrollo de patologias inflamatorias

como la alergia® (Figura 4B).
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Figura 4. Principales funciones plaquetarias en homeostasis (A) e inmunidad (B). PSGL-1:

Ligando-1 Selectina-P; AA: Acido Araquidénico; TXAz: Tromboxano A..

A pesar de no tener nucleo, las plaquetas tienen mitocondria, lisosomas y

peroxisomas y contienen multiples mediadores almacenados en granulos y vesiculas,

que liberan al ser activadas. Por otro lado, se ha descubierto que expresan receptores

de membrana para permitir la interaccién con leucocitos y células endoteliales y que

contienen mMRNA citoplasmético, capaz de sintetizar algunas proteinas, asi como

MiRNAs11-15,
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En cuanto a los mediadores y receptores sintetizados y/o almacenados por las
plaquetas relacionados con la respuesta inmune, éstos se encuentran almacenados
en tres tipos de vesiculas: a-granulos, granulos densos y granulos lisosomales?®. Los
a-granulos son los mas grandes (200-400 nm) y abundantes (= 60 por plaqueta).
Contienen alrededor de 300 proteinas, incluyendo numerosas citoquinas, factores de
crecimiento y mediadores de inflamacion’ (Tabla 1). Por el contrario, los granulos
densos son mas pequefios (150 nm) y menos abundantes (3-8 por plaqueta) y
almacenan moléculas mas pequefias como ADP, ATP, serotonina y calcio (Tabla 1).
Por ultimo, los granulos lisosomales son escasos y contienen proteasas y

glicosidasas?®.

Por ultimo, cabe mencionarse que durante los ultimos afios se han publicado varios
protocolos de extraccion de RNA plaquetario!® que han permitido el estudio de su
transcriptoma?®°.

Tabla 1. Principales mediadores inflamatorios y receptores de membrana derivados de las
plaquetas. Tabla adaptada de Gomez-Casado C, Villasefior A, Rodriguez-Nogales A, Bueno

JL, Barber D, Escribese MM. Understanding Platelets in Infectious and Allergic Lung Diseases.
Int J Mol Sci. 2019;20(7):1730.

a-granulos

Molécula Funcién

Induccién de liberacién interleucinas proinflamatorias
PF4 (CXCL4) en neutréfilos, monocitos y reclutamiento de células
T. Diferenciacion de linfocitos Th

Molécula de adhesidn: permite la interaccién

Selectina-P ; ; :
plagueta-leucocito y leucocito-endotelio

Superfamilia TNF: activacion de CPA. Respuesta de

CD40L células B. Activacion de células endoteliales

Interleucina: activacion de neutrdéfilos y eosindfilos.

MIP-1a (CCL3) Produccién de Ig por linfocitos B

Interleucina: involucrada en la respuesta de fase

IL-1p aguda. Activacién de leucocitos y del endotelio

Quimiocina: promueve el reclutamiento de

RANTES (CCL5) monocitos, macréfagos y células T

Interleucina: proliferacion celular, diferenciacion de

TGF-p células T, regulacion de macréfagos y células B

PDGE Factor de crecimiento: crecimiento celular y
diferenciacion. Diferenciacién monocito/macréfago

VWE Adhesion plaquetaria. Extravasacion de neutrofilos
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Tetraspanina: proteina adaptadora transmembrana.

CD63 Reclutamiento de leucocitos

Quimiocina: quimiotaxis de células T, monocitos y
SDF-1 oy

neutréfilos
VEGE Factor de crecimiento: angiogénesis. Expresion de

moléculas de adhesion

Quimiocina: activacién y reclutamiento de neutréfilos.

Ppbp B-tromboglobulina (NAP-2) Actividad fagocitica de macrofagos

Apoptosis. Inflamacién de células endoteliales.

Trombospondinas = .
Interaccion plaqueta-macréfago

Proteasas: ruptura de matriz extracelular. Interaccién

MMP-2, MMP-9 .
plagueta-leucocito

Ciclofilina A Factor de crecimiento vascular del misculo liso
CXCL1, CXCL5, CXCL7, CXCL12 Quimiocina

. . . Proteinas catiénicas: disrupcion de membrana
Proteinas microbianas

celular
Granulos densos
Molécula Funcién inmunitaria/inflamatoria
Serotonina Funcion de células dendriticas y células T
Glutamato Trafico de células T
Polifosfatos Amplificacion de la respuesta inflamatoria
ADP Activacion de plaquetas, leucocitos y células
endoteliales
Histamina Aumento de la reactividad de los vasos sanguineos y
desgranulacién
ATP, fosfato, calcio Combustible celular y cofactores en la trombosis
Eicosanoides Sefializadores proinflamatorios

1.4.2 Plaguetas y respuesta alérgica

Desde hace 50 afios se han observado anormalidades plaquetarias en los pacientes
gue sufren de alergia como cambios en el volumen medio plaquetario (tamafio
promedio de las plaquetas), en el plaquetocrito (porcentaje del volumen de plaquetas
sobre el volumen total de sangre) o en su vida media en pacientes asmaticos o con
dermatitis atopica®!. Estos cambios pueden estar relacionados con cambios en la
activacion de las plaquetas y sus funciones??23, Ademas, recientemente se ha
demostrado que los pulmones son capaces de producir por megacariocitos residentes
alrededor del 50% de las plaquetas totales?*, sugiriendo un posible papel de éstas en
enfermedades pulmonares inflamatorias (COPD, asma). Sin embargo, muchos otros

autores no han observado ninguna de estas diferencias al comparar sujetos sanos
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con pacientes alérgicos?>2%. Los datos generados en este campo hasta la fecha no
resultan concluyentes, sin embargo, si que ponen de manifiesto la necesidad de

analizar el papel de las plaquetas en la adquisicion de fenotipos alérgicos graves.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, son necesarios estudios que profundicen y
permitan entender los mecanismos de produccion, activacion e interaccion con células
inmunitarias de las plaquetas, especialmente en modelos de inflamacién. Con el fin
de aportar algo de luz a estas cuestiones, en este trabajo nos centraremos en evaluar
su papel en la progresion alérgica en un modelo de pacientes con alergia respiratoria

grave.

1.5 Diagnoéstico y tratamiento de la enfermedad alérgica

Uno de los métodos mas habituales es el diagndstico in vivo, que busca demostrar la
reaccion de hipersensibilidad en el propio paciente, siendo uno de los mas
frecuentemente utilizados en la practica clinica la prueba cutdnea o Skin prick test
(SPT), capaz de identificar reacciones alérgicas inmediatas mediadas por IgE3?’. Para
la realizacion de este procedimiento se utilizan paneles de extractos alergénicos
comerciales que contienen alérgenos purificados de alimentos, ciertos medicamentos
y alérgenos inhalados y ocupacionales?®. Ademas de éste, encontramos otros
métodos similares tales como las pruebas epicutaneas (Patch test)?° y las pruebas de
provocacion oral en el caso de alérgenos alimentarios o la provocacién intranasal para

alérgenos inhalados®.

Por otro lado, durante los ultimos afios han surgido nuevas técnicas de diagndstico in
vitro basados en la deteccion de IgE especifica. El alérgeno unido a una base sélida
se incuba con suero humano y posteriormente se afiade un anticuerpo anti-IgE para
detectar los positivos. Uno de estos métodos es el ImmunoCAP ISAC (Immuno Solid-
phase Allergen Chip), que permite la cuantificacién simultanea de IgE especifica de

cientos de moléculas alergénicas individualess?.

Como se ha mencionado anteriormente, la alergia tiene influencias tanto sociales
como econdmicas y afecta a la vida diaria de los pacientes por lo que su correcto
manejo y tratamiento es muy importante3. Puesto que la alergia es una enfermedad
muy heterogénea entre pacientes, el tratamiento de la misma debe ser personalizada.

Los principales tratamientos son la farmacoterapia y la inmunoterapial?2.
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Conceptualmente el manejo de las alergias puede ser visto como una piramide con 4

niveles (Figura 5):

Evitacion del alérgeno: es la base de la pirdmide. Consiste en evitar la
exposicion ante el alérgeno causante de la enfermedad alérgica siempre que
sea posible33.

Farmacoterapia: busca aliviar la sintomatologia alérgica. Incluye entre otros, el
tratamiento con antihistaminicos, glucocorticosteroides, broncodilatadores,
cromonas, anti-leucotrienos y anticolinérgicos. Puesto que las enfermedades
alérgicas y sus fenotipos son muy heterogéneos, se han generado muchas
estrategias de manejo escalonado y muchas veces se utiliza la combinacion de
varios farmacos en funcion de la sintomatologia especifica que presenta el
pacientel32,

Inmunoterapia: pese al gran numero de farmacos disponibles para el
tratamiento, muchos pacientes no consiguen manejar bien su sintomatologia
alérgica, en estos casos se plantea el tratamiento con inmunoterapia especifica
para la induccién de tolerancia (Global Atlas of Allergy). Es el Unico tratamiento
hasta la actualidad capaz de cambiar el curso de la enfermedad alérgica®*.
Tratamiento con biolégicos: que durante los ultimos afios ha surgido el
tratamiento con biolégicos, especialmente indicado para pacientes asmaticos
graves, incapaces de controlar sus sintomas con la medicacion habitual.
Algunos de ellos son el omalizumab (anti-lgE), mepolizumab, reslizumab y

benralizumab (anti-IL5) y el dupilumab (anti-1L4 e 1L13)%.

/ Farmacos \

Evitacion del alérgeno

Figura 5. Pirdmide del tratamiento de la alergia. IT: inmunoterapia
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2. Inmunoterapia

Pese al gran niumero de farmacos disponibles para el tratamiento de la alergia,
muchos pacientes no consiguen manejar bien su sintomatologia alérgica, en estos
casos se plantea el tratamiento con inmunoterapia especifica para la induccioén de

tolerancia?l.

La inmunoterapia con alérgenos especificos (AIT) se ha utilizado durante 100 afios
como terapia desensibilizante para la alergia y tiene un alto potencial curativo y
especifico®*. Sus mecanismos incluyen cambios en el perfil de la respuesta alérgeno-
especifica de memoria celular T y B. Se produce un cambio de respuesta hacia un
fenotipo no inflamatorio por la produccién de isotipos de anticuerpos especificos,
produciéndose un cambio en el equilibrio entre células Th2 alérgeno-especificasy T
reguladoras (TReg), y ademas la disminucién de la activacién, migracion a los tejidos
y la desgranulacion de células efectoras (mastocitos, basofilos y eosinoéfilos). Las
células B alérgeno-especificas, cambian de células productoras de IgE a productoras
de 1gG4, que impide la activacién y desgranulacion de células efectoras®*¢ (Figura 6).

Produccion de moco

Supresion de produccion de moco

Supresion de Th2 y otras células T

Induccién de células TReg £ . )
efectoras alérgeno-especificas

alérgeno-especificas

\ _>
‘ \
|
4

Desensibilizacion temprana de mastocitos y basdfilos. Supresion de célula Th2
Supresion de mastocitos, basdfilos y eosindfilos por en busca de tejidos
células TReg

Figura 6. Mecanismo de tolerancia a largo plazo obtenido por AIT. TGF-B: Factor de
Crecimiento Transformante .
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A pesar de los efectos descritos anteriormente, hay mucho desconocimiento en torno
a los mecanismos de la AIT, se desconocen los mecanismos moleculares de la
generacion de células TReg, el papel de las células residentes de tejido en la induccion
de tolerancia inmune y los mecanismos moleculares involucrados en la curacion
espontanea, las remisiones y las exacerbaciones de la alergia. Por otro lado, no
existen marcadores ni predictores moleculares tempranos que se puedan utilizar para
la evaluacion del tratamiento con AIT y tampoco se conocen los mecanismos por los

cuales se mantiene la tolerancia frente al alérgeno a largo plazo?.

En cuanto a las formas de administracion de la inmunoterapia, existen varias, siendo
las mas comunes la inmunoterapia subcutanea (ITSC), la inmunoterapia sublingual
(ITSL) con aeroalérgenos y veneno de himenopteros y la inmunoterapia oral (ITO) con
alérgenos alimentarios. En cuanto al tiempo de tratamiento, varios estudios han
demostrado que la tolerancia se suele inducir y tener un efecto mantenido a los 3-5

afios de haber comenzado el tratamiento37:38,
2.1 Inmunoterapia sublingual: GRAZAX®

La ITSL surgid hace aproximadamente 30 afios como una alternativa a la
inmunoterapia subcutanea, ya que su administracion es mas sencilla al ser gotas o
tabletas de rapida disolucién y no requiere de personal hospitalario especializado
ademas de ser mas segural*°. Ademas, se ha visto que tiene una gran eficacia en el

tratamiento de la alergia al polen de gramineas“°.

En este trabajo nos centraremos especialmente en la inmunoterapia sublingual para
el tratamiento de la alergia respiratoria al polen de gramineas (Phleum pratense), mas
concretamente en el estudio de los efectos sistémicos asociados al tratamiento de

ITSL con Grazax®.

Grazax® es uno de los pocos tratamientos de ITSL con una eficacia clinica contrastada

ya que se ha validado en mas de 20 ensayos clinicos independientes3®41,

En estudios previos de nuestro grupo, se ha observado que los mecanismos
involucrados en su eficacia incluyen la desensibilizacion de células efectoras, la
interferencia de inmunoglobulinas y la regulacion de células B y T, observandose una
disminucion en el recuento de eosindfilos y los niveles de IgE por debajo de sus

valores iniciales, asi como la sintomatologia alérgica (Figura 7). En cuanto a la eficacia
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del tratamiento y la mejora clinica, se ha demostrado que su efecto mantenido se
consigue al administrarlo durante al menos 3 afios. Sin embargo, cuando el
tratamiento es administrado solamente durante dos afios, el efecto clinico desaparece
rapidamente al suspender el tratamiento Este hecho sugiere que el segundo afio de
intervencién con ITSL puede ser un punto critico para estudiar los mecanismos
efectores de este tratamiento3842,

Tiempo % pacientes

con Treg

=0 12M 24M 36M Follow-up 24M (5 afios) oo

— 75%

@
Q
\B | 50%
=
O
—  25%
L ' L J =~
T T T
Desensibilizacion -« Efecto maximo de la interferencialgG4 + Regulacionde células T
Aumento de Th2 + Gran variabilidad entre pacientes » Descenso progresivo de Th2

Descenso de células IL4* * Mantenimiento de Treg en la mayoria de
pacientes tras dos afios de seguimiento
(beneficio sostenido)

Figura 7. Mecanismos inmunoldgicos involucrados en el tratamiento con GRAZAX®. EOS:
eosinofilos.

A pesar de su eficacia demostrada, es un tratamiento que tiene una baja dosis de
cumplimiento por parte de los pacientes, debido a que es un proceso muy largo (de al
menos 3 afios) y que no resuelve totalmente la alergia, sino que reduce los sintomas
y el uso de medicacion de rescate. Ademas, aunque empezamos a entender los
mecanismos inmunolégicos involucrados en su eficacia, hoy en dia no existen
biomarcadores de valor predictivo ni de seguimiento del tratamiento, ya que los
cambios sistémicos inducidos por ITSL son aun desconocidos.

Teniendo todo lo anterior en cuenta, son necesarios estudios sobre los efectos
sistémicos asociados a la ITSL para entender sus mecanismos subyacentes, la
cinética de los mismos y permitir la identificacion de biomarcadores que permitan

predecir la eficacia de tratamiento.
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3. Modelos graves

Espafa relne las caracteristicas climaticas y geograficas necesarias para a existencia
de una elevada variabilidad en la intensidad de la exposicion a diversos alérgenos. En
areas de alta exposicion, se ha descrito fenotipos clinicos graves de alergias
respiratorias®®. Ademas existen alergias alimentarias muy frecuentes (caso de la
alergia mediada por LTPs principalmente)* ademas de otros tipos como alergia

(medicamentos o epitelios animales®).

Los fenotipos graves suponen por tanto un reto para su identificacion, estratificacion
y tratamiento, ya que ademas constituyen un porcentaje importante de los enfermos
alérgicos (hasta el 20%)° y conlleva un alto coste tanto personal como econémico, con
visitas a urgencias recurrentes, mala calidad de vida, mala respuesta a tratamiento y
estan frecuentemente asociados a comorbilidades. Sin embargo, estos fenotipos
suponen un modelo ideal para entender la progresion alérgica y para identificar
nuevos biomarcadores que nos permitan ser capaces de estratificar correctamente

pacientes, identificar estos fenotipos y disefar tratamientos personalizados*6:4’.

Algunos de los fenotipos graves mas estudiados en Espafa son el de los pacientes
alérgicos al polen de olivo con sensibilizacion a Ole e7 y gramineas con sensibilizacion
al panalérgeno profilina*®4°, En este trabajo nos centraremos en el modelo de alergia

respiratoria a gramineas con sensibilizacion concomitante a profilina.

Otro de los factores que contribuye a la gravedad de la respuesta alérgica es la
polisensibilizacion, cada vez mas frecuente especialmente en el caso de la alergia a
polenes, ya que el tratamiento aplicado es mas complejo y el nivel inflamatorio de
estos pacientes es elevado durante todo el afio, al tener una exposicion alergénica
muy prolongada. Por el contrario, los pacientes monosensibilizados en general
responden mejor a tratamientos de inmunoterapia, en el caso de la alergia a polen de
gramineas y sus niveles de inflamacion suelen ser menores y acotados en el

tiempoS9-5L,

3.2 Alergia al polen de gramineas ligada a alergia alimentaria: sensibilizacién a

profilina como marcador de gravedad

En el caso de la alergia a gramineas, se han descrito dos alérgenos que presentan

una elevada prevalencia de sensibilizacion (alérgenos mayores): Phip 1y Phlp 5y
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se ha visto que pacientes con una alta exposicion a polen de gramineas, pueden
sensibilizarse a alérgenos menores como la profilina, pan-alérgeno presente en
distintos alimentos vegetales y algunos de ellos, llegan a desarrollar reacciones

alérgicas graves a alimentos mediadas pro profilina®?°3,
3.2.1 Profilina

Las profilinas son proteinas ubicuas que controlan la polimerizacién de la actina y
estan presentes en todas las células eucariotas, siendo considerado un panalérgeno.
Se identificaron como alérgenos por primera vez en 199154, Estan muy presentes en
vegetales y al tener una estructura muy conservada producen mdultiples positivos en
el diagnostico basado en IgE, lo que se consideran un factor de confusion en el
diagndstico de la alergia®®-°6,

Ademas, algunos estudios previos, han demostrado su capacidad de inducir sintomas
respiratorios al hacer una provocacion oral®’. Por otro lado, debido a su labilidad frente
a la temperatura y las enzimas digestivas, ha sido considerado habitualmente como
un alérgeno alimentario incompleto o secundario que solo produce sintomas

locales®8%°,
3.2.2 Profilina y alergia respiratoria

Como se ha mencionado anteriormente, se ha observado que en zonas de alta
exposicibn a polen de gramineas ha habido aumento de la sensibilizacion en
pacientes con alergia respiratoria a gramineas a profilina (hasta el 60% en algunas
zonas de Espafia) y algunos de estos pacientes llegan a desarrollar reacciones
alimentarias graves®®. En un estudio reciente*® se ha visto que la progresion hacia la
gravedad en estos pacientes esta ligada a un aumento de la sensibilidad de células
efectoras, a la infiltracion de células inmunes en el epitelio de la mucosa oral y a una
remodelacion de la mucosa oral, sugiriendo que ésta juega un papel clave en el
desarrollo de reacciones alimentarias de gravedad y en la evolucion de la alergia
respiratoria ligada a la alergia alimentaria (Figura 8). Sin embargo, los mecanismos

sistémicos subyacentes a esta progresion alérgica son aun desconocidos.
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Figura 8. Remodelado de la mucosa oral en alergia respiratoria ligada a alergia alimentaria
mediada por profilina. Figura adaptada de Rosace D, Gomez-Casado C, Fernandez P, et al.
Profilin-mediated food-induced allergic reactions are associated with oral epithelial
remodeling. J Allergy Clin Immunol. 2019;143(2):681-690.e1.

Este fenotipo de alergia respiratoria ligada a alergia alimentaria constituye un modelo
ideal para entender a nivel sistémico la progresién alérgica y la inflamacion de barrera
epitelial asociada, pudiendo ser de utilidad para encontrar biomarcadores capaces de
mejorar el diagnéstico y el tratamiento de estos pacientes. Estos son objetivos

principales en los que nos hemos enfocado en este trabajo.
4. Microbiota y alergia alimentaria
4.1 Definicion

La microbiota humana es un ecosistema muy complejo compuesto de bacterias,
hongos, virus, archaea y parasitos que cohabitan en el interior del cuerpo humano,
siendo las bacterias el microorganismo mas abundante. Dentro de los ecosistemas
microbianos presentes en el cuerpo humano, el mas complejo y diverso es el del tracto
gastrointestinal (TG), conteniendo alrededor de 10° bacterias y entre 1183 a 3180

géneros bacterianos®?.

La microbiota intestinal cambia a lo largo de nuestra vida. Se cree que alrededor del
70% de la colonizacién primaria en recién nacidos es por via materna®?, es decir,
existe una transferencia longitudinal, y que los primeros 1000 dias de vida en los que
el cuerpo se expone por primera vez a factores externos son claves en su desarrollo.
Ademas, el desarrollo de la microbiota intestinal durante los primeros afios de vida, se

correlaciona con el desarrollo y la maduracion del intestino y del sistema inmune.
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Desde el momento del nacimiento, se establece una relacion simbidtica entre la
microbiota y las propias células del cuerpo humano, que evoluciona con el tiempo,
adaptandose a los cambios®3. Aungue en general, la microbiota intestinal se establece
a los dos o tres afios de edad, su composicién es dinamica y cambia por factores
como la edad, la dieta, el uso de antibitticos, el estilo de vida, distintos estados

patoldgicos y factores ambientales®* (Figura 9).
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Figura 9. A. Composicion de la microbiota humana en el tracto gastrointestinal. CFU: Unidad
Formadora de Colonias; pO.: Presion parcial de oxigeno B. Factores que afectan y varian la
composicién de la microbiota intestinal Figura adaptada de Clarke, Gerard & Sandhu, Kiran &
Griffin, Brendan & Dinan, Timothy & Cryan, John & Hyland, Niall. (2019). Gut Reactions:
Breaking Down Xenobiotic—Microbiome Interactions. Pharmacological Reviews. 71. 198-224.
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4.2 Relacion con el sistema inmune

En cuanto a su papel en la respuesta inmune, alrededor del 70-80% de las células del
sistema inmunitario se encuentran en el intestino delgado y grueso. La microbiota
intestinal estimula y modula el sistema inmunitario mediante una regulacion
inmunitaria mediada por células dendriticas (CD), promoviendo la diferenciacion de
los linfocitos TReg mediante la activacion de las CD presentes en la mucosa intestinal.
Estas células activadas producen IL que activan los linfocitos T virgenes o ThO para
su maduracién hacia un subtipo de linfocito (Th1, Th2, Th17 o TReg)®.

En personas sin patologias, existe un equilibrio entre todos los subtipos de linfocitos
T y los linfocitos TReg. Varios estudios han demostrado que la aparicion de respuestas
tolerancia a los alérgenos esta mediada por la presencia de ciertas bacterias en el TG
y se han identificado alteraciones en la microbiota intestinal en personas que sufren

de rinitis, eccema at6pico, asma o alergia alimentaria®-%°,
4.3 Disbiosis

Los cambios y desequilibrios en la microbiota intestinal, fenébmeno conocido como
disbiosis, se han asociado con varias enfermedades con fenotipo inflamatorio como la
obesidad’®"!, con la enfermedad de Chron vy la colitis ulcerosa’?>=’4, la diabetes tipo

117576 y la alergia’’"’8, entre otras.

Como ya se ha mencionado en apartados anteriores, la prevalencia de las alergias se
ha visto muy incrementada en las Ultimas décadas, siendo la alergia a la leche de vaca
una de las mas frecuentes en nifios. En general, en torno al 80% de los pacientes que
la sufren suelen adquirir tolerancia a los 4 afios de edad, pero la etiologia y los

mecanismos de esta enfermedad son hoy en dia aun desconocidos.

Ademas, no esta claro si la disbiosis es el desencadenante de la alergia o, por el
contrario, es una consecuencia de la enfermedad que altera la composicion bacteriana

y su funcionalidad y, por lo tanto, son necesarios estudios que aborden esta cuestion.

Por todo lo expuesto anteriormente en este trabajo, nos hemos enfocado en evaluar
los cambios a nivel de composicidén en la microbiota intestinal en lactantes alérgicos a
leche de vaca en comparacion con lactantes controles y en identificar si existe un
patrén disbidtico transferido longitudinalmente a lo largo de tres generaciones (abuela,

madre, lactante) mediante el analisis del gen rRNA 168S.
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4.4 Técnicas gendmicas para el estudio de la microbiota intestinal

En cuanto al estudio de la microbiota intestinal, las heces son la matriz mas
representativa y ademas supone un método no invasivo’®. En cuanto a las técnicas
para su estudio, la dmica de eleccion es la gendmica, y mas concretamente la

secuenciacion del gen del rRNA16S y la metagendémica shotgun®! (Figura 10).
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Figura 10. Comparacion de las dos técnicas mas utilizadas en analisis de microbiota:
secuenciacion del gen rRNA 16S y la metagenémica shotgun.

4.4.1 Secuenciacion gen rRNA 16S

El RNA ribosémico (rRNA) en las bacterias tiene ciertas propiedades que lo hace muy
caracteristico: su universalidad, su actividad en funciones celulares y que posee una

estructura y secuencia de nucleétidos muy conservada®?.

Dentro del rRNA bacteriano, se distinguen tres tipos: 23S, 16S y 5S. De estos tres
tipos, el rRNA 16S se ha convertido en el estandar para la clasificacion taxonomica de
bacterias porque su secuenciacién es mas sencilla y rapida y contiene una amplia

informacion filogenética.

En cuanto a su estructura, contiene 8 regiones muy conservadas y 9 regiones

variables que son las que caracterizan cada género/especie de bacteria. A estas
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caracteristicas se le suma el hecho de que existen muchas bases de datos que
contienen las secuencias del 16S de cada especie bacteriana disponibles
publicamente. Por todas estas razones, la secuenciacion del gen del rRNA 16S es la
aproximacion mas usada para la identificacion taxonomica de especies bacterianas

en el estudio de la microbiota83-86,

En general, el workflow a seguir en este procedimiento se compone primeramente de
la obtencién de la muestra (heces en el caso de la microbiota intestinal), la extraccion
del DNA de la muestra mediante kits comerciales, posteriormente la seleccion de los
oligos especificos del gen rRNA 16S y por ultimo la secuenciacion y el analisis
bioinformatico. Este ultimo paso incluye la deteccion de quimeras, el filtrado y la
normalizacion de los datos, la identificacion taxondmica de Operational Taxonomic
Units (OTUs) o Amplicon Sequence Variants (ASVs) y el analisis de diversidad de la

microbiota®'8” (Figura 11).

1. Obtencion de la muestra 3. Selecciodn oligos gen rRNA 16S
gy —> V(M —> JLLLLLLLL]

2. Extraccion DNA

5. Analisis bioinformatico

- Deteccién de quimeras A 4. Secuenciacion
- Filtrado y normalizacién

- Identificacion taxonémica
- Analisis de diversidad

Abundancia
g

Figura 11. Flujo de trabajo seguido en la técnica de secuenciacion del gen rRNA 16S.
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5. Biomarcadores en la enfermedad alérgica

Hasta aqui hemos hablado de la enfermedad alérgica, la respuesta inmune asociada,
su incidencia, tratamiento y sus distintos fenotipos. Sin embargo, se hace necesario
identificacion de biomarcadores para diagnosticar y estratificar a los pacientes segun
su gravedad, evaluar y predecir la respuesta a tratamiento y hacer un seguimiento

personalizado de cada caso.

5.1 Medicina personalizada

La medicina personalizada o medicina de precision se define como la adaptacion de
la prevencion, el diagndstico y el tratamiento a las caracteristicas especificas de cada
paciente, obteniendo el mejor resultado para cada paciente y ademéas mejorando la
rentabilidad de las intervenciones®. Para su implementacion en la practica clinica se
requiere un profundo conocimiento de los mecanismos subyacentes a la alergia y de
la heterogeneidad de los distintos fenotipos y es necesaria la identificacion de

biomarcadores®®.

Un biomarcador se define como una entidad biolégica (molécula, estructura o proceso
biologico) que puede ser utilizada para predecir y/o identificar el estado
(sano/enfermo) de células, tejidos o individuos. Hoy en dia, la mayoria de los
biomarcadores disponibles son marcadores moleculares (genes, metabolitos y
proteinas) que pueden ser usados para el diagndstico, prondstico y la prediccion de
respuesta a un determinado tratamiento®. Un biomarcador robusto debe ser
facilmente cuantificable y estar respaldado por resultados cientificos que demuestren

su eficacia.

La identificacion de nuevos biomarcadores utiles para la practica clinica requiere de
modelos clinicos con un rango de fenotipos estratificados por gravedad, incluyendo
fenotipos graves bien establecidos para poder entender la progresién de la
enfermedad y validar la utilidad de los biomarcadores. Ademas, se debe tener en
cuenta la matriz biologica (sangre, plasma, suero, heces, etc.) en la que el
biomarcador es cuantificado. Estas matrices deben ser sencillas de obtener,
almacenar y manipular. Por ultimo, en el caso de enfermedades multifactoriales como
la alergia, es muy improbable que un Unico biomarcador represente adecuadamente
la complejidad de los mecanismos subyacentes, siendo necesario el desarrollo de

paneles con varios biomarcadores?®.
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Durante los ultimos afios muchos grupos de investigacion en el campo de la alergia
se han centrado en la identificacion de biomarcadores aplicables a la practica clinica.
Hoy en dia, existen varios marcadores de inflamacion alérgica identificados y
habitualmente utilizados en la clinica como los niveles de IgE, la eosinofilia o el 6xido
nitrico espirado, sin embargo, existe cierta controversia respecto a su utilidad en el
diagndstico, prondstico y el tratamiento de la alergia®®9%°2, Por otro lado, se han
identificado también genes, proteinas y metabolitos como candidatos a
biomarcadores, pero en general presentan distintas limitaciones como que no son lo
suficientemente robustos, requieren una tecnologia muy sofisticada y costosa, no
disponibles habitualmente, por lo que nos viables en la practica clinica habitual.
Ademas, la mayoria de las veces los datos se obtienen de modelos clinicos en los que
los pacientes no estan bien caracterizados y por lo tanto fallan en la validacion en
cohortes de mayor tamario, por lo que hoy en dia sigue existiendo una clara necesidad

de biomarcadores en el campo de la alergia.

5.2 Nuevas aproximaciones para la identificacion de biomarcadores: las

ciencias 6micas

En las ultimas décadas, los avances en bioinformatica, asi como el desarrollo de
tecnologias de alto rendimiento (high-throughput), han contribuido al avance de las
ciencias 6micas para el estudio de enfermedades multifactoriales®-%. Dentro de este
grupo de ciencias se engloban distintas disciplinas como la gendémica (estudio del
genoma y su funcién), la transcriptomica (estudio del mMRNA y la expresion génica), la
prote6mica (estudio de la estructura, funcién, localizaciébn e interaccion de las
proteinas) y la metabolémica (estudio de los metabolitos y productos metabdlicos)
(Figura 12).
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Figura 12. Principales ciencias Omicas: gendmica, transcriptobmica, proteémica y

metabolémica. Figura adaptada del MOOC EAACI sobre ciencias 6micas.

La integracion de estas técnicas es lo que se denomina biologia de sistemas y se basa
en el hecho de que un sistema complejo (como una enfermedad multifactorial) puede
ser entendido en profundidad si se considera como un todo compuesto de varias
capas. La biologia de sistemas, asi como los experimentos émicos se diferencian de
los estudios tradicionales basados en hipétesis iniciales en que son métodos
holisticos, por lo que no es necesario una hipétesis de partida sino que todos los datos
que se obtienen y analizan permiten formular esas hipétesis para ser validadas en

experimentos futuros®.
5.3 Ciencias 6micas: transcriptomica

La transcriptomica es la ciencia émica cuyo objetivo es detectar y cuantificar los
niveles de RNA mensajero (MRNA) de genes especificos. En comparacion con el
genoma, el transcriptoma es mucho mas dindmico ya que hay procesos de
transcripcion continuamente que reflejan la actividad de las células y sus respuestas
ante determinados estimulos. Actualmente, gracias al avance de las técnicas
analiticas, la transcriptomica es la “capa” dmica con la mejor cobertura analitica. Las
técnicas transcriptomicas mas usadas a dia de hoy son la PCR cuantitativa (QPCR),
los microarrays y las secuenciaciones de nueva generacion (next generation

sequencing, NGS) como el RNA-Seq®’°,
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Hipotesis

El uso de estrategias émicas como la transcriptomica aplicada a distintas matrices
biolégicas (CMSP, plaquetas, heces...) permite la identificacion de nuevos
biomarcadores utiles en el campo de las enfermedades alérgicas para la clasificacion
de pacientes segun su gravedad, para la monitorizacion de tratamiento (respuesta a
AIT) o la identificacién de procesos bioldgicos subyacentes (por ejemplo: papel de las
plaguetas en la evolucion a una alergia grave, o la relacion entre la microbiota y la

alergia alimentaria)

Objetivos

1. Evaluar mediante técnicas transcriptémicas el papel que juegan las plaquetas
en el desarrollo y progresion de la alergia utilizando diferentes modelos de
gravedad alérgica: un modelo de alergia respiratoria ligado a alergia alimentaria
y un modelo de alergia respiratoria en ausencia de alergia alimentaria.

2. Analizar el perfil transcriptdmico asociado al tratamiento con inmunoterapia
sublingual a Phleum pratense (GRAZAX)

3. ldentificar cambios en la microbiota intestinal de lactantes con alergia a proteina
de leche de vaca y evaluar si esas alteraciones son transmitidas de manera

longitudinal entre madres e hijos.
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CAPITULO I: BIOMARCADORES
ASOCIADOS CON FENOTIPOS
ALERGICOS GRAVES: EL PAPEL DE
LAS PLAQUETAS
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Materiales y Métodos

1.Reclutamiento de pacientes

Para este proyecto se incluyeron sujetos de distintas areas geograficas espafolas y

con distintas sensibilizaciones alérgicas.

Por un lado, para la primera fase de este estudio (Fase 1), 25 sujetos con un rango de
edad de 18 a 55 afos fueron reclutados el Servicio de Alergia de cuatro hospitales:
Hospital Universitario de La Princesa (Madrid), Hospital Universitario Clinico San
Carlos (Madrid), Hospital HM Sanchinarro (Madrid) y Hospital Virgen del Puerto

(Plasencia, Extremadura), entre enero de 2013 y enero de 2016.

Por otra parte, en una segunda fase (Fase Il), se incluyeron un total de 10 sujetos en
colaboracién con el Servicio de Alergologia y el Servicio de Hematologia del Hospital

Puerta de Hierro-Majadahonda (Madrid) entre octubre de 2018 y marzo de 2020.

Todos los sujetos incluidos en la Fase | y Fase Il del proyecto fueron informados de
las caracteristicas del estudio y riesgos potenciales del proyecto y firmaron el
consentimiento informado antes de su participacién. El protocolo fue aprobado por el

Comité de Investigacion y Etica de todos los hospitales.
2.Caracteristicas clinicas de los pacientes

En la Fase 1 de los 25 sujetos reclutados, 6 fueron sujetos sanos sin historial clinico
de reacciones alérgicas (controles no alérgicos de ahora en adelante) y 19 pacientes
alérgicos. Se reclutaron pacientes de Madrid, expuestos a niveles moderados de polen
de gramineas (Phleum pratense), ciprés (Cupressus sempervirens), olivo (Olea
europeae) y platano de sombra (Platanus hispanica) principalmente y pacientes de la
zona de Plasencia (Céaceres, Extremadura) expuestos a altos niveles de polen de

gram ineas49,56,100,101_

La Fase Il consistié en un estudio piloto para la evaluacion del papel de las plaguetas
en el desarrollo de fenotipos graves de alergia. En él se incluyeron 3 controles no
alérgicos y 7 pacientes alérgicos residentes en la Comunidad de Madrid y por lo tanto
expuestos a niveles moderados de los polenes mencionados anteriormente (Figura
13).

36



La historia clinica de los sujetos se estableci6 mediante una exhaustiva entrevista
personal, recogiendo datos demograficos como la edad y el sexo, datos de
sintomatologia alérgica incluyendo la época en la que se reportan dichos sintomas y
también datos asociados a la medicacion administrada habitualmente.
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Figura 13. Disefio del estudio. Fase I. pacientes con alergia respiratoria ligada a alergia
alimentaria. Fase Il: pacientes con alergia respiratoria.

2.1 Criterios de inclusién y de exclusién pacientes alérgicos Fase |

Se incluyeron pacientes con un historial clinico de alergia a polen de gramineas y que
ademas presentaban sensibilizacion al pan-alérgeno profilina. Estos pacientes
obtuvieron un diagndstico Skin Prick Test (SPT) positivo para gramineas y profilina,
pero negativo para LTPs, ademas presentaban IgE especifica positiva para profilina
(> 0.35 kU / L) y negativa para Pru p 3 y Bet v 1 medida mediante las técnicas
ImmunoCAP e ISAC CAP (Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Suecia). En cuanto a
los criterios de exclusién, no fueron incluidos en el estudio aquellos pacientes
alérgicos que habian recibido tratamiento de inmunoterapia con extracto de polen

durante los ultimos 5 afios 0 que estaban sensibilizados a LTPs.
2.1.1 Provocacion oral con Profilina

Los pacientes reclutados en la Fase | fueron sometidos a una provocacion oral con
profilina pura, purificada de polen de palmera datilera, entre septiembre y marzo, fuera
de la estacion polinica de gramineas, de acuerdo con el protocolo desarrollado por

Alvarado et al®0.
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Se utilizaron viales de 2 ml y dosis con concentraciones crecientes de profilina (Pho d
2) de 0.074, 0.74,7.4, 74 y 740 pg/ml y placebo.

Los pacientes alérgicos recibieron 9 dosis en serie de profilina, mientras que los
pacientes no alérgicos recibieron 2 dosis. La provocacion se iniciéo administrando una
dosis de placebo. Una segunda dosis de placebo fue intercalada con la dosis activa
combinada de forma aleatorizada entre las dosis 2 y 7. Se administraron dosis
sucesivas cada 20 minutos hasta alcanzar la dosis final o hasta el momento en el que

empezaban a manifestar alguna reaccion clinica, local o sistémica.

La prueba se consideré positiva cuando se manifesté al menos uno de los siguientes
sintomas. Sintomas objetivos: edema de la Uvula, urticaria, angioedema, sintomas
respiratorios con disminucion del volumen espiratorio forzado (FEV1), sintomas
gastrointestinales (vomitos, diarrea). Sintomas subjetivos: dolor abdominal, prurito
oral y disnea sin disminucién asociada del FEV1, o a demanda de los pacientes. Las
reacciones secundarias ocasionadas durante las pruebas de provocacion se trataron
con antihistaminicos, corticoides, medicamentos beta-agonistas o adrenalina. La
informacion de las reacciones producidas durante el procedimiento, asi como la

medicacion utilizada para tratarlas esta recogida en la Tabla 3.
2.2 Criterios de inclusién y de exclusién pacientes alérgicos Fase Il

En esta fase, se incluyeron pacientes con historial clinico de reacciones alérgicas a
aeroalérgenos sin reactividad cruzada con alérgenos alimentarios. Se incluyeron
pacientes con SPT positivo a al menos uno de los siguientes aeroalérgenos: Phleum
pratense, Olea europaea, Cupressus arizonica o Platanus hispanica. No fueron
incluidos aquellos sujetos que hubieran sido tratados con inmunoterapia o biolégicos

en la fecha de inclusion en el estudio.
2.3 Criterios de inclusion para plaquetoaféresis

Los sujetos incluidos en la Fase Il eran sometidos a un procedimiento de
plaquetoaféresis. Los criterios de inclusién en este protocolo fueron: ser mayor de 18
afos, tener un peso mayor o igual a 50 kilogramos, y tener una concentracion de
plaguetas circulantes y valores de hemoglobina dentro de la normalidad (150 a 400 x
10° plaquetas/L y en el caso de la hemoglobina, 138 a 172 g/L para hombresy 121 a
151 g/L para mujeres.
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Se excluyeron de este procedimiento aquellos individuos que hubieran realizado
practicas sexuales de riesgo o tomado medicamentos en la Gltima semana y a aquellos
gue padecieran alguna enfermedad infecciosa tales como el Virus de la hepatitis C, el
virus de hepatitis B, el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) o Sifilis.

3. Analisis transcriptémico

Se realiz6 un andlisis a nivel transcriptomico de distintos tipos celulares: células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) (Fase 1) y plaquetas (Fase 1), utilizando
la técnica de microarrays. Brevemente, tras la obtencion de las muestras, se extrajo
su RNA y se analiz6 su calidad e integridad. Aquellas muestras consideradas aptas
fueron seleccionadas para la hibridacién con microarrays. Posteriormente, se llevo a
cabo un analisis estadistico de los datos y en ultima instancia se realizé una validacion

experimental de los mismos mediante PCR cuantitativa (QPCR) (Figura 14).
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Figura 14. Flujo de trabajo para el analisis transcriptomico mediante la técnica de microarrays.
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3.1 Recogida de muestras biologicas Fase |

Previamente a la provocacion oral con profilina, se obtuvo una muestra de sangre total
de aproximadamente 20 ml de cada uno de los individuos participantes. Esta sangre
fue procesada para obtener plasma y CMSP utilizando un gradiente de centrifugacion

con Ficoll (Ficoll-Paque, GE Healthcare™).
3.2 Obtencion de plasma

Brevemente, el volumen de sangre total destinado a la obtencion de plasma
(aproximadamente 4 ml) se introdujo en un tubo Falcon de 15 ml y se centrifuga a
1500 rpm durante 15 minutos. Al terminar la centrifugacion, se alicuot6 la parte
superior correspondiente al plasma en tubos con rosca de 5 ml y se congel6 a -80°C

hasta los andlisis posteriores (andlisis metabolémico e ImmunoCAP ISAC).
3.3 Obtencion de CMSP

El volumen restante de sangre (aproximadamente 16 ml) fue usado para realizar una

gradiente de centrifugacion con Ficoll.

La sangre se diluy6 1:1 con medio RPMI (Life technologies) en un tubo Falcon de 50
ml. Por otro lado, se prepararon dos tubos Falcon de 50 ml con 1/2V de Ficoll (8 ml
aproximadamente). El volumen total de sangre diluida en RPMI se repartid
equitativamente en los dos tubos de Ficoll. Para ello, se afiadié 1/2V de la sangre
diluida, con extremo cuidado (gota a gota, con flujo lento y constante) sobre el Ficoll
contenido en cada tubo. Los tubos se centrifugaron a 1800 rpm durante 15 minutos
sin aceleracion ni deceleracién. Una vez finalizada la centrifugacion, se recogio el halo
blanquecino conteniendo las CMSP de ambos tubos y se deposité en nuevos tubos
Falcon de 15 ml. Posteriormente, se realizaron 3 lavados celulares resuspendiendo el
pellet celular en 5 ml de PBS 1x y centrifugacion a 1600 rpm durante 5 minutos. De la
altima resuspension con PBS, se tomo6 una muestra y se diluyo 1:1 con el reactivo azul
tripdn (Sigma-Aldrich) para determinar el nimero de células total con Camara de

Neubauer.

Finalmente, uno de los pellets (10 x 10° células aproximadamente) se resuspendi6é en
900 ul de FBS + 100 ul de DMSO y se congel6é en un criotubo en nitrégeno liquido
como reserva para futuros experimentos. Por otro lado, el pellet restante se lis6 en
360 pl de RLT (QIAGEN) con B-mercaptoetanol (nimero de células < 10 x 10%) o0 en
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500 pl (nimero de células > 10 x 10°) en un tubo Eppendorf de 1.5 ml que permanecio

congelado a -20°C hasta la posterior extraccion de RNA.
3.4 Extraccién RNA de CMSP

El RNA se extrajo de las muestras lisadas en RLT utilizando el kit comercial RNeasy®
Mini Kit (Qiagen) con un paso adicional de tratamiento con DNasa para eliminar

cualquier contaminacién por DNA. (Figura 15).
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Figura 15. Esquema del proceso de extraccion de RNA con RNeasy Mini Kit.

3.5 Recogida de muestras Fase II: plaguetoaféresis

Los sujetos incluidos en el estudio fueron citados para acudir a la Unidad de
Hemoterapia no Transfusional (UHNT) del Hospital Universitario Puerta de Hierro —
Majadahonda para someterse a un proceso de aféresis plaquetaria. Los individuos se
posicionaban en sedestacion y se extraia una primera muestra de sangre con la cual
se realizaba un hemograma para descartar alteraciones. Una vez se confirmaba que
no habia contraindicaciones, se procedia a conectarlos al equipo de aféresis Trima
Accel (Terumo BCT), que se programé para obtener un volumen final de 50 ml de PPP
y 85 ml de PRP en bolsas Transfer pediatricas (Grifols) con conector estéril (TCS,
Terumo BCT) mediante un proceso clasico de plaquetoaféresis usando como
anticoagulante ACD-A (Acido-Citrato-Dextrosa-Adenina). El procedimiento tenia una
duracion aproximada de 30 minutos, obteniéndose como resultado una bolsa con 80
ml de Plasma Rico en Plaquetas (PRP), una bolsa de 60 ml de Plasma Pobre en
Plaquetas (PPP) y un cono leucocitario. Tanto el PRP como el PPP se dejaron reposar
a temperatura ambiente 2 horas y se les realizé el correspondiente control de calidad
para asegurar que no existia contaminacién por otros grupos celulares no deseados
y que la concentracion de plaquetas en el caso del PRP era de al menos 1x10°
plaguetas/ml.

Para los analisis transcriptdmicos Unicamente se utilizé el PRP.
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3.6 Obtencion de plaquetas

Se trasvaso un total de 42 ml de PRP a tres tubos Falcon de 15 ml previamente
numerados y pesados en balanza de precision (14 ml de PRP por tubo).
Posteriormente, se centrifugaron los tubos a 800 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente y sin deceleracion. Al finalizar la centrifugacion, se retir6 el sobrenadante
con cuidado de no remover el pellet formado y se pesaron nuevamente los tubos para
calcular el peso del pellet obtenido. Finalmente, se resuspendio el pellet plaguetario
en TRIzol (Invitrogen), afiadiendo 1 ml de TRIzol por cada 100 mg de pellet.

El pellet ya resuspendido en TRIzol se almacend en tubos de 2 ml a -80°C hasta la

posterior extraccion de RNA.
3.7 Extraccién de RNA plaquetario
Para la obtencién de RNA se adapté el protocolo descrito por Amisten?®,

Brevemente, se llevé a cabo una extracciéon TRIzol/Cloroformo, afiadiendo 200 pl a
cada tubo con TRIzol y centrifugando a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C. Al finalizar
la centrifugacion, se trasvaso la fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml
conteniendo glucégeno puro, que se utilizé como carrier de RNA. Finalmente, se
afadieron 500 pul de Isopropanol y se dejé toda la noche congelado a -20°C. Al dia
siguiente, se centrifugaron nuevamente los tubos a 12.000 g durante 15 minutos a
4°C, se retir6 todo el liquido, quedandonos unicamente con el pellet de RNA y los
pellets de RNA del mismo sujeto se combinaron haciendo pool de todos los pellets en
un tubo Eppendorf de 1.5 ml con un volumen total de 1 ml de Etanol 75%. Se realiz
una nueva centrifugacion a 7.500 g durante 10 min a 4°C y se retir6 el sobrenadante
al maximo, dejando el pellet de RNA lo mas seco posible. Una vez el pellet estaba
seco, se disolvié en 30 pl de agua libre de nucleasas y se procedid a su purificacion

con el kit MinElute Cleanup (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante.
3.8 Cuantificacion y calidad del RNA

La concentracion del RNA se determiné usando el espectrofotometro NanoDrop™
2000/2000c.

La calidad del RNA se determin6 de acuerdo a los siguientes parametros. Los ratios
260/280 y 260/230 obtenidos con NanoDrop que indican contaminacion por proteinas

y por sales respectivamente. Ademas, el resultado de un analisis adicional realizado
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con Experion RNA StdSens analysis kit (Bio-Rad). Este andlisis consiste en una
electroforesis capilar que te permite determinar la integridad y pureza de tu RNA
mediante el Rna Quality Indicator (RQI), calculado mediante un algoritmo que
compara el electroferograma de las muestras de RNA con electroferogramas estandar
de muestras de RNA degradadas, devolviendo un numero que va desde 1 (RNA
degradado) a 10 (RNA totalmente integro) para cada muestra. Solamente se
consideraron muestras integras y, por lo tanto, aptas para los siguientes experimentos

con microarrays, aquellas que obtuvieron un RQl = 7.
3.9 Hibridacion con microarrays

Se analizé el perfil transcriptdmico de todas las muestras usando los arrays GeneChip
Human Gene 2.1 ST de Affymetrix (Thermo Fisher Scientific). Se siguié el
procedimiento descrito en el GeneChip™ WT PLUS Reagent Kit manual: Se
mezclaron 100 ng de RNA de cada muestra con un control de RNA Poly-A.
Posteriormente, se sintetizdé el DNA complementario (cDNA) de doble cadena y éste
sirvié como base para generar el RNA complementario (CRNA) mediante una reaccion
de transcripcion in vitro (IVT). Una vez obtenido el cRNA, se generd a partir de €l un
cDNA de cadena simple por transcripcion reversa (RT). Después, este cDNA de
cadena simple se fragmentd con las enzimas UDG y APE1l y se marcd con TdT
utilizando el reactivo “DNA labeling Reagent” que estaba unido covalentemente a
biotina. Este cDNA fragmentado y marcado es el que finalmente se hibridé durante 20
horas a 48°C en los strips GeneChip Human Gene 2.1 ST (4 muestras por cada strip).
Tras la hibridacién, los strips se lavaron para eliminar uniones inespecificas y se
tiferon para obtener los archivos finales .CEL y .DAT. Todo esto se realiz6 utilizando
el escaner y la estacion de lavado incluidos en el GeneAtlas System (Thermo Fisher
Scientific). El protocolo se describe en la Figura 16. Los datos en crudo de los
resultados obtenidos en la Fase | del estudio se pueden encontrar en la base de datos
del NCBI GEO con los numero de acceso GSE114707. Los datos en crudo de los

resultados obtenidos en la Fase Il se depositardn una vez realizada su validacion.
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Figura 16. Procedimiento de amplificacion y marcaje WT Plus. Figura adaptada del manual:
GeneChip™ WT PLUS Reagent Kit Manual Target Preparation for GeneChip™ Whole
Transcript (WT) Expression Arrays.

3.10 Analisis estadistico

3.10.1 Preprocesamiento

Con el objetivo de hacer comparables las distintas muestras hibridadas, se realiza un
preprocesamiento de los datos. Este preprocesamiento involucra distintos pasos de
entre los cuales los mas importantes son la correccion del fondo, la normalizacion y
sumarizacién de los datos. En nuestro caso, se llevé a cabo aplicando el algoritmo
Robust Multi-Array Average (RMA)!°2 implementado en el software comercial

Transcriptome Analysis Console 4.0 (TAC) (Affymetrix, Thermo Fisher Scientific).

Este algoritmo se centra en las sondas PM (Perfect Match) y no tiene en cuenta las
sondas MM (Mismatched Match) ya que mezclan fondo y sefial de hibridacién, afiaden
variacion y efectos de secuencia especificos. EIl RMA hace una correccion de fondo
ajustando el nivel cero de intensidad de todos los arrays, normaliza mediante cuantiles
las sefiales PM ajustadas, consiguiendo que todos los arrays tenga la misma
distribucion de intensidad y, por ultimo, transforma la intensidad de sefial de cada gen
en logaritmos de base 2 y ajusta por el método median polish. El resultado final es un
fichero de texto conteniendo el valor de la expresion media en escala logaritmica en

base 2 de cada gen en las diferentes muestras.
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3.10.2 Analisis de expresion diferencial

El andlisis de genes diferencialmente expresados (GDES) entre los distintos grupos
experimentales se realizd con el software TAC y usando el paquete limma
implementado en R. En ambos casos, el analisis se basa en un t-test en el cual la
estimacion de las varianzas de cada gen se hace mediante un modelo e-Bayes y se

utiliza el False Discovery Rate (FDR) para ajustar el p-valori®,

Los genes con un Fold Change (FC) mayor de 2 o menor de -2 y con un p-valor < 0.05
fueron considerados GDEs.

3.10.3 Analisis de rutas biolégicas

Se llevé a cabo un andlisis de rutas biolégicas con el software Ingenuity Pathway
Analysis (IPA, QIAGEN) y ademas un Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) con el
software R.

En ambos analisis, se identificaron como significativas, aquellas rutas biolégicas con

un p-valor <0.05.

3.11 Validacién de resultados por gPCR
3.11.1 qPCR resultados Fase |

20 genes diferencialmente expresados entre la comparacion “Controles no alérgicos
vs Pacientes con alergia grave a profilina” fueron seleccionados para estudios de
validacion por gPCR (Tabla 2). Los oligos para dichos genes fueron disefiados con el
software OligoArchitect™ (Sigma Aldrich) y la herramienta Primer-BLAST (NCBI).

Tabla 2. Informacidn oligos para validacién por RT-PCR de los resultados obtenidos en la
Fase | del estudio. Ta: temperatura de anillamiento.

Secuencia Amplicon ™ Ta Fold Change
Producto

SENTIDO  TGCGTTGCGTTTGTTTACAGA 75 65.7 42.9

CXCL5 56.9 5.562
ANTISENTIDO CTATGGCGAACACTTGCAGATT 75 65.4 455
SENTIDO GTTTACAAGGTGCTGAAG 86 57.3 44.4

HIST1H2BH 56.4 5.46
ANTISENTIDO ATATCGTTGACAAAGGAATT 86 56.7 30
SENTIDO ATCCAATGTCTTCGCAATG 82 60.1 42.1

MYL9 55.7 4.65
ANTISENTIDO ATCACGGTTCTGGTCAAT 82 60 44.4
SENTIDO TAATCCAATGTCCTAACT 112 53.3 33.3

TREML1 56.1 45
ANTISENTIDO TGTGTAATGGTAGAAGAA 112 53.6 33.3
SENTIDO  TTAAGCACCATATAGATAGG 164 55 35

GNG11 54 4.49
ANTISENTIDO GAAGCATCAAGCAATATAC 164 55.4 36.8
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SENTIDO CCGAAAGGTTTCTGATCT 79 58 44.4

NRGN 55.4 4.12
ANTISENTIDO CACTTGGACATTCCTCTT 79 57.9 44.4
SENTIDO ATAAGCCAATAGCGATGA 103 57.2 38.9
SELP 56.1 3.95
ANTISENTIDO GCAGAGCCATTAAGTAAC 103 56.9 44.4
SENTIDO TAGCCAAGATATGTCCTGTTA 155 59.8 38.1
RAB27B 55.4 3.7
ANTISENTIDO ACCGAGTTAGAGCAATGT 155 59.7 44.4
SENTIDO TTCCGACCTTCATCATACAA 120 60.5 40
ELOVL7 55 3.35
ANTISENTIDO GGCTCTCCACTTCTATTCATA 120 60.5 42.9
SENTIDO CAGTGGCTAAGATGGTATAG 101 58.6 45
CLU 54.8 3.27
ANTISENTIDO AGCAATTCTTGAAGTGGAT 101 58.5 36.8
SENTIDO AATGAATGCGATGAGTTG 82 57.2 38.9
LTBP1 54.5 3.19
ANTISENTIDO AACACTTGTAGGAACCAT 82 57 38.9
SENTIDO ATCTCAACACTACAGAATATG 88 56.6 33.3
ITGA2B 57.1 3.18
ANTISENTIDO CTCTGGTAGTAGGAATCC 88 56.5 50
SENTIDO GGATGGCACTTACAGATTGA 76 61.5 45
CA2 55.6 2.99
ANTISENTIDO CACAGTATGCTCTGAACCTT 76 61.4 45
SENTIDO AACTGGAGATATTATGGAGAT 104 57.1 33.3
CLEC1B 55.5 2.46
ANTISENTIDO TTCAGGAGAGTAGCATTC 104 57 44.4
SENTIDO AACAACCAGACAGACAAC 82 58.8 44.4
ABLIM3 55.3 2.45
ANTISENTIDO AGAGGCATAGACCAAGAA 82 58.6 44.4
SENTIDO CTTCATTGCTGCTTCTTA 149 56.3 38.9
MMD 56.4 2.43
ANTISENTIDO AGAGTTCAACCACCTTAT 149 56.4 38.9
SENTIDO TACGAGGATAACCAGACA 82 58 44.4
GNAZ 56.2 2.25
ANTISENTIDO TGTTGATGAACCAGTTGT 82 58.1 38.9
SENTIDO GAGTGTATGGTTCCTGTAAG 96 59 45
SPARC 54.9 2.14
ANTISENTIDO GTCTGGTGCTGATAATGG 96 58.9 50
SENTIDO GGAGGAGAGCACATACTG 86 60.3 55.6
PTGS1 55.1 2.13
ANTISENTIDO GATTATACCACGCACTTCAC 86 60.4 45
SENTIDO AAGATGTAGACTATGGAGAG 98 56.8 40
TMEMA40 55.1 2.11
ANTISENTIDO GGAGGAAGAAGACTTGTT 98 57.5 44.4
SENTIDO CACTTGATTGTAGGTAAGGTAA 93 59.3 36.4
ZNF100 53.7 -2.01
ANTISENTIDO GTGAAGGTGTGAGCATTAG 93 59.7 47.4

Para la sintesis del cDNA mediante retrotranscripcion (RT-PCR) se utilizé el kit High
Capacity RNA to cDNA Kit (Applied Biosystems). Las muestras se prepararon de
acuerdo a la Tabla 3 y la reaccién se llevo a cabo en un termociclador incubando la
reaccion a 37°C durante 60 min y parandola con un paso de 95°C 5 minutos. El cDNA

sintetizado fue diluido 1:10 y congelado a -40°C hasta su uso.
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Tabla 3. Reactivos y volumenes reaccion RT-PCR.

. Volumen
Reactivo
Muestra Control -
2X RT Buffer Mix 10 L 10 uL
20X RT Enzyme Mix 1L 1L
RNA hasta 9 uL* -
Agua libre de nucleasas rellenar hasta 20 pL 9 uL
TOTAL 20 uL 20 pL

*Volumen necesario para 1 ug de RNA total

La qPCR se llevo a cabo utilizando SYBR Premix Ex TaqTli RNaseH Plus (Takara
Clontech - RR420A) como sonda fluorescente para la cuantificacion de DNA
bicatenario en el equipo Real Time HT 7900 (Applied Biosystems). La reaccién se
programé de la siguiente manera: desnaturalizacion inicial 95° 10 min, 40 ciclos
compuestos de tres pasos (desnaturalizacion 95° 15s, hibridacion 60° 15s y
elongacion 72° 15s) y por ultimo el paso de finalizacion (95° Os, 60° 15s, 95° Os y 40°
30s).

Los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados se normalizaron de acuerdo
a la expresion del gen de referencia microglobulina 2 (B2M). Los resultados fueron
analizados por el método 2 -AACT1%4,

3.11.2 qPCR resultados Fase I

Debido a la baja concentracion de las muestras y a no poder finalizar el reclutamiento
como consecuencia de la crisis del Covid-19 no ha sido posible realizar la validacion
hasta el momento. En cuanto sea posible continuar con el reclutamiento se realizaran

los experimentos de qPCR.
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Resultados

1. Estratificacion clinica de pacientes alérgicos

1.1 Clasificacion clinica de los pacientes Fase |

La estratificacion clinica de los pacientes se realiz6 de acuerdo a los resultados de la
provocacion oral con profilina pura de palma ademas de valorando su historia clinica.
Segun los resultados (Tabla 4) se clasificaron como “pacientes con alergia moderada
a profilina” (n=13) a aquellos sujetos que desarrollaron reacciones locales objetivas
durante la provocacion oral, tales como el sindrome de alergia oral (SAO),
angioedema o prurito oral. Por otro lado, aquellos pacientes que sufrieron reacciones
sistémicas afectando a varios 6rganos (urticaria, asma, edema de uvula...) se
clasificaron como “pacientes con alergia grave a profilina” (n=6). Por lo tanto, se
establecieron tres grupos experimentales: el grupo “No alérgico”, el grupo “Moderado”
y el grupo “Grave”.

Tabla 4. Informacion y clasificacién clinica de los pacientes Fase |. Alimentos: M: Manzana;
Al: Albaricoque; B: Berejena; Ag: aguacate; P: Platano; Ce: Cereza; An: Anacardo; Pe: Pepino;
H: Higo; K: Kiwi; L: Lechuga; Li: Limén; M: Mel6n; Ma: Mandarina; Na: Naranja; Me: Melocoton;
Pr: Pera; Pi: Pina; Ca: Cacahuete; Mm: memobrillo; F: Fresa; T: Tomate; S: Sandia; Nu: Nuez.
Reacciones: DA: Dolor abdominal; BE: Broncoespasmo; DSF: Disfagia; DF: Disfonia; DG:
Dolor epigastrico; ERI: Eritema; EU: Edema de Uvula; HT: Hipotensién; AL: Angioedema labial;

NA: Nauseas; SAO: Sindrome de alergia oral; PO: Prurito Oral; GF: Globo Faringeo; RESP:
Sintomas respiratorios; RI: Rinitis; UR: Urticaria; EM: Emesis; T: Tos; AF: Aftas.

Reacciones . Reacciones L I
. P Reacciones I Medicacion de Clasificacion
Paciente Edad/Sexo alérgicas a . provocacion 4 P
; alérgicas rescate clinica
alimentos oral
P.1 36/M Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna No alérgico
P.2 34/H Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna No alérgico
P.3 29/M Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna No alérgico
P.4 35/M Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna No alérgico
P.5 27IM Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna No alérgico
P.6 38/M Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna No alérgico
P.7 47/M P, T SAO, EM Ninguna Ninguna Paciente con alergia
moderada a profilina
Paciente con alergia
P.8 19/M M, Pr, F SAO SAO Ninguna moderada a profilina
Me, Pr, Al, Ce, Paciente con alergia
P.9 41/M K, P, Ag, Pi, SAO, RESP RESP Salbutamol moderada a profilina
Ma, Ca, M, S
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Paciente con alergia

P.10 53/H Ninguna Ninguna PO (2/10) Ninguna moderada a profilina
Paciente con alergia
P.11 29/H Ninguna Ninguna PO Cetirizina moderada a profilina
Paciente con alergia
P.12 34/M F, M ERI SAO Ninguna moderada a profilina
Paciente con alergia
P.13 37H Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna moderada a profilina
ME’ gaA';’ I\Fciml Paciente con alergia
P.14 44/M An: N’a, H’, NLJ, SAO PO (8/10) Ninguna moderada a profilina
B, T, Pe,M
BE, DG, HT, - - Paciente con alergia
P.15 44IM L NA, R, UR, DSF, sa0 | Antihistaminicos IVy | - da a profilina
EM corticoides
Paciente con alergia
P.16 28/M M, S, Ce SAO, DF AF, SAO Ninguna moderada a profilina
. . Paciente con alergia
P.17 38/H K, L, MS' M, Pi, SAO PO, T, DSF Cetirizina moderada a profilina
DA, SAO, DF, SAO. DSE Antihistaminicos IV, Paciente alérgico
P.18 25/M M, S DSF, DG, EU, AL, NA ’ Corticoides, grave a profilina
GF, NA, EM ' Adrenalina IM
510 Y " SAO, ERI, T, AL, SAO, Adrenalina IM, Paciente alérgico
: GF, DG DSF, NA Antihistamina IV grave a profilina
Paciente alérgico
P.20* 26/M LMT BE, EU No llevada a cabo grave a profilina
Paciente con alergia
P.21 31/M M, S SAO AL Ninguna moderada a profilina
Paciente con alergia
pP.22 26/H M, S, P SAO, AL Ninguna Ninguna moderada a profilina
Adrenalina IM, Paciente alérgico
Actocortina IV, -
P.23 20/M Ma, T SAO EU, DSF Dexclorfeniramina grave a profilina
maleato
Adrenalina IM, Paciente alérgico
Actocortina IV, -
P.24 22/H M, F BE, SAO BE, EU, DSF Dexclorfeniramina grave a profilina
maleato
Paciente grave
p.25* 41/M M BE, EU, UR No llevada a cabo alérgico a profilina

Nota: Los pacientes alérgicos graves a profilina sufrieron reacciones sistémicas durante el test de

provocacion oral con profilina.

#: Medicacidn utilizada para controlar las reacciones durante la provocacion con profilina.

*: La provocacion oral con profilina no se llevo a cabo debido a la gravedad de las reacciones reportadas

por los pacientes.
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1.2 Clasificacion metaboldmica pacientes Fase |

La estratificacion clinica generada segun la respuesta a la provocacion oral con
profilina ademas del andlisis de la historia clinica permitio clasificar de manera muy
clara a aquellos pacientes que manifestaban unas reacciones graves (sistémicas)
durante la provocacion o que aquellos en los que la provocacion no estaba indicada
debido a anafilaxias o reacciones graves previas reportadas en su historial clinico. Sin
embargo, la clasificacion de los del grupo “Moderado” en los que por motivos éticos la
provocacion oral no se continuaba en el momento en el que se empezaban a
manifestar las primeras reacciones, los resultados resultaban ambiguos, con lo que
no se podia concluir si esos pacientes tenian reacciones moderadas o simplemente
no se habia continuado la provocacion para demostrar su perfil grave.

Como se detalla en la publicacién de Obeso et al'% utilizando el perfil metabolémico
del plasma de los pacientes obtenido mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS) y cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MC) se establecié una nueva clasificacion de los
pacientes moderados. Los perfiles metabolomicos de los individuos con una
clasificacion clinica clara (grupo "No alérgico" y grupo "Grave") se utilizaron para la
construccion de un modelo de clasificacion supervisado OPLS-DA. Este modelo
mostr6é parametros de buena calidad, con una capacidad de ajuste (R?) = 0.99 y una
capacidad de prediccion de nuevas muestras (Q?) = 0.75), se validé utilizando el
enfoque de "1/3-out", obteniendo una precision del 92% y se utilizé para asignar una
clase a los pacientes incluidos en el grupo "Moderado”. Los pacientes con score
superior a 0.75, mas préximos a los sujetos no alérgicos, se clasificaron como grupo
“Leve”. Aquellos con una puntuacién inferior a 0.2, mas cerca de los pacientes del
grupo "pacientes con alergia grave a profilina", fueron asignados al grupo "Grave",
mientras que el resto de los sujetos fueron incluidos en el grupo "Moderado" (Tabla
5).

Esta nueva clasificacion fue la que se utilizé para el analisis transcriptomico, y permitio
entender mejor la progresion de la alergia desde los sujetos no alérgicos hasta

aquellos pacientes que desarrollaban una alergia grave.
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Tabla 5. Clasificacion segun el perfil metabolémico de los pacientes.

Clasificacion clinica Grupo Nueva .
asignado clasificacion

P.1 No alérgico 1 1.006 No alérgico
P.2 No alérgico 1 1.026 No alérgico
P.3 No alérgico 1 1.024 No alérgico
P.4 No alérgico 1 0.904 No alérgico
P.5 No alérgico 1 1.024 No alérgico
P.6 No alérgico 1 0.994 No alérgico
P.7 Paciente con alergia moderada a profilina — 0.756 Leve
P8 Paciente con alergia moderada a profilina _ 0.740 Leve
P.9 Paciente con alergia moderada a profilina _ 0.912 Leve
P.10 Paciente con alergia moderada a profilina _ 0.864 Leve
P11 Paciente con alergia moderada a profilina _ 0.812 Leve
P.12 Paciente con alergia moderada a profilina _ 0.260 Moderado
P.13 Paciente con alergia moderada a profilina _ 0.531 Moderado
P.14 Paciente con alergia moderada a profilina _ 0.580 Moderado
P.15 Paciente con alergia moderada a profilina _ 0.516 Moderado
P.16 Paciente con alergia moderada a profilina _ 0.358 Moderado
P17 Paciente con alergia moderada a profilina _ 0.651 Moderado
P21 Paciente con alergia moderada a profilina _ 0.080 Grave
P22 Paciente con alergia moderada a profilina _ 0.116 Grave
P.18 Paciente con alergia grave a profilina 0 -0.042 Grave
P.19 Paciente con alergia grave a profilina 0 -0.054 Grave
P.20 Paciente con alergia grave a profilina 0 0.035 Grave
P.23 Paciente con alergia grave a profilina 0 0.043 Grave
P 24 Paciente con alergia grave a profilina 0 -0.008 Grave
P.25 Paciente con alergia grave a profilina 0 0.048 Grave

1.3 Clasificacion clinica pacientes Fase |l

La estratificacion clinica de estos pacientes se establecié segun su historial clinico,
teniendo en cuenta las reacciones alérgicas reportadas durante las estaciones

polinicas, la medicacién asignada y los resultados de SPT.
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Aquellos pacientes que reportaron reacciones locales (SAO, prurito oral,
angioedema...) y tenian SPT positivo a aeroalérgenos fueron incluidos en el grupo de
“pacientes con alergia respiratoria moderada” (n=3). Por otro lado, los pacientes que
reportaron reacciones sistémicas (urticaria, asma, anafilaxia...), tenian SPT positivo a
aeroalérgenos y normalmente también a algun alérgeno perenne (Alternaria alternata,
gato, perro...), se consideraron “pacientes con alergia respiratoria grave” (n=4),
debido a su dificil manejo y a la ausencia de respuesta frente a tratamiento. Los datos

de todos los sujetos estan recogidos en la Tabla 6.

Tabla 6. Informacion de los pacientes Fase Il. Sintomas: RC: Rinoconjuntivitis; A: asma.
Medicacién: CTO: corticoides orales; AH: antihistaminicos; BD: broncodilatadores; ADRE:
adrenalina; Cl: corticoides inhalados, LABA: agonista B2 adrenérgico de larga accion; CINS:
corticoides intranasales, MONTELUKAST: inhibidor de leucotrienos. Alérgenos: D. pt:
Dermatophagoides pteronyssinus; D. far. Dermatophagoides farinae; Ole: olivo; Phl:
gramineas; Ariz: arizonica; Pla: platanus; Alt: alternaria; Cyn: cynodon; Mal: malezas; Prof:
profilina.

Reacciones
Paciente Edad/Sexo alérgicas Medicacion Skin Prick Test Clasificacion
reportadas
RC+A AH, CINS Ole, Phl, Pla, Cyn, | Paciente con alergia
P.1 27IM + Mal respiratoria
moderada
P.2 27/M RC+A CI+LABA, CTO, BD | py pt, D. far, Ariz | Paciente con alergia
' respiratoria grave
RC+A AH, CINS, BD, D. pt, D. far, Phl,
P.3 40/M Cl+LABA Ariz, Cyn, Prof | Paciente con alergia
respiratoria grave
P.4 24/H - - Negativo No alérgico
P5 19/M RC+A CI+LABA, CTO, BD | Phl, D.pt, D. far, Paciente con alergia
' perro, gato respiratoria grave
CI+LABA,
P6 26/M RC+A MONTELUKAST, gato, perro, Ariz | Paciente con alergia
' CTO respiratoria grave
AH, CINS, BD, Ole, Phl, Ariz, Alt, Paci erai
aciente con alergia
P.7 20/M RC+A CI+LABA Cyn, Prof, Mal, respiratoria
Pla, gato, perro moderada
RC AH Ole, Phl, Ariz, Alt, | Paciente con alergia
P.8 49/H Cyn, Prof, Mal respiratoria
’ ’ moderada
P.9 41/M - - Negativo No alérgico
P.10 24/M - - Negativo No alérgico
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2. Perfil transcriptomico de pacientes alérgicos Fase |

Se identificaron 596 GDEs entre los grupos experimentales del total de 48226
transcritos analizados (Figura 17A). Estas diferencias se representaron con diagramas
de Venn, observandose un mayor numero de transcritos diferentes entre los grupos
alérgicos, especialmente en las comparaciones “Grave vs Leve” con 220 transcritos y
“Grave vs Moderado” con 87 (Figura 17B). Ademas, se utilizaron los 100 transcritos
mas diferencialmente expresados para la construccion de un heatmap (Tabla 7). En
este heatmap se puede observar que los transcritos se dividen en cuatro clusters de
acuerdo a su perfil de expresion (Figura 17C). En el Cluster 1, aumentado en los
pacientes “Graves” y disminuido en el grupo “Leve”, se encontraban esencialmente
H/ACA box snoRNAs (SNORA). Por otro lado, el Cluster 2, disminuido también en el
grupo “Leve”, incluia un grupo muy heterogéneo de transcritos. El Cluster 3, incluia
principalmente genes relacionados con coagulacion y modificacién de histonas que
podrian ser posibles candidatos a biomarcadores de gravedad alérgica al estar su
expresion disminuida en el grupo “Grave” con respecto al resto de grupos
experimentales. Finalmente, el Cluster 4 contenia small nucleolar RNAs (SnRNA), sus
variantes, y transcritos relacionados con la biosintesis proteica y factores de
crecimiento cuya expresion estaba disminuida en el grupo “Grave” con respecto al

grupo “Leve”.

Tabla 7. Los 100 transcritos con un mayor FC entre todos los grupos experimentales
ordenados por p-valor.

Comparacion Fold Change p-valor Gene Symbol
o aerico v Gra
No alérgico vs Grave 3.94 0.000008 SELP
Leve vs Grave -4.72 0.000016 GUSBP3
No alérgico vs Grave 4.23 0.000024 NRGN
Leve vs Grave -3.14 0.000041 NPIPB3
No alérgico vs Grave 4.58 0.000042 TREML1
Moderado vs Grave 5.99 0.000044 HIST1H2BH
No alérgico vs Grave 4.58 0.000054 MYL9
No alérgico vs Grave 4.43 0.000074 SDPR
Leve vs Grave -4.51 0.000075 SPDYA
Moderado vs Grave 10.68 0.000091 RNUS5E-4P
No alérgico vs Grave 6.65 0.000098 HIST1H2BH
Leve vs Grave -9.20 0.000138 SCARNA5
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No alérgico vs Grave 3.68 0.000163 TUBB1

No alérgico vs Grave 3.58 0.000241 RAB27B

No alérgico vs Grave 3.82 0.00026 DDX11L10

No alérgico vs Grave 3.72 0.00029 C150rf54

Moderado vs Grave 3.50 0.000301 GPR97

No alérgico vs Grave 3.60 0.000313 CXCR2P1

Leve vs Grave -3.53 0.000644 RP11-33B1.3

Moderado vs Grave -7.55 0.000672 SCARNA5

Leve vs Grave -4.80 0.000699 RNAS5SP85

No alérgico vs Grave 3.46 0.000719 SH3BGRL2

Leve vs Grave -13.45 0.000737 RNASSP199

Moderado vs Grave 351 0.000775 NRGN

Moderado vs Grave 4.53 0.000809 MT-TG

Leve vs Grave -9.78 0.00096 SNORA38B

Leve vs Grave -4.16 0.001124 MIR644A

Moderado vs Grave 3.92 0.001144 MYL9

Leve vs Grave -3.17 0.001169 RNU7-181P

Moderado vs Grave 7.90 0.001208 MIR3945

Moderado vs Grave 3.95 0.001228 TREML1

Leve vs Grave -4.69 0.001242 SNORA14A

No alérgico vs Grave 4.90 0.001296 CXCL5

Moderado vs Grave 6.65 0.001315 RNVU1-19

Leve vs Grave -3.76 0.001347 SNORAJY; SNHG15; LOC101928927

No alérgico vs Grave 4.86 0.001475 ITGB3; RP11-290H9.2

No alérgico vs Grave 4.36 0.001694 MT-TR

No alérgico vs Grave 5.86 0.001763 MT-TG

Leve vs Grave -3.73 0.001884 LOC100272216; GUSBP1

Leve vs Grave -3.57 0.001946 SNORA16B

Moderado vs Grave -9.54 0.002237 RNA5SP199

Leve vs Grave -3.30 0.00233 RNUG6-341P

Leve vs Grave -3.52 0.00237 SNORAZ20

Moderado vs Grave 3.46 0.002509 GP1BA

Leve vs Grave -4.39 0.002641 RNA5SP19

Moderado vs Grave 3.86 0.002918 PPBP

No alérgico vs Leve 3.92 0.002966 TRAJ14

HIST1H3H; HIST1H3A; HIST1H3D; HIST1H3C;

No alérgico vs Grave 4.37 0.003249 HIST1H3E; HIST1H3I; HIST1IH3G; HIST1H3J;
HIST1H3B; HIST1H3F

Moderado vs Grave 3.54 0.003439 CXCLS; IL8

Leve vs Grave -3.86 0.003466 APOLD1

Leve vs Moderado -4.86 0.003774 RNU5E-4P

Leve vs Grave -4.10 0.00391 SNORA84; MIR3651

Leve vs Moderado -3.80 0.004318 RASA4B; RASA4

Moderado vs Grave 3.56 0.004614 RNU1-59P

No alérgico vs Moderado -4.74 0.004885 RNU5D-1
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No alérgico vs Grave -3.28 0.005002 SNORA14A

Leve vs Grave 3.69 0.00533 MYL9
Leve vs Moderado -3.24 0.00631 RNVU1-3
No alérgico vs Grave 3.84 0.006352 AP001189.4
Leve vs Grave -3.06 0.006363 MIR548C; MIR548Z
Leve vs Grave -3.42 0.006621 RNU4ATAC11P
Leve vs Grave 4.07 0.00722 HIST1H2BH
Leve vs Grave -3.19 0.007274 RNU6-135P
Moderado vs Grave 6.68 0.007498 RNUS5SF-1
No alérgico vs Leve 5.90 0.008348 TRAJ19
No alérgico vs Moderado -3.83 0.008493 RNUS5F-1
Leve vs Grave 3.87 0.009201 TREML1
Leve vs Grave -3.50 0.009239 SNORA14B
No alérgico vs Leve 3.59 0.00967 C150rf54
No alérgico vs Moderado -8.23 0.010158 MIR3945
Moderado vs Grave 3.58 0.01208 GNG11
Leve vs Grave -3.08 0.012093 SNORABS8OA
Leve vs Moderado -3.30 0.012454 SNORA31
Moderado vs Grave 3.71 0.012704 EMR3
Moderado vs Grave 5.83 0.013441 RNU2-63P
No alérgico vs Moderado -7.99 0.013635 RNU2-63P
No alérgico vs Grave 4.13 0.014025 TRAV26-2
Leve vs Moderado -4.40 0.014371 SNORD99
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Figura 17. Diferencias transcriptomicas estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales. A. Genes expresados diferencialmente. Las barras rojas y azules
representan, respectivamente, transcritos aumentados y disminuidos con respecto al primer
grupo de la comparacion. B. Diagramas de Venn representando las diferencias de expresion
génica en todas las comparaciones: "No alérgico vs Leve" (azul), "No alérgico vs Moderado"
(rojo), "No alérgico vs Grave" (marrdn), "Leve vs Moderado" (amarillo) y "Moderado vs Grave"
(morado). C. Heatmap de los 100 genes mas diferencialmente expresados creado con
MetaboAnalyst. Los genes cuya expresion esta aumentada se representan en rojo y los
disminuidos se muestran en azul. p-valor<0.05.
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2.1 Perfil transcriptomico caracteristico del fenotipo “Grave”

Con el objetivo de relacionar con un proceso biolédgico los transcritos caracteristicos
del grupo “Grave” identificados en el Cluster 3, se llevé a cabo un andlisis de rutas
bioldgicas utilizando el software IPA y realizando un GSEA. En el caso del andlisis con
IPA, se trata de un software comercial capaz de identificar reguladores clave y predecir
efectos derivados de una determinada condicion bioldgica a partir de los GDEs
identificados. Analiza los genes en el conjunto de datos proporcionado por el usuario
gue estan involucrados en una determinada ruta biolégica y compara su FC con lo
esperado segun la literatura, realizando una prediccion del estado de activacion
mediante el célculo de un estadistico denominado Activation Z-Score para cada
funcion biolégica. Cuando el Activation Z-Score es >2 quiere decir que el estado
probable de esa ruta biolégica es “Activado”. Por el contrario, cuando el nimero es <

-2 esa funcidn biolégica se considera “Inactiva”.

Por otro lado, el GSEA' es un método computacional que determina si un set de
genes (Gene Set) predeterminado esta significativamente diferencialmente expresado
en dos condiciones bioldgicas distintas (fenotipos). El principal resultado de este
analisis es el Enrichment Score (ES), que refleja el grado de correlaciéon (positivo o

negativo) de un set de genes con los distintos grupos experimentales.

En una primera comparacion se analizaron las diferencias entre el grupo “Grave” vs
el grupo “Leve” y el grupo “Moderado” utilizando GSEA vy, posteriormente, se realizé
el mismo analisis con IPA (Tabla 8). Los resultados del GSEA mostraron que los Gene
Sets de reparacion de DNA, respuesta inflamatoria, fosforilacion oxidativa, el
metabolismo de acidos grasos y las rutas del sistema del complemento y coagulacion
estaban correlacionadas negativamente con el fenotipo “Grave”. Los resultados
obtenidos con IPA indicaron que las rutas relacionadas con células endoteliales,
fagocitosis y funciones plaquetarias como la activacion, la union y adhesion a células
endoteliales estaban inactivadas en el grupo “grave” con respecto a los otros dos
grupos de pacientes alérgicos, al tener un valor de Activation Z-Score negativo (Tabla
8).

Este andlisis sugiere que la coagulacion y las rutas asociadas con las funciones
plaquetarias se encuentran afectadas en los pacientes de fenotipo grave, y podrian
definir los mecanismos subyacentes. Ademas, las rutas y los transcritos asociados

con el metabolismo de acidos grasos y la reparacion de DNA se encontraban
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aumentadas en los fenotipos “Leve” y “Moderado” en comparacién con el grupo

“Grave”.

Tabla 8. Resultados del andlisis rutas biolégicas significativos obtenidos con GSEA e IPA
ordenados por p-valor para las comparaciones ‘Grave vs Leve” y “Grave vs Moderado”.

Grave vs Leve

Enrichment Score Activation

Ruta bioldgica Analisis p-valor (ES) Z.Score

Respuesta inflamatoria GSEA 0.00E+00 -0.669 -
Activacion de células sanguineas IPA 1.01E-05 - -1.091
Unién de plaquetas IPA 1.07E-04 - -1.019
Unién de células endoteliales IPA 2.15E-04 - -1.095
Fagocitosis de células sanguineas IPA 2.58E-04 - -1.103
Adhesidn de células endoteliales IPA 3.85E-04 - -1.079
Activacion de células sanguineas IPA 1.22E-03 - -2.021
Angiogénesis IPA 1.43E-03 - -1.294
Movimiento de células endoteliales IPA 1.63E-03 - -1.404
Sistema del complemento GSEA 2.10E-02 -0.428 -
Senfalizacién TGF-8 GSEA 5.90E-02 -0.436 -
Coagulacion GSEA  7.00E-02 -0.469

Metabolismo grupo Hemo GSEA 8.40E-02 -0.464

Grave vs Moderado

Ruta biolégica Anélisis p-valor Enrichment Score  Activation

(ES) Z-Score

Fosforilacion oxidativa GSEA 0.00E+00 -0.502 -

Metabolismo de &cidos grasos GSEA 0.00E+00 -0.432 -

Unién de plaquetas IPA 3.19E-12 - -2.369
Unién de células sanguineas IPA 6.75E-11 - -3.219
Adhesidn de células sanguineas IPA 1.44E-10 - -2.932
Adhesioén de plaquetas IPA 1.52E-10 - -1.632
Agregacion de células sanguineas IPA° 3.20E-10 - -2.521
Agregacion plaguetaria IPA 5.19E-10 - -2.298
Hemostasis IPA 4.38E-09 - -2.107
Activacion de plaquetas IPA 1.75E-08 - -1.318
Unién de células endoteliales vasculares IPA 2.29E-06 - -2.620
Unién de células endoteliales IPA 2.68E-06 - -2.170
Adhesion de células endoteliales IPA 3.31E-06 - -1.563
Infiltracion de neutréfilos IPA 3.39E-06 - -2.159
Quimiotaxis de células endoteliales vasculares IPA 3.67E-06 - -1.934
Movimiento celular de neutréfilos IPA 8.91E-06 - -2.541
Reparaciéon DNA GSEA 1.80E-02 -0.507 -

Adipogénesis GSEA 1.90E-02 -0.371 -

Metabolismo grupo Hemo GSEA 3.60E-02 -0.476 -




2.2 Alteracion de las funciones plaquetarias en los pacientes del grupo
“Grave”

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos previamente mediante el analisis de
rutas biologicas, decidimos enfocarnos en los transcritos relacionados con
coagulacion y con funciones plaquetarias, concretamente en los transcritos
relacionados con las rutas bioldgicas significativas identificadas con IPA y aquellos
gue se encontraban en el Cluster 3 de la Figura 17C. Se dibujaron las trayectorias de
todos ellos con el fin de confirmar que estos genes tienen una expresion diferente en
el grupo “Grave” (Figura 18). Las trayectorias mostraron nuevamente que hay un
descenso significativo de la expresién de estos transcritos en el grupo “Grave”
comparado con el resto. Entre ellos habia genes relacionados con la adhesién
plaquetaria (GP1BA, GP9, GP6, and SELP); su activacién (P2RY12, ALOX12, and
PTGS2); el cambio de forma y la secrecion de granulos (MYL9 and SDPR); la
agregacion plaquetaria (ITGB3, ITGA2B, and TREML1); y otros genes relacionados
con sus funciones (PPBP, CLU, and NRGN).

Estos resultados observados en transcriptdmica se complementaron con los obtenidos
en metabolémical®, de entre los cuales destaca el incremento de esfingosina-1P y
lisofosfolipidos y la disminucién de esfingosina en el fenotipo “grave” en comparacion
con los grupos intermedios “Leve” y “Moderado”. Estos metabolitos estan también
asociados con la activacion plaguetaria. Todos estos cambios en conjunto se
representaron en la Figura 19 con el fin de tener una imagen global de la afectacion

de las funciones plaquetarias en el fenotipo “Grave”.
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Figura 19. Transcritos disminuidos en el grupo “Grave” y sus principales funciones

plaguetarias asociadas

2.3 Validacién de resultados Fase | por gPCR
La validacion de los resultados se llevo a cabo mediante gPCR. El 95% de los genes

seleccionados mostré el mismo patrén de expresién observado en el andlisis con
microarrays, por lo que los resultados obtenidos se consideraron validados (Figura
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Figura 20. Validaciéon de los datos obtenidos por microarrays mediante la técnica de gPCR.
Se muestran los resultados obtenidos por microarrays (blanco) en comparacion con los

resultados obtenidos por qPCR (negro).
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3. Perfil transcriptomico de pacientes alérgicos Fase Il

Puesto que la alteracion de funciones plaquetarias asociada a fenotipos alérgicos
graves vista en CMSP nos resulté sorprendente, decidimos validar estos resultados
en otro modelo de gravedad alérgica respiratoria a gramineas centrandonos en dicha
poblacidon celular. Para ello, los pacientes reclutados por el Hospital Universitario
Puerta de Hierro se sometieron al proceso de aféresis plaguetaria, obteniendo el PRP
del cual se aisl6 RNA plaquetario que fue utilizado para el andlisis transcriptomico
mediante microarrays. Tras los experimentos de microarrays y los posteriores analisis
bioinforméticos, 283 transcritos fueron identificados como diferencialmente
expresados entre los sujetos no alérgicos (grupo “No alérgico” de ahora en adelante),
los pacientes que presentaban una alergia respiratoria moderada a gramineas (grupo
“Moderado”) y los pacientes que tenian una alergia respiratoria grave a gramineas
(grupo “Grave”). Las diferencias en el niumero de genes entre grupos fueron
representadas utilizando un diagrama de Venn (Figura 21A) en el cual se puede
observar que las mayores diferencias se encontraban al comparar los fenotipos
alérgicos “Grave” y “Moderado” con el grupo “No alérgico”, con 117 y 142 transcritos
diferenciales, respectivamente. Por otro lado, se seleccionaron los 70 transcritos mas
diferencialmente expresados, es decir, con un mayor FC entre los distintos grupos,
para la construccién de un heatmap en el que tanto las muestras como los transcritos
fueron clasificados mediante un algoritmo de hierarchical clustering. Como se puede
observar, todas las muestras fueron correctamente clasificadas en su grupo
experimental, demostrando que existe un perfil transcriptomico diferencial asociado al
estado alérgico de los pacientes. Ademas, se diferencian tres Clusters caracteristicos
de los fenotipos alérgicos. Por un lado, los Clusters 1 y 3 contienen transcritos
caracteristicos del grupo “Grave”, estando el primero de ellos disminuido y el segundo
aumentado en este grupo de pacientes, y por otro lado el Cluster 2 que se encuentra
aumentado en los pacientes del grupo “Moderado”. Este segundo cluster resulta
interesante ya que, al estar disminuido en el grupo “No alérgico”, aumentado en el
grupo “Moderado” y disminuido nuevamente en el grupo “Grave”, puede ser clave para

entender la progresion alérgica en este modelo de alergia respiratoria (Figura 21B).
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Figura 21. A. Diagrama de Venn Heatmap representando las diferencias de expresion génica
en todas las comparaciones: "Grave vs Moderado” (rosa), "Grave vs No alérgico" (amarillo) y
“Moderado vs No alérgico” (morado). B. Heatmap generado con MetaboAnalyst de los 70
transcritos significativos (p-valor <0.05) més diferencialmente expresados entre los grupos
experimentales usando hierarchical clustering como método de agrupacién. Los transcritos
cuya expresion esta aumentada se representan en rojo y los disminuidos se muestran en azul.

64



Posteriormente, con el fin de asociar estos transcritos identificados con una ruta
biologica concreta, se realizé el analisis con IPA y GSEA, comparando todos los
grupos experimentales entre si. De estos dos analisis Unicamente se obtuvieron rutas

biolégicas significativas con IPA, que quedan recogidos en la Tabla 9.

Primeramente, se analizaron las diferencias entre los pacientes graves y los sujetos
no alérgicos. Los resultados indicaron que rutas relacionadas con el metabolismo
energético como el transporte de D-glucosa y la concentracion de triacilglicerol se
encontraban inactivadas en los pacientes del grupo “Grave” con respecto al grupo “No
alérgico” al igual que rutas asociadas con la respuesta inflamatoria tales como la
proliferacion de células endoteliales, el flujo de calcio, la activacién de linfocitos y la
cantidad de linfocitos Th. Por otro lado, la proliferacion de linfocitos B se encontraba

activada en los pacientes de fenotipo grave.

De la misma manera, se compararon los grupos “Moderado” y “No alérgico”,
encontrando nuevamente rutas significativas asociadas a inflamacion (proliferacion de
células endoteliales, vasculogénesis) y de metabolismo energético (hiperglicemia) con
un Activation Z-Score positivo, es decir, activadas en el grupo “Moderado”, al contrario

de lo que ocurria en la comparacion anterior.

Por ultimo, se compararon los dos fenotipos alérgicos “Grave” y “Moderado”, entre los
cuales se encontré un menor nimero de rutas asociadas significativas, debido a que
el nimero de transcritos diferencialmente expresados entre ellos también era menor.
Estas rutas se asociaban principalmente con alteraciones hematoldgicas
(trombocitopenia inmune) e inflamacién (fibrosis pulmonar, fibrosis celular). En este
caso, no fue posible computar el Activation Z-Score por lo que no fue posible conocer

el estado de activacion de esas rutas en los distintos grupos experimentales.

Todos estos resultados sugieren que existe un perfil transcriptomico diferencial
asociado al estado alérgico de los pacientes y que la progresion alérgica en este
modelo se asocia fundamentalmente con procesos inflamatorios y una alteracion del
metabolismo energético, concordando con los resultados obtenidos previamente en la

Fase I.
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Tabla 9. Resultados del andlisis rutas bioldgicas significativos obtenidos con IPA ordenados
por p-valor para las comparaciones ‘Grave vs No alérgico”, “Moderado vs No alérgico” y
“Grave vs Moderado”.

Grave vs No alérgico

Ruta bioldgica p-valor Activation Z-Score
Proliferacion de células endoteliales 9,52E-04 -1,018
Concentracion de triacilglicerol 4,87E-03 -1,144
Transporte de D-glucosa 3,42E-03 -1,982
Flujo de Ca2+ 2,94E-03 -1,109
Respuesta inflamatoria 2,55E-03 -1,527
Proliferacion de linfocitos B 2,49E-03 1,461
Cantidad de linfocitos Th 1,54E-03 -1,111
Activacion de linfocitos 1,54E-03 -1,115
Proliferacion de células endoteliales vasculares  1,48E-03 -1,231

Moderado vs No alérgico

Ruta biologica p-valor Activation Z-Score
Cantidad de células mieloides 7,75E-03 1,240
Hiperglicemia 6,46E-03 1,964
Proliferacion de células endoteliales 5,49E-03 1,416
Vasculogénesis 2,95E-03 1,075
Proliferacion de células endoteliales vasculares  1,68E-03 1,187

Grave vs Moderado*

Ruta biologica p-valor Activation Z-Score
Trombocitopenia 9,77E-04 -
Trombocitopenia inmune 5,72E-04 -

Movimiento de células precursoras de miocitos 5,51E-04 -

Fibrosis celular 1,88E-04 -
Inicio de la traduccion proteica 1,42E-03 -
Transporte de aminas biogénicas 1,25E-03 -
Fibrosis en pulmones 1,10E-03 -

* Debido al bajo n de transcritos diferencialmente expresados no se pudo computar
el Activation Z-Score.



Discusion

Encontrar modelos clinicos adecuados que permitan entender la progresion alérgica
no es sencillo. Particularmente, identificar fenotipos alérgicos graves homogéneos es
una tarea complicada. En este trabajo, hemos utilizado un modelo Unico conformado
por pacientes que presentan una alergia respiratoria a gramineas residentes en zonas
de alta exposicion a este polen y que evolucionan a fenotipos graves, sensibilizandose
a alérgenos menores como la profilina, que desencadena reacciones alérgicas
alimentarias graves, para intentar entender la evolucion de la enfermedad alérgica.
Estas reacciones graves a la profilina permiten estratificar claramente a un grupo de

pacientes “Grave” que parecen no tolerar el alérgeno.

Por lo tanto, es importante poder identificar las caracteristicas asociadas a estos
fenotipos graves con el fin de encontrar posibles biomarcadores que sirvan para
facilitar su clasificacion y ademas implementar un tratamiento personalizado y
efectivo. Por ello, nuestro objetivo principal durante la Fase | de este proyecto era
tanto identificar biomarcadores potenciales asociados a este fenotipo grave como
entender las causas subyacentes de la progresion a fenotipos graves. Para ello, se
utilizé la combinacion de dos ciencias 6micas, la metaboldmica y la transcriptomica,

siendo la ultima el nlcleo de este trabajo.

En estudios previos, se ha demostrado que el uso de modelos mateméaticos basados
en parametros objetivos (como el perfil transcriptémico) es de utilidad para mejorar la
clasificacion de los pacientes!®”.198, En nuestro caso, la clasificaciéon de los pacientes
se establecié utilizando la historia clinica de los mismos junto con las reacciones
sufridas (locales y sistémicas) durante una provocacién oral con profilina pura de
palmera (ALK-Abell0), y posteriormente aplicando un modelo matematico basado en
su perfil metaboldémico®. Esto permitié una clasificacién mas objetiva en los fenotipos
moderados o intermedios en los cuales a provocacion oral debia ser detenida por
cuestiones clinicas y éticas en el momento en el que se producian reacciones locales
intensas'®® sin saber cual seria el resultado (Grave o Moderado) si hubiéramos
continuado la provocaciéon. Esta clasificacion nos permitié establecer cuatro grupos
experimentales: “No alérgico”, “Leve”, “Moderado” y “Grave” utiles para analizar la
progresion alérgica. Ademas, es destacable que todos los pacientes que fueron

incluidos en el grupo “Grave” tenian un perfil metabolémico y transcriptémico comun,
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confirmando que existe una correlacion entre la clasificacion clinica y la clasificacion
omica.
Una vez establecida la clasificacion de los pacientes se llevo a cabo el analisis de los

datos transcriptomicos obtenidos de sus CMSP para identificar candidatos a

biomarcadores y rutas bioldgicas asociadas al fenotipo grave.

Se identificaron varios transcritos disminuidos en el grupo “Grave”, entre ellos,
DDX11L2 y MT-TR (Cluster 4, Figura 17C), involucrados en el inicio de la traduccién
proteica, el splicing nuclear y mitocondrial y la formacién del complejo ribosoma-
espliceosomal’®, indicando alteraciones a nivel de metabolismo proteico en este
fenotipo. Esto concuerda con lo observado en estudios previos con pacientes
asmaticos, en los que se sugiere que las alteraciones de genes de tRNAs
mitocondirales pueden llevar a una disfuncion de las células epiteliales de las vias
aéreas y a un remodelado de las mismas!!!. Ademas, otros estudios sugieren un papel
de las helicasas tipo DEAD/DEAH-Box como es el caso de DDX11L2 en

enfermedades inflamatorias y autoinmunes en el contexto de inmunidad innata!*?,

Por otro lado, se observaron cambios a nivel de metabolismo energético celular,
identificAndose rutas bioldgicas tales como la fosforilacion oxidativa, el metabolismo
de acidos grasos y la adipogénesis disminuidas en el grupo “Grave” (Tabla 8).
Ademas, esto se correlaciona con lo observado en estudios previos basados en
ciencias dmicas, en los que se ha demostrado que las células inmunes en pacientes
con asma o un elevado estado de inflamacién cambian su metabolismo a glucolisis
aerdbica (también conocida como “Metabolismo de Warburg”) para hacer frente a la
demanda de sintesis de precursores biolégicos, aumentando la produccién de lactato
en presencia de oxigeno!3. Esta regulacion positiva de la glucdlisis ocurre tras la
activacion inflamatoria de las células de origen mieloide y linfoide. Por el contrario, los
grupos de células inmunes reguladoras y / o antiinflamatorias tienen mas activado el

metabolismo oxidativo!!* (Figura 22).
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Figura 22. Metabolismo de Warburg inmunoldgico. Tem: célula T de memoria efectora; Tewm:
célula T de memoria central; OxFos: oxidacion fosforilativa; NK: célula natural killer; CD: célula
dendritica; 2-DG: 2-deoxy-D-glucosa; GLUT1: transportador de glucosa 1; HIF-1a: subunidad
alfa del factor 1 inducible por hipoxia. Figura adaptada de Kornberg MD. The immunologic
Warburg effect: Evidence and therapeutic opportunities in autoimmunity. WIREs Syst Biol
Med. 2020;e1486.

Ademas, se observd también una disminucidn en genes relacionados con la
modificacién de histonas (HIST1H2BH y HIST1H3H) y ademas en el analisis de rutas
biolégicas, la reparacién de DNA estaba negativamente correlacionada con el grupo
“Grave”, sugiriendo modificaciones en rutas de regulacion, coincidiendo con lo
observado en otros estudios de asma, atopia y alergia, en los que se sugiere que la
modificacion de histonas juega un papel importante en la regulacion de células
implicadas en la inflamacién alérgica (células T y macréfagos) y aquellas que
participan en la remodelacién de las vias aéreas (miofibroblastos) y ademas existe

una relacioén directa entre dicha modificacion y los fenotipos alérgicos!t>116,

Por ultimo y sorprendentemente al tratarse de CMSP, identificamos un grupo de
transcritos disminuidos en el fenotipo grave relacionado con las plaguetas y sus
funciones (Cluster 3, Figura 17C). Entre ellos se encontraban GP1BA, GP9 y SELP,
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involucrados en la formacién de complejos de adhesién con el endotelio, varios
receptores presentes en las plaguetas como GP6 y P2RY12'17, transcritos asociados
a la agregacion plaquetaria (ITGB4, ITGA2B)!*8, a la sintesis de HETE-12 y
Tromboxano A2 (ALOX12, PTGS2)'1? y también transcritos involucrados tanto en el
cambio de forma producido por la activacion plaquetaria como la secrecién de
granulos asociada a este proceso (MYL9, SDPR, RAB27B)'?%121, Ademas, cuando se
llevé a cabo el andlisis de rutas biologicas, los resultados obtenidos por GSEA e IPA
mostraron varias rutas asociadas a esta poblacion celular y a la coagulacion. En
consonancia con estos resultados, a nivel metabolomico se encontrd una disminucion
de esfingosina en el grupo “Grave”. La esfingosina es precursora de la esfingosina 1-
fosfato (S1P), por lo que su disminucién sugiere una sintesis continua de S1P.
Diversos estudios han demostrado el papel de la S1P en inflamacion y ademas se ha
visto que las plaquetas son capaces de producirla, almacenarla y liberarla por un
receptor ABC1??-124, Ademas, las plaquetas son capaces de degradarla mediante su
receptor LPP1'?5 (Figura 23).

Todos estos resultados en conjunto sugieren que el grupo “Grave” tiene unas
caracteristicas transcriptomicas que los hace diferentes al resto de grupos alérgicos y
a los sujetos no alérgicos. Entre estas caracteristicas destacan una alteracion del
metabolismo energético y de la regulacion epigenética y especialmente, una alteracién
de las funciones plaquetarias, que se encontraban disminuidas en estos pacientes,

sugiriendo un posible agotamiento plaquetario.

70



- Esfingosina-1 P
ADHESION Esfingosing

GP1BA
GP9

AGREGACION

TREML1
ITGB3
ITGA2B

GP llb/llla

RECEPTORES

GP6
P2RY12

Trombopoyetin
N\

SECRECION >

RAB27B
SDPR

ADP
Trombina
Tromboxano

Colageno

CAMBIO DE FORMA

Figura 23. Representacion esquematica del mecanismo de disfuncién plaquetaria propuesto
en el fenotipo "Grave". Las moléculas y funciones representadas en azul estan disminuidas:
los metabolitos y transcritos con una expresion disminuida se representan en azul claro. Las
moléculas asociadas indirectamente con una disminucién en los transcritos se representan en
azul oscuro y se marcan con una flecha hacia abajo. Los metabolitos aumentados estan
marcados en rojo. Todas las funciones estan divididas por lineas azules y los transcritos
involucrados disminuidos asociados se muestran dentro de la elipse azul. Las vias de
activacion plaquetaria estan representadas dentro de circulo azul claro. 12-HETE: acido 12-
hidroxieicosatetraenoico; ABC: transportador ABC; CO: ciclooxigenasa; GP: glicoproteina;
Gq: receptor de proteina G; IP3: inositol trifosfato; LO: lipoxigenasa; LPP: fosfatasa de fosfato
lipidico; MLC: proteina de cadena ligera de miosina; PGG2: prostaglandina G2; PGH2:
prostaglandina H2; PKC - 6: proteina quinasa C 8; PLC: fosfolipasa C; SPHK1/2: esfingosina
guinasa 1/2; TK: receptor de tirosina quinasa; T-R: receptor de trombopoyetina; Vs: vesiculas;
VWEF: factor von Willebrand; aG: granulos alfa; 6G: granulos densos.

Nos resulté especialmente sorprendente identificar transcritos de plaquetas en CMSP
aisladas por gradiente de Ficoll, ya que, aunque puede existir cierta contaminacion
plaguetaria, ésta es minima segun las indicaciones del fabricante (Ficoll-Paque, GE
Healthcare™), al tener las plaquetas una densidad mucho menor que las CMSP. Sin
embargo, por multitud de estudios se conoce que las plaquetas interaccionan con

otros tipos celulares como neutréfilos, eosindéfilos y monocitos, lo que podria explicar
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su presencia en la capa de CMSP'?6-128 Sin embargo, es posible que estas
diferencias que observamos pudieran ser debidas a la variabilidad técnica al llevar a
cabo el gradiente de Ficoll. Por esta razén, nos propusimos en la Fase Il de este
estudio analizar especificamente la poblacion plaquetaria en otro modelo de
progresion de alergia respiratoria utilizando el mismo enfoque mico. En este caso, se
utilizé un modelo de alergia a gramineas sin alergia alimentaria, donde la gravedad de
la misma se establecio en funcion de la polisensibilizacion de los pacientes y la
respuesta a tratamiento, considerandose como graves aquellos pacientes que
presentaban varias sensibilizaciones y que no respondian adecuadamente al
tratamiento de la clinica habitual. Se establecieron por lo tanto tres grupos de
experimentales: “No alérgico”, “Moderado” y “Grave”. Dichos pacientes se sometieron
a un procedimiento de aféresis el cual nos permitié obtener la poblacion de plaquetas

sin contaminacion de otros tipos celulares y realizar su analisis transcriptémico.

Los cambios mas significativos a nivel de GDEs se encontraron en plaquetas entre los
grupos alérgicos con respecto al grupo “No alérgico” y en concordancia con los
resultados obtenidos en la Fase | de este estudio se observé que la mayoria de
transcritos plaquetarios diferencialmente expresados se encontraban disminuidos en
el grupo “Grave” (Figura 21B). Se identificaron también clusters caracteristicos del
fenotipo “Grave” (Clusters 1 y 3, Figura 21B). En el Cluster 1 se identific6 una
disminucién de transcritos relacionados con la regulacion de la agregacién plaquetaria
(FNIP2, PREX1)'?°, del transcrito GUSBP2, que interacciona con genes relacionados
con la inflamacién y ha sido descrito como alterado en pacientes con asma?3013! y
también de genes relacionados con la coagulacion y la angiogénesis (RECK,
HABP2)32133, Por el contrario, el Cluster 3 contenia transcritos aumentados en el
grupo “Grave” con respecto a los otros dos fenotipos e incluia transcritos relacionados
con la activacion plaquetaria como GSTA7P34135 y EPAS], también conocido como
HIF-1a, cuyo aumento se relaciona con el Metabolismo de Warburg'®6. Ademas se
llevé a cabo un analisis de rutas biolégicas con IPA, que indicé que rutas relacionadas
con el metabolismo energético (Transporte de D-glucosa, concentracion de
triacilglicerol), la respuesta inflamatoria, la proliferacion linfocitos B y de células
endoteliales y la activacion de linfocitos, entre otras, se encontraban disminuidas en
el grupo “Grave” con respecto al grupo “No alérgico”, apoyando los resultados
previamente obtenidos durante la Fase 1 y estudios previos que describen
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alteraciones de funciones plaquetarias en pacientes alérgicos asmaticos?:137,
sugiriendo un papel fundamental del metabolismo energético y apuntando a una
disminucién de la agregacion y activacion plaquetaria asi como de la respuesta
inflamatoria en los pacientes graves (Tabla 9). Esta disminucién de transcritos
plaguetarios podria sugerir que existe alguna alteracion en el sistema de reparacion
en los pacientes graves como se ha visto en algunos estudios, en los que se describe

un fenémeno de agotamiento por una continua activacion plaquetaria®3813°,

Por otro lado, en el caso de los pacientes moderados, las rutas de proliferacion de
células endoteliales, la vasculogénesis y de la hiperglicemia se encontraban
aumentadas en comparacion con el grupo “No alérgico”, sugiriendo que estos
pacientes tienen un estado inflamatorio mayor (Tabla 9), lo cual es l6gico ya que la

exposicion alergénica aumenta el estado inflamatorio a nivel sistémico40.

En cuanto a las diferencias entre el grupo “Grave” y el grupo “Moderado”, se
identificaron 24 DEGs, principalmente relacionados con alteraciones hematologicas
(trombocitopenia inmune) e inflamacion (fibrosis pulmonar, fibrosis celular), pero sin
ser posible identificar en que grupo experimental aumentaban o disminuian al ser un

ndmero muy pequefio de transcritos y no poder computarse el Activation Z-Score.

Una de las limitaciones de la Fase Il de este estudio, fue sin duda el niumero de
pacientes incluidos, que se vio limitado al no poder finalizar el reclutamiento por la
crisis del Covid-19. Ademas, dentro de este proyecto en el laboratorio se estan
realizando estudios metaboldmicos y protedmicos de plaquetas que ayudarian a

ampliar y entender mejor los resultados obtenidos.

En resumen, en este trabajo, se han descrito tanto nuevos posibles biomarcadores
gue pueden ser Utiles para la identificacion de fenotipos alérgicos graves, como
nuevos mecanismos que apuntan a una disfuncion de las plaguetas junto con un
metabolismo proteico alterado y un cambio a Metabolismo de Warburg en pacientes
que presentan un fenotipo alérgico inflamatorio grave, abriéndose la posibilidad de
nuevas estrategias de intervencion. Una posibilidad seria la estabilizacion del sistema
inflamatorio y de reparacion, utilizando suplementos que sirvan para reponer
precursores metabdlicos que se consumen rapidamente en estos fenotipos graves y
que otros estudios ya sefalan'4-143, Otro posible tratamiento podria ser la

administracion del PRP de sujetos sanos para reponer o mejorar las funciones
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plaguetarias en los pacientes graves. Este tratamiento ya se utiliza en otras

enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide44.

Ademas, el metabolismo energético podria constituir una nueva diana farmacoldgica,
ya que en otros estudios de pacientes con fenotipos alérgicos graves como en el caso
de la alergia a acaros asi como en modelos animales de alergia alimentaria se han
observado resultados similares!4>146, sugiriendo que esta firma no es algo particular
del modelo utilizado en este trabajo sino que es comun a los mecanismos inflamatorios

subyacentes a los fenotipos de alergia grave.

Sin embargo, son necesarios mas estudios en otras modelos de gravedad alérgico asi
como estudios funcionales de la poblacidén plaquetaria para entender el papel que
juegan en la progresion alérgica y plantear nuevas estrategias de intervencion que las

involucren.
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CAPITULO Il: BIOMARCADORES
TRANSCRIPTOMICOS ASOCIADOS AL
TRATAMIENTO CON INMUNOTERAPIA
SUBLINGUAL
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Materiales y Métodos

1. Reclutamiento de pacientes

Se reclutaron un total de 47 pacientes de los cuales 31 continuaron durante todo el
proyecto. Los pacientes alérgicos fueron reclutados por el Hospital Universitario La
Princesa y el Hospital Clinico Universitario San Carlos (Madrid, Espafia). Se realizo
un estudio exploratorio aleatorizado de fase IV, doble ciego y controlado con placebo.
Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado y el protocolo fue aprobado
por los Comités de Investigacion y Etica de los hospitales involucrados.

1.1 Criterios de inclusion y de exclusién del estudio

Los criterios de inclusion fueron una historia clinica de rinitis o rinoconjuntivitis
mediada por IgE inducida por polen de gramineas con o sin asma de al menos un afio
antes de la entrada al ensayo (temporada de polen 2012), una IgE especifica positiva
contra Phleum pratense (slgE = Clase 2) = 0,70 kU / 1), y SPT positivo (Soluprick SQ,
ALK) a Phleum pratense. Se excluyeron del estudio a aquellos sujetos que habian
recibido previamente inmunoterapia o tenian un historial clinico de rinitis alérgica o

asma perenne.
2. Diseno del estudio

Para la realizacidon de este estudio, se trataron a los 47 pacientes durante dos afios
con tratamiento (GRAZAX® (Phleum pratense, 75,000SQ-T tablets ALK, Harsholm,
Denmark) o placebo. El estudio doble ciego controlado por placebo se dividié en 8
visitas (V) al correspondiente servicio de alergia para la extraccion de diferentes
muestras: En la primera visita (V1) se realizo el cribado y la aleatorizacion de los
pacientes en dos grupos segun el tratamiento a recibir -Activo y Placebo-. Durante la
V2 (TO de ahora en adelante) se inici6 el tratamiento y se extrajo una primera muestra
de sangre total. De la V3 a la V8 se extrajo una muestra de suero ademas de la
muestra de sangre total a cada paciente. Se obtuvieron muestras fuera de la estacion
polinica de gramineas (EPG) en V3, V4, V6 y V8, correspondientes a 1 mes, 4 meses,
12 meses y 24 meses después del inicio del tratamiento. Las muestras extraidas en
V5 y V7 se obtuvieron durante dos estaciones polinicas consecutivas de polen de

gramineas (EPG | y EPG II) (Figura 24). De los 47 pacientes incluidos al inicio del
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estudio solamente completaron todas las visitas 31 de ellos. De estos 31 pacientes,
14 fueron incluidos en el grupo de tratamiento activo con IT mientras que los 17

restantes se incluyeron en el grupo placebo. En ambos casos, la posologia era de una
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Figura 24. Disefo del estudio de inmunoterapia sublingual. V: visita; M: mes; EPG: estacion
polinica de gramineas

2. Analisis transcriptémico

Se siguieron los protocolos para CMSP descritos en el Capitulo | Apartado 3 de la

seccion Materiales y Métodos (“Andlisis transcriptémico”).

2.1 Recogida de muestras

El estudio consistié en 8 visitas (V1, V2, V3, V4, V5, V6, V7 y V8). Para este trabajo,
se utilizaron muestras de sangre total (20 ml) de la V2 (momento previo antes de iniciar
el tratamiento, TO) y la V8 (después de dos afios de tratamiento, T2) para obtener

tanto CMSP como plasma.
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2.2 Validacién de resultados por gPCR

Se seleccionaron 11 genes diferencialmente expresados en las comparaciones
“‘Monosensibilizados vs Polisensibilizados TO0” y “Monosensibilizados T2 vs
Monosensibilizados T0”. Tanto el disefio de los oligos, como la RT-PCR vy los
experimentos de gPCR se realizaron siguiendo los mismos protocolos descritos en el

Capitulo | apartado 4.11 (Tabla 10).

Tabla 10. Informacion oligos para validacion por RT-PCR de los resultados obtenidos en la
Fase | del estudio. Ta: temperatura de anillamiento.

Secuencia Amplicon ™ Ta Fold Change
Producto

SENTIDO GCCATAATCTCTTCATTCA 84 56.2 36.8

GBP5 54.4 -2.16
ANTISENTIDO CTTCTTCAGCCTGTATTC 84 56.1 44.1
SENTIDO GCTCCTTGTTCTCTACTG 101 58.1 50

ABLIM1 54.9 2.22
ANTISENTIDO CATTCCTGTTCCTTCTCTT 101 58.2 42.1
SENTIDO TTCATCTGCTGCTTCGTTA 75 60.9 42.1

CAPN3 55.7 2.69
ANTISENTIDO GATACCATCTCCATCCTTGT 75 60.3 45
SENTIDO TTCTATTCTAACACAACTTGGT 193 59.2 31.8

PPBP 54.8 3.12
ANTISENTIDO AGGACTAAGACACTGAGAG 193 58.9 47.4
SENTIDO CAGAGGAAGGTGGAAGAA 95 59.6 50

GBP1 55.2 -3.17
ANTISENTIDO GGATGAACTGAACAATAAGAGA 95 59.7 36.4
SENTIDO GAGCAGACTACAAGAATG 146 56.1 44.4

IDO1 55.7 -2.31
ANTISENTIDO TTAGCAATGAACATCCAG 146 56 38.4
SENTIDO AATGATGAGAGCAATGAG 114 55.7 38.9

SPP1 55.4 -3.37
ANTISENTIDO GTCTACAACCAGCATATC 114 55.9 44.4
SENTIDO GCCTCATTGTAGAGTAGAA 98 57.4 42.1

PLIN3 55.5 -2.37
ANTISENTIDO AGTTGTGGGTGAAGTTTA 98 57.3 38.9
SENTIDO CCTTCTGTATCCTATGTA 139 52.8 38.9

HTRA1 55.4 -3.59
ANTISENTIDO CTATCTACGCATTGTATC 139 53.1 38.9
SENTIDO TGGCTCACATCAAGATTCT 91 60.3 42.1

PAPSS2 54.8 -2.48
ANTISENTIDO CCAGTCAGGTCTTCAACA 91 60.3 50
SENTIDO ACTACAAGAAGAGGTATG 144 53.8 38.9

KRT72 56.9 2.66
ANTISENTIDO TAATCTCATCTGTCAAGG 144 54.2 38.9
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Resultados

1. Clasificacion de pacientes

Los pacientes involucrados en el estudio fueron clasificados segun el tratamiento
asignado. Aquellos pacientes que recibieron el tratamiento con ITSL fueron
clasificados como “activo” (n=14) mientras que los sujetos que recibieron placebo se

clasificaron como “placebo” (n=17).

Ademas de esta clasificacion, los participantes se estratificaron segun su perfil de
sensibilizacién alérgica generado mediante la técnica ImmunoCAP ISAC: aquellos
pacientes que presentaban Unicamente sensibilizacion a Phleum pratense fueron
clasificados como Monosensibilizados (Mono) y los pacientes que tenian
sensibilizaciones adicionales a alérgenos alimentarios, epitelios, &caros u otro tipo de
polenes fueron considerados Polisensibilizados (Poli). Todos los datos referidos a
estos pacientes estan recogidos en la Tabla 11.

Tabla 11. Informacion de los pacientes incluidos en el estudio a dos afios de ITSL con
Grazax®. Mono: Monosensibilizados; Poli: Polisensibilizados; Ced: Cedar; Cip: Ciprés; Ole:
Olea; Pla: Platanus; Sal: Salsola; Plan: Plantago; Phl: Phleum pratense; D. f:
Dermatophagoides farinae; D. pt: Dermatophagoides pteronyssinus; Lep: Lepidoglyphus

destructor; SAO: Sindrome de Alergia Oral; SL: Sublingual. &: Reacciones reportadas durante
los dos afios de tratamiento.

ImmunoCAP ISAC

. . Perfil de Reacciones
Paciente | Edad/Sexo | Tratamiento | Asma sensibilizacién  ppjeum  Estacional Perennes adversasé
pratense multiple Epitelio
. Acaros | Panalérgenos
animal
P.1 31/M Activo No Mono PhI Picor en la
garganta
P.2 47M Activo Si Poli PhI Perro Picor en la
garganta
P.3 35/H Placebo | Si Poli Phl D.pt | Profilina Dolor
epigéstrico
P.4 39/M Placebo Si Poli Phl, Cip Profilina No
Prurito oral,
P.5 51/M Activo Si Poli Ph.l’ Ced, Perro Blomia edema
Cip, Ole )
labial y SL
Picor en la
P.6 22/M Activo Poli PhL Cip, | Gato garganta,
Ole disfagia,
disnea
P.7 33/H Placebo No Poli PCk:lp Cé;g’ Gato Lep Profilina Prurito oral
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Phl, Ced,

P.8 50/M Placebo Si Poli Cip, Ole, Profilina No
Pla, Sal
P.9 28/M Placebo No Poli Phl’ Ced, Edema SL
Cip, Pla,
Edema SL,
Phl, Ced, disnea,
P.10 25/M Activo No Poli Cip, Ole, Perro Profilina sensacion
Plan de cuerpo
extrafio
disfagia,
P.11 37/M Activo Si Poli Phl D. pt dificultad
respiratoria
pP.12 32/H Activo Si Poli Phl, Cip No
Edema SL,
prurito
. . Phl, Ced, faringeo,
P.13 25/H Activo No Poli Cip, Pla prurito
lingual,
prurito oral
P.14 38/M Placebo No Poli Phl, Cip No
P.15 30/M Activo No Poli Phl’ Ced, Prurito oral
Cip, Ole
P.16 41H Placebo | No Mono Phl Polcalcina, No
Profilina
Prurito oral,
P.17 59/H Activo No Mono Phi comezon
lingual
Phl, Ced, Prurito oral,
pP.18 34/H Activo Si Poli Cip, Ole, Perro dolor
Pla, Sal abdominal
P.19 19/M Placebo | Si Poli Phl, Ced, | a0 | D. fipt No
Cip, Pla,
Phl, Ced,
P.20 28/H Placebo Si Poli Cip, Ole, No
Pla
P.21 21/M Placebo Si Mono Phl Prurito
P.22 39/M Placebo No Mono Phl No
P.23 36/M Placebo Si Poli Phl, Ole SAO
P.24 24/H Placebo | No Poli Ph'(’:%e"’ No
P.25 47/M Placebo Si Mono Phl LTP No
P.26 43/M Placebo No Mono Phl Sed
Prurito oral
y facial,
sensacion
de cuerpo
pP.27 53/H Activo No Mono Phl extrafio,
edema
faringeo,
dificultad
respiratoria
P.28 53/H Activo No Mono Phl No
Phl, Ced, Prurito
P.29 38/H Activo Si Poli Cip, Ole, Perro .
Pla, faringeo
P.30 33/M Placebo Si Mono Phl No
Phl, Ced,
P.31 34/H Placebo Si Poli Cip, Ole, Perro No
Pla,
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2. Perfil transcriptomico inducido por tratamiento con ITSL

en pacientes alérgicos a gramineas

Con el objetivo de analizar los mecanismos subyacentes al tratamiento de
inmunoterapia sublingual, se compard el perfil transcriptomico de los pacientes
pertenecientes que recibieron tratamiento activo con inmunoterapia sublingual (grupo
“Activo”) frente a los pacientes que recibieron placebo (grupo “Placebo”) tras dos afios
de tratamiento. COmo se observa en la Figura 25, se encontraron Unicamente 6
transcritos diferencialmente expresados entre los dos grupos. Ademas, la clasificacion
de los pacientes mediante el algoritmo de hierarchical clustering no mostraba ninguna
separacion entre “Activo” y “Placebo”. Por otro lado, debido al poco numero de
transcritos diferenciales entre los dos grupos, no fue posible asociarlos a rutas

biolbgicas.

Este resultado muestra que tras dos afios de ITSL, no existen cambios significativos

a nivel transcriptémico.

g

D class

— class
. SCARNA4 3 Active
. Placebo
IGHMIGHV4-31 2
. IGHV1-2IGHG1 1
0
—. . IGKV2D-24
-1

LOC105373192

.
G

Tzd
szd
Trd
61d
etd
ved
zsd
sed
szd
zed
z
oed
s5d
15d
s1d

gtd

s5d
' '
w N

Figura 25. Heatmap de los transcritos diferencialmente expresados (p-valor <0.05) generado
con MetaboAnalyst, usando hierarchical clustering como método de agrupacion de transcritos
y muestras. Los transcritos cuya expresion estid aumentada se representan en rojo y los
disminuidos se muestran en azul.



3. Los pacientes Mono y Polisensibilizados presentan un

perfil transcriptomico diferente

Los pacientes del estudio tenian inicialmente perfiles de sensibilizacion alérgica
distintos, tal y como se ha explicado en el punto 1 de esta misma seccion. En la
poblacion de estudio habia pacientes con sensibilizacion Unicamente a Phleum
pratense (Monosensibilizados) y pacientes que presentaban sensibilizaciones
adicionales a otros alérgenos (Polisensibilizados), principalmente al polen de
Cupressus arizonica y Olea europaea y a acaros (Dermatophagoides pteronyssinus
y/o Dermatophagoides farinae). Estos Ultimos, al tener varias sensibilizaciones,
sufrian una mayor exposicion alergénica a lo largo del afio, por lo que se esperaba
que su perfil de marcadores sistémicos de inflamacion fuese distinto al de los
pacientes Monosensibilizados. Por esta razon, se analizo el perfil transcriptomico de
los pacientes previamente al tratamiento (TO).

Del total de transcritos analizados, se identificaron 53 diferencialmente expresados y
con ellos se llevd a cabo un hierarchical clustering de las muestras (Figura 26A),
mostrando una buena clasificacion entre Mono y Polisensibilizados ya que el 85% de
los pacientes eran correctamente incluidos en su grupo experimental. De estos 53
transcritos encontrados, en torno al 74% se encontraban disminuidos en el grupo
“Mono”. Ademas, se llevd a cabo el andlisis de rutas bioldgicas utilizando los
programas GSEA e IPA con el objetivo de asociar estos transcritos con cambios a
nivel sistémico (Figura 26B). Los resultados de este andlisis indicaron que rutas
ligadas a procesos inflamatorios como la activacion de leucocitos y células
sanguineas, respuesta inflamatoria, TLR y la ruta de la IL17 estaban negativamente
correlacionadas (Enrichment Score negativo en GSEA) o inactivadas (Activation Z-
Score negativo en IPA) en el fenotipo “Mono”, apuntando a que estos sujetos
presentaban un menor grado de inflamacion que los pacientes “Poli” previamente al

tratamiento.
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Figura 26. A. Heatmap generado con MetaboAnalyst de los transcritos significativos (p-valor
<0.05) para la comparacién “Mono vs Poli” a TO usando hierarchical clustering como método
de agrupacion. Los transcritos cuya expresion estd aumentada se representan en rojo y los
disminuidos se muestran en azul. B. Resultados significativos del andlisis de rutas bioldgicas
con IPA y GSEA para la comparacion “Mono vs Poli” a TO (p-valor < 0.05).
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4. Los pacientes Mono y Polisensibilizados responden

diferencialmente al tratamiento con ITSL

Con el objetivo de ver si la respuesta al tratamiento era diferente entre los grupos
“‘Mono” y “Poli”, se compararon los pacientes que recibieron tratamiento activo de
ambos grupos, es decir, pacientes Mono-Activos frente a Poli-Activos tras dos afos
de tratamiento. Los transcritos diferencialmente expresados fueron representados en
la Figura 27A. Tanto muestras como transcritos se agruparon mediante el algoritmo
de hierarchical clustering, mostrando una clara separacion entre el grupo Mono-Activo
frente a Poli-Activo. En cuanto al analisis de rutas biolégicas, los resultados obtenidos
con IPA mostraron que rutas ligadas a la infiltraciéon y migracion de linfocitos T y
leucocitos, asi como la polarizacion de células sanguineas estaban activadas
(Activation Z-Score positivo) en los pacientes Mono-Activos. Por otro lado, el GSEA
mostraba una correlacion positiva con el grupo Mono-Activo de la sefializacion

mediada por calcio (Figura 27B).

Estos resultados en conjunto sugieren que el perfil de sensibilizacion alérgica influye
en la respuesta al tratamiento después de dos afos, apuntando a que los pacientes
Mono-Activos presentan un estado de inflamacién alérgica mayor que los Poli-Activos.
Es necesario mencionar que la recogida de muestra a los dos afios de tratamiento se
llevd a cabo en septiembre, es decir, fuera de la estacion polinica de gramineas, olivo
o ciprés, por lo que la aparente mejoria de los pacientes Poli-Activos podria deberse

a la falta de exposicion alergénica.
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Movimiento celular de leucocitos IPA 2.80E-04 - 2.162
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Figura 27. A. Heatmap generado con MetaboAnalyst de los transcritos significativos (p-valor
<0.05) entre los grupos Mono-Activo y Poli-Activo a T2 usando hierarchical clustering como
método de agrupacion. Los transcritos cuya expresion estd aumentada se representan en rojo
y los disminuidos se muestran en azul. B. Resultados significativos del andlisis de rutas
biolégicas con IPA y GSEA para la comparacion “Mono-Activo vs Poli-Activo” a T2 (p-valor <
0.05).
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5. Dos afios de ITSL disminuyen la activaciéon de células

efectoras en pacientes monosensibilizados

Puesto que resultados de estudios anteriores'#’14 muestran que los pacientes
monosensibilizados tienen una mejor respuesta al tratamiento con ITSL, decidimos
analizar las diferencias asociadas al tratamiento en estos pacientes, comparando los
pacientes Mono-Activos antes del tratamiento (TO) frente a si mismos tras el
tratamiento con inmunoterapia (T2) (Figura 28A). Como se puede observar en el
heatmap de la Figura 28A se ve una clara separacion entre TO y T2, indicando que
existen cambios a nivel transcriptomico asociados al tratamiento en estos pacientes.
Ademas, la mayoria de los transcritos diferencialmente expresados se encontraban
disminuidos tras los dos afios de ITSL. Para identificar que rutas se habian visto
afectadas por el tratamiento, se realizo el analisis de rutas biolégicas, mostrando que
el metabolismo de la glucosa y del acido araquidénico estaban positivamente
correlacionados con T2 mientras que rutas como la desgranulacion de mastocitos y

fagocitos estaban inactivadas a T2 (Figura 28B).

Estos resultados sugieren que la inmunoterapia sublingual tiene un efecto significativo

a nivel de respuesta de células efectoras en los pacientes Mono-Activos.
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Figura 28. A. Heatmap generado con MetaboAnalyst de los transcritos significativos (p-valor
<0.05) entre los grupos Mono-Activo TO y Mono-Activo T2 usando hierarchical clustering como
método de agrupacion. Los transcritos cuya expresion estd aumentada se representan en rojo
y los disminuidos se muestran en azul. B. Resultados significativos del andlisis de rutas
biolégicas con IPA y GSEA para la comparaciéon “Mono-Activo T2 vs Mono-Activo TO” (p-valor

< 0.05).
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6. Validacion de resultados por gPCR

La validacién de los resultados obtenidos con la técnica de microarrays se llevo a cabo
mediante gPCR. El 80% de los genes seleccionados mostro el mismo patron de
expresion observado en el andlisis con microarrays, por lo que los resultados

obtenidos se consideran validados (Figura 29).
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Figura 29. Validacién de los datos obtenidos por microarrays mediante la técnica de qPCR.
Se muestran los resultados obtenidos por microarrays (blanco) en comparacién con los
resultados obtenidos por gPCR (negro).
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Discusion

Entender los efectos sistémicos inducidos por la ITSL es clave por diversas razones.
En primer lugar, para el correcto posicionamiento de la ITSL dentro del tratamiento
farmacoldgico en alergia. En segundo lugar, para seleccionar candidatos adecuados
para este tratamiento, que tengan una alta probabilidad de responder correctamente
y por ello se promueva el cumplimiento y el éxito de la intervencion. Por ultimo, esta
comprension de los efectos es necesaria para identificar posibles biomarcadores utiles
para seleccionar candidatos adecuados, asi como para monitorizar sus efectos y
demostrar el valor de la ITSL como Unico tratamiento capaz de modificar la marcha de

la enfermedad alérgica.

En este trabajo realizamos el analisis transcriptomico de las CMSP de pacientes
incluidos en un ensayo prospectivo a dos afios doble ciego y controlado por placebo,
utilizando Grazax® como tratamiento activo, al ser el producto de ITSL mejor
documentado y con tres ensayos clinicos prospectivos a cinco afios*'. Ademas, por
estudios anteriores se conoce que su beneficio se mantiene durante dos afios tras la
interrupciéon del tratamiento al ser administrado durante tres afios consecutivos, sin
embargo, si se administra Unicamente durante dos afios, su efecto se pierde
rapidamente®® al igual que ocurre en el caso de la inmunoterapia subcutanea, y no

hay una explicacion clara para ello'#® (Figura 30).
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1¢rafio de ITSL 2° & 3* ano de ITSL Post-tratamiento (2 afos)

Figura 30. Esquema de la respuesta inmunoldgica frente al tratamiento de ITSL en un estudio
a 5 afos. Figura adaptada de Barber D, Rico P, Blanco C, Fernandez-Rivas M, Ibafiez MD,
Escribese MM. GRAZAX®: a sublingual immunotherapy vaccine for Hay fever treatment: from
concept to commercialization. Hum Vaccin Immunother. 2019;15(12):2887-2895.

En un estudio prospectivo de este mismo producto publicado recientemente, se
demostré una desensibilizacion de células efectoras y una regulacion de células T tras
dos afios de tratamiento, sin embargo, la secuencia de estos mecanismos no estaba
clara®. La regulacién de células T parecia establecerse en el segundo afio mientras
que firmas sistémicas asociadas al tratamiento como los niveles de sIgE y el recuento
de eosindfilos mejoraban en el tercer afio de intervencion, concordando con datos de
otro ensayo clinico de hiperreactividad bronquial*?. Ademas, el estudio llevado a cabo
por JAMA, Scadding et al basado en la administracion de ITSL durante 2 afios y un
posterior seguimiento de 3 afos, demostré que la administracion durante dos afios
con ITSL no era suficiente para conseguir un beneficio significativo*'. En linea con
estos resultados, otros estudios como el ECRIT también coinciden en que son
necesarios al menos 3 afios de tratamiento con ITSL para obtener un beneficio
sostenido®®. Todos estos datos apuntan a que el segundo afio de intervencion puede

ser clave para entender los mecanismos subyacentes al efecto de la ITSL y por ello

90



Nos propusimos en este trabajo realizar por primera vez un estudio exploratorio sobre

los efectos sistémicos inducidos por ITSL tras dos afios de tratamiento.

Se comparo el perfil transcriptomico de los grupos Activo y Placebo tras dos afios de
ITSL (T2), asi como el de los pacientes monosensibilizados frente a los

polisensibilizados antes (T0) y después de los dos afios de tratamiento (T2).

En la comparacion Activo vs Placebo no se identificaron apenas diferencias
significativas tras dos afios de tratamiento a nivel transcriptémico, con Unicamente 6
GDEs entre los grupos y sin una separacion clara entre los grupos (Figura 25), por lo

gue no parece existir una huella transcriptbmica asociada al tratamiento.

Por otro lado, quisimos ver las diferencias existentes entre los pacientes segun su
perfil de sensibilizacion antes del tratamiento, comparando los pacientes
polisensibilizados (Poli) y monosensibilizados (Mono) a TO y encontramos que la
activacion de células sanguineas, la ruta de la IL-17 y otras rutas como la activacion
de leucocitos, la ruta de sefializacion de TLR, la migracion de células presentadoras
de antigeno asi como la respuesta inflamatoria estaban inactivadas en los pacientes
monosensibilizados, sugiriendo que los pacientes polisensibilizados tienen un mayor
estado inflamatorio en el momento previo a iniciar el tratamiento con ITSL,
probablemente debido a que su exposicién alergénica es mayor durante todo el afio
(Figura 26).

Ademas, para ver como respondian los pacientes al tratamiento segun su
sensibilizacién se analizé el perfil transcriptomico de los pacientes del grupo Mono-
Activo frente a Poli-Activo a T2, observandose una huella transcriptomica clara de
cada grupo Figura 27). Rutas como la infiltracion y migracion de linfocitos T y
leucocitos, asi como la polarizacion de células sanguineas y la via de sefializacién del
calcio se encontraban activas en los pacientes monosensibilizados tras el tratamiento,
sugiriendo que tras dos afios de ITSL el nivel de inflamacion de estos pacientes es

mayor.

Por ultimo, se analizé la evolucion de los pacientes monosensibilizados que habian
recibido tratamiento activo a lo largo del afio. En este caso, el analisis de rutas
evidencio que las células efectoras, concretamente mastocitos y fagocitos,

presentaban niveles mas bajos de actividad a T2, sugiriendo que la ITSL es capaz de
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inducir la desensibilizacion de estas células y que ésta se mantiene durante toda la
fase de tratamiento activo. Estos resultados van en linea con los obtenidos en otros
estudios del efecto de la ITSL llevados a cabo no solo en el caso de la alergia
gramineas sino también en modelos de alergia a acaros, en pacientes con asma
alérgico, en modelos de alergia a venenos de insectos y en modelos de otras alergias
respiratorias como el polen de ambrosia!®-1%4, Todos estos estudios coinciden en que
existe una desensibilizacion temprana de mastocitos y baséfilos, clave para inducir la
respuesta tolerogénica asociada al tratamiento, pero que no existe apenas
informacion acerca de los mecanismos por los cuales la inmunoterapia es capaz de
disminuir la actividad de estas células efectoras. Una de las hipotesis es que los
receptores de histamina (RH) pueden jugar un papel clave en la induccién de
tolerancia y que ademas algunas inmunoglobulinas, como la IgG4, cuya concentracion
aumenta durante el tratamiento, pueden ser capaces de capturar el alérgeno antes de
gue éste entre el contacto con el receptor de IgE de baséfilos y mastocitos, evitando

Su activacions34.

Otro de los objetivos de este trabajo era la identificacion de nuevos biomarcadores
con potencial para monitorizar el efecto producido por ITSL. Estudios anteriores han
demostrado la existencia de ciertas moléculas y parametros asociados a distintos tipos
celulares que podrian ser biomarcadores potenciales asociados al tratamiento. A nivel
de inmunoglobulinas, la inmunoterapia alérgeno-especifica desvia la respuesta
inmune hacia TRegs, produciéndose un aumento de IL-10 y TGF-B y la disminucion
de IgE, ademés de un aumento de la produccién de IgG4 e IgA por células B. Ademas,
también se ha observado un aumento en las subpoblaciones de células Treg Foxp3*
y Thl. Por otro lado, se ha visto que la subpoblacion CD27- (Th2) disminuia en sujetos
tratados con inmunoterapia, mientras que la subpoblacion “protectora” CD27* (Th2)
aumentaba. Ademas, las células B reguladoras IL10* pueden inducir una respuesta
protectora IgG4 e inhibir la proliferacion de células T CD4* especificas al alérgeno
durante el tratamiento. A nivel de CMSP, se han identificado marcadores moleculares
en asociados a CD, concretamente a una respuesta CD reguladora aumentada (C1QA
y FceRIIIA) y una respuesta CD tipo 2 disminuida (GATA-3, CD141 y RIPK4). También
se han estudiado otros posibles biomarcadores como la expresion de la enzima
diamino oxidasa (DAO), marcador de la liberacién de histamina en basofilos, cuya
expresion se reduce durante los tratamientos con ITSL y con ITSC, al igual que CD63
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y CD203c (Figura 31). Sin embargo, aunque estos cambios se observan de manera
repetitiva durante el tratamiento con inmunoterapia, no se ha identificado su verdadera
relacion con la respuesta clinica, con lo que actualmente no pueden usarse como
biomarcadores y ademas en su mayoria solo podrian ser utilizados como
biomarcadores de monitorizacion y de respuesta post-tratamiento, no como
predictores de respuesta antes de comenzar el tratamiento®®, En este trabajo, nos
propusimos identificar biomarcadores transcriptomicos a nivel de CMSO, pero no
encontramos indicadores de una mejoria sistémica clara durante los dos primeros
afos de intervencion, en linea con los estudios que postulan que son necesarios tres
afios de tratamiento para obtener un beneficio sistémico. Por otro lado, existia una
gran variabilidad entre individuos en cuanto a su perfil de sensibilizacion, siendo la
polisensibilizacién uno de los factores de confusion mas relevantes en este trabajo, ya
gue la inclusién de algunos de los pacientes coincidid con la estacion polinica de ciprés
mientras que la obtencion de las muestras tras dos afios de tratamiento no se realizé
en la misma época. En conclusién, serian necesarios estudios con un mayor ndmero
de pacientes mas homogéneos (mono o polisensibilizados) y con una duracion del
tratamiento de al menos tres afios para poder profundizar en la blusqueda de

biomarcadores asociados a ITSL.
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Figura 31. Posibles biomarcadores asociados al tratamiento con IT.
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En resumen, en este trabajo no se ha encontrado evidencia de ninguna mejora de la
firma inflamatoria sistémica, pero si una disminucion de la funcionalidad de las células
efectoras. Llama la atencibn ademés que esto se ha observado al analizar CMSP,
sugiriendo una conexién entre células efectoras periféricas y locales. Sin embargo,
esta desensibilizacion no se observG en los pacientes que presentaban
polisensibilizacion (datos no mostrados), lo que concuerda con la observacion clinica
de que la desensibilizacién producida por ITSL es especifica del alérgeno'®® (Figura
32).

Los resultados de este estudio sugieren claramente una asociacion entra la
administracion de ITSL durante dos afios y la desensibilizacion de células efectoras.
No se detecta mejoria sistémica a nivel de CMSP, hecho que podria explicar el por
qué cuando se interrumpe el tratamiento en esta fase se pierde inmediatamente el
beneficio terapéutico y que explicaria muchos de los ensayos fallidos con un enfoque
de regulacion de células T administrando el tratamiento Unicamente durante 1-2
afos3®41, Sin embargo, son necesarios mas estudios en este campo para entender
los mecanismos subyacentes asociados a esta desensibilizacion y que permitan
comprender por qué es especifica del antigeno y como se establece el efecto

regulatorio a partir del tercer afio de intervencion.
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Figura 32. Esquema del estudio de ITSL analizado. Disefio del estudio y resumen de
resultados. Figura adaptada de Barker-Tejeda TC, Bazire R, Obeso D, et al. Exploring novel
systemic biomarker approaches in grass-pollen sublingual immunotherapy using omics
[published online ahead of print, 2020 Aug 19]. Allergy.

Puesto que las células efectoras producen multiples mediadores inflamatorios que
contribuyen a mantener la respuesta tipo Th2 (prostaglandinas, leucotrienos,
citoquinas y mediadores inflamatorios), su desensibilizacion temprana podria ser
esencial para establecer la respuesta regulatoria posterior®”1%  pero
desafortunadamente no existen hasta la fecha estudios de ITSL a largo plazo con
productos especificamente basados en el reconocimiento de células T, por lo que no
es posible responder a esta pregunta que seria clave para aumentar el éxito de las

intervenciones con ITSL.

Por altimo, quizas seria util focalizarnos en los resultados obtenidos en el Capitulo |,
gue sugieren una firma transcriptomica asociada a fenotipos con una alergia a
gramineas grave (metabolismo energético alterado, inflamacion sistémica
descontrolada y alteracion en las funciones plaquetarias) para identificar y excluir de
la intervencion con ITSL a aquellos pacientes que la presenten. En estudios
recientes3®159 se ha observado que la primera fase de la ITSL se asocia con un
aumento del estado inflamatorio periférico que va mejorando progresivamente y es

posible que algunos pacientes no sean capaces de lidiar con este aumento si

95



presentan las caracteristicas asociadas a fenotipos graves descritas en el Capitulo 1y
por ello no sean buenos candidatos para el tratamiento con ITSL. Por tanto, se
necesitan estudios que validen este nuevo enfoque de biomarcadores que podria ser
atil en diversas estrategias de intervencion. Ademas, se necesitan también estudios
prospectivos basados en ciencias 6micas con una poblacién mas grande para analizar
en profundidad las firmas sistémicas asociadas al efecto clinico de la ITSL y que

permitan entender sus mecanismos subyacentes.
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CAPITULO Ill: EVALUACION DEL

PAPEL DE LA MICROBIOTA
INTESTINAL EN ALERGIA A LA
PROTEINA DE LECHE DE VACA
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Materiales y Métodos

1. Reclutamiento de pacientes

131 sujetos fueron reclutados por el Hospital Universitario Infantil Nifio Jesus y el
Hospital General Universitario Gregorio Marafion (Madrid, Espafa). Todos los
pacientes firmaron el consentimiento informado y el protocolo fue aprobado por los

Comités de Investigacion y Etica de los hospitales involucrados.
1.1 Criterios de inclusion y de exclusién lactantes alérgicos

Se incluyeron en el estudio, 20 lactantes alérgicos de 4 a 8 meses de edad que
presentaban historia clinica de reacciones alérgicas alimentarias y con SPT positivo y
valores > 0.35 kU/L de IgE especifica en sangre para leche de vaca, a-lactalbumina,
B-lactoglobulina y/o caseina. Se excluyeron del estudio a todos aquellos lactantes que
habian sido alimentados con hidrolizado por un periodo superior a dos semanas o

habian tomado antibiéticos en los tres meses anteriores a la recogida de muestra.
1.2 Criterios de inclusion y de exclusion lactantes no alérgicos

Se incluyeron el estudio 7 lactantes de 4 a 8 meses de edad que no presentaban
sintomas de alergia a proteina de leche de vaca (APLV) o patologias graves

asociadas.
1.3 Criterios de inclusion y exclusién de madres y abuelas

Fueron incluidas en el estudio aquellas madres y abuelas que no hubieran tomado

antibiéticos durante los tres meses anteriores a la recogida de muestra.
2. Andlisis gen rRNA 16S

2.1 Recogida de muestras y datos personales

Cada participante recibi6 un kit de recogida de muestras que constaba de un pequefio
refrigerador desechable, una bolsa hermética, una bolsa para enfriar, un recipiente
estéril para depositar la muestra de heces que contenia una cuchara para facilitar la
recogida, papel especializado para la recogida de la muestra, un par de guantes,
etiquetas y un archivo con las instrucciones para realizar correctamente el

procedimiento. Se pidié a los sujetos que registraran el dia en que se recogi6 la
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muestra y evitar la contaminacion con orina y papel higiénico. Las muestras fueron
almacenadas en su congelador doméstico hasta la entrega en los centros
participantes. Las heces de todos los lactantes fueron recogidas por sus padres e
inmediatamente congeladas a -20 ° C. Se recogieron un total de 131 muestras fecales
en el laboratorio y se almacenaron a -80 ° C hasta su procesamiento para la extraccion
de DNA.

Ademas de la recogida de la muestra de heces, los participantes proporcionaron
cuestionaros individuales en los que se recogia informacion epidemiologica que
pudiera resultar util para el andlisis de los resultados. Se recogieron datos
demograficos (edad, sexo), alimentacion, tipo de parto (cesérea, uso de antibidticos
durante el parto), tabaquismo y sintomatologia alérgica de las madres y abuelas.

2.2 Extraccion DNA de heces
Todo el proceso se realizé en el centro de investigacion FISABIO (Valencia, Espafia).

Se extrajo el DNA de todas las muestras recogidas partiendo de 200 mg de heces
utilizando el kit QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) con un paso adicional con
bolitas magnéticas en cuatro tandas. En resumen, se lisaron las muestras con 1 ml de
InhibitEX buffer, resuspendiendo con un palillo y realizando un vértex de 5 minutos
con 500 pl de bolitas magnéticas. El sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo
Eppendorf de 1,5 ml que se calent6 a 95°C durante 7 minutos y se centrifugd 1 minuto
a velocidad maxima. Se cogieron 200 upl del sobrenadante resultante de la
centrifugacion a los cuales se afiadio 15 pl de proteinasa K y un volumen de buffer AL,
centrifugando el lisado 1 minuto a velocidad maxima. Finalmente, se afiadio Etanol
100% para precipitar el DNA y se pasaron 600 pl del lisado por las columnas incluidas
en el Kit para purificar el DNA, que fue eluido en 100 pl de agua libre de nucleasas.
Se incluyeron controles negativos en cada tanda de extraccién. Todo el proceso se

describe en la Figura 33.
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Figura 33. Extraccién DNA de muestras de heces usando el kit QlAamp DNA Stool Mini Kit.

4.2 Cuantificacion y analisis de calidad del DNA

El DNA extraido fue cuantificado usando el fluorbmetro Qubit® 2.0 siguiendo el
protocolo dsDNA HS Assay Kit. Todas las muestras tenian la concentracién minima

necesaria para llevar a cabo su secuenciacion (0,2 pg/uL).
4.3 Amplificacién y secuenciacion del gen rRNA 16S

Las regiones V3-V4 del gen rRNA 16S fueron amplificadas y secuenciadas (paired-
end) por el servicio de gendmica del FISABIO usando la plataforma MiSeq (lllumina)
siguiendo las instrucciones descritas en el manual “16S Metagenomic Sequencing

Library Preparation”.
4.3 Analisis bioinformatico

El analisis de calidad de las lecturas obtenidas por el secuenciador se realizo con el
programa prinseq-lite con los siguientes parametros: min_length: 50, trim_qual_right:
30, trim_qual_type: mean, trim_qual_window: 20%°, Las lecturas R1 y R2 se unieron

mediante el programa FLASH aplicando parametros predeterminados?'6?.

100



Las secuencias de 16S rRNA fueron limpiadas y procesadas siguiendo el pipeline
DADAZ2 v1.11 para definir ASVs!®2, La taxonomia se asigné con el clasificador RDP
implementado en DADA2 (RDP trainset 16; release 11.5)163,

La diversidad a de las muestras se estimo mediante el indice de Shannon. El Andlisis
de Correspondencia Canodnica (CCA) junto al analisis multivariante permutacional
(PERMANOVA) se llevaron a cabo con el programa R. Para analizar diferencias
significativas entre los grupos experimentales, se aplicaron los test estadisticos de
Wilcoxon y ANCOM-II con scripts en lenguaje R proporcionados por el FISABIO. Las
ASVs con un p-valor <0.05 y un p-valor ajustado < 0.1 (FDR) fueron consideradas

significativas.
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Resultados

1. Clasificacion de pacientes

Los pacientes involucrados en el estudio se clasificaron en seis grupos experimentales

divididos en dos categorias:

e Grupo 1- Lactantes alérgicos a la proteina de leche de vaca (LA)
e Grupo 2- Madres de lactantes alérgicos (MA)

e Grupo 3- Abuelas de lactantes alérgicos (AA)

e Grupo 4- Lactantes control (LC)

e Grupo 5- Madres de lactantes no alérgicos (MC)

e Grupo 6- Abuelas de lactantes no alérgicos (AC)

En el caso de las madres y abuelas, ademas de la clasificacion segun el estado
alérgico del lactante perteneciente a su familia, se realiz6 una clasificacion adicional
teniendo en cuenta las reacciones alérgicas que ellas mismas reportaban en el

cuestionario, dividiéndolas en Alérgicas y No alérgicas.

Los datos epidemioldgicos de lactantes, madres y abuelas se encuentran en los

Anexos |y Il.

2. Perfil de la microbiota intestinal asociada al desarrollo de

alergia alo largo de las tres generaciones

De todas las muestras secuenciadas, se obtuvieron un total de 19 523 010 secuencias.
12 955 391 secuencias del total generado recibieron una asignacién taxonémica
resultando en 9641 ASVSs.

Con el fin de tener una vision general de la composicion de la microbiota intestinal
asociada a las distintas edades se representaron graficos de barras de las familias y
filos bacterianos identificados para cada uno de los grupos experimentales (Figura
34A-B). Se observaron cambios asociados con la edad en la estructura de la
microbiota de los miembros de las tres generaciones (lactantes, madres y abuelas),

existiendo una mayor diversidad bacteriana en adultos en comparacion con lactantes.
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A nivel de filo, la microbiota adulta estaba principalmente constituida por Firmicutes
(60%), Bacteroidetes (15%), Actinobacteria (7%), Verrumicrobia (4%) y Proteobacteria
(3%). Los lactantes tenian una composicién similar en cuanto a filos pero su
distribucion era diferente: Actinobacteria y Proteobacteria estaban aumentados,
representando el 30% y el 15% de la microbiota intestinal respectivamente mientras

gue la abundancia de Firmicutes estaba disminuida (30%).

Ademas, las familias predominantes en la microbiota intestinal adulta eran
Ruminococcaceae (25%), Lachnospiraceae (23%), Bacteroidaceae (10%),
Coriobacteriaceae (5%), Bifidobacteriaceae (2-4%), Verrumicrobiaceae (2-4%) y
Rikenellaceae (2-4%) mientras que en el caso de los lactantes las mas abundantes
eran Bifidobacteriaceae (25-30%), Enterobacteriaceae (15-20%), Lachnospiraceae
(5%), y Bacteroidaceae y Veillonaceae, que representaban alrededor del 3y el 5% en

lactantes alérgicos y el 20 y el 15% en los lactantes control.

Finalmente, la diversidad-a (indice de Shannon), es decir, el analisis de abundancia y
uniformidad de las especies presentes y riqueza bacteriana (nUmero de especies
presentes, N) de las muestras fueron analizadas (Figura 34C-D), mostrando un
descenso significativo en lactantes en comparacion con la microbiota adulta,
apoyando lo que se observa en los gréficos de barras previamente descritos. La
microbiota adulta presentaba un indice de Shannon mayor (alrededor de 4) que los
lactantes (en torno a 2). Ademas, se observo que los lactantes con APLV tenian un

menor indice de Shannon en comparacion con los no alérgicos.

Estos resultados en conjunto sugieren que la edad influye en la composicién de la

microbiota intestinal.
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Figura 34. Composicion de la microbiota intestinal a lo largo de las tres generaciones. A.
Composicién bacteriana a nivel de filo. B. Top 35 familias bacterianas. C. Diferencias en alfa
diversidad entre los grupos experimentales (indice de Shannon). D. Diferencias en la riqueza
bacteriana entre los grupos. Las diferencias estadisticas se identificaron mediante T-test
usando GraphPad Prism. * p-valor<0.05, ***/AAA p-valor< 0.001.

3. Diferencias en la microbhiota intestinal asociadas a APLV

en lactantes

Con el objetivo de evaluar si el estado alérgico de los lactantes estaba asociado con
una variacion en la composicion de la microbiota intestinal, comparamos la distribucion
de las 15 familias mas abundantes identificadas en ambos grupos, LAy LC. El fenotipo
LA mostro una abundancia aumentada de las familias Bifidobacteriaceae,
Clostridiaceae, Verrumicrobiaceae, Lactobacillaceae y Streptococcaceae, mientras
gue las familias Bacteroidaceae, Veillonaceae, @ Ruminococcaceae Yy
Coriobacteriaceae se encontraban disminuidas en comparacion con LC (Figura 35A),
aunque ninguna de estas diferencias era estadisticamente significativa. Ademas, se
llevd a cabo el analisis multivariante PERMANOVA, mostrando que existian
diferencias significativas a nivel de composicion de familias bacterianas entre los dos
grupos (PERMANOVA Adonis p=0.025) (Figura 35B). Las diferencias entre los dos

grupos de lactantes fueron identificadas utilizando el test estadistico ANCOMII,
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indicando que familias con una pequefa abundancia relativa como Prevotellaceae y
Acidaminococcaceae estaban significativamente aumentadas en LC (Figura 35C). Por
otro lado, se identificaron también las diferencias a nivel de ASVs, con resultados
significativos para las especies Veillonella parvula, Veillonella dispar, Streptococcus
lutetiensis y Enterococcus casseliflavus (Figura 36). Veillonella parvula estaba
aumentada en LA mientras que el resto de las especies significativas estaban

disminuidas.
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Figura 35. Microbiota intestinal asociada a APLV en lactantes. A. Composicion bacteriana a
nivel de familia en LA y LC. B. Analisis de coordenadas principales (PCoA). C. Familias
bacterianas diferencialmente expresadas entre LA y LC utilizando el test estadistico ANCOMI|
* p-valor<0.05, **p-valor< 0.001.
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Figura 36. Composicion de la microbiota intestinal a nivel de ASV en lactantes. A.
Composicién bacteriana a nivel ASV en LAy LC. B. ASV diferencialmente expresadas entre
LAy LC utilizando el test estadistico ANCOMII **p-valor<0.01, ***p-valor< 0.001.

En relacion con la dieta de los lactantes, se identificaron 5 grupos experimentales:
leche materna (LM), leche materna junto con hidrolizado (LM_H), leche materna junto
con leche de formula (LM_F), hidrolizado (H) y leche de formula (F). Los LA fueron
alimentados con hidrolizado, leche materna o una combinacion de ambos, mientras
gue los LC se alimentaban con leche de formula o una combinacion de la misma con
leche materna. Como se puede observar en los graficos de barras representados en
la Figura 37A, la frecuencia relativa de las familias cambia de acuerdo a la dieta. Los
cambios mas notables se observaron entre lactantes que tomaban hidrolizado (todos
pertenecientes al grupo LA) y aquellos que tomaban leche de féormula (todos
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pertenecientes al grupo LC) (PERMANOVA Adonis p=0.005) (Figura 37B). Con
respecto al analisis estadistico, la familia Prevotellaceae estaba aumentada
significativamente en los lactantes alimentados con férmula (Figura 37C). Ademas, se
identificaron las diferencias significativas a nivel de ASV, observandose un aumento
de Veillonella Parvula y Enterococcus casseliflavus en los grupos LM_H, LM_F
comparados con los lactantes que tomaban formula (F), respectivamente, mientras
que Streptococcus lutetiensis estaba disminuida en los lactantes alérgicos que
tomaban hidrolizado (H) en comparacién con F (Figura 38). Puesto que las familias y
ASV identificadas coincidian con las diferencias identificadas entre LA y LC, estos

resultados sugieren que la alimentacion tiene un mayor impacto en la composicion de

la microbiota que la alergia.
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Figura 37. Microbiota intestinal asociada a la dieta lactantes. A. Composicién bacteriana a
nivel de familia en los grupos LM, LM_F, LM_H, H, F. B. Andlisis de coordenadas principales
(PCoA). C. Familias bacterianas diferencialmente expresadas entre los grupos
experimentales utilizando el test estadistico ANCOMII. ***p-valor< 0.001.
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Figura 38. ASV bacterianas diferencialmente expresadas entre los grupos LM, LM_F, LM_H,
H y F utilizando el test estadistico ANCOMII **p-valor<0.01, ***p-valor< 0.001.
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4. B diversidad asociada a APLV

Nuestro ultimo objetivo era analizar las diferencias entre lactantes, madres y abuelas
de la misma familia teniendo en cuenta su estado alérgico. Para ello, calculamos la
distancia de Bray-Curtis entre lactantes y sus madres (L-M), madres y abuelas (M-G)
y lactantes y sus abuelas (L-G) (Figura 39). Como se puede observar, la distancia
entre M-G fue significativamente menor que la distancia L-M y L-G, lo que se
correlaciona con el hecho de que la microbiota adulta es mas diversa que la microbiota
infantil. Por otro lado, también intentamos identificar un patron disbioético en las familias
alérgicas en comparacion con las familias no alérgicas. Las muestras disbibticas
suelen ser mas similares entre si que las muestras no disbidticas, por lo que se
esperaba que la distancia entre los sujetos alérgicos de la misma familia fuera menor
que la distancia entre sujetos de las familias no alérgicas. Sin embargo, en este caso,

las distancias fueron similares independientemente de la alergia.

Todos estos resultados sefalan que no hay evidencia de disbiosis en LA en
comparacién con LC.
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Figura 39. Andlisis de beta diversidad entre miembros de la misma familia basado en la
distancia de Bray-Curtis. Los andlisis estadisticos se hicieron aplicando T-test con el programa
GraphPad Prism.
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Discusion

Durante los ultimos afios el estudio de la relacion de la microbiota y la alergia ha
cobrado mucha importancia, ya que existen estudios que describen que ésta juega un
papel crucial en el desarrollo y la regulacion del sistema inmune, existiendo una
relacion simbiotica entre el huésped y los microorganismos que conforman la
microbiota, en su mayorial®4165. Ademas, muchos estudios describen la existencia de
una transferencia longitudinal de la microbiota de madres a hijos durante el parto,
siendo la microbiota del bebé diferente segun el tipo de parto (natural o ceséarea), la
cual puede ser clave para el desarrollo inmunitario del recién nacido6-168, Por otro
lado, existe la hipotesis de que desequilibrios en la microbiota (disbiosis) pueden llevar
al desarrollo de alergias, sin embargo, a dia de hoy existe mucha controversia sobre
si es la disbiosis la que causa la alergia o es la alergia la que termina produciendo una
alteracion en la microbiota®7’. Diversos estudios han demostrado que existe una
relacion entre la microbiota pulmonar y la alergia respiratoria asi como la microbiota
cutdnea y el desarrollo de dermatitis atopica y la microbiota intestinal y la alergia
alimentaria®. En cuanto al papel de la microbiota intestinal en la alergia alimentaria y
mas concretamente en la APLV, una de las alergias mas comunes en nifios menores
de tres afos, existen algunos estudios que han descrito algunas diferencias entre la
microbiota intestinal de lactantes sanos y de lactantes alérgicos a nivel de composicion
y funcionalidad bacteriana, con un aumento de los géneros Clostridia y Firmicutes y
una disminucion de Bacteroidetes y alteraciones en el ratio Enterobacteriaceae/
Bacteroidaceae asi como en la abundancia de las familias Lachnospiraceae y
Ruminococcaceae®®171, Sin embargo, no existen apenas estudios que evallen la
transferencia longitudinal de madres a hijos y su papel en el desarrollo de la alergia
alimentaria. Por ello, en este trabajo nos propusimos estudiar la influencia
longitudinal, transmitida de abuelas a madres y de madres a hijos en la composicién
de la microbiota intestinal y su relacién con el desarrollo de APLV mediante el estudio

del gen del rRNA 16S de muestras fecales de las tres generaciones.

Abuelas, madres y lactantes fueron reclutados para este estudio con el objetivo de
entender el efecto de la alergia en la microbiota y ver si existia un patrén disbiotico
transmitido a lo largo de las tres generaciones que pudiera ser el causante del

desarrollo de esta alergia. Las fortalezas de este estudio incluyen la heterogeneidad
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de las muestras al haber incluido tres generaciones distintas de pacientes de dos
hospitales y cinco centros de salud ubicados en Madrid y el uso de técnicas de
secuenciacion masiva para la identificacion de la composicion de la microbiota.
Ademas, actualmente se esté llevando a cabo el analisis metagendmico de estas
muestras, que permitira profundizar en las diferencias a nivel de funcionalidad
bacteriana. Como limitaciones encontramos que la dieta y el estado alérgico de los
lactantes estaba confundido, ya que en el momento de diagnosticarse la APLV en
lactantes alimentados con formula a base de leche de vaca (exclusivamente o como
complemento de la lactancia materna), su alimentacién era cambiada a otras
alternativas como la formula parcialmente hidrolizada, la férmula extensamente
hidrolizada o la formula hidrolizada de soja'’>173. Por otro lado, las muestras fecales
se recolectaron solo una vez por lo que los cambios en la microbiota a lo largo del
tiempo (por ejemplo, antes y después del desarrollo de la alergia) no pudieron ser
estudiados. Por otro lado, la microbiota en lactantes de corta edad varia rapidamente
y la heterogeneidad de sus edades pudo dificultar la identificacién de diferencias entre

los grupos experimentales.

En cuanto a los resultados de este estudio, observamos en primer lugar una
asociacion significativa entre la dieta y el estado alérgico de los lactantes, que se
explica por el hecho de que la mayoria de los lactantes alérgicos comenzaban a tomar
hidrolizado solo o en combinacion con leche materna en el momento en el que eran
diagnosticados con APLV. Por el contrario, la mayoria de los lactantes control
incluidos tenian una dieta basada en leche de férmula. En este trabajo, identificamos
que la familia Prevotellaceae estaba significativamente aumentada en el grupo LC y
en aquellos lactantes que tomaban leche de férmula (todos LC). Puesto que las
muestras fueron recolectadas una Unica vez, no podemos saber si este cambio esta
asociado a la alergia o a la dieta de los lactantes. El género Prevotella junto con
Bacteroides son los mas prevalentes dentro del filo Bacteroidetes. Prevotella es un
género muy amplio e incluye una gran cantidad de familias y especies diferentes con
un genoma muy diverso entre sus cepas. Estudios previos han demostrado que una
disminucion de este género en la microbiota pulmonar se asocia con asma y la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)'’4. Sin embargo, en otros estudios
el aumento de este género se ha asociado a artritis reumatoide y al desarrollo de colitis
ulcerosa y enfermedad de Crohn'’>176, Esto justifica la relacién descrita previamente
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entre respuesta inmunitaria y cambios en la microbiota. Por el contrario, miembros
pertenecientes a este género bacteriano se han asociado con efectos beneficiosos
como un mejor metabolismo de la glucosa y ademas se ha visto su correlacién con la
dieta vegetariana'’”1’8. Por tanto, el papel y la influencia de este género bacteriano
es aun bastante desconocido y probablemente dependiente de las cepas especificas

involucradas.

Muchos autores han descrito una asociacion entre la edad y la microbiota®417°, Sin
embargo, existen pocos estudios longitudinales como éste que involucren tres
generaciones!®, En linea con estos estudios, encontramos que la estructura de la
microbiota intestinal era diferente a nivel de riquezay diversidad cuando comparamos
los grupos acorde a su estado alérgico, siendo la microbiota de los lactantes menos
diversa que la de los adultos (madres y abuelas) (Figura 34). En el grupo de lactantes,
los filos Actinobacteria y Proteobacteria estaban aumentados en comparacion con la
microbiota adulta. En estudios anteriores, se ha descrito que un aumento de estos
filos puede asociarse a una disbiosis de la microbiota intestinal y al desarrollo y
mantenimiento de la homeostasis intestinal'®!. Ademas, el aumento del filo
Proteobacteria se ha correlacionado con una respuesta inmune debilitada y se cree
que puede ser una firma microbiana de enfermedad?!®. El filo Actinobacteria esta
representado mayoritariamente por la familia Bifidobacteriaceae y en el caso de los
lactantes ésta representa el 25-30% del total de su microbiota intestinal*®3. Aunque
algunos autores consideran que un aumento de esta familia es beneficioso para la
regulacion de la respuesta inmune, en este trabajo se ha descrito un aumento de la
misma en LA, que podria explicarse por la transferencia longitudinal de madres a hijos

via leche maternal®4,

Por dltimo, otro de los objetivos de este trabajo fue evaluar si existia un patron
disbidtico transmitido a lo largo de las tres generaciones en miembros alérgicos
pertenecientes a la misma familia en comparaciéon con aquellas familias formadas
Gnicamente por sujetos no alérgicos. Segun algunos estudios, las muestras dishibticas
suelen ser mas similares entre si que las no disbidticas, por lo que la distancia de
Bray-Curtis deberia ser menor en las familias alérgicas que en las no alérgicas'®®. Sin

embargo, en este estudio las distancias fueron similares independientemente del
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estado alérgico, por lo que no podemos concluir que exista una disbiosis transmitida

longitudinalmente en las familias con sujetos alérgicos.

En resumen, en este trabajo hemos confirmado que la microbiota de lactantes es
menos diversa que la de adultos. Ademas, nuestros resultados parecen contradecir la
idea de que existe una firma disbidtica transmitida de madres a hijos durante los
primeros 8 meses de vida. Por otro lado, puesto que los factores dieta y alergia
estaban confundidos en LA y LC, no ha sido posible asociar las diferencias
encontradas a ninguna de estas dos variables (Figura 40). Teniendo todo lo anterior
en cuenta, son necesarios estudios prospectivos que incluyan distintos intervalos de
tiempo durante los primeros meses de vida de los lactantes para entender el papel de
las diferencias a nivel de microbiota intestinal entre LA y LC en el desarrollo de la

alergia.
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Figura 40. Resumen de las diferencias a nivel de familia entre LA y LC segun su estado
alérgico y su alimentacion.
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Conclusiones

e Los pacientes con un fenotipo alérgico respiratorio grave, con o sin alergia
alimentaria, presentan una alteracion de las funciones plaquetarias tales como
la agregacion, adhesion, activacion y la liberacion de granulos en comparaciéon
con fenotipos alérgicos moderados y sujetos no alérgicos.

e Los pacientes monosensibilizados a gramineas y polisensibilizados tienen un
perfil transcriptomico diferente previamente al tratamiento con ITSL,
presentando los pacientes polisensibilizados un estado inflamatorio mas
elevado.

e Los pacientes monosensibilizados a gramineas y polisensibilizados que
reciben tratamiento activo de ITSL presentan un perfil transcriptomico diferente
tras dos afos de tratamiento.

e Los pacientes monosensibilizados a gramineas presentan una
desensibilizacion de células efectoras tras dos afios de tratamiento con ITSL y
un estado inflamatorio mayor en comparacibn con los pacientes
polisensibilizados.

e La diversidad de la microbiota intestinal varia con la edad, siendo mas diversa
en adultos que en lactantes.

¢ No hay evidencias que sugieran que, de 4 a 8 meses de edad, exista una firma
disbidtica en la microbiota intestinal, transferida por via materna, relacionada

con el desarrollo de APLV en nifos.
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ANEXOS

Anexo |. Caracteristicas demogréficas y clinicas de los lactantes incluidos en el estudio. H:
Hombre; M: Mujer; LM: Leche materna; F: Férmula, H: Hidrolizado.

Muestra Edad (Meses) Sexo Clasificacion Tipo parto Antibidticos parto Alimentacién

LA_001 4 H Alérgico Cesarea Si LM+H
LA_003 5 H Alérgico Vaginal No LM+H
LA_004 4 H Alérgico Cesérea No LM+H
LA_008 6 M Alérgico Vaginal No H
LA_009 6 H Alérgico Vaginal No H
LA 011 5 H Alérgico Vaginal No H
LA_012 6 M Alérgico Vaginal No LM
LA_014 5 M Alérgico Vaginal No LM+F
LA_016 4 M Alérgico Vaginal Si LM
LA_017 5 M Alérgico Vaginal No H
LA_019 5 M Alérgico Vaginal No LM+H
LA_021 6 M Alérgico Vaginal No LM+F
LA_022 6 M Alérgico Cesarea No LM
LA_024 6 M Alérgico Vaginal No LM+H
LA_027 5 H Alérgico Vaginal No LM+H
LA_029 5 M Alérgico Vaginal Si LM+H
LA_030 6 H Alérgico Vaginal No H
LA 031 4 M Alérgico Vaginal No H
LA_032 6 H Alérgico Cesérea No H
LA_035 6 H Alérgico Vaginal No H
LC 004 6 M No alérgico Vaginal Si LM+F
LC 005 6 H No alérgico Vaginal No F
LC 006 6 H No alérgico Vaginal No F
LC 009 5 M No alérgico Cesarea No F
LC 010 5 M No alérgico Cesarea No F
LC 011 5 M No alérgico Vaginal No LM
LC 012 4 H No alérgico Vaginal No F
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Anexo ll. Caracteristicas demograficas y clinicas de las madres y abuelas de los lactantes
incluidas en el estudio. *No se detallan alimentos ni tipo de polen que producen las alergias.

Muestra

Edad (afios) Clasificacion

Tabaco

Alergias Reportadas*

122

MA_001 41 Alérgica 0 Alimentos
MA_003 37 No alérgica 3 0
MA_004 33 No alérgica 0 0
MA_005 32 No alérgica 0 0
MA_006 28 Alérgica 3 Alimentos
MA_007 34 Alérgica 3 Alimentos + Polen
MA_008 39 Alérgica 3 Alimentos + Polen + Dermatitis atopica + Gato
MA_009 42 Alérgica 0 Alimentos + Polen + Dermatitis atopica
MA_ 011 38 No alérgica 0 0
MA_012 33 Alérgica 0 Dermatitis atopica + Gato
MA_013 32 Alérgica 0 Dermatitis atopica
MA_014 32 Alérgica 0 Polen
MA_015 29 No alérgica 3 0
MA_016 31 Alérgica 2 Alimentos
MA_018 35 Alérgica 0 Dermatitis atopica + Gato
MA_ 017 31 No alérgica 0 0
MA_019 38 No alérgica 0 0
MA_020 41 No alérgica 3 0

MA_ 021 34 No alérgica 0 0
MA_022 36 Alérgica 3 Dermatitis atopica
MA_023 34 No alérgica 0 0
MA_024 34 Alérgica 0 Alimentos + Gato
MA_026 35 Alérgica 0 Dermatitis atopica
MA_027 36 No alérgica 0 0
MA_028 29 No alérgica 0 0
MA_029 31 Alérgica 0 Dermatitis atépica
MA_030 34 No alérgica 3 0

MA_ 031 31 No alérgica 0 0
MA_032 30 Alérgica 2 Alimentos
MA_033 38 No alérgica 1 0
MA_034 34 No alérgica 3 0
MA_035 38 Alérgica 3 Dermatitis atopica
MA_036 30 No alérgica 3 0
AA_001 69 Alérgica 2 Alimentos
AA_002 56 No alérgica 0 0
AA_003 64 Alérgica 3 Alimentos
AA_004 60 No alérgica 3 0
AA_005 60 No alérgica 0 0
AA_006 51 No alérgica 2 0
AA_007 69 No alérgica 0 0
AA_008 66 Alérgica 3 Dermatitis atopica




AA_009 69 No alérgica 0 0
AA 010 75 No alérgica 0 0
AA 011 63 No alérgica 3 0
AA 012 67 Alérgica 3 Alimentos
AA_013 61 No alérgica 3 0
AA 014 59 No alérgica 2 0
AA_015 73 Alérgica 0 Dermatitis atopica
AA_017 62 No alérgica 0 0
AA 018 58 No alérgica 1 0
AA_019 73 No alérgica 0 0
AA 021 67 No alérgica 0 0
AA_022 60 No alérgica 3 0
AA_ 024 62 No alérgica 1 0
AA_ 026 66 No alérgica 3 0
AA_027 66 No alérgica 3 0
AA_028 62 No alérgica 2 0
AA_029 56 Alérgica 3 Alimentos
AA_030 68 Alérgica 0 Alimentos
AA_031 65 No alérgica 0 0
AA_032 58 Alérgica 2 Alimentos
AA_033 63 No alérgica 2 0
AA_034 65 No alérgica 3 0
AA_ 036 47 No alérgica 3 0
MC_001 34 No alérgica 0 0
MC_002 42 No alérgica 0 0
MC_003 29 No alérgica 0 0
MC_004 33 No alérgica 0 0
MC_005/006 28 No alérgica 0 0
MC_007 30 Alérgica 0 Dermatitis atopica + Gato
MC_009/010 36 No alérgica 0 0
MC_011 34 No alérgica 0 0
MC_012 37 Alérgica 0 Polen
MC_013 38 No alérgica 0 0
MC_014 30 No alérgica 0 0
MC_016 37 No alérgica 3 0
AC_001 73 No alérgica 0 0
AC_002 73 No alérgica 0 0
AC_003 61 No alérgica 0 0
AC_004 63 No alérgica 0 0
AC_005/006 66 No alérgica 0 0
AC_007 59 No alérgica 0 0
AC_009/010 63 No alérgica 3 0
AC 011 62 No alérgica 1 0
AC 012 68 Alérgica 1 Dermatitis atépica
AC_013 67 No alérgica 0 0
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AC_014

60

No alérgica

0

AC_016

68

No alérgica

2
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